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Uso clinico de células madre mesenguimales

Nuevos tratamientos inmunomoduladores

en medicina veterinaria

En este articulo describimos la enorme utilidad clinica de una de las capacidades mas sorprendentes

de la terapia celular con celulas madre mesenquimales: su capacidad inmunorreguladora.
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Imagenes cedidas por los autores

El tratamiento de enfermedades de ori-
gen inmunomediado representa un reto
terapéutico en multitud de especialidades
veterinarias en las que estamos limitados
por el empleo de determinados productos
(corticoesteroides e inmunomoduladores),
que muchas veces tienen que ser adminis-
trados de por vida, con importantes efectos
secundarios y pocas alternativas curativas.

Las células madre mesenquimales (MSC)
son células indiferenciadas multipotencia-
les, no hematopoyéticas, con capacidad
de autorrenovacion, localizadas en diver-
sos tejidos adultos o extraembrionarios,
que proceden de la capa embrionaria del
mesodermo. Ademds de su funcién como
reservorio de células indiferenciadas para
la regeneracion de los tejidos donde se
ubican, cada vez hay mas evidencias de
que su mecanismo de accion se realiza por
efectos inmunomoduladores y antiinflama-
torios, mediante la liberacion de una gran
variedad de sustancias bioactivas con efec-
tOs autoCrinos y paracrinos.

Entre todos sus mecanismos de accion,
la habilidad de modular el sistema inmu-
nitario desempena un papel fundamental
en casi todos los efectos terapéuticos atri-
buidos a estas células. Dicha influencia
es ¢jercida tanto sobre inmunidad innata
como adaptativa, a través de diferentes
mecanismos, como es el contacto directo
célula a célula y la secrecion de diferentes
sustancias solubles (IDO, NO, 1L-10, PGE2,
TGF-f, etc.), que varia con la especie y la
fuente celular (figura D).

Inmunidad
innata

La influencia sobre la inmunidad innata
la ejerce a través de la secrecion de IDO,
PGE2 y TGF-f que actian sobre las célu-
las NK suprimiendo su proliferacion, la
produccion de citoquinas y su citotoxici-
dad frente a diversos objetivos. Disminu-
yen la funcién y maduracion de las células
dendriticas, mediada por la IL-6 producida
por las propias MSC, lo que conlleva una
falta de respuesta de las células T.

Ademads son capaces de reprogramar los
macréfagos de un fenotipo proinflamatorio
M1 hacia un fenotipo antiinflamatorio M2,
capaz de regular la respuesta inmunitaria.

Sobre la inmunidad adaptativa demues-
tran un aspecto muy interesante de inmu-
norregulacion por su amplia capacidad de
accion tanto sobre la inmunidad celular
(Th1) como la humoral (Th2).

|_Hay factores limitantes, como
la edad y enfermedades
concomitantes, que tienen un
impacto negativo en la calidad
y capacidad regenerativa

de las MSC. N

Se considera que uno de los mayores
mecanismos de inmunomodulaciéon por
las MSC es la regulacion de las células T,
tanto los CD4" colaboradores, como los
CD8" citotoxicos, realizada de forma pri-
maria via secrecion de factores solubles.
Inhiben la proliferacion de las células T,
tanto in vitro como in vivo, al detener su
division, y disminuyen la secrecion de
citoquinas inflamatorias por parte de dife-
rentes poblaciones de células inmunes al
suprimir la respuesta de las células T vir-
genes y de memoria.

