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Glosario de abreviaturas:

e ACPA: anticuerpo anti-proteina ciclica citrulinada

e AINEs: antiinflamatorios no esteroides

e Anticuerpo Anti-CCP: anticuerpo antipéptido ciclico citrulinado
e APC: célula presentadora de antigeno (Antigen presenting cell)
e AR: artritis reumatoide

e DC: célula dendritica

e ER: epitopo reumatodide

e EVs: vesiculas extracelulares

e FAMEs: farmacos modificadores de la enfermedad

e Fas-L: ligandos Fas

e FKN: fractalquina

e FLS: sinoviocitos semejantes a fibroblastos (Fibroblast-like synoviocytes)
e FR: factor reumatoide

e Gal-1: galectina tipo 1

e Gal-3: galectina tipo 3

e G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos

e HLA: antigeno leucocitario humano (Human leukocyte antigen)
e HLA-DR: antigenos leucocitarios humano isotipo DR

e HLA-G: antigeno leucocitario humano G

e |DO: indoleamina 2,3-dioxigenasa

e |L: interleuquina

e |L-1: interleuquina 1

e |L-2: interleuquina 2

e |L-6: interleuquina 6

e IL-17: interleuquina 17

e [L-25: interleuquina 25

e IL-10: interleuquina 10

e IL-1Ra: receptor antagonista de la interleuquina 1

e |FN-y: interferon gamma

e INFa: interferon alfa

e LPS: lipopolisacaridos

e LT linfocitos T

e LTh: linfocitos T helper

e MAPK: protein quinasas mitdgeno activadas

e MHC (I y Il): complejo Mayor de Histocompatibilidad 1y 2



miRNA: micro acido ribonucleico

MMP: matriz Metaloproteinasa

MSC: célula madre mesenquimal (Mesenchymal stem cell)
MSCs: células madre mesenquimales

NF-kB: factor nuclear kappa B

NK: natural killer

NO: éxido nitrico

NO sintasa: 6xido nitrico sintasa

PADI4: peptidil Arginina Deiminasa tipo IV
PAMPs: patrones moleculares asociados a dafo (Pathogen associated molecular
patterns)

PCR: proteina C reactiva

PD-L1: ligando letal programado 1

PGE2: prostaglandina E2

Poly(l:C): acido policitidilico (Polycytidylic acid)
SEC: cromatografia por exclusion de tamafio
SM: sindrome metabdlico

STAT3: activadores de transcripcion-3

TFF: filtracion tangencial

TGF-B: factor de crecimiento transformante
Th1: linfocito T helper 1

Th2: linfocito T helper 2

Th17: linfocito T helper 17

TLR: receptores tipo Toll (Toll Like Receptors)
TLR3: receptor tipo Toll tipo 3

TLRA4: receptor tipo Toll tipo 4

TNF-6: factor de necrosis tumoral 6

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

TNFR: factor de necrosis tumoral beta

TSG-6: gen estimulador del factor de necrosis tumoral 6
Treg: linfocitos T reguladores

VSG: velocidad de sedimentacion globular



Resumen:

Actualmente, el empleo de células madre mesenquimales (MSCs) y sus derivados para el
tratamiento de enfermedades como la artritis reumatoide, representa una nueva
alternativa terapéutica ante una eficacia insuficiente de las terapias convencionales

actuales, que solo tratan de paliar los sintomas de la enfermedad.

En esta revision se expondra la fisioinmunopatologia de la artritis reumatoide como base
para comprender el funcionamiento y aplicacion de los tratamientos mas novedosos
empleando MSCs y el secretoma derivado de ellas. Se evaluaran estudios que han utilizado
dichas terapias. Primeramente, la terapia celular, que presenta buena bioseguridad vy
duracion del efecto. Por otro lado, la terapia libre de células, donde al poder extraer el
secretoma in vitro y poder estandarizar los protocolos de fabricacion, se ofrece una mayor

velocidad para poder llevar su paso a clinica en un futuro.

En conclusién, se ponen de manifiesto las ventajas de los tratamientos
inmunomoduladores, destacando la terapia libre de células como nuevo enfoque
prometedor para el tratamiento de pacientes con artritis reumatoide, aunque para ello
seran necesarios estudios mas exhaustivos con los que se aseguren su eficacia, sus

efectos a largo plazo y su bioseguridad.






1. Introduccion

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria sistémica, de caracter
autoinmune y crénico, que ocasiona inflamacién de la membrana sinovial en numerosas
articulaciones. Causa dolor, rigidez y pérdida de movilidad, viéndose acompafiada por una
destruccién posterior del cartilago y del hueso y conllevando al desarrollo de una deformidad
articular. Ademas, se acompafia en numerosas ocasiones por manifestaciones
extraarticulares tales como anemia, vasculitis, pleuritis, pericarditis o xerostomia,
contribuyendo todo ello a un deterioro funcional que aminora la calidad de vida del paciente.
Puede incluso llegar a disminuir su esperanza de vida, aumentando la mortalidad de los
pacientes de dos a tres veces debido a patologias asociadas como enfermedades

coronarias, infecciosas o neoplasias malignas (1).

Se trata de una patologia que puede aparecer a cualquier edad, siendo la franja mas comun
entre 30 y 50 afos. La prevalencia a nivel mundial oscila entre el 0,3% en Africa y Asia y el
3% en algunas tribus americanas y esquimales, encontrando en Europa valores intermedios.
A nivel nacional se estima una prevalencia desde 0,3% hasta 1,6%, afectando a 5 de cada
1.000 adultos, tal y como indica la figura 1. Los resultados muestran una frecuencia cuatro
veces mayor en mujeres que en hombres y en un entorno urbano en comparacién con uno
rural (2).
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Figura 1. Prevalencia mundial de la AR mostrada en unidades por cada 100 habitantes en

diferentes regiones geograficas (2).



