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RESUMEN

La internalizacién y replicacion gradual del virus SARS-COV-2 en el organismo
produce como resultado en casos graves de la enfermedad, una respuesta inmune
exagerada que desencadena la liberacién de multiples citoquinas proinflamatorias,
que en ultima instancia conducen a fallo multiorgdnico.

Dado que el sistema inmunolégico estd en el centro de la fisiopatologfa de la
enfermedad, es esencial regular el equilibrio dindmico para prevenir la respuesta
inmune sobreexagerada.

El uso de células madre ha ido ganado un enorme impulso en la tiltima década
como opciones de tratamiento de muchas patologias complejas. Entre todas, las cé-
lulas madre mesenquimales (MSC) y algunos de sus componentes liberados, como
son los exosomas, por sus capacidades inmunomoduladoras y regeneradoras, han
demostrado ya su eficacia clinica para mitigar los efectos letales de la infeccién en
los pacientes con COVID-19. Estas terapias han demostrado reducir la expresién de
citoquinas proinflamatorias, modular la respuesta inmune, asi como potenciar la
reparacion de tejidos dafiados en pacientes graves con COVID-19.
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INTRODUCCION

Con la pandemia por COVID-19, producida por el nuevo ARN coronavirus SARS-
COV-2, estamos viviendo una crisis sanitaria sin precedentes a nivel mundial, cuya
incertidumbre se incrementa por la elevada morbilidad y mortalidad global, sumado a
las pocas opciones de tratamiento especificas. Dada la ingente cantidad de informacién
que se estd generando en el &mbito cientifico, he querido focalizarme en resumir las
interesantes perspectivas que el empleo de células madre mesenquimales o algunos
de sus componentes secretados, estdn aportando al tratamiento de esta enfermedad.

PATOGENIA DEL COVID-19

La proteina S de la superficie del SARS-COV-2 especificamente reconoce el re-
ceptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la célula expuesta y,
después de unirse al mismo, el virus entra en la célula y la infecta, en un principio via
respiratoria. Dicho receptor ACE2 se distribuye ampliamente en diferentes tipos de
células humanas como en los pulmones, corazén, higado, 6rganos digestivos y rifiones.

De hecho, casi todas las células endoteliales y células de mdusculo liso de los
6rganos expresan ACE2, por lo tanto, una vez que el virus ingresa a la circulaciéon
sanguinea se propaga ampliamente. Por ello, todos los tejidos y 6rganos que expresan
ACE2 son campo de batalla entre el nuevo coronavirus y las células inmunes.

Independientemente de la inflamacién inicial a nivel pulmonar, es la polarizacién
del sistema inmune la que determinard la posible gravedad del proceso. Como hoy
estd perfectamente consensuado, en casos graves o criticos de COVID-19, la integri-
dad de la barrera epitelial-endotelial se ve gravemente interrumpida; lo que genera
una llamada de células del sistema inmune de diversas localizaciones al sitio de la
infeccién para eliminar estos exudados, lo que puede resultar en una inflamacién
descontrolada.

La respuesta del propio sistema inmune, en pacientes graves con COVID-19
desencadena una linfohistiocitosis hemofagocitica secundaria; se trata de un sindrome
de activacién macrofégica consistente en un cuadro hiperinflamatorio resultado de
una hipercitoquinemia que posteriormente puede inducir a una insuficiencia mul-
tiorgdnica letal secundaria.(1) En dicho cuadro se produce la denominada “tormenta
de citoquinas”, sindrome de liberacién masiva de citoquinas, que es una respuesta
inflamatoria sistémica descontrolada que resulta de la liberacién masiva de citoquinas
pro-inflamatorias (interleuquina (IL)-1b, IL-6, IL-10, IL-12, interfer6n (IFN-alpha, IFN-
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gamma, TNF-alpha, y/o TGF-beta, etc.) y quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCLS,
y /0 CXCL10, etc.) por células inmuno-efectoras, principalmente los macréfagos pro-
inflamatorios activados (M1). (2, 3)

