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Terapia celular en medicina felina

Esta técnica, basada en la utilizacion de células madre mesenquimailes, es una novedosa estrategia terapéutica que ha

supuesto un importante avance en aquellas enfermedades que actualmente presentan escasas opciones de tratamiento.
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La terapia celular estd basada en el uso
de diferentes tipos celulares como agen-
tes terapéuticos. Esta novedosa estrategia
plantea una alternativa en enfermedades
cuyo tratamiento actual no es efectivo o
simplemente no existe, ya que aporta los
mecanismos necesarios para estimular la
regeneracion/reparacion de los 6rganos
y tejidos danados. Entre todo el colectivo
de células candidatas a ser empleadas en

estas terapias avanzadas, son las células
madre o troncales las que han demostrado
mejores resultados. El prometedor futuro
de esta terapia se refleja en la existencia de
casi 7.500 estudios clinicos en la especie
humana para el tratamiento de diferentes
enfermedades empleando diversos tipos
de células madre.

La medicina veterinaria no queda al
margen de estos avances y en el ano 2003
fue pionera en el empleo clinico de células
madre, cuando se publicaron los primeros
resultados en el tratamiento de lesiones
tendinosas en el caballo de deporte (Smith
et al., 2003).

Por otro lado, gracias a los resultados
obtenidos con e
y a que estos padecen determinadas enfer-
medades similares a las del ser humano,
las mascotas conforman un modelo pre-

as terapias en animales

clinico ideal en investigacion biomédica
traslacional para su posible empleo en
medicina humana (Hoffman et al., 2016).
A continuacién se repasan, de manera
resumida, los principales avances, indica-
ciones y resultados de la terapia celular

con células madre mesenquimales (MSC)
en la especie felina, que son hoy una rea-
lidad y representan un importante avance
en el tratamiento de enfermedades com-
plejas.

Enfermedades
musculoesqueléticas

Las MSC felinas han demostrado, al igual
que en otras especies (perro, caballo o ser
humano), ser un tipo celular ideal en dife-
rentes enfermedades osteoarticulares.

El empleo de las MSC lleva demos-
trando durante afios unos altos niveles de
seguridad y eficacia en multitud de proce-
sos articulares, tanto degenerativos como
inmunomediados (Bogers ef al., 2018).

Destacan diversos efectos beneficiosos
de accion especificos a nivel articular:
¢ Activacion de diversas vias de senaliza-

cién intracelulares y factores de transcrip-

cién que estimulan un ambiente favorable
para la regeneracion articular. El resultado
final es un incremento de la capacidad

de produccion de proteinas especificas y

matriz extracelular del cartilago.

En terapia celular en la especie
felina los tipos mas empleados
de MSC son los procedentes
del tejido adiposo, médula

6sea y sangre periférica. N

® Secrecion de factores bioactivos con
capacidad antiinflamatoria, asi como
factores de crecimiento como favore-
cedores de la reparacion del cartilago

articular y tejido 6seo (TGF-B, BMP, IL-6

e IL-D.

La osteoartritis felina tiene una alta pre-
valencia en animales mayores, muchas
veces estd infravalorada y se trata de forma
paliativa con firmacos cuyo uso conti-
nuado no esta libre de efectos indeseados
en esta especie. La terapia celular con MSC
ha demostrado ser una excelente estrategia
terapéutica, ya que detiene y disminuye el
deterioro articular, reduce del dolor y, con
ello, aumenta la actividad fisica del paciente

f
Sangre periférica

Figura 1. Principales fuentes de células madre mesenquimales en la especie felina

Células madre mesenquimales

Las MSC (del inglés mesenchymal stem cells o mesenchymal stromal cells)
son células indiferenciadas no hematopoyéticas, procedentes de la capa embrio-
naria del mesodermo. Tienen capacidad de autorrenovacion y multipotencialidad
y estan localizadas en diversos tejidos adultos o extraembrionarios (Dominici et
al., 2006). En terapia celular en la especie felina los tipos méas empleados de MSC
son los procedentes del tejido adiposo, médula ésea y sangre periférica, funda-
mentalmente por la facilidad de obtencién y abundancia del tejido donde se ubican
(Villatoro et al., 2018) (figura 7).

