NCT

Revisién

Neumologia y Cirugia de Térax
Vol. 80 - Ntm. 3 / Julio-Septiembre 2021

doi: 10.35366/102478

Diez aios de investigacion en vesiculas extracelulares de
células mesenquimales para tratar enfermedades pulmonares

Ten years of research on extracellular vesicles derived from
mesenchymal cells for the treatment of lung diseases

Gonzalo Rescala,* Ramiro Ramos-de la Cruz,* Monica Robles*

*Exocel, Tijuana, Baja California, México.

RESUMEN. Las enfermedades pulmonares poseen altos indices de mor-
bilidad y mortalidad en todo el mundo, y sin un tratamiento eficaz para
estas enfermedades, nuevas opciones emergen. En la Gltima década la
atencion se ha volcado sobre las vesiculas extracelulares derivadas de
células mesenquimales estromales multipotentes debido a sus propie-
dades inmunomoduladoras, regenerativas, antimicrobianas, antivirales,
antioxidantes y antifibréticas que las sitGian incluso sobre las propias células
mesenquimales estromales. En consecuencia, presentamos esta revision
con el propésito de recabar el conocimiento generado en los 10 afios de
investigacion de la aplicacion terapéutica de las vesiculas extracelulares
derivadas de células mesenquimales estromales multipotentes en patologfas
pulmonares, incluyendo la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19)
que ha azotado al mundo en los tltimos meses. La informacién presentada
en este articulo demuestra que, a pesar de que se requiere una mayor
investigacion para dilucidar por completo sus mecanismos de accién y
eficacia, las vesiculas extracelulares derivadas de células mesenquimales
estromales multipotentes representan una opcion de terapia prometedora
para el tratamiento de una gran variedad de enfermedades pulmonares.
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ABSTRACT. Pulmonary diseases possess high rates of morbidity and
mortality throughout the world and without effective treatment for these
diseases, new options emerge. In the last decade, attention has focused
on extracellular vesicles derived from stromal mesenchymal cells (VECM)
due to theirimmunomodulatory, regenerative, antimicrobial, antiviral and
antifibrotic properties that surpass the properties of mesenchymal stromal
cells themselves. Consequently, we present this review with the purpose
of gathering the knowledge generated in the 10 years of research on the
therapeutic application of VECM in pulmonary pathologies, including the
coronavirus disease 2019 (COVID-19) that has plagued the world in the
past months. The information presented in this article demonstrates that
although further research is required to fully elucidate their mechanisms
of action and efficacy, VECM represent a promising therapy option for
the treatment of a wide variety of lung diseases.

Keywords: Extracellular vesicles, exosomes, mesenchymal stromal cells,
lung diseases, COVID-19.

ISCT = Sociedad Internacional para la Terapia Celular.
ISEV = Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares.
KGF = Factor de crecimiento de queratinocitos.
EGF = Factor de crecimiento vascular endotelial.
TSG-6 = Proteina del gen 6 inducible por factor de necrosis tumoral.
OMS = Organizaciéon Mundial de la Salud.
SARS-CoV-2 = Coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo grave.
ECA2 = Enzima convertidora de angiotensina II.

INTRODUCCION

Los pulmones son los 6rganos mas vulnerables del cuerpo
humano debido a su constante exposicion al exterior. Las
enfermedades pulmonares son una de las principales causas
de muerte en el mundo después de las enfermedades car-
diovasculares." Padecimientos como la enfermedad pulmo-
nar obstructiva crénica (EPOC), la lesion pulmonar aguda/
sindrome de dificultad respiratoria aguda (LPA/SDRA), la
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hipertension arterial pulmonar (HAP) y la displasia bron-
copulmonar (DBP) encabezan las listas de las principales
causas de muerte debido a sus altos indices de morbilidad
y mortalidad.”® Adicionalmente, enfermedades respiratorias
infecciosas emergentes con potencial epidémico, como la
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), representan
una enorme carga para los sistemas de salud y poseen un
alto impacto econémico y social.”

En la actualidad, no existe una cura para estas enferme-
dades respiratorias; sin embargo, la evidencia creciente ge-
nerada en la Gltima década sugiere que la terapia basada en
células mesenquimales estromales multipotentes y vesiculas
extracelulares derivadas de éstas pueden ser una respuesta
prometedora.”'? En este sentido, el propésito de esta revision
es reunir la informacion generada en la primera década de
estudio de la aplicacion de las vesiculas extracelulares deri-
vadas de células mesenquimales estromales multipotentes
(VECM) en la terapia contra algunas de las principales en-
fermedades respiratorias en diferentes modelos animales,
para asf identificar los huecos actuales en la investigacién y
las posibles direcciones a tomar en esta década que inicia.