Las MSC no solo suprimen las funcio-
nes Th1, sino también la Th17 a través de

Inmunidad
adaptativa

Células T

y CD4+y CD8*
Proliferacion

Factores de secrecion:

HGF
Prostaglandina E2
IDO
HO-1
TGF-B
Oxido nitrico

de células T

v INF=y
ML-4

¥ TNF-o.

v Presentacion
antigenos

¢ Diferenciacion

e -
e
,,7/-( L
T

Células
dendriticas

Células B

Figura 1. Esquema del efecto inmunomodulador de las MSC sobre las células del sistema inmunitario.
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factores solubles y de contacto celular, al
igual que inhiben los linfocitos T CD8*
citotéxicos via secrecion de PGE2, IDO y
TGF-B. Por otro lado, también regulan la
respuesta de las células T desplazando la
respuesta inmunitaria de Th1 a Th2.

Respecto a la inmunidad humoral (Th2),
modulan las funciones de los linfocitos B
mediante la supresion de la diferenciacion
celular y la produccién de inmunoglobuli-
nas por las células plasmaticas.

Su capacidad inmunorreguladora tam-
bién se complementa gracias a su impor-
tante potencial para promover la generacion
y mantenimiento de la actividad de diferen-
tes tipos de células T reguladoras.

Las MSC también presentan la habilidad
de migracion y anidamiento hacia el lugar
de la lesion en respuesta a las sustancias
alli liberadas.

Por otro lado, gracias a su considera-
cién de inmunoprivilegiadas, por la falta
de expresion de MHC-II y moléculas
coestimuladoras (CD40, CD80 y CDS86),
pueden emplearse de manera alogénica,
ya que escapan del reconocimiento y la
accion de células Ty NK.

En veterinaria las princiaples fuentes de
MSC en terapia celular son las que pro-
ceden de médula 6sea y tejido adiposo.
Entre ellas muestran diferencias respecto a
cantidad, proliferacion, capacidad de dife-
renciacion, fenotipado, propiedades inmu-
nomoduladoras, etc.

Otro aspecto de gran interés para su uso
clinico es la existencia de factores limitan-
tes como la edad y enfermedades conco-
mitantes, que tienen un impacto negativo
en la calidad y capacidad regenerativa de
las MSC.
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Inmunoterapia con MSC
en oftalmologia

Como ya se vio en un capitulo anterior
de esta especialidad (Argos 176), la inmu-
noterapia con MSC ha supuesto una gran
revolucion en el tratamiento de patologias
inmunomediadas con malas alternativas
terapéuticas que afectan al ojo, como la
queratoconjuntivitis seca, queratitis prolife-
rativa felina, queratopatias y uveitis inmu-
nomediadas, etc.

Inmunoterapia con MSC
en dermatologia

El empleo de MSC de diferentes fuentes
representa en la actualidad una realidad
terapéutica en el tratamiento de algunas
dermatosis inmunomediadas de dificil
curacion, tanto en medicina humana como
veterinaria.

Dermatitis atopica

La dermatitis atopica canina (DAC) es
una enfermedad multifactorial crénica que
presenta bastantes similitudes con la enfer-
medad humana. Es la dermatopatia mas
frecuente del perro.

Se caracteriza por una disfuncién de
la barrera de la piel donde se describen
alteraciones de su composicion lipidica
(ceramidas) y proteica (filagrina), del
estrato corneo y pérdida de agua transepi-
dérmica, que predispone a una mayor
penetracion de alérgenos. La piel de indi-
viduos atépicos tiende a producir menos
antimicrobianos (defensinas, catelicidinas,
etc.), con la predisposicion a la infeccion
secundaria tipica de esta patologia. Agen-

El efecto inmunomodulador de la terapia con MSC ha demostrado
una importante mejoria del cuadro clinico de la DAC gracias a sus
efectos sobre la inhibicion de la activacion de células Ty B, liberacion
de citoquinas antiinflamatorias, disminucion de la produccion de IL-4

e INF-y y la produccion de IgE.

Gracias a su resistencia a la criopreser-
vacion permiten la creacion de bancos
celulares que facilitan la logistica necesa-
ria para estas terapias avanzadas con una
rdpida iniciacién del tratamiento, lo que
evita la extraccion de tejido, seleccionando
a los mejores candidatos donantes, y per-
mite personalizar la terapia.