Los macréfagos son células del sistema inmune innato que exhiben una gran
heterogeneidad fenotipica y funcional, lo que les confiere la capacidad de detectar
y responder con precisién a las necesidades de su microambiente. Juegan un papel
esencial en el desarrollo, mantenimiento y resolucién de la inflamacién y su repa-
racion, por ello, la desregulacion de dichas funciones ha demostrado ser causa del
desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunes como la
enfermedad de Crohn, la artritis reumatoide o la esclerosis mdltiple, entre otras.(4)

De forma muy simple, podemos hablar de dos perfiles diferentes de los macréfa-
gos. El perfil M1, caracteristico de macréfagos expuestos a GM-CSF (factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos) o IFN-vy y resulta en la produccion de TNF-a,
IL-1,IL-12, IL-6 e IL-23. El perfil M2, en cambio, es especifica de macréfagos expuestos
a M-CSF (factor estimulante de colonias de macréfagos), IL-4 o glucocorticoides y
conlleva la secrecién de IL-10 y estdn implicados en la resolucién de la inflamacién,
la cicatrizacién de heridas y la homeostasis de los tejidos después de una infeccién. (5)

La “tormenta de citoquinas” desencadenada por su hiperactivacién, causa un
sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) y fallo orgénico mdltiple, que final-
mente puede conducir a la muerte. El SDRA se puede presentar hasta en el 50% de
los pacientes.

Se ha descrito que en la presentacién clinica de casos severos de COVID- 19 se
observa, entre otros, linfopenia, niveles mds altos de IL-1, IL-2R, IL-6, IL-10 y TNE-
alpha, asi como disminucién de linfocitos CD4+ y CD8+. De alguna manera, es como
silas células T que quedan en la circulacién, ademds de estar disminuidas en nimero
pudieran estar funcionalmente agotadas.(6)

La amplia difusién de receptores ACE2 en el organismo, explica por qué mds alla
del SDRA, los pacientes también pueden experimentar lesiones en otros érganos, como
dafio agudo del miocardio, arritmias, lesiones renales, problemas trombéticos, shock
séptico y muerte por sindrome de disfuncién multiorgdnica. Por tanto, el ataque directo
a otros érganos por el SARS-CoV-2, la patogénesis inmune causada por la “tormenta
sistémica de citoquinas” y las disfunciones en la microcirculacién sanguinea, juntas,
conducen a una sepsis viral y altas posibilidades de muerte.
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Por tanto, la curacién o complicacién del paciente con COVID-19 depende
esencialmente de la respuesta de su propio sistema inmune, de tal manera que en
aquellos casos en los que el sistema inmunolégico presenta una respuesta inmune
sobreactivada, mata el virus, pero secundariamente desencadena la liberacién de
una gran cantidad de factores inflamatorios, responsables de dicha “tormenta de
citoquinas”, que puede conducir a la muerte del individuo.(7)

Con todo ello, se deduce que medidas para modular la respuesta inmune inna-
ta y restaurar la respuesta inmune adaptativa son esenciales para romper el circulo
vicioso y mejorar el resultado clinico de los pacientes.

CELULAS MADRE MESENQUIMALES

En los tltimos afios la Terapia Celular, o uso de células como agentes terapéuti-
cos, esta representando una alternativa curativa para enfermedades cuyo tratamiento
actual no es efectivo o simplemente no existe, ya que proporciona elementos capaces
de producir la regeneracién de estos 6rganos y tejidos dafnados.

Dentro de todo el colectivo de células candidatas a ser empleadas en estas terapias
avanzadas, han sido las células madre o troncales las que han despertado mayores
expectativas entre la comunidad cientifica gracias a sus prometedores resultados.
Destacar que a dia de hoy, en la especie humana existen méds de 8000 estudios clinicos
para el tratamiento de diferentes patologfas en las que se emplean diversos tipos de
células madre; (www.clinicaltrials.gov).

Sin embargo, de entre todos los tipos de células madre, son las denominadas
células madre mesenquimales (MSC), por su potencial inmunomodulador y regene-
rativo las que se han convertido en las estrellas de estas novedosas terapias.