CELULAS MESENQUIMALES
ESTROMALES MULTIPOTENTES Y VESICULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS

El término células mesenquimales estromales multipotentes,
en adelante referidas simplemente como células mesen-
quimales, es la designacién recomendada por la Sociedad
Internacional para la Terapia Celular (ISCT) para describir a
aquellas células adherentes al pléstico aisladas de la médula
6sea u otros tejidos como el adiposo, pulpa dental, cordén
umbilical, gelatina de Wharton, placenta, tejido sinovial,
el endometrio y la sangre periférica, con capacidad para
expresar CD105, CD73 y CD90, incapacidad para expresar
CD45, CD34, CD14 0 CD11b, CD79a 0 CD19 y HLA clase
Il'y que, ademds, puedan diferenciarse en osteoblastos,
adipocitos y condroblastos."*"

Las células mesenquimales poseen diversas propiedades,
como la capacidad de migrar selectivamente hacia sitios de
lesién en un mecanismo conocido como homing, que no se
ha entendido completamente pero que se asume que se da
de manera similar a la migracién de leucocitos.'”"” También
se ha demostrado que las células mesenquimales poseen
propiedades regeneradoras,'* antifibréticas,>'® antimicro-
bianas,”" inmunomoduladoras® y antioxidantes,”' entre
otras. La baja inmunogenicidad de las células mesenqui-
males, adicional a sus diversas propiedades, las convierten
en una atractiva opcién para la medicina regenerativa.””

Los mecanismos por los cuales las células mesenquima-
les ejercen sus mdltiples propiedades no estan del todo
dilucidados. Inicialmente se consideré que sus efectos
eran producidos debido a su capacidad de diferenciacién

o directamente por interacciones célula-célula; aunque
estudios recientes demuestran que es probable que dicha
accion sea producida por la secrecién de factores solubles
y/o vesiculas extracelulares de manera paracrina.”*** Re-
cién, la atencion se ha volcado sobre las VECM vy aisladas
de los medios condicionados para su cultivo, debido a sus
propiedades comparables con las de las propias células
mesenquimales.*

Las células pueden liberar a su ambiente extracelular
una gran variedad de microparticulas. Algunas de estas
han sido nombradas, definidas y clasificadas arbitraria-
mente en diversos estudios como ectosomas, vesiculas
desprendidas, microparticulas, vesiculas derivadas de la
membrana plasmética, exovesiculas y el término mas am-
pliamente utilizado, exosomas;*”** sin embargo, debido a
la falta de conceso, la Sociedad Internacional de Vesiculas
Extracelulares (ISEV) se refiriere a todas con el término
genérico recomendado de «vesiculas extracelulares».”” En
la actualidad, la ISEV definié genéricamente a las vesiculas
extracelulares como «particulas liberadas naturalmente
de la célula que estan delimitadas por una bicapa lipidica
y no se pueden replicar, es decir, no contienen nicleos
funcionalesy, y sugiri6 clasificaciones basadas en caracte-
risticas fisicas como la densidad y el tamafo, composicién
bioquimica o descripcién de sus condiciones o célula de
origen. Cabe mencionar que la mayoria de la literatura
generada sobre este tema en esta década diverge con las
recomendaciones terminolégicas de la ISEV, dado que estas
fueron publicadas a finales de 2018.

Diversas definiciones mas especificas y clasificaciones
previas a las recomendaciones han sido creadas. En general,
las vesiculas extracelulares eran definidas como un grupo
heterogéneo de microparticulas que pueden ser liberadas
de cualquier célula,”” que miden entre 30-2000 nm y po-
seen una bicapa lipidica que protege a las moléculas que
transportan, como proteinas, RNA, lipidos y metabolitos,
que funcionan como un mecanismo de comunicacion
intercelular.’*? Se consideraban tres clases principales de
vesiculas extracelulares seglin su biogénesis: los exosomas,
las microvesiculas y los cuerpos apoptéticos.”” En particular,
los exosomas se consideraban como aquellas vesiculas
extracelulares de entre 30 y 100 nm de didmetro que son
almacenadas dentro de cuerpos multivesiculares y liberadas
al ambiente extracelular tras la fusién de los cuerpos multi-
vesiculares con la membrana plasmatica.** Con el propésito
de seguir las recomendaciones de la ISEV, en esta revision nos
referiremos como «vesicula extracelular» a cualquier vesicula
nombrada originalmente como «exosoma» por sus autores.