Ademas de su funcién como reservorio de células indiferenciadas para la rege-
neracion de los tejidos en los que se ubican, cada vez existen mas evidencias de
que su mecanismo de accién se desarrolla mediante una accién paracrina, a tra-
vés de la secrecion de multitud de sustancias bioactivas (secretoma), mas que por
la propia diferenciacion en el tipo celular afectado. Bajo el concepto de secretoma
se incluyen diferentes moléculas solubles (principalmente factores de crecimiento,
citoquinas y quimiocinas), asi como la secrecién de una gran variedad de vesicu-
las extracelulares (exosomas y microvesiculas) (figura 2).

Ademas, poseen la habilidad de migracién y anidamiento hacia el lugar de la
lesién en respuesta a las sustancias alli liberadas.

Sin duda alguna, entre todos los mecanismos de actuacién de las MSC, su
habilidad para modular el sistema inmunitario, tanto innato como adaptativo, des-
empefa un papel fundamental en casi todos los efectos terapéuticos atribuidos a
estas células (Carrade et al., 2013) (figura 3).

Cabe recordar que cada vez existe una mayor cantidad de evidencias de que
la calidad de las MSC se ve alterada por factores como la edad, la medicacién, el
estado sanitario del donante o el padecimiento de otras enfermedades concomi-
tantes, lo cual obliga a una buena evaluacién del caso clinico y a la personaliza-
cién de la terapia para asegurar la mayor posibilidad de éxito (Konala et al., 2016;
Villatoro et al., 2019).

y es posible dejar de administrar firmacos
con alto potencial de efectos adversos
(Freitag et al., 2016; Harman et al., 2016).

Los autores, en funcion de su experien-
cia, sefalan una mejoria en mds del 88 %
de los pacientes tratados y una reduccion
précticamente total de la medicacion.

La estimulacion osteogénica de las MSC
ha demostrado ser otra utilidad clinica muy
interesante en casos de fracturas complica-
das, no uniones o retardos de la formacién
del callo 6seo. Las MSC demuestran un
enorme potencial para inducir la neofor-
macion de vasos y estimular la posterior
diferenciacion osteogénica en los nichos
de fractura, aspectos fundamentales en las
fases de reparacion 6sea (Kang et al., 2012).

En todos estos casos, la via de adminis-
tracion intralesional (articular, en el nicleo
de fractura, etc.) facilita enormemente su

empleo y potencia los efectos de estas
terapias (figura 4).

Gingivoestomatitis cronica

La gingivoestomatitis cronica  felina
(GECF) es una enfermedad dolorosa y
debilitante, cuyo manejo es complejo y
que genera un alto indice de frustracion
tanto en el clinico en el propietario. Existe
consenso acerca de un importante compo-
nente inmunopatologico, responsable de
una respuesta inmunitaria inapropiada en
la mucosa oral, secundario a una estimula-
cién antigénica croénica frente a diferentes
factores. Puede alcanzar niveles de preva-
lencia de hasta el 12 % de la poblacion
(Jennings et al., 2015; Winer et al., 2016).

Por su complejidad y muchas veces difi-
cil manejo, se han establecido diferentes »

Secretoma
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Figura 2. Secretoma de las células adremesenquimales: factores solubles y vesiculas extracelu-

lares (microvesiculas y exosomas).
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Figura 3. Interacciones entre células madre mesenquimales (MSC) y células inmunitarias. Las MSC, mediante un
efecto paracrino, regulan la proliferacion y la funcién de una variedad de células inmunitarias, asi como la induccion

de células reguladoras T.

> estrategias terapéuticas cuyos objetivos
principales son eliminar el dolor y las
fuentes de infeccion o inflamacion cré-
nica en la boca. Estas terapias producen
mejorfa parcial o temporal, pero no su
curacion total. En general, engloban desde
la eliminacién de piezas dentarias hasta la
administracién de analgésicos, antibioti-
cos, corticoesteroides e inmunomodulado-
res de forma continua y prolongada, con
efectos adversos descritos (Arzi et al., 2016;
Stathopoulou et al., 2017).