Actualmente la inmunoterapia con MSC
se emplea con éxito como elemento tera-
péutico en diferentes patologias de origen
inmunomediado, tanto en humanos como
en animales, existiendo un importante
ndmero de estudios clinicos en medicina
humana en el tratamiento de multitud de
patologias inmunomediadas (www.clini-
caltrials.gov).

Vamos a comentar este tipo de pato-
logias en las que actualmente estin mas
descritos su empleo clinico y su efecti-
vidad.

|

tes infecciosos como Staphylococcus pseut-
dintermedius, Staphylococcus intermedius
y Malassezia pachydermatis, agravan el
cuadro de la DAC (piodermas y otitis), y
producen fenémenos de sensibilizacion
alérgica frente a estos gérmenes, indu-
ciendo grandes cantidades de anticuerpos
IgE.

Los queratinocitos tienen un importante
papel inmunoldgico; actian como células
primordiales para el establecimiento de
procesos inflamatorios cutaneos y pueden
llegar a producir una serie de citoquinas
que desencadenan todo el proceso.

Desde el punto de vista inmunopato-
logico, la DAC es compleja e involucra
muchos tipos de células y vias inflamatorias
en su desarrollo, progresion y patologia.
En la DAC los animales atopicos muestran
una tendencia patolégica a la produccion

de IgE especifica para alérgenos, lo que »
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Figura 2. Dermatitis atopica canina refractaria al tratamiento.

» da como resultado la sensibilizacion de los

mastocitos y la respuesta alérgica (hiper-
sensibilidad tipo D. En su forma aguda,
las lesiones cutdneas estin asociadas a la
presencia de numerosos linfocitos T cola-
boradores (CD4") que infiltran el epitelio y
la dermis superficial. Estos linfocitos tienen
un marcado perfil Th2, especialmente pro-
ductivo en citoquinas del tipo I1L-4, IL-13
e IL-3, entre otras. IL-4 e IL-13 activan la
proliferacion y diferenciacion de linfoci-
tos B que promueven la produccién de
anticuerpos tipo IgE, mientras que la IL-31
participa activamente en la produccién del
prurito. Se sospecha que una activacion
inadecuada de las células T reguladoras
(T regs) es una caracteristica inmunol6-
gica clave de la respuesta alérgica en esta
enfermedad. Se ha encontrado en sangre
periférica que el nimero de células T regs
CD4CD25"FoxP3" se incrementa en perros
con DAC, y esto se correlaciona con los
sintomas clinicos, de forma similar a la der-
matitis de los seres humanos.

=

duladora con MSC.

la desmogleina I y desmocolina los prin-
cipales antigenos implicados en huma-
nos y perros. La unién de anticuerpos a
dichas moléculas de adhesion interrumpe
la cohesion intercelular de los queratino-
citos, lo que se traduce en acantolisis y
lesiones tipicas como ampollas y pustulas
intraepidérmicas. El pénfigo folidceo se ha
relacionado con la exposicion a firmacos,
neoplasias e incluso, con algunas dermato-
sis de origen alérgico. Tradicionalmente el
tratamiento para el pénfigo folidceo canino
ha sido la inmunosupresion, con impor-
tantes efectos secundarios y donde solo
el 53 % de los casos tratados sobreviven
durante mas de un ano.

Recientemente ha sido publicado el
tratamiento de esta patologia en un caso
refractario a los esteroides en el perro
mediante terapia celular con MSC de tejido
adiposo y modificadas con el gen CTLA4
(el cual tiene un potente efecto inhibidor
de los linfocitos T) lo que incrementa su
capacidad inmunosupresora.

