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1 Resumen/abstract

El potencial terapéutico de las células madre mesenguimales (MSCs) se basa en sus propiedades Unicas,
gjercidas principalmente mediante mecanismos paracrinos que incluyen efectos trdficos e
inmunomoduladores. En la clinica equina, las MSCs se han usado preferentemente en el tratamiento de
patologias del aparato locomotor. Aunque estas lesiones son de las mas frecuentes, la alteracion de otros
sistemas tiene también gran relevancia en estos animales, pudiendo ser algunas de estas patologias ademas
buenos modelos para la medicina humana. Por ello, el objetivo de este trabajo fin de grado es conocer el uso
actual de MSCs equinas en patologias diferentes a las del sistema musculo-esquelético mediante una revisién
bibliografica.

Las MSCs equinas se han empleado en oftalmologia, reproduccién, sistema tegumentario, desérdenes
metabdlicos y procesos respiratorios y neurolégicos, habiéndose realizado mayores avances en las patologias
corneales, las heridas y la endometritis. Aunque se han observado resultados prometedores, se requiere mayor
investigacién antes de que un tratamiento efectivo y seguro esté disponible, resultando fundamental un mayor
conocimiento sobre los mecanismos de accidn de las MSCs.

The therapeutic potential of mesenchymal stem cells (MSCs) is based on their unique properties, mainly
exertedy by paracrine mechanisms that include trophic and immunomodulatory effects. In equine practice,
MSCs have been mostly used in the treatment of | musculoskeletal injuries. Even though these lesions are among
the most frequent in horses, the alteration of other systems also has great relevance, and some of these
pathologies can also be a good model for human medicine. Therefore, the objective of this final degree
dissertation is to provide an update on the use of equine MSCs in pathologies other than those of the
musculoskeletal system through a literature review.

Equine MSCs have been used in ophthalmology, reproduction, tegumentary system, metabolic disorders,
respiratory and neurological processes. The greatest advancement has been made in corneal pathologies,
wounds and endometritis. While promising results have been observed, more research is needed before effective
and safe treatments are available, for which greater knowledge of the MISC mechanisms of action is essential.

2  Introduccion

Segln la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, la poblacién
mundial de équidos se estima en 58 millones de animales, de los cuales el porcentaje dedicado al ocio vy al
deporte sigue creciendo. Espaiia, pais ligado histéricamente al caballo, cuenta con un censo de mas de 600.00
animales en 2020, seguin datos del Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacién, siendo asi el 42 pais europeo
con mayor nimero de équidos. Ademas de esta relevancia cuantitativa, la industria equina es un sector de gran

importancia econdmica, representando el 0'51% del PIB espaiiol (Real Federacion Hipica Espariola, 2013).



Debido a la ya mencionada dedicacion deportiva, las patologias del aparato musculo-esquelético son
de gran importancia en la especie equina, suponiendo cerca del 82% de los problemas relacionados con la
disminucion de rendimiento en caballos de carreras (Torricelli et al., 2011). La limitada capacidad de reparacion
de tendones, ligamentos y cartilago articular ha llevado a que, en los Ultimos afios, hayan cobrado especial
importancia las terapias bioldgicas avanzadas (Stewart & Stewart, 2011), mas conocidas como medicina
regenerativa. Estas nuevas terapias estan orientadas a restaurar o restablecer la estructura y funciones normales
de un drgano o tejido utilizando los propios mecanismos del cuerpo (Reddie, 2003). Segun lo indicado en la
legislacion (Reglamento (CE) ne 1394/2007; Directiva 2001/83/CE), dichas terapias avanzadas se pueden dividir
en terapias génicas (basadas en acidos nucleicos recombinantes), terapias celulares (basadas en células
somdticas sometidas a ciertas manipulaciones, como el cultivo celular) e ingenieria de tejidos (basada en tejidos
y células manipulados mediante ingenieria), asi como las combinaciones de las anteriores. Las células madre
mesenquimales (MSCs, de sus siglas en inglés mesenchymal stem cells) son células troncales multipotentes,
obtenidas del individuo adulto. Por si solas, entrarian en la clasificacion de terapia celular, pero son también de
gran interés para las estrategias de ingenieria tisular (Li et al, 2019).

Inicialmente, el uso de las MSCs estaba justificado por su habilidad para diferenciarse en varios tipos
celulares e integrarse en la arquitectura tisular, considerandose que promovian asi una regeneracion directa del
tejido dafiado. Sin embargo, varios estudios han demostrado que estas células producen mejora funcional sin
necesidad de integracion (Stewart & Stewart, 2011), ya que presentan también otras propiedades, que ejercen
principalmente de forma paracrina, mediante la sintesis de diversas moléculas bioactivas con capacidad tréfica,
anti-fibrética, quimioatrayente e inmunomoduladora (da Silva Meirelles et al., 2009). El descubrimiento de estas
propiedades ha supuesto un gran cambio en la visidn que se tenia acerca de las MSCs, lo que ha permitido
aumentar el rango de sus aplicaciones terapéuticas (De Schauwer et al., 2013).

El primer trabajo publicado basado en la aplicacidn terapéutica de MSCs en la especie equina data
de 2003 y tenia por objetivo el tratamiento de lesiones tendinosas en caballos de deporte (Smith et al., 2003).
Desde entonces, la investigacion y uso de dichas células ha crecido enormemente en todo el mundo,
principalmente enfocadas al tratamiento de patologias musculo-esqueléticas equinas (Stewart & Stewart,
2011). A pesar de la relevancia del aparato locomotor en esta especie, estos animales también sufren con
frecuencia diversas patologias relacionadas con otros sistemas, como el sindrome abdominal agudo, Ulceras
corneales, heridas o problemas reproductivos, como la endometriosis, entre otros, que también suponen un
importante impacto econdémico y para el bienestar animal (Horseman et al., 2016). Las actuales estrategias
terapéuticas para diversas patologias estan limitadas por la anatomia y la fisiologia del caballo, como en el caso
de las heridas, cuya curacién se dificulta frecuentemente con complicaciones como la excesiva formacion de
tejido cicatricial o la dehiscencia, (Theoret et al., 2013) o pueden basarse Unicamente en medidas paliativas,
como la administracion de corticosteroides en procesos inmunomediados como el asma, cuyo uso continuado

ademds acarrea problemas secundarios (Couétil et al., 2016).



En contraste con el uso mayoritario de las MSCs en patologias del aparato locomotor equino, en
medicina humana dichas células se emplean para tratar patologias en una amplia variedad de sistemas
(Borjesson & Peroni, 2011). Como muestra, a dia 25 de agosto de 2020 existen 1172 ensayos clinicos en distintas
fases para evaluar la aplicacién de estas células en diversas enfermedades, como diabetes mellitus, infartos de
miocardio o cirrosis, entre otros (http://www.clinicaltrials.gov). Es importante destacar que numerosas
patologias infecciosas y autoinmunes, alergias y atopias comparten similar etiopatogenia entre los seres
humanos y los animales domésticos (Gershwin, 2007). En el caso del caballo, la Food and Drug Administration
de los Estados Unidos (FDA) concluyd que esta especie es el modelo animal mas apropiado para evaluar los
efectos de las terapias celulares para el tratamiento del cartilago articular, lo que también explica parte del
interés despertado por este campo de investigacion en el caballo. Pero ademas, también se ha propuesto al
caballo como un interesante modelo para otras patologias como el asma (Bullone & Lavoie, 2015) o la uveitis
recurrente (Witkowski et al., 2016). Por ello, la medicina equina puede aprender de la humana, a la vez que los
caballos pueden ser un modelo de gran valor para evaluar la eficacia y seguridad de nuevos tratamientos, sin
limitarse solo al aparato locomotor.

Gracias a la mencionada similitud surge el concepto de One Medicine y la rama de la medicina
comparativa, que persigue trasladar los resultados obtenidos en una especie para el beneficio de otras (Gyles,
2016). De esta forma, los datos generados en los estudios de medicina humana podrian extrapolarse a la clinica
equinay aumentar el rango de patologias en las que emplear las MSCs en esta especie. Junto a esto, los avances
en el conocimiento de la biologia y los mecanismos de accién de las MSCs derivados de su aplicacién en
patologias del aparato locomotor abren un nuevo camino para el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas en
multitud de patologias equinas.

3 Justificacion y objetivos

Aunque las patologias del sistema locomotor tienen gran importancia en los caballos, no son las Unicas
relevantes en la clinica equina, existiendo diversos desérdenes sin un tratamiento definitivo. Este hecho, junto
con el valor del caballo como modelo de enfermedades humanas, ha derivado en la busqueda de nuevas
opciones terapéuticas. Gracias a sus propiedades, especialmente sus efectos paracrinos, las MSCs podrian llevar
a cabo este papel. Por tanto, el objetivo de este trabajo es revisar el estado actual, las aplicaciones, las
limitaciones y las futuras proyecciones de la aplicacién de las MSCs en patologias equinas diferentes a las del
sistema locomotor. Para ello, se realizard una revisidn bibliografica planteando los siguientes objetivos
especificos:
1. Describirlos mecanismos de accién y propiedades atribuidas a las MSCs
2. ldentificar en qué patologias puede ser relevante el uso de MSCs de acuerdo a estos mecanismos
3. Revisar el avance cientifico realizado para el tratamiento de cada una de estas patologias, sus limitaciones, y

su posible aplicacion como modelo en medicina humana.



4 Metodologia

La estrategia empleada para alcanzar los objetivos propuestos ha consistido en la revision de
bibliografia sobre el uso de MSCs en patologias equinas no relacionadas con el sistema locomotor, para lo cual
se han consultado libros especializados, articulos cientificos, actas de congresos y trabajos académicos. Las
herramientas empleadas para la busqueda de la informacién han sido bases de datos como Web of Science,
Pubmed, Elsevier y Google Scholar. Las principales palabras clave han sido: “equine “, “mesenchymal stem cells”
y “cell theraphy”. A partir de los resultados encontrados, se amplid la busqueda a términos mas concretos
relacionados con las distintas aplicaciones, como “uveitis”, “endometrosis”, “asthma”, “wounds”, “metabolic
syndrome” o “recurrent laryngeal nerve”. Solo se ha consultado bibliografia redactada en inglés o en espaiiol y
publicada a partir del 2010, aungue se han incluido algunas citas mas antiguas debido a su relevancia. Asimismo,
en algunos puntos también se ha incluido bibliografia relevante en otros modelos animales y medicina humana

para cubrir los aspectos menos conocidos en la especie equina. Finalmente, para la administracion de las citas

bibliograficas se ha empleado el gestor bibliografico “Mendeley”.

5 Resultados y discusion

5.1 Definicidny clasificacion de las células madre

Las células madre son células indiferenciadas, presentes en distintos tejidos y fases de desarrollo, que
poseen gran capacidad de autorrenovacién y proliferacién, ademas de un potencial de diferenciacion en un
amplio rango de tipos celulares (Stewart & Stewart, 2011). Debido a su variedad, existen distintas formas de
clasificarlas, siendo las mas comunes las que se refieren a su potencial de diferenciacion y a su origen (Kalra &
Tomar, 2014).