Por otro lado, alrededor de un 30 % de los
casos son refractarios a los tratamientos con-
vencionales, cuya progresion clinica lleva a
un importante deterioro y debilitamiento del
animal, con prondstico muy pobre ante la
falta de otras opciones terapéuticas.

La terapia inmunomoduladora con MSC
en el tratamiento de esta enfermedad esta
creando muy buenas expectativas deri-
vadas de sus resultados. Se abre asi una
prometedora  alternativa para aquellos
animales con GECF refractarios a los tra-
tamientos convencionales y que no tienen
ninguna otra opcion, ya que con MSC se
obtiene una mejoria completa o parcial
de hasta el 90 % de los animales tratados
(Villatoro et al., 2016; Arzi et al., 2017).

El cuadro de inflamacion sistémica que
manifiestan los pacientes con GECF grave
y/o refractaria se ve disminuido al norma-
lizarse parametros como la neutrofilia, las
globulinas, las citoquinas proinflamatorias
y otros biomarcadores de inflamacion.
Esto también se refleja en las enfermeda-
des concomitantes que suelen acompaniar
a este proceso, lo que finalmente permite
una mejoria clinica general significativa,
que se manifiesta con un aumento del
apetito y el peso, normalizacion de otros

a

pardmetros sanguineos y disminucién o
eliminacién de medicacion (figura 5).

La adecuada seleccion del paciente y del
protocolo terapéutico, asi como la realiza-
cién de un seguimiento son cruciales para
obtener los mejores resultados. Entre los
pardmetros determinantes del resultado y
prondstico con esta terapia se encuentran
la edad, la medicacion actual, la infeccion
por virus (fundamentalmente calicivirus),

tolerancia a los antigenos intestinales. Los
protocolos actuales de tratamiento pre-
sentan a veces escasa respuesta clinica,
frecuentes recaidas y efectos secunda-
rios por la medicacion inmunosupresora
empleada (Webb et al., 2015).

Actualmente, el control de la infla-
macion y la respuesta inmunitaria es un
aspecto muy importante en su manejo y
tratamiento.

La terapia celular con MSC, gracias a
su capacidad inmunorreguladora, ha sido
descrita como una alternativa terapéutica
segura y eficaz en el tratamiento de esta
enteropatia tanto en perros y gatos como
en humanos, con un alto porcentaje de
remision del cuadro clinico. Su administra-
cién (via intravenosa y/o intraperitoneal)
ha demostrado ser una estrategia segura y
eficaz, con una remision clinica en el 85 %
de los casos, un incremento sustancial de
la albimina, la cobalamina y el folato, y
disminucion de pardmetros sistémicos de
inflamacion (Perez-Merino et al., 2015).

Se han descrito diferentes mecanismos
de actuacion. Por un lado, en la EII la dis-
funcién de la mucosa intestinal inflamada
permite que componentes de la microbiota
intestinal se infiltren en su limina propia.
Las MSC administradas migran y anidan en
la limina propia del intestino lesionado,
donde interactian con los distintos agen-
tes bacterianos. Fruto de dicha interaccion,
se desencadena en las MSC un incremento
de la transcripcion de determinados genes
inmunomoduladores clave y la posterior
secrecion  de  factores antiinflamatorios
(TSG-6, IDO y PgF,) (Tsuchiya et al., 2017).

M Entre todos los mecanismos de actuacion de las
MSC, su habilidad para modular el sistema inmunitario
desempefa un papel fundamental en casi todos los

efectos terapéuticos atribuidos a estas células.

el padecimiento de algunas enfermedades
concomitantes (insuficiencia renal, entre
otras), exodoncias previas y niveles de
diferentes marcadores de inflamacion fun-
damentales para el prondstico y control de
la evolucion del proceso.