Actualmente, la etiologia de la enfermedad es desconocida, a pesar de que se considera
que podria desencadenarse la sintomatologia con mayor facilidad en personas
predispuestas genéticamente. Existen un conjunto de genes situados en los loci del Sistema
del Antigeno Leucocitario Humano (HLA) clase Il, en concreto los alelos HLA-DR1 y los
subtipos DR4 y DR10 del cromosoma 6 que forman parte del complejo Mayor de
Histocompatibilidad tipo Il (MHC-II). Dichos alelos comparten una secuencia de aminoacidos
determinada denominada Epitopo Reumatéide (ER), cuya presencia se repite y se asocia a

la patogenia de la AR (3).

Ademas de los factores genéticos, en el desarrollo de la enfermedad participan factores
ambientales como el tabaco; el sexo (como se mencionaba anteriormente, las mujeres son
mas propensas que los hombres), asi como factores relacionados con el estilo de vida como

obesidad, sedentarismo, exceso de consumo de carnes rojas, alcohol o estrés (4).

Por otro lado, cabe destacar que presentar signos como dislipemia, hipertension o
resistencia a la insulina, propios del denominado sindrome metabdlico (SM), puede
aumentar el riesgo a desarrollar AR por la presencia de citoquinas proinflamatorias comunes
a ambos. También se presume que padecer SM en pacientes con AR podria complicar la
patologia, debido a que se relaciona con un aumento de riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares, consideradas principal causa de muerte en pacientes con AR (5).

Asi, el diagnostico se realiza en base a las manifestaciones clinicas del paciente,
encontrandose entre las principales la sinovitis clinica, la rigidez matutina, el dolor y la artritis
simétrica. Se observa también la presencia de marcadores serolégicos de inflamacion en
fase aguda como PCR (proteina C reactiva), VSG (velocidad de sedimentacion globular),
autoanticuerpos como Anti-CCp (anticuerpo antipéptidos ciclico citrulinado) o FR (factor
reumatoide), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) o bien la presencia de ILs
(interleucinas) proinflamatorias como son la Interleuquina 2 (IL-2) o la Interleuquina 6 (IL-6),

acompanandose de signos de dafo radiolégico (6).

Una vez establecido el diagnéstico, se procede al tratamiento de primera linea, que trata en
su mayoria de paliar los sintomas y controlar el brote inflamatorio. Este se inicia en la fase
temprana con la administracion de AINES (Antiinflamatorios No Esteroides) vy
glucocorticoides, controvertidos por su perfil de efectos adversos y, en ocasiones, su escasa

respuesta. Seguidamente, se procede a la administracion de FAMEs (Farmacos
2



Antiinflamatorios Modificadores de la Enfermedad) clasicos o no bioldgicos, que modulan la
respuesta del sistema inmune con un amplio abanico de mecanismos de accion. Un ejemplo
muy utilizado es el metotrexato, analogo del acido félico y cuyo mecanismo de accién es
actuar como inhibidor de la dihidrofolato reductasa. Se encarga de inhibir la proliferacién de
los linfocitos T y B, asi como de suprimir la liberacion de ciertos factores proinflamatorios
como IL-1, interferon gamma (IFN-y) o TNFa, ejerciendo con ello un potente efecto
antiinflamatorio, a la vez que citotéxico, por lo que establecer una correcta posologia es
importante para el paciente. Este farmaco se administra acompafado por otros que
fomentan su efecto antiinflamatorio. Tal es el caso de la sulfasalazina, inhibidor de la via de
la lipoxigenasa en el metabolismo del acido araquiddnico gracias a la produccion del
leucotrieno. Otro ejemplo de farmaco administrado junto al metotrexato es la leflunomida,
inhibidor de la dihidrooroato deshidrogenasa, que inhibe la sintesis pirimidinas y la

proliferacion de linfocitos autoinmunes (7-11).

Si la patologia sigue su curso, se continua la terapia con FAMEs bioldgicos, siendo estos
anticuerpos o proteinas de fusién con un mecanismo de accion especifico sobre una diana
especifica. Pueden ser farmacos anti TNFa como el etanercept, rituximab, adalimumab,
anakinra o bien farmacos anti ILs proinflamatorias: anti IL-2, anti IL-6 o anti fractalquina
(FKN), que actuan haciendo que ciertas células inmunes no se activen. Estos tratamientos
convencionales tratan de controlar el brote inflamatorio, pero no suponen un tratamiento
efectivo a largo plazo, que junto con los efectos adversos que ocasionan, descritos en la

tabla 1, hacen necesaria la busqueda de nuevos enfoques terapéuticos (12-14).

Tabla 1. Efectos adversos mas comunes de los tratamientos convencionales para el
tratamiento de la AR (12-14).

Tratamiento Efectos adversos

farmacolégico

AINEs Alteraciones gastrointestinales, renales, cardiacos, retencion de
liquidos, reacciones alérgicas.

Glucocorticoides Sindrome de Cushing, Presion arterial elevada, cambios de humor,
problemas de memoria, psicoldgicos y de comportamiento

FAMEs clasicos Toxicidad, problemas para respirar, descamacion, hemorragias,
fatiga, fiebre, prurito, convulsiones, cansancio intenso

FAMEs biologicos Reaccion en el sitio de inyeccion, cefalea, infecciones, mareos,
recidivas inflamatorias.

Cirugia Infecciones nosocomiales, rechazo del injerto.

AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos; FAMEs: Farmacos modificadores de la enfermedad



Desde hace unos afos, la necesidad de tratar la patologia y no solamente paliar los
sintomas, ha abierto camino a la investigacion de nuevos enfoques terapéuticos para la AR.
La busqueda de tratamientos eficaces, duraderos y adecuada bioseguridad ha llevado a
tratamientos que emplean MSCs y sus derivados. Estas células se caracterizan por ser
multipotenciales, pudiendo diferenciarse en diversos linajes celulares. Ademas, poseen una
capacidad inmunomoduladora e inmunoevasiva, idonea para el tratamiento de la AR, puesto
que no solamente reducen el brote inflamatorio, sino que contribuyen a evitar futuros brotes

disminuyendo la autoinmunidad y, por consiguiente, las lesiones articulares (15).

Los tratamientos a base de MSCs comienzan con una extraccion, aislamiento y expansion
de las células necesarias. Existen dos estrategias diferentes: la terapia celular y la terapia
libre de células, en la que se utiliza el secretoma derivado de la MSCs, resultando un

procedimiento prometedor, pero aun con mucho camino por explorar (15).

2. Objetivos

La AR es una enfermedad inflamatoria sistémica de caracter autoinmune y crénico, para la
cual los tratamientos existentes hasta la fecha no han mostrado la eficacia necesaria y
ademas muchos de ellos han presentado numerosos efectos adversos. Por ello, en la

actualidad se estan investigando terapias alternativas que mejoren el tratamiento.

En esta revision bibliografica, se explorara el uso de las MSCs y sus productos derivados de
ellas como una alternativa terapéutica para el tratamiento de la AR. Para ello, en primer
lugar, se presentaran los diferentes mecanismos inmunopatolégicos implicados en la
enfermedad. Seguidamente se determinaran las caracteristicas de las MSCs y los productos
que liberan, asi como su forma de obtencion y cémo su actividad inmunomoduladora puede
resultar de utilidad en el tratamiento de la AR. Adicionalmente, se revisaran estrategias de
preacondicionamiento utilizadas para potenciar la liberacion de dicho secretoma
inmunomodulador. Finalmente, se discutiran estudios en los que se emplee la terapia celular

o la terapia libre de células a base de su secretoma para el tratamiento de la AR.



3. Desarrollo

3.1 Metodologia

Para alcanzar los objetivos propuestos, se elaboré una revision bibliografica de articulos
cientificos utilizando diferentes bases de datos como Pubmed, Google Scholar, Cochrane o
Academia. Para ello se utilizaron palabras clave mediante una serie de operadores
booleanos como: “Arthritis AND mesenchymal stem cells”, “Rheumatoid arthritis AND
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secretome”, "RA NOT terapia celular”’ o “RA AND immunomodulation”.

3.2 Fisioinmunopatologia de la AR

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la AR presenta una etiologia multifactorial, en
la cual se incluyen factores genéticos, ambientales como el tabaquismo e infecciones
bacterianas o virales. Estos y otros factores aun desconocidos, podran provocar una pérdida
de tolerancia del organismo a proteinas propias, la cual tiene lugar debido a alteraciones de
la regulacion post-transcripcional de proteinas. Dicho proceso se desencadena debido a que
el enzima peptidil arginina deiminasa tipo IV (PADI4), que cataliza el proceso de conversion
del aminoacido arginina a citrulina, exacerba su funcion. La excesiva formacién de citrulina
es detectada y considerada por el organismo como algo nocivo, con lo que comienza la
generacién de la respuesta autoinmune con la formaciéon de anticuerpos anti-citrulina
(ACPA) en el tejido linfoide secundario. Al unirse ACPA con el residuo de citrulina se
ocasiona la activacion del complemento y se promueve la liberacion de citoquinas

proinflamatorias asi como de células T y B de la médula 6sea o tejidos linfoides (16).

Asi, las células presentadoras de antigenos (APC) se encargan de presentar autoantigenos
como ACPA o FR a las células T, activando las células T virgenes, Th1, Th17 y Th2. Las
células Th1, que poseen una elevada capacidad de secretar el factor de necrosis tumoral
(TNF) proinflamatorio, provocan con ello la activacién de los macrofagos. Los linfocitos Th17
producen interleucinas proinflamatorias como IL-17, IL-1 y TNF-a, que actian a nivel de
condrocitos, osteoclastos y fibroblastos. Asi debido a la liberacion en cascada de citoquinas
proinflamatorias, los condrocitos liberan enzimas secretoras de colageno vy
matriz-metaloproteinasa (MMP) generando un proceso proliferativo del tejido sinovial
denominado pannus que conduce a la inflamacion del tejido sinovial o sinovitis y que,
posteriormente dara lugar a la destruccion de la matriz extracelular. Se promueve a su vez la
actividad de los osteoclastos y fibroblastos, acelerando el proceso de remodelacion dsea
(17,18).



Las células T a su vez se encargan de activar las células B, asi como células plasmaticas
que secretan ACPA, los cuales activaran a los neutréfilos y macrofagos provocando una
secrecidon de citoquinas proinflamatorias y aumentando el deterioro condrocitico. También
pueden formar un complejo inmunitario que provoca dolor en las articulaciones,
contribuyendo a la sinovitis y posterior destruccién ésea, dando lugar a la fase clinica de la

AR, tal y como se indica en la figura 2 (3,16).
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Figura 2. Progresion en el desarrollo de la Artritis reumatoide. Imagen adaptada (16).



El dano osteoarticular puede verse agravado por la coexistencia de patologias como
sindrome metabdlico o patologias vasculares. Un traumatismo o fractura puede actuar a su
vez como posible desencadenante de la respuesta autoinmune, acelerando el transcurso
desde la fase pre-clinica a la fase clinica de la AR. Adicionalmente, algunos estudios
sugieren que los pacientes con AR podrian tener mayor probabilidad de padecer
enfermedades de salud mental como por ejemplo la depresion, debido a que la liberacién de
citoquinas proinflamatorias interferiria en la sintesis y transmision monoaminérgica. La
plasticidad sinaptica también podria verse afectada, por lo que también se sugiere que estos

pacientes podrian ser mas probables de padecer disfuncién cognitiva (16,19).