Atendiendo a su capacidad de diferenciacién, de mayor a menor potencial, las células madre se pueden
dividir en totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes y unipotentes. Asi, las células totipotentes
son aquellas con potencial para diferenciarse en un organismo vivo completo, dando lugar a células de
cualquiera de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) e incluyendo estructuras
extraembrionarias como la placenta. Las células madre pluripotentes pueden diferenciarse en células de las tres
capas germinales, mientras que las células madre multipotentes estan restringidas a los distintos tipos celulares
dentro de una de las capas germinales. Finalmente, las células oligopotentes y las unipotentes pueden dar lugar
aunos pocos 0 a un Unico tipo celular, respectivamente (Kalra & Tomar, 2014).

Por otra parte, segun la fase de desarrollo del organismo, las células madre se pueden agrupar en células
embrionarias o células adultas, conforme estén presentes en la masa celular de la mérula y del blastocisto o en
los tejidos del cuerpo, respectivamente (Wang & Zhao, 2013). Las células embrionarias pueden diferenciarse en
cualquier tipo de célula adulta, siendo totipotentes o pluripotentes segun el estadio de desarrollo embrionario,
mientras que las células madre adultas poseen diferente potencial de diferenciacién, pudiendo ser

multipotentes, oligopotentes o unipotentes. La funcién de las células madre adultas es mantener el tejido o el



drgano donde se encuentran, para lo cual existen varios tipos celulares: células madre mesenquimales,
hematopoyéticas, intestinales, neurales, hepdticas, del hueso o del cartilago, pancredticas, oculares y
epidérmicas (revisado por Prochazkova et al., 2015).

Un tipo especial en esta clasificacion son las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced
pluripotent stem cells), que no estan presentes de forma natural en el organismo sino que son fruto de la intensa
investigacion en el campo de las células madre, lo cual ha permitido reprogramar células adultas diferenciadas,
como por ejemplo los fibroblastos, en células madre pluripotentes, mediante la introduccién de los factores de
transcripcidn Octd, Sox2, Kif4 y c-Myc (Nagy et al., 2011). Sin embargo, se ha descrito que pueden formar
teratomasy su uso por ahora se centra en generar modelos in vitro (Bressan et al., 2020).

Con base a la clasificacién expuesta, las MSCs se consideran células madre adultas multipotentes que
derivan de la capa embrionaria del mesodermo, lo cual las hace capaces de diferenciarse a distintas células

originarias de esta capa, como adipocitos, condrocitos y osteoblastos, entre otros (Wang & Zhao, 2013).

5.2 Caracterizacion de las MSCs
Las MSCs fueron descritas por primera vez en 1970 en células del bazo y de la médula 6sea de conejillos de

Indias por Friedenstein, que las denomind “unidades formadoras de colonias con morfologia fibroblastica”
(CFU-F) por sus propiedades observadas in vitro (Friedenstein, et al., 1970). En 2006, debido a la dificultad de
comparacion y estandarizacion de los ensayos clinicos realizados hasta entonces, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT, de sus siglas en inglés International Society of Cellular Theraphy) propuso los requisitos que
las células madre humanas deben cumplir para ser consideradas como MSCs: deben ser adherentes al plastico
del sistema de cultivo, expresar determinados marcadores de superficie (inmunofenotipo) y ser capaces de
diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condrocitos in vitro (Dominici et al., 2006). Aunque estos criterios se
establecieron en un intento de estandarizar el uso de las MSCs, los estudios han ido desvelando que son una
poblacién muy heterogénea, presentando variaciones entre especies e incluso entre los distintos tejidos de una
misma especie (Tarok, 2010). Por ello, es importante caracterizar las MSCs de especies y fuentes de interés,

con el fin de identificarlas correctamente antes de su aplicacion terapéutica.

5.2.1 Inmunofenotipo
El inmunofenotipo es el conjunto de marcadores o antigenos expresados en la superficie de las células,

identificados normalmente por medio de un panel de anticuerpos mediante citometria de flujo (Wang &
Lebrec, 2017). Teniendo en cuenta que las MSCs son una poblacidn heterogénea, la ISCT propuso que mas del
95% de la poblacién de MSCs debe expresar las moléculas CD105 (endoglina), CD73 (ecto-5’ nucleotidasa) y
CD90 (Thy-1). Ademas, menos de un 2% de las células deben expresar CD45 (marcador de leucocitos), CD34
(marcador hematopoyético), CD14 o CD11b (marcadores de macréfagos), CD79a o CD19 (marcadores de
linfocitos B) y el antigeno leucocitario humano (HLA, de sus siglas en inglés human leukocyte antigen) tipo |l

(Dominici et al., 2006).



Aunque los criterios establecidos por la ISCT se refieren a las MSCs humanas, el interés de estas células se
extiende también a modelos animales en investigacion y a su aplicacién en la clinica veterinaria. Por ello, en un
intento de estandarizacion, la caracterizacién de las MSCs de distintas especies animales, incluida la equina, ha
seguido los mismos criterios que los empleados en las MSCs humanas. Sin embargo, caracterizar el
inmunofenotipo en esta especie se ha visto limitado por la escasez de anticuerpos monoclonales comerciales
especificos (Pascucci et al., 2011). Ademas de por citometria de flujo, la expresion génica de estos marcadores
puede ser detectada cuantitativamente mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), por lo que la combinacion de ambas técnicas podria facilitar el estudio del
inmunofenotipo de las MSCs equinas (Radcliffe et al., 2010).

Numerosos estudios han demostrado que las MSCs equinas expresan de forma variable otros marcadores
de superficie, como CD29 (integrina beta 1), CD44 (H-CAM), CD146 (MCAM o molécula de adhesidn celular de
melanoma) o CD117 (KIT), entre otros. Estas diferencias se han atribuido a los distintos métodos empleados en
la obtencion, aislamiento y cultivo, asi como a las enzimas empleadas para la digestion de los tejidos en el
aislamiento celular (Radcliffe et al, 2010; Ranera et al., 2011). A nivel de expresién génica también se han
observado diferencias, como por ejemplo en la expresién de CD34, significativamente mayor en MSCs
derivadas del tejido adiposo respecto a las derivadas de médula ésea, pese a ser un marcador considerado
negativo (Ranera et al, 2011). En un intento de estandarizar los resultados obtenidos en las diversas
investigaciones realizadas, en 2011 De Schauwer et al. propusieron que las MSCs equinas debian ser positivas
para CD29, CD44 y CD90 y negativas para CD14, CD79 y MHC-II (complejo mayor de histocompatibilidad II).
Aungue todavia no hay unos estandares claros para el inmunofenotipo de las MSCs equinas, estas células si

cumplen homogéneamente con los criterios de adherencia al plastico y multipotencia.

5.2.2 Multipotencia
Segun los criterios ya citados, las MSCs deben ser capaces de diferenciarse a células del linaje mesodérmico,

considerandose como criterio minimo la diferenciacién tri-linaje a osteablastos, condrocitos y adipocitos cuando
se encuentran en las condiciones adecuadas. Ademas, las MSCs equinas son capaces de diferenciarse en otras
células del mesodermo, como miocitos o hepatocitos, y se ha observado in vitro la transdiferenciacion a tipos
celulares de otros linajes como las neuronas (Al Naem et al., 2019). La capacidad de diferenciacién tri-linaje se ha
confirmado en las MSCs equinas de distintos origenes como médula dsea, tejido adiposo o cordén umbilical
(Barberini et al., 2014). Sin embargo, se ha observado que dicha capacidad es heterogénea segun las fuentes. La
capacidad de diferenciacion osteogénica de las MSCs es mayor en las células obtenidas de médula ésea (BM-
MSCs, bone marrow MSCs), mientras que la diferenciacién a condrocitos es superior en aquellas procedentes
del cordén umbilical (UC-MSCs, umbilical cord MSCs) (Burk et al., 2013). Ademas, las BM-MSCs y las MSCs
obtenidas del tejido adiposo (AT-MSCs, adipose tissue MSCs) presentan una capacidad de diferenciacion mas

rapida (Barberini et al., 2014).



5.3 Fuentesy cultivo de las MSCs
Las MSCs estan presentes en numerosos tejidos y fluidos del organismo de los équidos, como médula ésea,

tejido adiposo, musculo y periostio, sangre (PB-MSCs, peripheral blood MSCs), tejidos dentales, tenddn,
membrana y liquido sinoviales, endometrio y foliculos capilares, entre otros (revisado por Gugjoo et al., 2019).
Ademas, también pueden encontrarse en tejidos perinatales, como en el corddn umbilical, en su sangre (UCB-
MSCs, umbilical cord blood MSCs) o en la gelatina de Wharton (lacono et al., 2012a), asi como en la membrana
amnidtica (Lovati et al, 2011). De hecho, se considera que pueden encontrarse practicamente en cualquier
tejido (da Silva Meirelles, 2006). A pesar de la amplia variedad de fuentes, no todas son adecuadas para su
aplicacién clinica. En la actualidad, las fuentes mas investigadas y utilizadas en la especie equina son la médula
Osea vy el tejido adiposo, debido a su abundancia y a la facilidad de acceso a ellas. Sin embargo, la sangre
periférica y los tejidos perinatales estan generando interés debido a que son fuentes no invasivas. Ademas, las
MSCs obtenidas de tejidos perinatales son menos inmunogeénicas, lo que las haria mas apropiadas para su
aplicacion alogénica (Tessier et al., 2015).

El proceso de obtencidn de las BM-MSCs en caballos comienza mediante la extraccion de médula ésea del
esterndn o del ilion (Lombana et al,, 2015), mientras que el tejido adiposo se obtiene de la zona subcutdnea
supragluteal (de Mattos Carvalho et al., 2009). Si las MSCs provienen de muestras liquidas se aislan mediante
protocolos basados en centrifugacién en gradiente de densidad, mientras que si provienen de fuentes sélidas es
necesario emplear digestion enzimatica y mecdnica para una éptima separacion de células. Tras el aislamiento,
comienzan a observarse colonias de células adherentes, que van cubriendo progresivamente la placa de cultivo
hasta que confluyen, momento en el que se siembran en nuevas placas a menor densidad. Este procedimiento,
llamado pase, se repite hasta obtener las células necesarias (Barrachina et al., 2018).

Las MSCs se cultivan utilizando medios de cultivo celulares, como Dulbecos’s modified Eagle’s medium
(DMEM), a los que se afiaden concentraciones variables de suero fetal bovino (SFB), factores de crecimiento,
antibidticos y aminoacidos como glutamina (Pall et al., 2016). El SFB contiene hormonas, nutrientes, proteinas
de adhesién y factores de crecimiento, pero su uso plantea una serie de limitaciones éticas y de heterogeneidad
entre lotes que han llevado al estudio nuevas opciones, como el lisado plagquetario, suero autélogo o medios

serum-free comerciales (Schwarz et al., 2012).