Las MSC son células indiferenciadas multipotenciales, no hematopoyéticas, con
capacidad de autorrenovacion, localizadas en diversos tejidos adultos o extra- em-
brionarios y procedentes de la capa embrionaria del mesodermo. A pesar de existir
un gran numero de tejidos que contienen sus propias MSC, son fundamentalmente
tres las fuentes mds importantes en Medicina Regenerativa: tejido adiposo, médula
6sea y cordén umbilical.(8)

Ademas de su funcién como fuente de células indiferenciadas para la renova-
cién/reparacion de los tejidos en los que se ubican, cada vez hay mds evidencias
de que las MSC realizan el mantenimiento de la homeostasis tisular a través de una
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accién paracrina, lo que supone un valor afiadido a la propia diferenciacién en el tipo
celular necesario para la reparacion del tejido afectado.(9)

Estos mecanismos de actuacion se realizan a través de la liberacién de una gran
variedad de sustancias bioactivas, englobadas bajo el término de secretoma. El secre-
toma incluye diferentes moléculas solubles, principalmente factores de crecimiento,
citoquinas, quimiocinas y componentes de la matriz extracelular, asi como multitud
de vesiculas extracelulares, que incluyen exosomas y microvesiculas, cuyo objetivo
son multiples dianas biolégicas; dando lugar, en conjunto, a un interesante efecto
pleiotrépico.(10)

Desde un punto de vista funcional, estd mds que aceptado que la habilidad de
modular el sistema inmune juega un papel fundamental en casi todos los efectos
terapéuticos atribuidos a las MSC. Esta influencia es ejercida tanto sobre la inmuni-
dad innata como la adaptativa, bien por contacto directo célula-célula o a través de
diferentes mediadores de su secretoma.(11, 12)

Entre todos los componentes del secretoma, son los exosomas los que estan des-
pertando mayor interés como posible elemento terapéutico. Se trata de nanovesiculas
de origen endocitico rodeadas de membrana con un tamafio muy homogéneo (entre
40-100 nm) y que transportan una variedad de pequefias moléculas (cargo) funda-
mentales para la inmunomodulacién y la comunicacién (signaling) con diferentes
linajes celulares.(13)

En la composicién de su cargo, destacan proteinas, lipidos, miRNA, entre otros,
y gracias a su encapsulacion membranosa, les permite viajar a tejidos lejanos de su
origen siendo protegidos de la degradacion, participando tanto en los mecanismos de
homeostasis como en la regeneracion de los tejidos lesionados. Exhiben un mecanismo
de accién paracrino que media la comunicacién intercelular de una manera directa
a través de la estimulacién de receptores especificos de la célula diana, mediante sus
propios receptores, y la transferencia horizontal de material genético. Mediante este
intercambio genético, y a partir de los estimulos recibidos de su nicho, las MSC inician
los cambios fenotipicos y de diferenciacion en las células residentes bajo condiciones
fisioldgicas y patolégicas.(14, 15)

Actualmente se ha demostrado en muchos modelos de enfermedad, que la admi-
nistracién del propio secretoma o de alguno de sus componentes como los exosomas
es tan eficaz como la aplicacién de las propias MSC.(16, 17)
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ESTRATEGIAS DE LA TERAPIA CON MSC EN EL COVID-19

Con estas premisas, dado el enorme interés en establecer tratamientos eficaces
que controlen la respuesta inmune del paciente grave con COVID-19, actualmente
se estdn desarrollando importantes estrategias basandose en el enorme potencial
inmunomodulador y reparador de las MSC o de su secretoma, sustentado en sus am-
plios efectos farmacoldgicos, destacando los antiinflamatorios, inmunomoduladores,
propiedades regenerativas, proangiogénicas y antifibréticas. (18-20)

La Agencia Espariola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) ha
autorizado cuatro estudios clinicos en nuestro pais con Terapia Celular basados en
la infusién endovenosa de MSC en casos graves de COVID-19. Por otro lado, existen
inscritos otros 65 estudios clinicos con este propdsito registrados en el mundo (www.
clinicaltrial.org).(21)

Los resultados publicados hasta el momento, son como menos sorprendentes,
dados sus resolutivos resultados. En un estudio multicentrico compasivo realizado
por la Red Nacional de Terapia Celular (TerCel) perteneciente al Instituto de Salud
Carlos III, que inclufa pacientes criticos sometidos a ventilacién mecanica de 4 centros
sanitarios espafioles, demostraron que en el 75% de los pacientes tratados disminuy6
la inflamacién y aumenté la actividad inmunitaria. Los investigadores observaron
una mejoria generalizada de los pardmetros de ventilacién, radioldgicos y biolégicos
en los pacientes asociados a esta terapia celular.(22) Resultados similares han sido
descritos en otros estudios clinicos.(23, 24)