3. 3. Células Madre Mesenquimales y su efecto inmunomodulador
3.3.1 MSCs

Las MSCs son células estromales no hematopoyéticas multipotenciales con morfologia
fibroblastoide. Se aislan de diferentes tejidos como la médula ésea, cordén umbilical o tejido
adiposo, siendo el ultimo uno de los mas utilizados por su facil obtencién. Se trata de células
que pueden diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condrocitos. Gracias a esa
capacidad, son ampliamente utilizadas en medicina regenerativa. Se caracterizan por
presentar un perfil de inmunogenicidad menor a otros tipos de células debido a que no
expresan HLA-DR (excepto si son estimulados por factores inflamatorios como IFN-y) o

moléculas co-estimuladoras como el CD40 o el CD80 (15,20,21).

Las MSCs presentan propiedades inmunomoduladoras ya que regulan la respuesta
inmune innata y adaptativa, actuando sobre la activacion, maduracion, proliferacién y la
actividad citolitica de células inmunes. Esta actividad inmunomoduladora se puede lograr
mediante contacto ceélula-célula, aunque sobre todo gracias al conjunto de moléculas
secretadas por las MSCs al espacio extracelular, tal y como indica la figura 3. El conjunto
de factores que las MSCs liberan se denomina secretoma. Esta formado por dos
fracciones: la fraccion soluble y la fraccidon vesicular. El secretoma varia en su
composicion segun los factores presentes en el microambiente celular que le rodea. Es
decir, como respuesta a cambios en dicho microambiente, los receptores TLR (Toll like
Receptors) presentes en la superficie de las MSCs son capaces de reconocer citoquinas

del medio, activando un tipo de TLR u otro (15,20).



Figura 3. Propiedades inmunomoduladoras de las MSCs. (A) Las MSC presentan una baja
inmunogenicidad. Median sus efectos a través de: (B) Interacciones célula-célula o (C)

Secrecién de EVs o factores bioactivos. Imagen adaptada (15).

Por ejemplo, la presencia de factores como los lipopolisacaridos (LPS) activa receptores
TLR tipo 4 (TLR4), lo que promueve la polarizacién de las MSCs hacia su fenotipo MSC1,
el cual secreta mediadores proinflamatorios. Esto sucede al inicio de la lesion. Las MSCs
entonces presentan un fenotipo MSC1 proinflamatorio, con el objetivo de aumentar
dichos mediadores, promover la migracion de células inmunes hacia la lesion y
desencadenar la respuesta inmune. Cuando esto se consigue, el sistema inmune

produce niveles altos de citoquinas proinflamatorias como IFN-y, TNF-a o poly-I:C. Estas



son captadas a través del receptor TLR tipo 3 (TLR3), que contribuye a la polarizacién de
las MSCs hacia su fenotipo MSC2, el cual secreta mediadores antiinflamatorios y regula
las células inmunes efectoras, llevando a la inmunomodulacién, disminuyendo la
inflamacién y promoviendo la homeostasis. Esta es la razén por la que la expresién del
fenotipo MSC2 da lugar a un secretoma inmunomodulador que podria representar un
nuevo enfoque terapéutico para enfermedades inflamatorias inmunomediadas como la
AR (15,21).

3.3.2 Accion inmunomoduladora de las MSCs

3.3.2.1. Regulacion de la Respuesta Inmune Innata

Diversos factores secretados por las MSC2 son capaces de regular la respuesta de los
macrofagos. Por ejemplo, la prostaglandina E2 (PGE2) induce el fenotipo antiinflamatorio de
los macrofagos, el M2, por medio de activadores de transcripciéon-3 (STAT-3). A su vez,
STAT-3 promueve la produccion de la interleucina 10 (IL-10), una citoquina antiinflamatoria.
Por otra parte, la liberacion por las MSC2 de indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), un factor
soluble responsable del metabolismo del triptéfano, también contribuye a la diferenciacion
hacia M2. Ademas, la produccion por las MSCs del receptor antagonista de la interleuquina
1 (IL-1Ra) inhibe la unién de la misma con su receptor, con lo que inhibe los efectos de dicha
interleuquina, entre ellos, la diferenciacion de los macréfagos a su fenotipo inflamatorio, el
M1 (15,22).

Por otro lado, las MSCs secretan diversos factores que limitan la respuesta de las células
dendriticas (DCs), las cuales son potentes células presentadoras de antigenos. En primer
lugar, las MSCs liberan la proteina del gen 6 inducible por el factor de necrosis tumoral
(TSG-6), que ha mostrado tener actividad inmunomoduladora. Este se encarga de inactivar
las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y el factor nuclear kappa B (NF-kB),
inhibiendo la maduracion de células dendriticas. También suprime la respuesta a Th1 a la
vez que favorece la produccion de Treg y la polarizacion de los macréfagos hacia el fenotipo
antiinflamatorio M2. Adicionalmente, la PGE2 que liberan las MSCs también actua
inhibiendo la maduracion de las DCs (15,22-24).

Ademas, las MSC2 son capaces de disminuir la accion de las células natural killer (NK). Esto
se consigue gracias a la liberacion del factor estimulador de colonias de granulocitos
(G-CSF) o el antigeno leucocitario humano G (HLA-G). El HLA-G bloquea la secrecion de
citoquinas proinflamatorias como IFN-y, TNF-qa, IL1-a, IL1-8, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9 e interactua
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con las NK, uniéndose a sus receptores inhibidores y disminuyendo su accion. IDO y PGE2
también regulan las células NK en sinergia con TGF-B1 y el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), inhibiendo la secrecién de la citoquina proinflamatoria IL-2, que juega un

importante papel en la activaciéon de las NK (15,22,23).