5.4 Mecanismos de accion terapéutica de las MSCs
Al igual que ocurre en medicina humana, en medicina equina las MSCs son frecuentemente las células de

eleccion en las terapias avanzadas, debido a su facilidad de aislamiento y cultivo, su caracter multipotencial y su
habilidad para migrar al tejido dariado (Da Silva Meirelles et al. 2009), pero principalmente por su capacidad de
promover la reparacién y regeneracion de tejidos, de evitar la formacion de fibrosis cicatricial y de modular la
respuesta inmune y la inflamacién (De Schauwer et al., 2013). Numerosos estudios in vivo han demostrado el
potencial terapéutico de las MSCs, pero sus mecanismos actuales aun son objeto de investigacion. Al contrario

de lo que se creia inicialmente, las MSCs no necesitan integrarse o diferenciarse en células de un tejido concreto



para ejercer sus acciones beneficiosas, lo que incrementa la variedad de potenciales usos terapéuticos en los

que se pueden emplear (Stewart & Stewart, 2011).
5.4.1 Migracion, integracion y diferenciacion

Las MSCs son capaces de migrar hacia los tejidos dafiados cuando son administradas de forma
sistémica (da Silva Meirelles, 2008), propiedad que se atribuye a la expresion de diversos factores de
crecimiento, quimioquinas y receptores de la matriz extracelular localizados en su superficie celular. La
migracion de las MSCs mediada por estos factores es dosis-dependiente y esta estimulada por la citoquina pro-
inflamatoria TNF- « (factor de necrosis tumoral alfa), lo que permite a las MSCs dirigirse a los lugares donde se
ha producido inflamacién (Roddy et al., 2011).

Ademas, las MSCs son capaces de unirse al endotelio, ya que en situacién de dafio tisular, las células
endoteliales expresan la molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1 o CD106) y la E-selectina (CD62E),
gue son ligandos de ciertas moléculas de superficie expresadas por las MSCs: CD29 y CD44, respectivamente
(Ruster et al., 2006). CD44 también es capaz de unirse a la osteoponting, sintetizada por los osteocitos bajo
condiciones de hipoxia (Raheja et al., 2008) y al hialuronano, incrementado en casos de fallo renal (Herrera et al.,
2007), de lo que se deduce que CD44 es una molécula de gran importancia en la migracién y anidamiento de las
MSCs. Sin embargo, pese a la capacidad de migracién de las MSCs, debe tenerse en cuenta que su
administracion intravenosa puede resultar en el secuestro de las MSCs en el pulmén en las horas siguientes a la
administracion (Eggenhofer et al., 2012).

Una vez que las MSCs han llegado al tejido dafiado, ya sea migrando o bien porque se las administra de
forma local, se ha observado que no permanecen durante un largo tiempo en dicha localizacion (Eggenhofer et
al, 2012), lo que puede limitar su capacidad terapéutica (Ankrum, 2014). Por ello, la tendencia clasica a
considerar que las MSCs implantadas o inyectadas colonizan el tejido dafiado, diferencidndose en los tipos

celulares y actuando directamente en la regeneracion, no refleja completamente sus capacidades terapéuticas.

5.4.2 Accién paracrina
A pesar de gue se sigue considerando que los mecanismos de integracion y diferenciacion participan

en la accién terapéutica de las MSCs, la investigacion llevada a cabo en los Ultimos afos ha resaltado la
relevancia de otras propiedades de las MSCs, ejercidas principalmente mediante su accién paracrina (Stewart &
Stewart, 2011) (Figura 1). Dicha accion se lleva a cabo mediante la liberacion por parte de las células de diversos
mediadores, cuyos efectos se pueden dividir en tréficos, anti-fibréticos o anti-cicatriciales, quimioatrayentes e
inmunomoduladores. A su vez, los efectos tréficos pueden subdividirse en anti-apoptdticos, de soporte
(estimulacion de la mitosis, proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras propias del érgano o tejido)
y angiogénicos.
5.4.2.1 Efectos troficos

La apoptosis es un tipo de muerte celular regulada por mecanismos intrinsecos de las propias células

(Wyllie, 2010). Las MSCs son capaces de disminuir el grado de esta muerte celular, lo que se ha observado en



diversos modelos animales (Chen et al., 2018; Chang et al,, 2020). Las moléculas que se han visto implicadas en
este mecanismo son el factor de crecimiento endotelial (VEGF), el factor de crecimiento hepatocitico (HCG) y el
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), los cuales mejoran la supervivencia celular (Tégel et al., 2007).
Otros factores anti-apoptdticos son la estaniocalcina-1 (Block et al, 2009), el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B3), el factor basico de crecimiento fibroblastico (bFGF o FGF2) y el factor estimulador
de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Ademas, se ha observado que la expresion de estas
moléculas por las MSCs aumenta bajo condiciones de hipoxia, como las producidas en un primer estadio de
danio tisular, lo que podria ayudar a controlar las lesiones en sus fases iniciales (Liu et al., 2010).

En cuanto alos efectos de estimulacion del crecimiento celulary proliferacion, las MSCs son capaces de
secretar moléculas responsables del reclutamiento y mantenimiento de precursores de las células del tejido
dafado. Algunas de estas moléculas son el factor de células madre (SCF), el factor 1 derivado de células
estromales (SDF-1 o CXCL12), el factor inhibidor de leucemia (LIF), la interleucina 6 (IL-6) y el factor estimulador
de colonias de macréfagos (M-CSF) (Kocan et al,, 2017). De este modo, mas alla de diferenciarse en células e
integrarse en los tejidos dafiados, las MSCs reclutan y mantienen a otras células progenitoras mediante la
secrecién de mediadores.

Los efectos pro-angiogénicos se consideran de gran importancia, ya que el restablecimiento del riego
sanguineo es fundamental para la recuperacién de los tejidos dafiados (da Silva Meirelles et al., 2009). En esta
funcion intervienen moléculas como bFCG, VEGF, factor de crecimiento placentario (PIGF) y proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) (Kinnaird et al., 2004). También intervienen algunos de los factores
anti-apoptdticos mencionados anteriormente, que inhiben la muerte de las células endoteliales en condiciones
de hipoxia (Hung et al., 2007). Ademas de estos factores solubles, las MSCs proveen de componentes de la
matriz extracelular, que sirven de substrato para las células endoteliales que formaran los nuevos vasos
sanguineos (Sorrell, 2009).

Ademas de sus propiedades de regeneracidn tisular, es interesante resaltar el potencial antimicrobiano
de las MSCs equinas, capaces de inhibir el crecimiento de E. coliy S. aureus, bacterias comUnmente presentes en
heridas, y de secretar factores que comprometan la integridad de la membrana de estos microorganismos
(Cortés-Arayaet al., 2018; Harman et al., 2017).
5.4.2.2 Efecto anti-fibrético

Lo ideal durante la reparacion de un dano tisular es la formacién de tejido de caracteristicas similares al
original y que sea capaz de restaurar la funcionalidad anterior (Theoret & Wilmink, 2013). Aunque el efecto anti-
fibrético de las MSCs se ha demostrado en varios modelos animales, todavia no se conocen exactamente los
mecanismos moleculares responsables. En la mayoria de los casos, la administracion de las MSCs solo es
efectiva si se realiza tempranamente, antes de que se haya establecido una fibrosis excesiva (Da Silva Meirelles,

2009). Parece ser que, en situacion de dafio tisular, las MSCs perivasculares proliferan y secretan las moléculas



bFGF y HGF, las cuales contribuyen a evitar la fibrosis exagerada. Estos factores, junto con la produccién de
moléculas inmunosupresoras que regulan la actividad de las células inflamatorias como la prostaglandina E2
(PGE2), la interleucina-10 (IL-10) y el éxido nitrico (NO), disminuyen el proceso de fibrosis. Otra molécula que se
ha visto implicada en este efecto es laadrenomedullina (Seo & Jung, 2016).
5.4.2.3 Quimioatraccion

Las MSCs secretan una amplia variedad de moléculas que favorecen el reclutamiento y regulacion de
diversas células, muchas de las cuales se encuentran involucradas en el proceso de inflamacién. Algunas de
estas moléculas quimioatrayentes son los ligandos de quimiocinas CC (CCL), como CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a)
0 CCL4 (MIP-1b), y los ligandos de quimiocinas CXC (CXCL), como CX3CL1 (fractalquina), CXCL5 (ENA-78) o CXCL1
(GROa), entre otras (da Silva Meirelles et al., 2008). Estas moléculas son capaces de influir en las funciones de
proliferacion, maduracién, activacidn o produccion de citoquinas de diversas células inmunes, (como
monocitos, eosindfilos, neutrdfilos, basdfilos, linfocitos T y B, células natural killer (NK), células dendriticas y
progenitores hematopoyéticos y endoteliales.
54.2.4 Inmunomodulacion

Actualmente, los mecanismos exactos por los cuales las MSCs ejercen un efecto inmunomodulador no
estan del todo claros. Ademas de la secrecion de factores solubles, los mecanismos de contacto directo con la
células inmunes también parecen estar implicados (Stewart & Stewart, 2011).

La constatacion de los efectos inmunomoduladores de las MSCs se produjo al observar su capacidad de
inhibir la proliferacién de los linfocitos T (Martinet et al., 2009) y de evitar la lisis producida por los linfocitos T
citotdxicos (Rasmusson et al., 2007). Ademas de estas acciones, las MSCs tienen la capacidad de suprimir la
activacion de las células NK (Sotiropoulou et al., 2006), y de modular la accién de las células dendriticas
(Aggarwal & Pittenger, 2005) y de los macrdfagos (Németh et al., 2009). Aunque aun se desconocen la mayoria
de los mecanismos por los cuales las MSCs ejercen un efecto supresor sobre los linfocitos B, son capaces de
inhibir (Asari, et al., 2009) o promover (Traggiai et al., 2008) su proliferacion, seguin su concentracion sea mayor o
menor, respectivamente, asi como de inhibir la produccion de inmunoglobulinas (Rafei et al., 2008).

El nimero de mediadores secretados por las MSCs que estd descrito que participan en su funcién
inmunomoduladora aumenta cada vez mas y varian entre especies e incluso entre tejidos de origen (Ren et al.,
2009). De los conocidos actualmente, destacan PGE-2, TGF-B, HGF, la indoleamina 2,3- dioxigenasa (IDO), la
enzima sintasa de dxido nitrico inducible (iNOS), IL-6, IL-10, LIF, HLA-G y la proteina inducida por TNFa 6 (TSG-6).
Para liberar estos factores inmunomoduladores, las MSCs requieren ser activadas mediante exposicion a
factores pro-inflamatorios, como el interferén gamma (IFN-y), TNF-a,, IL-1 o lipopolisacdridos liberados por
bacterias, que promueven tanto la migracion de estas células al sitio donde se localiza el dafio tisular como la

secrecion por parte de las mismas de moléculas inmunomoduladoras (Shi et al., 2012).
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En la especie equina, las BM-MSCs y UCB-MSCs producen NO, mientras que las AT-MSCs no secretan
niveles significativos de esta molécula. También varia la manera en que las MSCs equinas de distintos origenes
inhiben la proliferacion de los linfocitos T, ya que mientras las BM-MSCs y las UCB-IMSCs detienen el ciclo celular,
las AT-MSCs y las UC-MSCs inducen su apoptosis (Carrade et al., 2012). Sin embargo, a pesar de presentar
mecanismos diferentes, la capacidad inmunomoduladora es similar entre las MSCs equinas de distintos
origenes cuando son expuestas a estimulos inflamatorios (Cassano et al., 2018).