Dado que la administraciéon de las MSC en estos pacientes se efectia via en-
dovenosa, estd demostrado que en este escenario, un porcentaje significativo de
células quedan rdpidamente atrapadas en los pulmones tras su administracion, lo
que permite su ubicacién ideal. Una vez alli, las MSC muestran un comportamiento
inmunomodulador y reparador a través de su secretoma, desencadenando la liberacién
de citoquinas antiinflamatorias y péptidos antimicrobianos, facilitando la migracién
y proliferacién de MSC desde otras ubicaciones.

Funcionalmente protegen y reparan las células epiteliales alveolares, recupe-
rando el microambiente pulmonar, se previene la fibrosis y disfuncién pulmonar. A
partir de aqui, gracias a su capacidad de migracién y anidamiento, las MSC migran
hacia tejidos lesionados lo que ayuda a reparar las lesiones secundarias propias del
proceso.(18, 21)

124



TERAPIA CELULAR CON CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Un aspecto muy importante de su capacidad inmunorreguladora es su potencial
de modular la polarizacién de los macréfagos modificando el fenotipo de los macré-
fagos de M1 a M2 asi como aumentar las células T reguladoras, mecanismo llevado
a cabo por la liberacién de prostaglandina E2 (PG-E2), IL-10, NO e IDO.(25)

Independientemente de su importante funcién inmunomoduladora hay que
sumar su potencial regenerador de tejidos, demostrando que pueden prevenir la
apoptosis de las células pulmonares y ayudar en su reparacién. Estos mecanismos
son mediados gracias a la produccion de diferentes factores de crecimiento como
el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) o el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Estas capacidades
son importante porque pacientes con SDRA desarrollan fibrosis pulmonar incluso
después de sobrevivir a la fase aguda de la enfermedad.(26)

Algunos estudios también demostraron que las MSC podrian presentar actividad
antiviral y antimicrobiana mediante diferentes componentes de su secretoma como
el IFN-y , IDO, LL-37, entre otros.(27)

Sin embargo, dado que en la Terapia Celular con MSC, son las células el principal
elemento terapéutico empleado, uno de los inconvenientes de cara a una implantacién
sistemdtica es la lentitud de su produccién, ya que hay que cultivar grandes cantidades
de células necesarias para los tratamientos, lo que requiere tiempo para su cultivo,
superacion de controles de calidad, a lo que hay que afiadir su rdpida caducidad y
elevado coste debido a los requerimientos técnicos exigidos. Todo esto condiciona
la disponibilidad de esta terapia y es un factor muy limitante en caso de urgencia
y necesidad inmediata, como son los tratamientos masivos durante esta pandemia.

Por lo tanto, surgen otras estrategias alternativas como el empleo del secretoma de
las MSC como una prometedora herramienta terapéutica sin necesidad de aplicacion
de células. Su efectividad ha sido ampliamente probada en modelos de enfermedad
pulmonar aguda y crénica, gracias a sus efectos farmacolégicos.(19, 28)

A través de la activacion de las propias MSC endégenas y células progenitoras,
el secretoma es capaz de suprimir la apoptosis, regular la inflamacién, estimular la
remodelacién de la matriz extracelular y la angiogénesis, reducir la fibrosis y mediar
en la quimioatraccién. (29)

Es de destacar que, a diferencia de un anticuerpo monoclonal, muchos de los
cuales son empleados especificamente en las complicaciones por COVID-19, el secre-
toma de MSC acttia sobre varias citoquinas de manera simultdnea y potencialmente
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sinérgica. En modelos de SDRA, la efectividad de MSC-secretoma en condiciones
preclinicas ha demostrado su eficacia tanto in vitro como in vivo. Después de la in-
yeccién intravenosa, el secretoma permanecié muy estable en el flujo sanguineo y se
distribuye a través de los pulmones proporcionando modulacién del sistema inmu-
ne, disminucién de la inflamacién, restauraciéon de la barrera capilar y su capacidad
respiratoria. Interesantes serdn los resultados de su posible uso via inhalatoria como
ya se estd probando en un estudio clinico en pacientes con COVID-19.(30)