Enfermedad inflamatoria
intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal
(EID es un grupo de afecciones inflama-
torias cronicas del tracto gastrointestinal.
Es habitual en gatos, perros y seres huma-
nos vy, al igual que otras enfermedades
autoinmunitarias, muestra un importante
componente genético. Se desencadena
una reaccién autoinmunitaria inapropiada
en el tracto digestivo, condicionada por
alteraciones en la microbiota, factores
ambientales y anomalias de la respuesta
inmunoldgica, resultado de una disfun-
cion de la barrera intestinal y pérdida de

on células madre mesenquimales via intraarticular.
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Por otro lado, los macréfagos desempe-
nan una funcién fundamental en la homeos-
tasis inmunitaria intestinal, y también estin
implicados en la patogénesis de la EIl. En
un intestino sano, los macréfagos residentes
muestran un fenotipo M2 (antiinflamatorio),
mientras que los macréfagos de perfil infla-
matorios M1 dominan en la mucosa intesti-
nal inflamada. Por tanto, la modificacion del
equilibrio de las poblaciones de macréfagos
M1 hacia un fenotipo M2 supone un nuevo
enfoque terapéutico en la EIIL

En estas nuevas estrategias, las MSC, por
su capacidad inmunomoduladora a través
de la liberacion de diferentes moléculas,
han demostrado un enorme potencial para
inducir macrofagos antiinflamatorios (M2)
y restaurar la homeostasis, tal y como se ha
comentado también en otras enfermedades
inmunomediadas, donde la polarizacion
del perfil de los macréfagos desempena un
papel badsico en su patogénesis (Hidalgo-
Garcia et al., 2018) (figura 6).

Asma felino

El gato es una especie que desarrolla
asma de manera natural y frecuente (hasta
el 5% de la poblacion), de forma parecida
a la especie humana. Manifiesta cuadros
recurrentes, hiperreactividad de las vias
respiratorias, obstruccion del flujo de aire,
inflamacion  eosinofilica y remodelacion.
El desencadenante es una respuesta pola-
rizada Th2, que origina una reaccion de
hipersensibilidad tipo I o alérgica frente a
alérgenos ambientales, con liberacion de
IL-4 e IL-5. Dichas citoquinas estimulan la
produccion de IgE por los linfocitos B, la
proliferacion de mastocitos (responsables
de la respuesta inmediata) y el crecimiento
y activacion de los eosindfilos (responsa-
bles de la respuesta tardia y del dano sobre
el drbol bronquial) (Quimby ez al., 2018).

Actualmente, se ha demostrado que la
administracion de MSC en casos de asma
modula el ambiente local a través de un
mecanismo paracrino de liberacion de
diferentes  citoquinas con  propiedades
antiinflamatorias y “despolariza” la res-
puesta Th2 frente los alérgenos. El meca-
nismo propuesto de accion es multiple:

e Por un lado, a través de la secrecion
del antagonista del receptor de IL-1 (IL
-1Ra) reduce la inflamacion alveolar, inhi-
biendo la proliferacion de linfocitos IL-
1-dependientes y la secrecion de TNF-o.
El ambiente inflamatorio también las esti-
mula para secretar prostaglandina-E2 que
polariza a los macréfagos para secretar la
interleucina antiinflamatoria 10.

Por otro lado, su efecto es complemen-
tado por mecanismos reparadores. De
esta manera, la apoptosis de las células
alveolares epiteliales que se produce
progresivamente es inhibida por meca-
nismos epigenéticos inducidos por las
MSC al promover la activacion del gen
antiapoptotico Bcl-2. A ello se suma la
accion de diferentes factores de creci-
miento epiteliotroficos secretado por las
MSC, que estimulan la proliferacion y
restitucion del epitelio alveolar.

Las rutas habituales de administracion
son la via intratraqueal o intravenosa.
Sin embargo, la via intravenosa presenta
mayores ventajas, gracias a las particulari-
dades de la biodistribucion de las propias
MSC que quedan atrapadas en la vascu-
latura pulmonar antes de que las células
lleguen a otros 6rganos, lo que hace del
pulmén un 6rgano importante de almace-
namiento tras su implantacion. Esto facilita
un enfoque factible y prometedor del tra-
tamiento con este tipo celular en enferme-
dades pulmonares.

Clinicamente, la administracién multiple
de MSC demostr6 a los 9 meses un efecto
retardado en la reduccion de la inflamacion
de las vias respiratorias, con disminucion
de los porcentajes de eosindfilos, de hipe-
rreactividad y de remodelacion de las vias
respiratorias (Tizil et al., 2014) (figura 7).