Debido a la ya mencionada evidencia de que las MSCs requieren de una exposicion a mediadores pro-
inflamatorios para activar sus propiedades inmunomoduladoras, el ambiente donde son administradas influye
de gran manera en su funcién. Por ello, conocer las moléculas presentes en un entorno inflamatorio y los
mediadores secretados por las MSCs en respuesta es fundamental para optimizar la aplicacion terapéutica. Sin
embargo, muchas veces identificar las moléculas responsables se ve dificuttado por la complejidad de las

interacciones entre las MSCs y las células inmunes (Barrachina et al., 2016).
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Fig. 1: acciones ejercidas por las células madre mesenquimales mediante la secrecidon paracrina de diversas
moléculas (tomado de da Silva Meirelles et al., 2009)

5.5 Aplicaciones terapéuticas
Las caracteristicas y propiedades de las MSCs que se han descrito han llevado a explorar su uso

terapéutico en diferentes patologias equinas, que se desarrollaran a continuacién:

5.5.1 Oftalmologia

Los beneficios de utilizar tratamientos basados en MSCs para patologias oculares estdan ampliamente
documentados. Se ha demostrado que las MSCs de diversas especies, incluida la humana, son capaces de
diferenciarse en células epiteliales de la cdrnea, tanto in vivo como in vitro, pudiendo sustituir asi la pérdida de
LSCs (células madre limbares, de sus siglas en inglés limbal stem cells) (Jiang et al., 2010) que se produce en
situaciones de dafio comeal, y evitar los problemas que esto acarrea. El epitelio de la cornea es el principal

encargado de conservar la transparencia e integridad de la superficie ocular, y se mantiene a partir de las LSCs,
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localizadas en el epitelio basal del limbo, por lo que la deficiencia parcial o total de las LSCs afecta a la integridad y
estabilidad de la superficie ocular. En una cérnea gravemente dafiada, tanto el epitelio central como el limbal
desaparecen y las células epiteliales conjuntivales invaden la superficie corneal. Esto se acompafria de opacidad
corneal, inflamacion cronica, cicatrices estromales, persistencia del epitelio aberrante y neovascularizacion, lo
gue disminuye la vision y aumenta la fotofobia (Gu et al., 2009; Jiang et al., 2010).

Por otra parte, las MSCs también son capaces de disminuir el estrés oxidativo y suprimir la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias, reduciendo asi la inflamacion corneal y la neovascularizacién, que disminuye la
transparencia corneal, como se ha observado en varios estudios realizados en roedores con dafio coreal grave
(Cejka et al., 2016; Cejkova et al,, 2013).

5.5.1.1 Ulceras corneales y queratitis ulcerativa

Las Ulceras comeales son un problema frecuente en la especie equina, representando el 35% de los
casos oftalmoldgicos (Utter et al., 2010). Los caballos son mas susceptibles a sufrir dafio coreal debido al gran
tamafio de sus globos oculares y su localizacién lateral y prominente. Ademas, el activo movimiento de su
cabeza expone las cdmeas a una mayor contaminacion bacteriana y fungica (Greenberg, 2019). Algunas de
estas Ulceras pueden ser graves debido a la excesiva actividad de las proteasas y llegar a suponer una pérdida de
visidon o a la perforacién de la cdmea si no se controlan, por lo que es importante diagnosticarlas
tempranamente e instaurar un tratamiento adecuado.

Las Ulceras corneales en caballos son muy dolorosas, y el tratamiento tépico es dificil de llevar a cabo
(Lassaline & Wilkie, 2015). La estrategia terapéutica habitual incluye antibidticos tépicos como profilaxis ante
una posible infeccién, compuestos con actividad anti-proteasa para limitar la destruccién de la cdrnea, y
midridticos o ciclopléjicos para evitar adherencias, controlar la reaccion de la Uveay el dolor asociado (Brooks et
al,, 2017). El objetivo final es que la Ulcera se resuelva sin que se formen cicatrices que reduzcan la transparencia
corneal y generen problemas de vision (Marfe et al.,, 2012). Las MSCs podrian ser una alternativa terapéutica
prometedora en el tratamiento de las Ulceras corneales, debido a su capacidad para disminuir la inflamacién y
estimular la proliferacién de fibroblastos para cerrar la lesion, acelerando asi la curacién. Ademas, gracias a sus
propiedades anti-fibréticas, se evitaria la formacion de una cicatriz excesiva o desorganizada, la cual lleva a la
opacidad corneal (Cejkova et al,, 2013; Cejka et al., 2016).

Se ha evaluado la efectividad de las BM-MSCs y su sobrenadante (MSC-Sp) en un modelo de herida
corneal in vitro, mediante la creacidon de defectos lineares en cultivos celulares de células estromales
provenientes de globos oculares de caballos eutanasiados. Los resultados mostraron que, comparados con el
grupo control, los modelos tratados con las BM-MSCs y MSC-Sp aceleraron el cierre del defecto, lo que plantea
la posibilidad de emplear un producto derivado de MSCs pero acelular, con las ventajas de su baja

inmunogenicidad y facilidad de almacenamiento y administracion (Sherman et al., 2017).
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In vivo, el uso de LSCs y MSCs ha sido descrito como tratamiento de lesiones corneales en numerosas
especies de mamiferos (Jiang et al., 2010; Cejkova et al., 2013; Cejka et al., 2016), incluido el caballo. En un caso
de queratitis ulcerosa de origen bacteriano, sin respuesta frente a los tratamientos convencionales, se
emplearon PB-MSCs autdlogas mediante una Unica aplicacién intra-vascular sistémica (vena yugular) y local
(arteria facial transversa), junto con instilaciones locales tres veces al dia durante diez dias consecutivos. Al cabo
de dos semanas, tanto la inflamacién como la produccién de lagrimas, el dolor y la irritacion habian disminuido
notablemente, desapareciendo al cabo de tres meses, al igual que la practica totalidad de la Ulcera (Spaas et al.,
2011). Similares resultados se observaron en una queratitis ulcerativa bacteriana y dos Ulceras corneales
refractarias a los tratamientos convencionales. En estos tres procesos se realizd una Unica administracién intra-
vascular en la arteria oftalmica de PB-MSCs autdlogas, junto con administraciones locales llevadas a cabo por los
propietarios tres veces al dia durante dos semanas, tras las cuales se observd una disminucién de la reaccidn
inflamatoria y del tamaiio de las Ulceras, desapareciendo éstas al cabo de un periodo variable de uno a tres
meses (Marfe et al., 2012).

A pesar de estos prometedores resultados, los estudios son todavia bastante limitados y es necesaria
una mayor investigacion para entender completamente el mecanismo de actuacion de las MSCs y proponer un
protocolo estandarizado de tratamiento.
5.5.1.2 Uveitis recurrente equina

La uveitis recurrente equina (ERU, de sus siglas en inglés equine recurrent uveitis) es una patologia
inmunomediada que cursa con una inflamacién crénica de la Gvea o capa vascular del ojo, incluyendo el iris, el
cuerpo ciliar y el coroides. Se caracteriza por episodios de inflamacion recurrente, que pueden estar separados
por semanas o incluso por afos (Gilger & Hollingsworth, 2016).

El ojo se considera un érgano inmunoprivilegiado, debido a su separacion del sistema inmune
mediante la barrera hemato-ocular y al mantenimiento de un ambiente inhibitorio, lo que le permite limitar las
respuestas locales inmunes e inflamatorias, con el fin de preservar la visién (Zhou & Caspi, 2010). La rotura de
este inmunoprivilegio mediante una infeccidn por Leptospira interrogans se ha relacionado con el desarrollo de
la ERU, aunque la etiologia no se conoce completamente (Sauvage et al., 2019). La consiguiente respuesta
inmune a dicha infeccién incluye la liberacidon de citoquinas y quimioguinas que atraen y promueven la
activacion de los linfocitos T, especialmente los linfocitos T colaboradores 1y 17 (Regan et al., 2012), que causan
la destruccion del tracto uveal del ojo. Dentro de esta cascada de moléculas, en caballos se ha observado que los
niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 aparecen considerablemente elevados, lo que sugiere que tenga
un papel importante en la ERU (Curto et al., 2016).

Actualmente, no existe un tratamiento definitivo y los principales objetivos terapéuticos son conservar
la visién y reducir y controlar la inflamacién ocular y el dolor. Ademas de terapia antiinflamatoria sistémica y

ciclopléjicos o midriaticos tépicos, el uso de corticoides locales es la opcion terapéutica mas extendida, siendo el
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acetato de prednisolona y la dexametasona los mas empleados. Sin embargo, aparte de conseguir Unicamente
ralentizar la progresion de la inflamacién, su administracién a largo plazo implica efectos secundarios, tales como
incrementar la susceptibilidad a infecciones secundarias o potenciar la pérdida de epitelio comeal (Gilger &
Hollingsworth, 2016), ademas del problema del doping en el caso de caballos de deporte (Barghi et al., 2015). La
ceguera es el desenlace en aproximadamente el 56% de los casos y mas del 60% de los animales afectados no
puede volver a su actividad anterior o no lo hace al mismo nivel, pudiendo llegar a ser necesaria la eutanasia
(Gerding & Gilger, 2016).

Las MSCs constituyen una prometedora opcidn terapéutica en el tratamiento de la ERU, ya que se ha
observado en diferentes especies veterinarias su capacidad de transformar los linfocitos Th1y Th17 en subtipos
reguladores, ademas de reducir la expresidn de citoquinas pro-inflamatorias implicadas en la patologia, como
IFN-y (Arzi et al,, 2016; Kol et al,, 2016) Asimismo, este efecto de regulacion de la inflamacidn se ha comprobado
in vitro en équidos mediante el cocultivo de linfocitos T obtenidos de animales afectados con ERU y AT-MSCs, lo
gue sugiere su posible aplicacién como terapia de la ERU (Saldinger et al., 2020). Ademads, se ha probado a nivel
clinico la administracién de MSCs equinas via intravenosa en tres pacientes equinos con ERU, produciéndose
una mejoria clinica significativa. Sin embargo, se desconoce si las MSCs podrian llegar al ojo y empeorar la
inflamacion de este drgano (Saldinger et al., 2020). Por ello, se requiere mas investigacion para evaluar los
efectos de la administracion de las MSCs en la inflamacién ocular in vivo.