El empleo de secretoma de MSC como farmaco ofrece varias ventajas en com-
paracién con las propias MSC. El uso del secretoma se considera mds seguro que las
propias células, al evitar los posibles problemas de tumorogénesis e inmunogenicidad,
y presenta un menor riesgo cuando se inyecta por via intravenosa. Desde el punto
de vista tecnolégico y logistico también conlleva importantes beneficios, al poder ser
producidas de manera continua y escalable, pudiéndose almacenar por largo tiem-
po, posibilidad de diferentes formas de preparacién farmacéutica, un costo menor y
disponibilidad masiva inmediata.(31)

Por otro lado, las MSC han mostrado gran plasticidad en la produccién de su
secretoma, permitiendo, bajo diferentes cambios en sus condiciones de cultivo, mi-
metizar las condiciones fisiopatolégicas de la enfermedad a investigar, y con ello la
posibilidad de inducir la produccién de un secretoma mads especifico frente a la pa-
tologia. Una puesta a punto en estas estrategias permitira la obtencién de secretomas
en los que se potencian diversas actividades biolégicas y con ello su mejor indicacién
farmacolégica frente al COVID-19.(32)

Entre todos los componentes del secretoma, como hemos comentado, son los
exosomas los que se han convertido en una de las mds novedosas terapias frente al
COVID-19, gracias a su eficacia regeneradora y el potencial inmunomodulador por
su papel en la intercomunicacién celular frente a células diana especificas. Mdltiples
estudios preclinicos han mostrado resultados terapéuticos favorables en diferentes
modelos animales de lesién pulmonar aguda, SDRA, asma y otras enfermedades
inflamatorias, que demuestran reduccién de la inflamacién alveolar, restauraciéon de
membranas epiteliales-alveolares y otras secuelas de la tormenta de citoquinas.(33)

Entre sus mecanismo de accidn, los exosomas de las MSC demuestran una accién
especifica sobre macréfagos, al ser capaces de cambiar su perfil polarizado proinfla-
matorio (M1) hacia antiinflamatorio o protector (M2), aspecto muy interesante para
su empleo en el COVID-19.(34-36)
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Ademds han demostrado capacidad de transferir material genético de su cargo
en las células epiteliales del pulmén, inhibiendo la replicacién viral en ellas y dismi-
nuyendo su apoptosis en modelos de enfermedad pulmonar virica. A nivel pulmonar
se disminuye la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, se incrementa la pro-
duccién de citoquinas antiinflamatorias con la consecuente disminucién del cuadro
pulmonar inducido por virus.(26)

Muy recientemente se ha llevado un estudio clinico sobre 24 pacientes con un
cuadro severo de COVID-19 en Estados Unidos administrando via endovenosa una
dosis de exosomas alogénicos obtenidos de MSC de médula ésea con resultamos muy
alentadores. Se observé una tasa de supervivencia del 83%. En total, 17 de 24 (71%)
pacientes se recuperaron, 3 de 24 (13%) pacientes permanecieron estables, y 4 de 24
(16%) fallecieron por la enfermedad.

Este estudio demostré después de una tinica dosis intravenosa de exosomas y sin
efectos adversos, una profunda reversioén de la hipoxia, reconstitucién inmunitaria,
modulacién de la tormenta de citoquinas y disminucién significativa de los pardmetros
inflamatorios de fase aguda como la ferritina, dimero-D y proteina C reactiva.(33)

Es el primer estudio publicado en el cual se emplean exosomas como elemento
terapéutico en medicina humana, y tras sus resultados de seguridad y eficacia abre
interesantes perspectivas para el tratamiento de diversas patologfas de origen inmu-
nomediado que se han convertido en una verdadera epidemia silenciosa del siglo
XXI, como son complicaciones de la diabetes, lupus, dermatitis atépica o enfermedad
intestinal entre otras .

En conclusién, la Medicina Regenerativa a través de las MSC o algunos de sus
componentes secretados, esta demostrando suficientes evidencias clinicas como
para poder consideradas en un futuro un interesante elemento de lucha frente a las
complicaciones graves en pacientes con COVID-19.
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