4 meses

Figura 5. Resultado a los 4 meses de la terapia con MSC en paciente con gingivoestoma-

titis cronica felina refractaria.

>
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Enfermedad
inflamatoria intestinal

Figura 6. Mecanismo de accién de la inmunoterapia con células madre mesenquimales en la
enfermedad inflamatoria intestinal: secrecion de diferentes mediadores antiinflamatorios, activa-
cion de T reguladores y modulacion de la polarizacién de los macréfagos.

Enfermedad renal crénica

El rinén es un érgano complejo, com-
puesto por varios tipos de células dentro
de un marco estructural tinico. En los tlti-
mos anos, la identificacion de diversos
tipos de células madre en el rinén ha dado
lugar a nuevas estrategias para regenerar
las nefronas danadas, algo que se ha con-
vertido en uno de los grandes retos de la
medicina regenerativa.

En el glomérulo se encuentran las célu-
las madre residentes en el polo urinario
de la capsula de Bowman en forma de
podocitos. En el extremo distal de los
tibulos proximales existe una poblacién
de células madre resistente a la isquemia.
Por ultimo, se han descrito en la base de

las renales. Por otro lado, desencadenan
importantes mecanismos de neoangiogé-
nesis estimulada a través de factores de
crecimiento vascular, y mejoran el estrés
oxidativo propio de esta enfermedad
(Quimby et al., 2015).

Actualmente, dado el impacto que supo-
nen las enfermedades renales y la dificul-
tad de su tratamiento, se estan realizando
importantes esfuerzos en investigacion con
el objetivo de lograr la implantacion futura
de novedosas técnicas regenerativas que
van desde el uso de exosomas, la utiliza-
cion de las MSC como inmunomoduladores
que eviten el rechazo en el trasplante renal
o la creacion artificial de rinones a partir de
organos descelularizados y células modifi-
cadas genéticamente (Bochon et al., 2019).

Apoptosis

Antiinflamatorio
inmunodulacién

Fibrosis y
\ﬂ“" Migracion remodelacion
anidamient alveolar
. Incremento T Modulacion perfil
Secrecion facto- reguladores macréfagos
res inmunomo-
duladores: IDO, = I
PGEF,y TSG-6 sy ; ) Figura 7. Células madre mesenqguimales en la enfermedad pulmonar. Las MSC inducen la repa-
M M racién/regeneracion a través de diversos mecanismos paracrinos: inmunomodulacion, estimula-

cion de la proliferacion del epitelio alveolar y disminucién de su apoptosis.

oliferacion de células residentes
Inmunomodulacién

Disminucién de la fibrosis
Apoptosis

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

] MSC

Factores solubles
Vesiculas extracelulares

Figura 8. Mecanismos de accion de las células madre mesenquimales en la enfermedad renal.
Las MSC disminuyen el dafio e inducen la reparacion/regeneracion A través de diversos meca-
nismos paracrinos las MSC estimulan la reparacién mediante efectos mitogénicos que estimulan
las propias células madre residentes y potencian la angiogénesis; e inhiben la inflamacion, los
fenémenos oxidativos, la apoptosis y la fibrosis del tejido lesionado.

|7La administracion de MSC en casos de asma modula el ambiente
local a través de un mecanismo paracrino de la liberacion
de diferentes citoquinas con propiedades antiinflamatorias
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y “despolariza” la respuesta Th2 frente los alérgenos. N

la papila células madre que responden al
dano renal que generan células que pue-
den migrar al resto del tejido.

En la enfermedad renal cronica (ERC)
el rindn tiene mermado su potencial rege-
nerativo a causa de los continuos danos,
sin que exista un tratamiento efectivo para
prevenir la progresion a insuficiencia renal
terminal. Esta pérdida de capacidad repa-
radora se ve, ademds, influida de manera
negativa por multiples factores que pue-
den contribuir a una disfuncion de las
propias MSC, como una edad avanzada,
estados inflamatorios crénicos o la uremia.