El efecto de las MSC puede regular la inflamacion y favorecer la

cicatrizacion, lo que incrementa localmente la liberacion del IDO,
beneficioso en la terapia de la FAC. N

En lesiones cronicas existe una menor
expresion de estas citoquinas Th2 y se
incrementan otras mds acordes con un
perfil Thl como la IL-2 y el interferon-y.
En resumen, la DAC comienza siendo una
enfermedad tipicamente Th2 para poste-
riormente, y conforme se va cronificando,
convertirse en una patologia con un perfil
mixto Th2/Thl.

En los ultimos anos se ha descrito el
efecto inmunomodulador de la terapia
con MSC en modelos animales y en el ser
humano y ha demostrado una importante
mejoria del cuadro clinico gracias a sus
efectos sobre la inhibicion de la activacion
de células T y B, liberacion de citoquinas
antiinflamatorias (IL-10 y TGF-f3), disminu-
cion de la produccion de IL-4 e INF-y, asi
como la produccion de IgE.

Nuestro grupo (pendiente de publica-
cién) ha demostrado la eficacia terapéutica
y seguridad en el empleo de las MSC en
perros con DAC refractarios a los tratamien-
tos convencionales. Hemos obtenido una
mejorfa significativa en los signos clinicos y
prurito, asi como un alto grado de satisfac-
cion por parte del propietario (figuras 2y 3).

Pénfigo foliaceo

El pénfigo folidceo es una enfermedad
autoinmunitaria de la piel mediada por
anticuerpos y caracterizada por acantoli-
sis. La patogénesis implica la produccion
de autoanticuerpos 1gG4 e 1gGl, frente a
proteinas de las moléculas de adhesion de
los queratinocitos (desmosomas), siendo

Lupus eritematoso sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es
una enfermedad inmunomediada multisis-
témica, asociada a varios sindromes clinicos
como poliartritis, glomerulonefritis, anemia
hemolitica, trombocitopenia y dermatopa-
tias. Se caracteriza por la produccion de
auto-anticuerpos frente a diferentes compo-
nentes del nicleo celular que desencadenan
una respuesta de hipersensibilidad de tipo II
(citotoxicos) y IIT (inmunocomplejos).
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Figura 4. Forunculosis anal canina refractaria de dos afos de duracion.

Figura 3. El mismo paciente a los tres meses de la terapia inmmunomo-

En la especie canina ha sido descrita
una predisposicion genética relacionada
con algunos genotipos del antigeno mayor
de histocompatibilidad tipo II con un
importante riesgo genético de padecerla.

tario con una respuesta patologica Thl e
incremento de la produccion de citoqui-
nas IL-2, TNF e INF-y. Dada su etiologia
inmunomediada el tratamiento actual esta
basado en el uso de firmacos inmunosu-
presores, con porcentajes de resolucién
muy variables, alto indice de recidivas
y efectos secundarios por su uso conti-
nuado.

Existen multitud de estudios en los que
se demuestra que el empleo de MSC,
gracias a su efecto inmunomodulador,
puede regular la inflamacién y favore-
cer la cicatrizacion, lo que incrementa
localmente la liberacion del IDO (indo-
leamina 2,3 dioxigenasa), responsable de
inhibir la proliferacion de células T y sus
mediadores inflamatorios (IL-2, TNF y
INF-y) (figuras 4y 5).

En la actualidad en medicina humana
en breve se comercializard el primer tra-
tamiento con terapia celular con MSC
alogénicas de tejido adiposo para las fis-
tulas perianales en pacientes que tienen
la enfermedad de Crohn. Existen ademis
otros nueve estudios clinicos con diferen-
tes tipos de MSC.

- La administracion de MSC en gatos con asma modula
el ambiente local a través de la liberacion de diferentes citoquinas
con propiedades antiinflamatorias como la IL-10 y “despolariza”
la respuesta Th2 frente a los alérgenos. N

El trasplante alogénico de MSC repre-
senta una importante estrategia en el trata-
miento de casos refractarios en humanos,
con una remision clinica del 50 % de los
pacientes tratados. Se ha demostrado que
la estrategia de utilizar MSC procedentes
del propio enfermo (trasplante autlogo)
es ineficaz, al participar las mismas en el
propio proceso de la enfermedad, lo que
las hace ineficaces.