3.3.2.2 Regulacién de la Respuesta Inmune Adaptativa

Mediante el contacto célula-célula, las MSCs son capaces de modular tanto las respuestas
de los linfocitos B como de los T. Un ejemplo de ello es la unién de los ligandos Fas (Fas-L)
presentes en la superficie de las MSCs con receptores Fas en los LT, la cual conlleva a su
apoptosis. Otro de los ejemplos es el ligando letal programado 1 (PD-L1) que se une a sus
receptores PD-1 en los LT, suprimiendo su proliferacién asi como su degranulacion
citotoxica. Los efectos de las interacciones de Fas-L y PD-L1 con células B también

promueven la apoptosis de estas ultimas (15).

En el secretoma derivado de las MSCs, la PGE2 actua sobre la respuesta inmune adaptativa
mediante dos vias distintas. Por una parte, aumenta el AMP ciclico, disminuyendo la
produccion de IL-2 y su receptor (IL-2R), ejerciendo un efecto regulador sobre las células T.
Por otra parte, regula negativamente la hidrdlisis del fosfatidil inositol fosfato y la produccion
de diacilglicerol e inositol fosfato, que participan en la proliferacion de células T y la
diferenciacion hacia LT reguladoras (Treg). Las Treg son LT que suprimen la activacion de
otras células del sistema inmune (células dendriticas, NK, etc.). Asi, controlan la respuesta
inmune y favorecen la tolerancia a autoantigenos. Por ultimo, cabe destacar la accion de
MSCs en la secrecibn de marcadores como CD4+ o CD25+, gracias a los cuales se

consigue suprimir LT que presentan elevada actividad (15,25).

IDO también es esencial para el efecto inmunomodulador, puesto que reduce los niveles de
triptéfano causando su deplecion y produce metabolitos toxicos provocando la inhibicién de
la proliferacién de células T y favoreciendo su diferenciacion hacia Treg. Por otro lado las
MSCs también producen o6xido nitrico (NO), que contribuye a inhibir la proliferacién de
células T y la produccion de citoquinas inflamatorias. Por ultimo, cabe destacar la accién
inmunomoduladora de otros factores secretados por las MSCs, las galectinas. Galectina 1
(Gal-1), galectina 3 (Gal-3) y galectina 9 (Gal-9) han mostrado suprimir la proliferacién de
células Ty B (15).
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3.3.3 Secretoma
3.3.3.1. Principal responsable de la inmunomodulacion mediada por las
MSCs

La funcién paracrina llevada a cabo por el secretoma, es considerada la principal
responsable del efecto inmunomodulador de las MSCs. Tal y como se ha mencionado
anteriormente, se denomina secretoma al conjunto de moléculas secretadas por las MSCs al
espacio extracelular, de naturaleza proteica, lipidica o de material genético y que presenta
actividad biolégica. El secretoma presenta dos fracciones: una soluble formada por factores
de crecimiento, citoquinas y enzimas; y una fraccion vesicular, que contiene vesiculas

extracelulares (EVs) que comprenden exosomas, cuerpos apoptéticos y microvesiculas (15).

En la fraccién soluble, encontramos diversas moléculas con diferentes funciones ya
mencionadas anteriormente, como son la PGE2, IDO, IL-1Ra y TGF-B. Por otro lado, dentro
de la fraccion vesicular se diferencian, en primer lugar, los cuerpos apoptéticos (procedentes
de la apoptosis celular). Son los de mayor tamafio y expresan marcadores como la caspasa
3. En segundo lugar tenemos las microvesiculas, que se forman mediante gemacion de la
membrana plasmatica de la célula original y los exosomas, generados por endogemacion de
la membrana endosomal y liberados al medio extracelular mediante fusion posterior con la
membrana. Ambos transportan en su interior material genético (ARN y miARN) y proteinas.
Actuan sobre las células diana produciendo interacciones receptor-ligando por tres posibles
vias: fusién con la membrana plasmatica, endocitosis en la célula diana o interaccion de los
lipidos de membrana con los de la célula diana, permitiendo desarrollar asé su funcion
inmunomoduladora (15,24,26,27).

3.3.3.2 Enriquecimiento del secretoma: estrategias de

preacondicionamiento

Como se ha mencionado anteriormente, para el tratamiento de enfermedades inflamatorias
inmunomediadas como la AR es necesario que las MSCs presenten un fenotipo MSC2
inmunomodulador. Para ello, es posible seguir diferentes estrategias durante el cultivo in
vitro de las MSCs. Asi, se denominan técnicas de preacondicionamiento a aquellas
estrategias efectuadas durante el cultivo de las MSCs in vitro, cuyo objetivo es promover la
polarizacién hacia su fenotipo MSC2 inmunomodulador y fomentar con ello la liberacion de

factores antiinflamatorios (28).
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Una de las técnicas empleadas es exponer las MSCs a citoquinas proinflamatorias tales
como IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-17, IL-1B o IL-25. La exposicion y sus efectos sobre el contenido

del secretoma se recogen en la figura 4 (28,29).

Agentes de preacondicionamiento Efecto sobre el contenido del secretoma

IFN-y J IFN-y y TNF-a

TNF-a \

PGE2, HGF, TGF-B1, IDO, HLA-5G,
IL-1B ﬂ—/‘ IL-6, IL-10

PGE2, IDO

PGE2, IDO, G-CSF

IL-17 MSC
IL-6

Figura 4. Principales efectos de las citoquinas proinflamatorias empleadas en

preacondicionamiento y sus efectos en el secretoma. Imagen adaptada (29).

El primer ejemplo de ello seria la estimulacién de las MSCs con IFN-y junto con LPS. Con
dicha estimulacién se fomenta la produccion de factores inmunomoduladores como IDO
(28,29).