Por otro lado, las caracteristicas clinicas de la ERU son muy similares a las observadas en la uveitis
enddgena en humanos, por lo que los caballos pueden representar un modelo valioso de enfermedad natural
para estudiar la uveitis autoinmune humana (Witkowski et al.,, 2016). Sin embargo, se requieren mas estudios
gue evallen los efectos de las MSCs en la inflamacién ocular in vivo.
5.5.1.3 Queratitisinmunomediada equina

La queratitis inmunomediada equina (IMMK, de sus siglas en inglés immune-mediated keratitis) es un
término genérico empleado para describir a un grupo heterogéneo de procesos no ulcerativos, crénicos o
recurrentes, de la cémea. Se caracterizan por opacidad cormeal, con ausencia de uveitis, debido a la infiltracion
linfocitica y plasmdtica de la misma. Estos signos se acompafian normalmente de diversos grados de
neovascularizacién, edema y fibrosis de la cérmea. La patogenia no es totalmente conocida, pero estos hallazgos
la hacen compatible con una respuesta inmune, interviniendo en la misma una compleja cascada de citoquinas
gue conduce a un ambiente pro-inflamatorio (Brooks et al., 2017).

Como tratamiento, suele ser necesaria la terapia local inmunosupresora de larga duracion,
normalmente a base de corticosteroides, combinada con terapia anti-inflamatoria para controlar y tratar las
recidivas (Matthews & Gilger, 2010). Esto puede suponer un problema a los propietarios y, ademas, las opciones
terapéuticas alternativas en los casos que no responden al tratamiento convencional son limitadas (Gilger et al.,

2014). Gracias a su habilidad para disminuir la apoptosis celular, reducir los niveles de citoquinas pro-
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inflamatorias y la excesiva formacion de vasos sanguineos asociada a estas moléculas, asi como la opacidad de la
cdrmea, las MSCs pueden ser una importante estrategia en el manejo de la IMMK (Cejkova et al., 2013; Cejka et
al,, 2016).

En un caso de IMMK con vascularizacién, edema e intensa inflamacion, sin respuesta al tratamiento
convencional, se realizaron dos administraciones intra-vasculares en la arteria oftdlmica de PB-MSCs autdlogas,
junto con instilaciones locales llevadas a cabo por los propietarios tres veces al dia durante dos semanas. Al cabo
de tres meses, se produjo una completa desaparicion de los sintomas, sin recaidas en los dos meses posteriores
(Marfe et al., 2012). En otros cuatro casos de caballos con IMMK, también refractarios a los tratamientos anti-
inflamatorios e inmunosupresores convencionales, se inyectaron BM-MSCs autdlogas via subconjuntival
durante 3-4 semanas, manteniéndose también sus tratamientos habituales. Tres de ellos mostraron una
respuesta positiva tres semanas después de comenzar el tratamiento, con disminucion de la opacidad comeal,
de la fibrosis, la neovascularizacion v la irregularidad de la superficie corneal, manteniéndose estables un afio
después. Se desconoce la causa de la falta de respuesta del cuarto caso, aunque su presentacion era atipica, mas
severa, difusay profunda en el tejido corneal (Davis et al. 2019).

El espacio subconjuntival es usado cominmente en oftalmologia como via de administracion debido a
gue es capaz de suministrar a la cdrnea y a las estructuras de la cdmara anterior del ojo altas concentraciones de
medicamentos durante largos periodos de tiempo (Gelatt et al. , 2013), por lo que la via subconjuntival podria
ser un método adecuado y sencillo para la administracion local de MSCs en patologias oftalmicas. Aunque los
datos disponibles son todavia limitados, estos resultados muestran la potencial eficacia de una solucién

innovadora a base de MSCs para la IMMK,; justificando que se siga avanzando en esta linea de investigacion.

5.5.2 Reproduccion
Gracias al potencial de las MISCs para modular la respuesta inmune y para remodelar tejidos dafados,

ya sea mediante la secrecién de un amplio rango de moléculas bioactivas o mediante el mantenimiento de
precursores celulares, podrian ser una estrategia terapéutica adecuada para recuperary mantener la funcion de
tejidos reproductivos dafados, lo cual se ha observado en modelos de diferentes especies, como la rata (Zhao et
al, 2015). De este modo, la administracidn de MSCs se ha propuesto como tratamiento de patologias
endometriales en las yeguas, incluyendo la endometritis persistente inducida por el servicio (EPIS) y la
endometriosis 0 endometritis degenerativa crénica.
5.5.2.1 Endometritis

La endometritis es la inflamacién infecciosa o no infecciosa del endometrio y se considera la primera
causa de infertilidad en yeguasy la tercera patologia mas comun que puede afectar a los caballos (Canisso et al.,
2020). La etiologia es diversa (post-servicio, bacteriana, traumatica o post-parto), y el grado y la duracion del
dafio producido en el tejido endometrial depende del origen de la inflamacién, la edad y la historia reproductiva
previa de la yegua. La inflamacion endometrial crénica puede llevar al desarrollo de endometriosis, la cual se

acompania de fibrosis, junto con alteraciones de las glandulas (Leblanc & Causey, 2009).
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Especialmente importantes en la salud reproductiva de las yeguas son la EPIS o PBIE (persistent
breeding-induced endometritis) y la endometriosis.

e Endometritis persistente inducida por el servicio

La PBIE es una inflamacién aguda producida como respuesta a la presencia de semen y otras
sustancias extrafias en el endometrio, unida a la incapacidad de expulsar los fluidos producidos durante la
respuesta inflamatoria que ocurre de forma fisioldgica durante el estro con el fin de preparar el Gtero para la
implantacién del embridn. Es una patologia que afecta a yeguas de cria de todas las razas, y dificulta la gestacion
enal menos el 15% de ellas, produciendo pérdidas econdmicas significativas (Woodward et al., 2013).

En los dltimos anos, la ausencia de eficacia de los tratamientos tradicionales y el aumento de las
antibiorresistencias han llevado a la blusqueda de nuevas opciones terapéuticas capaces de modular la
respuesta inflamatoria endometrial (Canisso et al., 2020). Debido a sus propiedades de diferenciacion,
inmunomodulacién y migracién, las MSCs podrian constituir una interesante opcién en el tratamiento de
patologias inflamatorias uterinas en las yeguas.

Para explorar este potencial, se han realizado estudios en sujetos sanos, con el fin de realizar una
primera aproximacion a los efectos de las MSCs en los tejidos reproductivos y posteriormente desarrollar esta
terapia bioldgica en ensayos clinicos. En un estudio in vivo se administraron intrauterinamente, mediante un
catéter de inseminacion, MSCs endometriales autdlogas obtenidas de biopsias uterinas rutinarias de siete
yeguas sanas. Dicha administracion se realizd durante el diestro con el fin de evitar la eliminacion de las células
por parte del lumen uterino y se observd una reaccion inflamatoria moderada tras la administracion
intrauterina, que fue atenuada por la presencia de las MSCs (Rink et al.,, 2018). También se ha observado que la
aplicacion intrauterina de BM-MSCs alogénicas 24 horas antes de la inseminacion es capaz de disminuir la
respuesta inflamatoria fisioldgica producida en el Utero debido a la exposicidn a los espermatozoides, mediante
la disminucién de la migracion de neutrdfilos hacia el lumen (Ferris et al,, 2014). En un estudio en el que se
indujo PBIE en nueve yeguas sanas, se administraron AT-MSCs y MSCs endometriales alogénicas, observandose
que las células reducian la inflamaciéon producida, independientemente de su origen, y que la integracién era
limitada un mes después de la aplicacién, lo que confiere mayor importancia a las propiedades paracrinas de las
células (Navarrete et al., 2020). Estos estudios sugieren que las MSCs podrian emplearse en el tratamiento de la
endometritis persistente y de otras patologias inflamatorias uterinas.

e Endometriosis

La endometriosis equina se define como una fibrosis activa o inactiva de las zonas periglandulares y/o
estromales del endometrio, incluyendo alteraciones de las glandulas tales como quistes y atrofia o hipertrofia
del epitelio. El grado de endometriosis aumenta con la edad pero no se ha demostrado una correlacién con el
numero de partos, no estando su etiopatogenia del todo esclarecida (Hoffmann et al., 2009). Las lesiones que se

producen se consideran irreversibles y actualmente no existe un tratamiento efectivo, por lo que una meta en

16



el manejo de esta patologia es lograr nuevas opciones terapéuticas, papel que las MSCs equinas podrian cumplir
(Buczkowska et al., 2014).

En un modelo ex vivo en el que se cultivaron AT-MSCs alogénicas con biopsias uterinas obtenidas de
yeguas, tanto sanas como con el tejido endometrial afectado, se observd que dichas células pueden infiltrar
tanto el espacio periglandular como las propias glandulas del tejido afectado por laendometriosis (Falomo et al.,
2015). In vivo, se han inyectado BM-MSCs autdlogas directamente en el Utero mediante un catéter via vaginal
en yeguas con historial de subfertilidad y tejido endometrial histoldgicamente degenerado. En dicho estudio no
se observaron alteraciones clinicas, cambios histolégicos ni edema del endometrio, ni durante el tratamiento ni
después del mismo (Alvarenga et al., 2016). Los resultados de ambos trabajos sugieren la seguridad y eficacia de
las MSCs en esta localizacidn, ademas de situar a estas células como una potencial opcidn terapéutica para la
fibrosis endometrial y otras patologias del Gtero de las yeguas.

También se ha observado que las MSCs son capaces de anidar y migrar a los tejidos endometriales,
tanto glandulares como no glandulares, cuando son inoculadas de forma intrauterina mediante una técnica
minimamente invasiva y de realizacidn simple, similar a la empleada en la inseminacion artificial (Mambelli et al.,
2013). El éxito de las terapias con MSCs depende en parte de la forma en que se administren, que debe
asegurar una amplia distribucion celular y migracion al tejido dafiado, lo cual puede lograrse mediante la técnica
descrita por Mambelli y colaboradores. En otro estudio en el que se empled la misma técnica de administracién
de las MSCs, se observé mejoria de los cambios histoldgicos asociados con la endometriosis y se sugirié que los
mecanismos ejercidos por las MSCs en esta situacion incluirian la migracion a los espacios fibréticos glandulares
y periglandulares y la estimulacidn de la proliferacion de células epiteliales, asi como efectos anti-fibréticos y
reguladores capaces de modificar los perfiles de proteinas secretadas por las glandulas endometriales hacia los
habituales en un Utero sano (Mambelli et al, 2014).