En la actualidad existen en medicina
humana cinco estudios clinicos con MSC
de diferentes fuentes frente al lupus.

Forunculosis anal canina
(fistulas anales)

La forunculosis anal canina (FAC) es una
enfermedad inflamatoria crénica progresiva
de origen inmunomediado y caracterizada
por el desarrollo de fistulas perianales. Esta
enfermedad causa un cuadro clinico devas-
tador con intenso dolor a la defecacion y
signos graves como colitis, diarrea, consti-
pacion y tenesmo, con cambios en el carac-
ter y estado animico del animal. El perro es
considerado como modelo animal superior
para las fistulas perianales de la enferme-
dad de Crohn. En el origen del proceso
hay una disfuncion del sistema inmuni-
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Figura 5. El mismo animal a los cuatro meses de la terapia celular

Inmunoterapia
en medicina interna

Las MSC han despertado un enorme
interés por sus importantes €xitos en el tra-
tamiento de diferentes patologias en medi-
cina interna de origen inmunomediado.

Gingivoestomatitis felina

La gingivoestomatitis cronica felina
(GCF) es una grave enfermedad oral
inflamatoria multifactorial y se estima que
afecta hasta al 10 % de la poblacion. Se
han descrito numerosos tratamientos cuyo
objetivo es eliminar todas las fuentes de
infeccion o inflamacion crénica en la boca
y que, en general, producen mejorias
parciales o temporales, pero raramente
producen la curacién total. Obliga a un
tratamiento de por vida y sin respuesta en
un 30 % de los pacientes. El progresivo
cuadro clinico lleva a un importante dete-
rioro y debilitamiento del animal que ter-
mina por ser sometido a eutanasia.

Estudios recientes demuestran un pre-
domino de las c€lulas CD8+ sobre las
CD4+, lo que sugeriria una respuesta
inmunomediada celular citotoxica alta-

mente destructiva hacia la ldamina propia »

inmunomoduladora con MSC.
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» vy tejido subcutineo de la mucosa oral.

Este tipo de respuesta podria ser compati-
ble con una etiologia virica. Los gatos con
FCG suelen tener evidencia sistémica de
inflamacion, con neutrofilia, hipergam-
maglobulinemia policlonal y aumento de
la expresion de citoquinas proinflamato-
rias en suero.

La administracion de MSC a gatos con
FCG refractaria a la terapia convencional
es segura y eficaz y constituye una intere-
sante alternativa terapéutica al conseguir

la remision clinica completa o reduccion
de la gravedad de esta patologia y reso-
lucion histolégica de las lesiones orales
(figuras 6y 7).

Los animales que respondieron al tra-
tamiento con MSC mostraron un efecto
inmunomodulador sistémico que se evi-
dencié por un descenso de las células
T CD8+ circulantes y una normalizacion
de la proporcion CD4/CD8, disminucién
del recuento de neutrofilos y de las con-
centraciones de citoquinas proinflamato-

rias en suero (IL-1b e IFN-y). También se
aprecié un incremento en la concentra-
cion sérica de IL-6.

Enfermedad intestinal
inflamatoria crénica

La enfermedad intestinal inflamato-
ria crénica es una patologia comuin en
perros y gatos que, al igual que en otras
enfermedades autoinmunitarias, mues-
tra un importante componente genético
que conduce a una reaccion autoinmune

En continuo estudio

Gracias a su efecto inmunorregulador, el empleo de MSC
como alternativa terapéutica, ha demostrado un enorme inte-
rés en la comunidad cientifica. Fruto de ello es la existencia
en la actualidad de unos 57 estudios clinicos en medicina
humana para el tratamiento de diferentes patologias inmu-
nomediadas entre las que destacan: esclerosis multiple,
diabetes tipo 1, hepatitis autoinmune y anemia aplasica inmu-
nomediada, entre otras.