Exponer las MSCs a TNF-a es otra de las opciones, pero en su caso se muestra un efecto
inmunomodulador menor comparado a aquel que se da ante la exposicién a IFN-y. Sin
embargo, el preacondicionamiento con ambas citoquinas juntas (TNF-a e IFN-y) ha
mostrado poseer efecto sinérgico aumentando la sintesis del factor inmunomodulador IDO y

de la 6xido nitrico sintasa (NO sintasa) (28,30).

Otra posibilidad es el preacondicionamiento de las MSCs con acido policitidilico (poly(l:C)),
que ha mostrado resultados positivos en colitis en modelos murinos, puesto que aumenta la
actividad de IDO, PGE2, promoviendo la actividad antiinflamatoria de los macréfagos y

favoreciendo la diferenciacién de LT (linfocitos T) en Treg (28).

Otra citoquina evaluada en esta estrategia es la interleucina 1beta (IL-1B), que administrada
con IFN-y aumenta la produccion por las MSCs de IDO, PGE2 y G-CSF, asi como reduce

citoquinas proinflamatorias (28,31).

Por otra parte, la exposicién a la IL-17 muestra una inhibicién de la secrecion de factores

proinflamatorios en células Th1, al igual que la exposicion a IL-25. Ademas, aumentan la
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secrecién de factores antiinflamatorios como la IL-6 en el secretoma, cuyo efecto provocara

un aumento del fenotipo de células T, las Treg (28,32).

El siguiente tipo de estrategia de preacondicionamiento es cultivar a las MSCs en estado de
hipoxia antes de administrarlas, estableciendo unas condiciones de un 18 a 21% de oxigeno,
en cuyo caso se promueve tanto su capacidad regeneradora como la inmunomoduladora.
Con ello, se consigue un aumento de la secrecién de citoquinas antiinflamatorias y factores
de crecimiento como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), HGF o factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). Adicionalmente, se muestran aumentados
factores inmunomoduladores como IDO o PGE2. El estado de hipoxia también es
susceptible de modificar la produccién de las EVs en el secretoma derivado de las MSCs, lo

cual depende del porcentaje de oxigeno y tiempo de exposicion (32,33).

Otra estrategia diferente de preacondicionamiento es el cultivo tridimensional (3D) de las
MSCs, que bien puede ser encapsulacion de las MSCs en hidrogeles o bioandamiajes
(scaffolds), o bien la formacion de esferoides. Algunos de los materiales mas utilizados para
esta estrategia son la fibroneina de seda o el alginato. Se ha observado que al disponer las
MSC en este tipo de cultivo se mejora su capacidad inmunomoduladora. Esto se debe a que
el cultivo 3D promueve la polarizacion de las MSCs hacia su fenotipo MSC2. Se ha descrito
que este efecto podria estar relacionado con que al no llegar oxigeno a las capas celulares
mas internas, se genera un microambiente de hipoxia, que favorece la diferenciacion,
metabolismo y secrecion de citoquinas y factores antiinflamatorios como G-CSF, IL1-Ra y
PGE2 (26,30,31,34).

3.4 MSCs y derivados en el tratamiento de la artritis reumatoide

Las terapias a partir de MSCs se hallan en auge para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias inmunomediadas como la AR. Una vez realizadas las técnicas de
preacondicionamiento se obtiene un cultivo de fenotipo MSC2 (antiinflamatorio), a partir del
cual se presentan dos posibles estrategias a seguir: por una lado administrar las MSCs vy
que estas produzcan de novo factores inmunomoduladores de forma continua; y por otro,
aislar el secretoma in vitro y administrar ese secretoma. Seguidamente, se detallaran las

aplicaciones de cada una de ellas (29).
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3.4.1 Terapia celular

Dada la notoria resistencia o ineficacia de los tratamientos de primera linea para la AR, la
terapia con MSCs presenta una oportunidad atractiva tal y como se ha mostrado en su
potencial inmunomodulador. Dichos efectos comprenden varios mecanismos, tal y como
observamos en la figura 5, incluido el contacto célula-célula y la liberacién del secretoma que
comprende la fraccion vesicular y factores solubles como IL1Ra, IDO, factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), PGE2, etc. Cabe destacar que las MSCs son facilmente

aisladas y expandidas in vitro. Por ultimo, su administracién es sencilla, ya sea por via

intravenosa, subcutanea o intra-articular (23,35,36).

m Plasmablastos ﬁ

Células B . Celulas T
Cartilago
articular
reparado
? /'l/
Célul
FLS v Nall:n:
48 Killer
Macrofagos Células
dendriticas

Articulacion
tratada con MSCs

Figura 5. Efectos inmunomoduladores de las MSCs y sus factores secretados en la AR.

Imagen modificada (35).

De esta forma y tras el preacondicionamiento, se han estudiado varias maneras de

administracion de las MSCs para conseguir su funcién inmunomoduladora en terapia celular.
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En un estudio se realiz6 una administracion intravenosa de 1x10° MSCs autdlogas

derivadas de la médula ésea, para estudiar sus efectos sobre las Treg, células Th17, PCR,
FR y anticuerpos Anti-CCP. En concreto se evaluaron 9 pacientes que padecian una AR a
los 1, 6 y 12 meses de la administracién de MSCs, y cuyos resultados se muestran en la
figura 6. En este tiempo se vio una disminucién significativa de Th17, acompafiado de un
relevante incremento de Tregs tras el primer mes. Ademas, se observaron cantidades
decrecientes de anticuerpos anti-CCP y RF en diferentes tiempos de tratamiento (FR en el

primer mes y anti-CCP entre 6-12 meses) y una mejoria clinica general (24,37).
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Figura 6. Efectos inmunomoduladores de una administracion intravenosa de MSCs
autologas en pacientes con AR refractaria. (A) Se muestra un aumento inicial de LTreg ; (B)
disminucién en células Th17; (C) disminucién del factor reumatoide (FR); (D) disminucién en

el anticuerpo Anti-CCP. Imagen adaptada de (37).
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Sin embargo, se demostré que la administracién alogénica de MSCs era mas beneficiosa
que la administracion autéloga. En estudios preclinicos se observé que las MSCs son
capaces de suprimir la inflamacién mediante ya sea la interaccion con el sistema inmune de

manera directa (célula-célula) o bien mecanismos paracrinos (37).