Por otro lado, se ha observado que las MSCs derivadas de la membrana amnidtica también presentan
potencial para incrementar la reposicidn celular uterina cuando la escasez o la baja proliferacion de las células
endometriales se asocia con abortos (Corradetti et al,, 2014), lo que las convierte en unas adecuadas candidatas
para el tratamiento de la endometriosis. Las MSCs endometriales, comparadas con las BM-MSCs, tienen mayor
capacidad para diferenciarse a musculo liso (Rink et al, 2017), y mayor potencial inmunomodulador y
migratorio (Cortés-Araya et al, 2018). Ademas, estas células pueden cultivarse a partir de biopsias
endometriales, cuya obtencién en yeguas es un procedimiento diagndstico seguro y rutinario, pudiendo ser
realizado repetidamente y sin necesidad de sedacién o anestesia local (Snider et al,, 2011). Todo ello sugiere que
esta nueva fuente de MSCs podria constituir una opcién accesible, eficaz y segura en el tratamiento de procesos

inflamatorios en el Utero.
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5.5.2.2 Otras aplicaciones de MSCs en el aparato reproductor equino

Estos prometedores resultados para el tratamiento de distintos tipos de endometritis han abierto la
puerta a la realizacidn de mas ensayos que evallen las posibilidades de las MSCs en diversas aplicaciones
relacionadas con el aparato reproductor equino.

e Patologias ovaricas

Otro ejemplo de aplicacién reproductiva de las MSCs es el estudio de la tolerancia a inyecciones intra-
ovaricas de BM-MSCs alogénicas, con el fin de comprobar su capacidad de mejorar o restaurar la funcién
ovarica en yeguas de edad avanzada. Aunque no hubo efectos adversos, tampoco se observaron cambios
significativos en el nimero de foliculos, en la tasa de recuperacién y la maduracién de oocitos ni en el nimero
de blastocitos (Grady et al., 2019). Esto contrasta con los efectos beneficiosos conseguidos con la administracidn
de MSCs en ovarios dafiados por quimioterapia en otras especies (Takehara et al., 2013; Wang et al., 2013).

e Patologias testiculares

Las patologias producidas en los testiculos se caracterizan por la alteracién o inactivacion de la funcién
de los mismos, lo que constituye un importante problema reproductivo en los sementales (Maia et al., 2015). En
situaciones de isquemia o dafio tisular grave, las MSCs son atraidas al sitio en el que se ha producido la
alteracion, donde secretan moléculas capaces de modular la reparacion y regeneracion tisular (Wright et al.,
2011). Esto, junto con los efectos inmunomoduladores, anti-inflamatorios y anti-apoptdticos, sugiere que las
MSCs podrian aportar beneficios terapéuticos en las lesiones producidas en los testiculos, como se ha
observado en un modelo de torsidn testicular en ratas (Hsiao et al., 2015).

En caballos, se han evaluado los efectos in vivo de la inyeccion intratesticular de BM-MSCs alogénicas
en sementales sanos y sus efectos en los pardmetros seminales y la fertilidad. Los resultados mostraron
ausencia de signos de inflamacién y de cambios en los pardmetros seminales, lo que apoya la hipdtesis de que la
aplicacion intratesticular de MSCs es un procedimiento potencialmente seguro, que podria llegar a constituir
una alternativa en el tratamiento de patologias degenerativas de los testiculos, aunque se requiere mayor
investigacion (Papa et al., 2020).

5.5.3 Sistema tegumentario
553.1 Heridas

Debido a su propia naturaleza y a su instinto de supervivencia, que deriva en una exagerada respuesta
de amenaza, la especie equina esta predispuesta a padecer heridas (Theoret et al., 2013). Aungue el impacto no
esta bien documentado, el tratamiento de heridas es una practica habitual en la medicina equina (Sole et al.,
2015; Theoret et al., 2016) y, segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, el 16-27% de las
eutanasias practicadas a caballos menores de 20 afios se deben a traumas o heridas previos. Las heridas
traumadticas se producen cominmente en las partes distales de las extremidades de los caballos y su

cicatrizacion se suele retrasar debido a la alta tension a la que estan sometidas, la pobre vascularizacion de la
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zona y a la respuesta inflamatoria aberrante que se produce. En estos casos, se produce una inflamacién
prolongada pero inefectiva, en la que se libera TGF-1, que conduce a una respuesta fibroproliferativa y a una
hipoxia regional con oclusién de los microvasos (Deschene et al., 2012). Ademas, la epitelizacion es lenta y la
capacidad de contraccion de la herida es minima en esta localizacién. Como consecuencia, se produce retraso
en la cicatrizacién, que normalmente conlleva formacién de tejido de granulacion exuberante (Theoret et al,
2013).

Si es posible, la resolucién se realiza mediante cierre primario, ya que es mas rapido y estético, pero
acarrea problemas de dehiscencia, por lo que, seglin un estudio retrospectivo, solo se consigue en el 24% de los
casos (Wilmink et al., 2010). En los casos en que el cierre primario no se puede llevar a cabo debido a la
dehiscencia o por la excesiva contaminacion o pérdida de tejido, la cicatrizacion debe llevarse a cabo mediante
segunda intencion (Elce, 2017). Esta situacién no es la ideal, ya que las heridas en caballos tienden a cerrar
mediante epitelizacidn antes que por contraccidn, lo que acarrea la formacién de una cicatriz mas extensa y
débil (Wilmink, 2017). Por otra parte, los injertos son una opcion interesante, sobre todo para las heridas de
miembros distales que cicatrizan lentamente (Schumacher & Wilmink, 2016). Sin embargo, la tasa de éxito en
su integracién no es muy elevada, ya que se produce inflamacion, acumulacién de fluido y movimiento
(Theoret, 2009). La complejidad de los mecanismos implicados en la reparacién de heridas cutaneas dificulta
aln mas el establecimiento de protocolos eficaces cuando el proceso de reparacion natural no es el adecuado.
Sin embargo, cada vez se conocen mejor los mecanismos implicados en la curacién y en los procesos que llevan
alas heridas hacia la cronicidad, lo que ha permitido desarrollar y evaluar nuevas terapias, como el uso de MSCs
(Theoret, 2009).

In vitro se ha observado que las MSCs equinas promueven el cierre de defectos con una monocapa de
fibroblastos mediante la movilizacion de los mismos y el incremento en estos de la expresion de genes
relacionados con el proceso de cicatrizacién, como la metalopeptidasa-1, la fibronectina, IL-8 o la catepsina K
(Bussche et al., 2015). En un estudio in vivo de modelos de heridas distales en seis caballos, se evalud la
aplicacion de UCB-MSCs alogénicas, comparando a las células en condiciones norméxicas e hipdxicas, asi como
su aplicacion mediante inyeccidn directa en la herida o administracion tépica por medio de un gel de fibrina. Los
resultados mostraron que las MSCs favorecen la cicatrizacion temprana, que ocurrid mas rapidamente en el
caso de las heridas tratadas mediante administracion directa de las MSCs, aunque no se apreciaron ventajas en
el uso de MSCs en condiciones hipdxicas (Textor et al, 2018). En otro estudio en el que se crearon
quirdrgicamente heridas estandarizadas en el lateral de la cafa (tercer metacarpo) y en un hemitdrax de dos
caballos, se administraron UCB-MCSs alogénicas de forma sistémica via intravenosa, observandose que las
células se integraron y anidaron preferentemente en las heridas durante las fases agudas de la cicatrizacion, en
ausencia de efectos adversos frente a la administracion sistémica (Mund et al,, 2020). Esto sugiere que la

aplicacion sistémica de grandes cantidades de MSCs es un procedimiento seguro y eficaz, ya que, aunque la
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inyeccién directa de las células en la lesion es un procedimiento intuitivo, puede acarrear complicaciones como
dario tisular por la aguja y no siempre mejora el anidamiento de las MSCs (Kean et al., 2013).

En cuanto a la aplicacién de las MSCs en heridas producidas de forma natural, se realizé un estudio que
incluyo cuatro heridas crénicas localizadas en los miembros distales y refractarias al tratamiento convencional,
en las cuales se administraron PB-MSCs autdlogas, tanto localmente mediante inyeccidn directa en los bordes
de la herida como de forma sistémica via intravenosa. En todas las heridas tratadas se formé tejido de
granulacién tras cuatro semanas desde la aplicacion de las MSCs, lo que significa una mejora respecto al
tratamiento convencional, que requiere mas tiempo para conseguir la cicatrizacién. Ademas, al igual que en el
estudio de Mund et al., no se observaron efectos adversos tras la aplicacién sistémica de las MSCs (Spaas et al.,
2013). Estos resultados muestran una utilidad prometedora de las MSCs para acelerar y mejorar la cicatrizacion
de heridas cronicas.

Un aspecto importante es que los humanos y los caballos comparten caracteristicas anatémicas
similares y habitualmente sufren heridas extrapolables en ambas especies, siendo las Unicas especies en las que
se producen los fenémenos fibroproliferativos anteriormente mencionados, lo que convierte a la especie
equina en un modelo animal ideal para estudiar determinadas patologias de la piel y la aplicacidon de nuevas
terapias (Theoret & Wilmink, 2013). En ambas especies, el coste econdmico de tratar las heridas y sus
complicaciones asociadas es alto, y determinados tipos de heridas crénicas no responden a las terapias
convencionales (Harman et al,, 2019). Debido a esto, son necesarias nuevas opciones terapéuticas que consigan
la curacién de heridas en el menor tiempo posible y con los minimos efectos secundarios, junto con una
correcta regeneracién de la piel afectada. Las MISCs podrian ser unas candidatas adecuadas, como sugieren los
estudios mencionados. Sin embargo, la mayoria de estos estudios no han sido del todo controlados, y podria
haberse producido la curacién siguiendo su proceso natural, sin estar del todo clara la implicacién de las MSCs.

Por ello, es necesaria una mayor investigacion con el fin de estandarizar los protocolos de uso de estas células.
5.5.3.2 Ulceras de dectibito

Las cualidades de las MSCs también se han estudiado para su aplicacién en Ulceras de decubito,
causadas por las excesivas fuerzas de presion, friccion y tension que se producen cuando el paciente esta
tumbado por largos periodos de tiempo y que conllevan isquemia y necrosis de los tejidos (Agrawal & Chauhan,
2012). Se trata, por tanto, de un mecanismo patogénico con diferencias respecto a las heridas traumaticas que
se han desarrollado anteriormente. Los potros neonatos son particularmente propensos a padecer este tipo de
desdrdenes, debido a su delgada piel y a las patologias concomitantes que les obligan a permanecer largo
tiempo en decubito (Knottenbelt, 2009). Tras el dafio tisular, se debe formar un nuevo epitelio para cerrar la
herida y recuperar la funcionalidad, lo que requiere la proliferacién y migracién de queratinocitos, fibroblastos y
MSCs, las cuales son esenciales para mantener la homeostasis de la piel y repararla mediante sus capacidades

de diferenciacién celular, inmunomodulacion y secrecion de factores de crecimiento (Chen et al, 2009).
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En un estudio en el que se trataron graves Ulceras de decubito en potros neonatos hospitalizados con
MSCs obtenidas de liquido amnidtico y plasma rico en plaquetas embebidos en discos de gelatina, se observd
una curacién mas rapida que la ocurrida en aquellas heridas tratadas Unicamente con gel de aloe (lacono et al.,
2012b). En otro estudio en que se aplicaron MSCs obtenidas de la misma fuente, empleando en este caso gel de
carboximetilcelulosa para aplicarlas, se observaron igualmente resultados satisfactorios (lacono et al., 2016).
Mas recientemente, se ha comprobado la efectividad en la curacién de Ulceras del uso de MSCs derivadas de la
gelatina de Wharton en un caso de una potra con una gran Ulcera en el corvejon, causada por un decubito
prolongado debido a las deformidades congénitas que presentaba al nacer (Lanci et al., 2019).
5.5.3.3 Laminitis

A pesar de que el casco del caballo podria considerarse como parte del sistema locomotor y, por tanto,
no deberia incluirse en el presente trabajo, la parte distal de la tercera falange situada dentro de este estuche
cdrneo esta recubierta por tejido epitelial, y debido a esto se ha incluido la laminitis como parte del sistema
tegumentario. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la laminitis es un proceso multifactorial y sistémico,
con consecuencias que afectan a todo el organismo del caballo (Katz & Bailey, 2012).