Especificamente en medicina veterinaria nuestros resulta-
dos en enfermedades como las nefropatias inmunomedia-
das, diabetes tipo 1, anemias inmunomediadas o patologias
autoinmunes del sistema nervioso, como la mielopatia dege-
nerativa, son muy alentadores.

La inmunoterapia con MSC ha demostrado ser una alter-
nativa terapéutica efectiva, facil, segura y poco invasiva en el
tratamiento de aquellos casos refractarios, 0 como comple-
mento a las terapias convencionales frente a patologias de
origen inmunomediado.

Actian como “medicamento inteligente” por lo que el éxito
de sus resultados dependera del adecuado estudio persona-

Inicio

Figura 6. Boca de un paciente con gingivoestomatis felina muy grave
y refractaria a los tratamientos.

delacion del arbol bronquial.
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Figura 8. Imagen radiografica de un gato con un cuadro grave de asma con importante remo-

lizado del paciente y de la coordinacién entre el especialista
veterinario en terapia celular y el especialista clinico, funda-
mental para determinar el momento clinico de la aplicacion de
la terapia, el tipo celular a emplear, dosis, pauta de administra-
cién, medicacién complementaria, etc.

con MSC.

inapropiada en el tracto digestivo, con-
dicionada por alteraciones en la micro-
biota, factores ambientales y anomalias
de la respuesta inmunoldgica, resultado
de una disfuncion de la barrera intestinal
y pérdida de tolerancia a los antigenos
intestinales. Los protocolos de tratamiento
actuales presentan a veces escasa res-
puesta clinica, frecuentes recaidas y
efectos secundarios por la medicacion
inmunosupresora empleada.

El tratamiento con MSC ha sido des-
crito como una alternativa terapéutica
segura y eficaz en el tratamiento de esta
enteropatia tanto en perros y gatos como
en humanos (enfermedad de Crohn) con
un alto porcentaje de remision del cua-
dro clinico.

Asma felina

El gato es una especie que desarro-
lla de manera natural y frecuente asma
(hasta el 5 % de la poblacion), con gran
similitud a la especie humana, manifes-
tando cuadros recurrentes, hiperreactivi-
dad de las vias respiratorias, obstruccion
del flujo de aire, inflamacion eosinofilica
y remodelacion.

- La administracion de MSC

a gatos con GCF refractaria

a la terapia convencional es

seguray eficaz y constituye

una interesante alternativa
terapéutica. N

Inmunopatolégicamente se produce una
respuesta Th2 que origina una reaccion de
hipersensibilidad tipo T o alérgica frente a
alérgenos ambientales con liberacion de
IL-4 e IL-5. Estas citoquinas facilitan la pro-
duccion de IgE por los linfocitos B, la pro-
liferacion de mastocitos (responsables de
la respuesta inmediata) y el crecimiento y
activacion de los eosindfilos (responsables
de la respuesta tardia y del dano sobre el
arbol bronquial).

Actualmente se ha demostrado que la
administracion de MSC en pacientes con
asma modula el ambiente local a través
de la liberacién de diferentes citoquinas
con propiedades antiinflamatorias, como
la TL-10, y “despolariza” la respuesta Th2
frente a los alérgenos. En gatos con asma
el uso de MSC constituye una interesante
arma terapéutica en el tratamiento a largo
plazo de esta patologia, ya que mejora
la sintomatologia del cuadro clinico y el
nuimero de crisis y disminuye la remode-
lacion del drbol bronquial por la propia
enfermedad (figuras 8y 9). O

Bibliografia disponible en

www.argos.grupoasis.com/bibliografias/
inmunomoduladores178.doc
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Figura 9. Imagen radiogréfica del mismo animal a los 60 dias del tratamiento inmunomodulador