Se ha descrito también un ensayo clinico en fase 1 en el que se tomaron como muestra
pacientes con AR resistentes al metotrexato o cuyo tratamiento con este no fue suficiente.
En este estudio se administraron por infusion intravenosa MSCs alogénicas derivadas del
cordon umbilical. Al igual que en estudios vistos anteriormente, se mostré una amplia
secrecion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 que inhibieron la proliferacion de
linfocitos T y B, asi como la maduracion de los macréfagos. Se vio un aumento en la
generacién de Treg y macréfagos de fenotipo M2. Asi mismo se observé un significativo
descenso de citoquinas proinflamatorias como IL-1B3, IL-6, IL-8 y TNF-a. Cabe destacar que
este ensayo mostrd niveles de seguridad aceptables pero se concluyé que eran necesarios
mas ensayos para asegurar la efectividad en un mayor nimero de participantes, durante una
mayor duracion del tratamiento y con interaccion con otros tratamientos de la AR como los

FAME, asi como una comparacién con un posible grupo placebo (38).

En otro ensayo clinico en fase 1-2 a un grupo de muestra de 30 pacientes con AR se le
dividio por la mitad entre grupo con placebo administrado y grupo con tratamiento. Al
segundo grupo se le administré una inyeccion intraarticular de 40 millones de MSCs
autdlogas provenientes de la médula dsea en la articulaciéon de la rodilla. Se observaron los
resultados durante un afo, tiempo en el cual se vio una mejora de la sintomatologia y la
inflamacién, pero no se pudo asegurar la eficacia a largo plazo ni la seguridad debido al

limite de tiempo y numero de pacientes involucrados (39).

Adicionalmente, en otro ensayo clinico en fase 1/2 se compararon grupos de pacientes con
AR a los que se les trasplantaron 1x10% MSCs xenogenicas murinas. A un grupo se le

administraron MSCs en monoterapia, y al segundo, ademas, se le incluyé IFN-y, evaluando
los resultados a lo largo de 3 meses. Se obtuvo una mejor respuesta en el tratamiento
combinado debido a la estimulacion de las MSCs por parte de dicha citoquina
proinflamatoria en el organismo del paciente. A esto le acompanaron estudios de seguridad
en el tratamiento en un plazo de 12 meses tras su administracion, sin efectos adversos

observados (40).
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Por ultimo, cabe destacar un estudio en fase 1/2 en el que se incluyé un complejo de
péptidos extraidos del hueso de ciervo y la semilla del melén a la administracion de MSCs.
En un grupo de pacientes se comparé el tratamiento de MSCs con dicho complejo,
administrando via intravenosa 24 mg del complejo al dia durante una semana junto con 40
mL con 4x10” de MSCs, con MSCs en monoterapia (administrando la misma dosis de
MSCs) y con un grupo placebo. Se observd una disminucién en factores como PCR, FR y
Anti-CCP en el grupo tratado con el complejo. También se percibio, tal como se muestra en
la Figura 7, un significativo aumento en la secrecién de factores antiinflamatorios como HGF
o PGE2 (41).

Figura 7. Aumento significativo de factores antiinflamatorios HGF (factor de crecimiento de
hepatocitos y PGE2 (Prostaglandina 2) en el tratamiento con el complejo de péptidos
(extraido del hueso del ciervo y la semilla del melén) con MSCs a concentraciones

crecientes del péptido. Imagen adaptada (41).

3.4.2 Terapia libre de células

La terapia libre de células o “cell free therapy” se presenta como una alternativa novedosa
que aprovecha las caracteristicas inmunomoduladoras de las MSC2, pero no necesita la
administracion de las propias células para su efecto. Esto se debe a que el efecto
inmunomodulador lo ejerce la administracion del secretoma completo o bien una fraccién del
mismo (42,43).
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Este tipo de enfoque terapéutico presenta numerosas ventajas. Para comenzar, su perfil de
seguridad es elevado, puesto que no se administran células sino su fraccion, lo que facilita
su traslado a clinica. Esto a su vez disminuye el riesgo de generar efectos adversos que si
podrian suceder en terapia celular, minimizando, por ejemplo, el riesgo por embolia o
formacion de trombo, o bien el de rechazo al injerto. Para finalizar, una ventaja adicional es

que se puede caracterizar el contenido del secretoma previamente a la administracion (44).

En la terapia libre de células, es esencial como primer paso el aislamiento del secretoma
derivado de las MSCs. Para su obtencion, se realiza en un primer paso un cultivo de MSCs
in vitro. Se incuba el cultivo para favorecer la proliferacion y liberaciéon tanto de los factores
solubles como las EVs al medio, que a partir de ese momento se denominara medio
condicionado, como podemos ver en la figura 8. En este medio podemos encontrar el
denominado debris celular (células apoptéticas). Para retirar las células apoptéticas, se
realiza una centrifugacion, en la que estas precipitan y se recoge el sobrenadante, donde
quedara el secretoma. A partir de este punto nos podremos quedar con todo el secretoma o
proceder a extraer una fraccion del mismo. Para la ultima opcion, se aislara la fraccion
vesicular del secretoma mediante ya sea ultracentrifugacién, ultrafiltracién, cromatografia por

exclusién de tamafio (SEC) o filtracion tangencial (TFF), entre otras (24).
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Figura 8. Aislamiento y preparacion del secretoma derivado de las MSCs. Imagen adaptada (24).
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Cabe destacar que al tratarse de un enfoque terapéutico tan novedoso y en creciente
investigacion, actualmente no disponemos de un gran numero de estudios, siendo estos

ensayos en fase preclinica.