La laminitis o infosura es un proceso que afecta a las pezufias de los ungulados, especialmente de los
équidos, en los cuales la incidencia puede llegar a ser del 34% (Wylie et al., 2019). Constituye un grave problema
de bienestar animal con un fuerte impacto econdmico para la industria equina, siendo la eutanasia necesaria en
un numero considerable de casos en los que la laminitis se llega a desarrollar de forma crénica (Dryden et al.,
2013). Aunque la etiopatogenia exacta aun se desconoce, el pie del caballo es una compleja estructura que
debe soportar un gran peso y multiples tensiones (Pollitt, 2010) y se han descrito numerosos factores que
pueden desencadenar la laminitis, tanto inflamatorios, como endocrinos o vasculares (Katz & Bailey, 2012). Esta
patologia se caracteriza por la inflamacidn del corion laminar, que es el tejido que une el casco al hueso y que se
encuentra muy vascularizado e inervado. Los mecanismos moleculares y celulares implicados incluyen la
liberacién de citoquinas y de mediadores pro-inflamatorios, la activaciéon de las metaloproteinasas y la
destruccion de la membrana basal. El edema, la compresidn vascular, la hipoxia y necrosis celulares que se
producen como consecuencia de la inflamacion pueden llevar a comprometer la unién entre el estuche cérneo
del cascoy la tercera falange, pudiendo llegar a desprenderse el casco (Engiles, 2010).

Sea cual sea la causa desencadenante, el tejido laminar de un casco afectado con laminitis no tiende a
recuperar la normalidad, requiriendo atencidon constante para mantener el confort y cierto grado de
funcionalidad. La estrategia terapéutica actual, dificultada por la falta de conocimiento de los mecanismos
etiopatogénicos, consiste en una combinacién de tratamientos locales y sistémicos junto con soporte mecanico
y herrajes terapéuticos, lo que resulta en un alto coste que no siempre va acompanado de resultados
satisfactorios (Morrison, 2010). Se ha observado que la expresion de p63, un marcador de las células madre

epidermales, esta disminuida en las laminas epidermales de cascos afectados por laminitis crénica, lo que
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sugiere gque en dichos tejidos el potencial de proliferacién del epitelio esta disminuido (Carter et al,, 2011). Esto,
junto con el daio vascular que se produce como consecuencia de los microtrombos, los factores mecanicosy la
isquemia, plantea a la terapia con MSCs como una prometedora opcidn capaz de establecer un ambiente
antiinflamatorio y pro-angiogénico, ademds de estimular al tejido dafiado para que recupere su funcionalidad.
En el caso de la laminitis crénica refractaria, se ha evaluado el efecto de las UCB-MSCs alogénicas como
terapia adyuvante a los tratamientos convencionales, administradas mediante perfusion regional (vena digital).
En aquellos casos en los que la aplicacién de las células se realizd en los primeros 30 dias tras el comienzo de la
fase crdnica de la laminitis, se observaron efectos positivos en la evolucion del proceso, que se reflejaron en la
disminucion, apreciable radiograficamente, de la distancia entre el tejuelo y la pared del casco (Morrison, 2011;
Dryden et al., 2013). Asimismo, se ha visto que las BM-MSCs se distribuyen mas ampliamente por la cuartilla y el
casco si se administran mediante perfusién regional respecto a si se administran localmente mediante
inyecciones intralesionales (Sole et al., 2012), lo que se plantea como una alternativa en aquellos procesos en los
gue no se pueda acceder a la zona dafiada. En un estudio reciente de nueve casos de laminitis crénica, se
emplearon AT-MSCs, tanto autdlogas como alogénicas, suspendidas en plasma rico en plaquetas y
administradas mediante perfusion regional en la vena digital palmar, observandose mejora de la vascularizacién
y de la estructura del casco, asi como de su funcién y movilidad, lo que permitid a los animales tratados mejorar
su calidad de viday recuperar el nivel de actividad previo al desarrollo de la patologia (Angelone et al., 2017).
Aungue la terapia celular a base de MSCs se presenta como un prometedor tratamiento adyuvante en
la rehabilitacién de casos graves de laminitis, cabe destacar que su papel no esta del todo esclarecido y que
puede complementar el abordaje convencional, pero no ser un tratamiento Unico. Esto hace que en los
estudios realizados hasta ahora no quede claro el papel que desempefian realmente las MSCs, por lo que es
necesario realizar mas estudios con controles adecuados y para proponer un protocolo estandarizado de la
administracion de las MSCs, asi como para evaluar la calidad del tejido reparado creado mediante la toma de

muestras para biopsias.

5.5.4 Desordenes metabolicos
5.5.4.1 Sindrome metabdlico equino

Los problemas metabdlicos se han convertido en un problema en la clinica equina durante los Ultimos
anos. El sindrome metabdlico equino (SME) es un desorden endocrino caracterizado por obesidad, resistencia a
la insulina y predisposicion a padecer laminitis, junto con otras alteraciones asociadas al exceso de peso, como
hiperinsulinemia e inflamacion. El tejido adiposo de los depdsitos anormales de grasa se comporta como un
drgano secretor, produciendo gran variedad de moléculas, como hormonas (leptina, adiponectina) y citoquinas
pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a y otras) (Frank et al,, 2010). Ademas, la funcionalidad hepatica se ve afectada
produciéndose fendmenos de apoptosis, estrés oxidativo, excesiva acumulacion de lipidos e inflamacién

(Marycz et al,, 2018).
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En cuanto al tratamiento, el manejo dietético y el ejercicio son las opciones mas empleadas. Por otro
lado, se han probado diferentes moléculas empleadas en medicina humana, como la metformina y la
pioglitazona, con éxito limitado en caballos (Hustace et al, 2009; Wearn et al,, 2011), aunque se ha comprobado
gue la metmorfina estimula la proliferacion y reduce la apoptosis de las AT-MSCs aisladas de caballos afectados
con SME (Smieszek et al, 2019). Debido a ello, es necesario encontrar una opcidn terapéutica eficaz para
aumentar la sensibilidad a la insulina y regular los procesos inflamatorios, de lo que podrian ser capaces las MSCs
modulando la respuesta inflamatoria sistémica producida por los adipocitos gracias a su potencial
inmunorregulador y anti-inflamatorio.

Se han evaluado los efectos de la aplicacién in vivo de AT-MSCs autdlogas en un caso de SME,
mediante administracion sistémica intravenosa, observandose que los niveles de determinadas enzimas
especificas del higado se redujeron, lo que sugiere que las MSCs serian capaces de mejorar el metabolismo
hepatico, deteriorado a causa del SME (Marycz et al,, 2019). Estos prometedores resultados alientan a realizar
una mayor investigacion para determinar las rutas de administracion, dosis y momentos de aplicacién. Ademas,
se ha observado que las AT-MSCs obtenidas de caballos afectados con SME se caracterizan por senescencia,
apoptosis y disminucién de la viabilidad y de la capacidad de diferenciacion, en comparacion con las células
obtenidas de animales sanos (Marycz, et al, 2016a; Marycz, et al,, 2016b; Marycz, et al,, 2016c), por lo que otro
parametro a evaluar en futuros estudios es la seguridad del tratamiento con MSCs alogénicas.

5.5.5 Sistema respiratorio
5.5.5.1 Asmaequino

El término “asma equino” hace referencia a los procesos inflamatorios de origen no infeccioso de las
vias aéreas (Couétil et al., 2016). Los desdrdenes respiratorios en caballos suponen una de las principales causas
de pérdida de rendimiento deportivo de origen no locomotor, por lo que tiene un gran impacto en la industria
equina (Pirie, 2017). Actualmente el asma equino engloba dos procesos: forma juvenil leve o moderada y forma
adulta grave, cuya diferenciacion se basa en la severidad de los signos clinicos asociados y que equivalen a los
procesos anteriormente conocidos como enfermedad inflamatoria de las vias aéreas y obstruccidn recurrente
de las vias aéreas, respectivamente (Couétil et al,, 2016). Aungue los mecanismos etiopatogénicos no se
conocen con exactitud, estos procesos se caracterizan por acumulacion de neutrdfilos, hiperreactividad
bronquial y broncoespasmo en respuesta a diversos estimulos ambientales, sospechandose de un papel
principal de la desregulacién de los macréfagos alveolares, por lo que se considera un proceso inmunomediado
(Bond et al., 2018).

La estrategia terapéutica esta limitada al manejo del ambiente, terapia inmunomoduladora y
broncodilatadores. La administracion de corticosteroides, cominmente empleados como tratamiento principal,
puede no ser adecuada para todos los caballos y dar problemas a largo plazo. Ademas, la administracion de

farmacos por via inhalatoria puede suponer un problema econémico y de manejo para los propietarios (Couétil
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etal,, 2016). Por ello, una posible alternativa en el manejo del asma equino seria la terapia a base de MSCs, que
ya ha mostrado su potencial en otros estudios animales (Dai et al,, 2018; Li et al,, 2018).

En el caballo, se ha observado in vitro el descenso de la produccidon de TNF-o. en macréfagos alveolares
tras la exposicion de los mismos a MSCs derivadas del liquido amnidtico (Zucca et al., 2016), lo que sugiere que
pueden ser capaces de regular procesos inflamatorios en el pulmdn equino. Hasta la fecha, no hay ensayos
realizados con MSCs in vivo en caballos, aunque se han evaluado los efectos de la fraccién mononuclear de
médula désea autdloga en ocho caballos con historial de patologia respiratoria grave, comparandolos con el
tratamiento convencional a base de dexametasona. Los resultados mostraron que la terapia convencional solo
causo regresion de la enfermedad, mientras que la terapia celular, ademas de mejorar los signos clinicos y
disminuir la inflamacién, fue capaz de incrementar la tolerancia a los alérgenos e incluso de promover la
reparacion tisular de las vias aéreas (Barussi et al., 2016).