Actualmente, los avances mds importan-
tes en regeneracion renal en medicina vete-
rinaria se desarrollan en la especie felina,
en la que la administracion de MSC ha
demostrado buenos resultados funcionales
en la ERC. Estos resultados se traducen en
una mejora significativa de la funcién renal
(disminucion de las concentraciones séri-
cas de creatinina y proteina en la orina y
aumento de su densidad relativa), asi como
un efecto nefroprotector, que estabiliza la
condicion clinica y retrasa la progresion de
la enfermedad (Vidane et al., 2017).

Las MSC, a través de sus efectos para-
crinos, favorecen una actividad proan-
giogénica, antiinflamatoria y antifibrética
(Hickson et al., 2016) (figura 8).

Tras su administracion (via sistémica,
intraperitoneal o en la arteria renal), las
MSC migran al rinén e inhiben la apoptosis
de las células renales mediante un efecto

antiinflamatorio o inmunomodulador ade-
mas de potenciar la proliferacion de célu-

Queratitis eosinofilica

La queratitis eosinofilica felina (QEF)
es una queratopatia crénica, de dificil
curacion y causada por una respuesta
inmunitaria local secundaria a un posible
estimulo antigénico que desencadena una
importante proliferacion celular sobre la
superficie corneal. Se produce, por tanto,
una respuesta tipo Th2 que media una
reaccion de hipersensibilidad mixta, con
participacion de un componente de hiper-
sensibilidad de tipo I (alérgico) y otro de
tipo IV (subtipo IVb) o de hipersensibili-
dad retardada eosinofilica mediada por
citoquinas, como la IL-4 e IL-5, que favo-
recen el infiltrado inflamatorio compuesto
fundamentalmente por eosinéfilos y con
presencia concomitante de algunos masto-
citos y células plasmdticas a nivel corneal.

En el globo ocular residen diferentes
tipos de MSC (limbo basal, estroma cor-
neal, malla trabecular, coroides y grasa
periorbitaria), responsables de la regene-
racion/reparacion de las estructuras donde
se ubican. Gracias a sus efectos inmuno-
moduladores y antiinflamatorios, las MSC
han demostrado un enorme potencial en
el tratamiento de enfermedades inmuno-
mediadas y en la reparacion de la super-
ficie ocular a través de muy diferentes
mecanismos, entre los que destacan:

e Inmunomodulacién: regula las célu-
las T (CD4+y CD8+) y células B y
potenciando la activacion de células T
reguladoras (mediadores celulares de
tolerancia inmunoldgica).

4 meses

Figura 9. Resultado a los 4 meses de la terapia con células madre mesenquimales en un

paciente con queratitis eosinofilica felina.

Antiangiogénesis en la superficie ocular:
a través del incremento de la expresion
de trombospondina-1 (poderoso factor
antiangiogénico) y la disminucion de
la metaloproteinasa 2 (potente factor
proangiogénico relacionado con la infla-
macion).

Regeneracion de la superficie ocular:
disminuyen la infiltracién de neutréfilos
y macrofagos y facilitan la recuperacion
epitelial, de las glandulas de Meibomio
y de las células caliciformes.
Antifibrosis: mediada a través de diver-
sos factores solubles antiinflamatorios
secretados, modula la migracion de
fibroblastos  corneales  (queratocitos
estromales activados) y, con ello, evita

la formacion de cicatrices y escaras en la
superficie corneal (Villatoro et al., 2017).
Los resultados del protocolo de trata-
miento con terapia con MSC en la QEF
realizado por los autores demuestran una
importante mejoria clinica y resolucion
de los signos oculares durante al menos
11 meses (Villatoro et al., 2018) (figura 9).0

Conclusion

El empleo clinico de MSC en medi-
cina felina abre nuevas perspectivas
terapéuticas en diversas enferme-
dades inmunomediadas que actual-
mente presentan limitadas opciones
de tratamiento, y ha demostrado ser
una técnica simple, eficaz y sin efectos

secundarios.
La adecuada seleccién de la enfer-

medad, los factores relacionados
con el paciente (edad, estado sanita-
rio, etc.) y la medicacién, entre otros,
son parametros fundamentales para
individualizar el tratamiento, decidir
la fuente celular, la via de administra-
cién y el nimero de aplicaciones que
incrementen el éxito de esta terapia.

Bibliografia disponible en
www.argos.grupoasis.com/bibliografias/
celulasmadre219.doc