Para comenzar, en un estudio que experimentd con 8 especies de la estirpe porcina, se
inocularon por via subcutanea 0,4 ml/kg de seroalbimina bovina en los dias 0, 14 y 21,
induciendo sinovitis y respuesta inmune mediada por antigenos. Tras el dia 28, las
articulaciones carpianas izquierdas fueron tratadas como control, mientras que en las de la
parte derecha se realizé una inyeccién intraarticular de 500 pL a concentracién 500 yg de
proteina por inyeccion de la fraccion vesicular del exosoma. En los resultados observados se
observé una disminucion de los niveles sinoviales de factores proinflamatorios como TNF-q,
IL-1, IL-6 o IL-17, asi como un aumento en Treg y células B reguladoras (Breg), logrando
una disminucién de autoanticuerpos séricos. También se vio un aumento en la secrecion de

Gal-1, ayudando esto a inhibir la progresion de la AR (45,46).

Otros estudios han mostrado el potencial terapéutico de la fraccion vesicular del secretoma
en modelos de ratones con AR inducida. Para obtener las EVs, se procedi6 a técnicas de
aislamiento a partir de un cultivo MSCs. Se realizaron técnicas de preacondicionamiento,
presentando las MSCs a factores como TNF-a e IFN-y y se inyectaron posteriormente las
EVs en volumenes de 30 uL a concentraciones crecientes por via subcutanea en la cola de
los ratones. Los efectos descritos, como vemos en la figura 9, mostraron una inhibicién en la
diferenciacion de linfocitos Th1 y activaciéon de APCs. También se mostraron aumentos en la
expresion de IL-10 y DC reguladoras, disminuyendo el desarrollo de células Th1y Th17 y

con ello, su efecto inflamatorio, asi como la expresion de IL-2 y IFN-y (47,48).
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Figura 9. Efectos del tratamiento de AR de la terapia con secretoma derivado de MSCs en
ratones. Se muestra una disminucion significativa de factores proinflamatorios IFN-y e IL-2;

se acomparfia de un aumento significativo de IL-10 antiinflamatoria. Imagen adaptada (47).
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En otro estudio preclinico en ratas, se traté de evaluar la eficacia de la terapia a base de
micro RNA (miRNA) exosomal derivado de MSCs. Para ello se indujo una AR colageno
dependiente a lo largo de 4 semanas, tras lo cual comenzé el tratamiento, realizado por via
intraarticular. Se establecieron dos grupos, diferenciandose entre un grupo placebo al que se
la inoculé 100 mL de solucidén salina y un grupo a evaluar al cual se le inocularon 100 mL de
solucion que contenian 50 mg de miRNA exosomal, aislados mediante ultracentrifugacion.
La administracion se efectué dos veces por semana. También se establecidé un grupo control
con ratas sin AR inducida. Los resultados en el grupo tratado con miRNA exosomal
mostraron una disminucion significativa de la concentracién de factores proinflamatorios

PGEZ2, IL-1B, TNF-a y NO tanto serolégicos como a nivel sinovial (49).

Por todo lo expuesto, a pesar de presentar resultados de eficacia satisfactoria, estudios mas
exhaustivos son necesarios para optimizar la posologia y la dosis, asegurando el
mantenimiento de la funciéon inmunomoduladora del secretoma o de las EVs de este por mas
tiempo (50).

4. Conclusiones

Actualmente, el estudio y desarrollo de terapias basadas en el uso de MSCs y sus productos
se encuentra en auge para todo tipo de patologias cuyas terapias pueden ser mejoradas
gracias a su accion inmunomoduladora asi como regeneradora. Tal es el caso de la artritis

reumatoide.

La utilizacion de MSCs tanto en terapia celular, como la progresién hasta la terapia libre de
células presenta resultados que solventan las desventajas de las terapias utilizadas
tradicionalmente como tratamiento de primera linea. Estas novedosas terapias no solamente
tratan de forma sintomatica, sino que abordan la patologia desde el comienzo del desarrollo

de la autoinmunidad.
Resultados en estudios empleando terapia celular muestran una gran eficacia en la

inmunomodulacion, pero también la necesidad de evaluar los resultados de dicho

tratamiento a largo plazo.
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A su vez, los resultados observados empleando el secretoma derivado de las MSC indican
una capacidad inmunomoduladora elevada, con la ventaja de que se consigue la
estandarizacion de los resultados con mayor facilidad, pudiendo prever los resultados tras la
administracion, lo que podria facilitar el uso de la terapia en un mayor nimero de pacientes y

acelerar su posible futuro paso a clinica y comercializacion.

Sin embargo, al tratarse de un enfoque terapéutico novedoso, es de gran necesidad
continuar realizando un mayor nimero de estudios, para indagar mejor en el funcionamiento
de la terapia, determinar su potencial terapéutico y observar los efectos de la misma a largo

plazo, evaluando en mayor medida su seguridad.

Con ello y aun siendo necesarias mas investigaciones futuras, la terapia con MSCs y sus
derivados en el tratamiento de la AR demuestra ser un enfoque beneficioso gracias a sus
propiedades inmunomoduladoras. Estudios sobre terapia celular tanto como sobre la terapia
libre de células respaldan su eficacia y seguridad, consiguiendo controlar el brote
inflamatorio y abordar la patologia desde su origen de manera prometedora para un

aumento en la calidad de vida del paciente.
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