Los mencionados estudios plantean a las MSCs como una opcidn terapéutica beneficiosa, teniendo en
cuenta que es necesaria mayor investigacion en cuanto a las dosis requeridas y los métodos de administracion
empleados. Como valor afiadido, el asma equino es similar al asma humano, con la diferencia de que el primero
se caracteriza por la presencia de neutrdfilos, mientras que en humanos son los eosindfilos las células

predominantes (Bullone & Lavoie, 2015), por lo que podria usarse como modelo en medicina comparativa.

5.5.6 Neurologia
En caballos, las patologias mdas comunes relacionadas con el sistema nervioso son la mieloencefalopatia

equina, el sindrome de la motoneurona equina, el dafio en los nervios periféricos, el dafio de médula espinal y la
hemiplejia laringea. Los efectos neuroprotectores de las MSCs han sido descritos ampliamente e incluyen
mecanismos anti-inflamatorios, inmunomoduladores, angiogénicos y tréficos (Wright et al., 2011; Schaakxs et
al,, 2013). Asimismo, gracias a la capacidad de las MSCs de reemplazar células daiadas o secretar factores
tréficos y citoquinas inmunomoduladoras, los sintomas clinicos observados en los desérdenes degenerativos
pueden reducirse (Sadan et al,, 2009) y se ha observado que las MSCs de diversas especies animales, incluyendo
la equina, son capaces de diferenciarse in vitro a células de tipo nervioso (Jamnig et al. 2012; Villagran et al.,
2014, 2016). Debido a estas propiedades, el uso de MSCs puede ser una alternativa terapéutica en la reparacién
de tejido nervioso, incluyendo daiio de los nervios periféricos y dafio de la médula espinal.
5.5.6.1 Daiio en los nervios periféricos

Los caballos pueden sufrir dafios en los nervios periféricos debido a traumas, desérdenes metabdlicos o
genéticos, toxinas y patologias degenerativas e infecciosas (James et al, 2010). Las consecuencias incluyen
disminucion del rendimiento, discapacidad o incluso muerte. El grado de restauracion de la funcionalidad del
nervio depende de la gravedad y cronicidad del dafio producido, teniendo peor prondstico aquellos casos en los
gue el nervio esta completamente seccionado (Cho et al., 2010). Existen diversas técnicas quirdrgicas para la
reparacion de los nervios, pero ninguna de ellas permite obtener resultados clinicos evidentes (Kuffler, 2014),

por lo que la aplicacion de MSCs podria ser una interesante opcion terapéutica.
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En un modelo de dafio nervioso agudo periférico, en el que se secciond quirdrgicamente la rama
comunicante del nervio del metacarpo de tres caballos, se aplicaron BM-MSCs alogénicas en la fascia neural. Sin
embargo, no se observd evidencia de regeneracién en los nervios seccionados, ni tampoco se apreciaron
diferencias histoldgicas entre los nervios tratados con MSCs respecto a los controles tratados con solucion salina
isoténica (Villagran et al., 2016). Los escasos resultados positivos de los estudios realizados hasta la fecha
requieren mayor investigacion en la modelizacién y en el protocolo de aplicacién de las MSCs, para evaluar su
efecto real en las células de los tejidos nerviosos.

5.5.6.2 Sindrome de Wobbler

El sindrome de Wobbler, mielopatia estendtica vertebral cervical (MEVC) o sindrome de incoordinacién
equina es una patologia que se caracteriza por ataxia y debilidad debido al estrechamiento del canal vertebral
cervical con o sin malformacién de las vértebras cervicales, resultando en la compresidn continua o intermitente
de la médula espinal. El tratamiento empleado incluye el uso de drogas anti-inflamatorias, como
corticosteroides, anti-inflamatorios no esteroideos y dimetilsulfoxido, junto con restriccion del ejercicio y de la
dieta. La resolucion quirdrgica podria ser una opcién para muchos caballos, pero es cara, conlleva riesgos y
cuidados postoperatorios prolongados (Furr & Reed, 2015). De este modo, en la clinica equina los desérdenes
neuroldgicos que afectan al cerebro y a la médula espinal representan un desafio, y muchos de los animales
afectados acaban desarrollando secuelas nerviosas tras la aplicacion de los tratamientos convencionales, por lo
gue, debido a las ya mencionadas propiedades de las MSCs, podrian ser una futura opcién terapéutica para

estos pacientes.

La administracion intratecal permite distribuir mas ampliamente las células en el liquido cefalorraquideo y
es una técnica mas viable en el tratamiento de patologias equinas del sistema nervioso central. Para probar la

seguridad de esta via de administracion, se realizé un estudio con BM-MSCs autdlogas, inyectadas en caballos

sanos, observandose que no se producian alteraciones clinicas. Estos resultados sugirieron que la administracion
intratecal es un procedimiento viable y seguro (Maia et al., 2015), lo que abrié camino a la realizacion de ensayos
clinicos en caballos afectados de MEVC. De este modo, en un estudio posterior se realizd la administracion
intratecal de una dosis mas alta de AT-MSCs alogénicas en caballos, tanto sanos como con MEVC. Los resultados
mostraron que la administracion intratecal de dosis relativamente altas de MSCs alogénicas es tolerada en
caballos sanos, independientemente de que las células se hayan administrado en el espacio atlantooccipital
(AO) o lumbosacro (LS), lo que sugiere que, si la barrera hematoencefalica no esta alterada, no se produce una
respuesta inflamatoria sistémica a la presencia de células alogénicas. Asimismo, debido al flujo craneo-caudal del
liquido cefalorraquideo, la administraciéon AO permite que las células se distribuyan mejor en el espacio
subaracnoideo de la zona cervical a lumbosacra, lo que sugiere que esta via es mas adecuada para lesiones

craneales de la médula espinal. En cuanto a los tres caballos afectados de MEVC, las MSCs inyectadas no

pudieron encontrarse en el lugar de la lesidn 15 dias tras su administracién, lo que podria deberse a que no
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habian tenido tiempo suficiente para llegar hasta alli 0 a que no fueron capaces de sobrevivir en la médula
espinal en cantidad suficiente como para ser detectadas (Barberini et al., 2018).
5.5.6.3 Hemiplejia laringea o neuropatia laringea recurrente

La hemiplejia laringea es una patologia de las vias respiratorias altas de los caballos caracterizada por
diversos grados de pardlisis del cartilago aritenoides, siendo el lado izquierdo el mas cominmente afectado. La
prevalencia puede alcanzar el 35% en algunas poblaciones equinas, y la etiologia exacta aun se desconoce. Se
describe como una axonopatia del nervio laringeo recurrente junto a lesiones de demielinizacion, que conduce
a la deinervacion y consiguiente atrofia de los musculos de la laringe (Draper & Piercy, 2018). Los caballos
afectados emiten ruidos respiratorios anormales durante el ejercicio, y en los casos mas severos también
presentan intolerancia al mismo. Actualmente, el tratamiento mds comuin es la cirugia de laringoplastia,
acompaiiada o no de ventriculocordectomia. Aunque la tasa de éxito de estas intervenciones es elevada, las
complicaciones post-quirurgicas, como la pérdida gradual de la abduccién, son comunes (Biasutti et al., 2017).

En un estudio in vivo realizado con cinco caballos sanos, se administraron MSCs derivadas del musculo
mediante inyeccién directa en el nervio laringeo recurrente guiada por electroestimulacion, con el fin de evaluar
la viabilidad y seguridad de esta técnica, lo que se confirmd por la ausencia de cambios funcionales en la
endoscopia y de signos clinicos (Sandersen et al., 2018). Estos resultados abren la puerta a la investigacion de la
realizacion de esta técnica en caballos afectados con hemiplejia laringea.

6 Conclusiones / conclusions

- La constatacion de que las MSCs no ejercen su accién terapéutica Unicamente mediante mecanismos de
integracion y diferenciacién, sino que sus propiedades paracrinas presentan mayor relevancia, ha abierto la
puerta a investigar su aplicacién en un nimero cada vez mayor de patologias, tanto en medicina equina como
humana. / The finding that MSCs do not exercise their therapeutic action solely through integration and
differentiation mechanisms but by means of paracrine properties, has opened the door to investigate their
application in an increasing number of pathologies, both in equine and human medicine.

- Sin tener en cuenta el aparato locomotor, las patologias equinas para cuyo tratamiento pueden ser de
interés las MSCs son las oftalmicas, reproductivas, heridas, laminitis, sindrome metabdlico equino, asma equino
y neuroldgicas. / Regardless of the locomotor system, the equine pathologies that can be potentially treated by
MSCs are ophthalmic and reproductive disorders, wounds, laminitis, equine metabolic syndrome, equine asthma
and neurological disorders.

- Los mayores avances en la clinica equina se han llevado a cabo en el tratamiento de Ulceras corneales,
endometritis y heridas. En cuanto al resto de patologias, los reportes son anecddticos y/o se encuentran en
fases preliminares. Debido a su similitud con las patologias homdlogas en medicina humana, destacan la uveitis
recurrente equina, las patologias y los fenémenos fibroproliferativos de la piel y el asma, como posibles modelos

de los que extrapolar informacion (One Medlicine). / The greatest advancement among the aformenteioned
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pathologies has been made in the treatment of corneal ulcers, endometritis and wounds. As for the other
pathologies, the reports are anecdotal and/or in preliminary stages. Due to the similarity with homologous
pathologies in human medicine, recurrent equine uveitis, pathologies and fibroproliferative processes of the skin
and asthma stand out as possible models from which extrapolating information (One Medicine).

- La aplicacién de las MSCs en patologias no relacionadas con el sistema locomotor del caballo requiere
mayor investigacién en cuanto a dosis, momento y via de administracion, y comparacion con grupos control,
con el fin de establecer un protocolo terapéutico estandarizado. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta
ahora justifican seguir investigando para que, en un futuro, las MSCs puedan ayudar a solventar problemas de la
clinica equina que hoy son insalvables. / The application of MSCs in pathologies unrelated to the equine
locomotor system requires further research, especially regarding dose, time and route of administration, as well
as comparison with control groups, in order to establish a standardized therapeutic protocol. Nevertheless, the
results obtained so far warrant further research to develop the use of MISCs for condlitions that currently have
very limited therapeutic options.

7 Valoracién personal

Durante la realizacién de este trabajo he podido ampliar mi conocimiento sobre los avances que ha
experimentado el uso de células madre mas alla de las patologias del sistema locomotor de los équidos. Esto me
ha brindado la oportunidad de llegar a comprender su importancia, ya que, ante la ausencia de tratamientos
efectivos frente a determinadas patologias comunes en la clinica equina, las MSCs pueden convertirse en una
de las terapias mas revolucionarias.

Por otro lado, me ha servido para formarme en la realizacion de revisiones bibliograficas de rigor cientifico,
asi como a manejar herramientas como los gestores de referencias y a aumentar mi vocabulario y capacidad de
comprensién en inglés cientifico. Por Ultimo, agradecer a mis tutoras, Laura Barrachina Porcar y Alina Cequier
Soler, sus consejos y opiniones a lo largo de la elaboracion de esta revision.
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