Es ampliamente reconocido que las vesiculas extracelu-
lares poseen la capacidad de influenciar el microambiente
de los tejidos y ejercen su accién sobre otras células a través
de interacciones ligando-receptor, infusion membranal,
transferencia de organelos y endocitosis.**** De manera
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adicional, se ha demostrado que las vesiculas extracelulares
contribuyen en varias patologias inflamatorias y activacién
del sistema inmune.”” Por esta razén, hace poco se ha
comenzado a estudiar la viabilidad de las vesiculas extra-
celulares, en especial aquellas derivadas de células mesen-
quimales, como una opcién efectiva para el diagnéstico y
tratamiento de numerosas patologias.”**'

VECM en modelos de patologias pulmonares

Las propiedades de las VECM han sido estudiadas en diversos
modelos animales de 6rganos como corazén, rifén, higadoy
cerebro.?? Recién ha surgido un enorme interés en su estudio
para el tratamiento de lesiones y enfermedades respirato-
rias, durante el Gltimo afno de manera substancial debido
al surgimiento del SARS-CoV-2 a finales de 2019 (Figura 1).

El primer reporte de la utilizacion de VECM en modelos
animales de pulmén data de 2012;* sin embargo, estudios
previos reportaron la aplicacién exitosa de células me-
senquimales en modelos animales de diversas patologias
pulmonares como lesiones,*** DBP*'*? y HAP.**** En estos
estudios se observé que después de la administracién de
las células mesenquimales existia una mayor supervivencia
de los modelos, mejoras en las lesiones, decremento en la
inflamacién pulmonar vy la fibrosis e inhibicién en el caso
de aquellos modelos de HAP. Algunos estudios reportaron
el involucramiento de factores paracrinos en la accién
terapéutica de las células mesenquimales en estas patolo-
gias,""*> de manera similar al comportamiento observado
en estudios de la administracion de células mesenquimales
en modelos de patologias de 6rganos distintos.”
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Figura 1: Cantidad de articulos por afio que contienen las palabras clave de

busqueda «mesenchymal cell», «lung/respiratory», «exosomes/vesicles».
Hasta el 12 de octubre de 2020.
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Hipertension arterial pulmonar

La HAP es una patologia de etiologfa desconocida que se
caracteriza por una remodelacién vascular pulmonar que
progresa en un aumento en la resistencia vascular pulmonar,
disfuncién ventricular derecha y muerte.*® Se calcula que
la tasa de mortalidad de esta patologia a tres afos es de
menos de 60%,"” por lo que la bisqueda de un tratamiento
efectivo es una prioridad. En la dGltima década, diversos
estudios demostraron que las VECM podrian representar
una opcion segura para el tratamiento de esta patologia a
través del mejoramiento o reversion de sus manifestacio-
nes clinicas y sus consecuencias, como lo son el alza en
la presion arterial pulmonar y la inflamacién o hipertrofia
del ventriculo derecho, remodelacién vascular, entre otros.
Numerosas investigaciones observaron la supresion del
desarrollo de HAP, la remodelacion vascular, la hipertrofia del
ventriculo derecho, bajas en la presion pulmonar, formacién
de vasos sanguineos después de la administracién de VECM
en diversos modelos. Dichos efectos terapéuticos de las
VECM fueron producidos por la supresién de mecanismos
responsables de la inflamacién,* reclutamiento de macré-
fagos al pulmén,* regulacion sobre la expresion de genes
como el WNT5a,% inhibicién de enzimas remodeladoras
de la matriz extracelular en arterias pulmonares (i.e., LOX
y MMP-9).°° Por (ltimo, se observé que las VECM poseen
la capacidad de revertir la HAP después de sanar células
progenitoras endoteliales derivadas de la médula 6sea.”’

Lesion pulmonar aguda y sindrome
de dificultad respiratoria aguda

La LPA y el SDRA son dos patologias sin tratamiento que
presentan una mortalidad de hasta 40%.%* Diversas publi-
caciones han demostrado la accién terapéutica de las VECM
para el tratamiento de las manifestaciones de la LPA/SDRA
en modelos animales. Se encontré que las VECM poseen
capacidades protectoras contra LPA,** inducen la recupera-
cién pulmonar,>*** reducen el edema pulmonar* y la infla-
macion.”’~° Las VECM también reducen la fibrosis, el dano
vascular y genético en lesiones por radiacion,® la apoptosis
de las células epiteliales pulmonares,®*® inducen autofagia®'
y elevan la capacidad fagocitaria de macréfagos.* En estos
estudios se atribuyeron los efectos terapéuticos mayormente
a la participacion de factores de crecimiento como el factor
de crecimiento de queratinocitos (KGF),***” transferencia de
moléculas de RNA (miR-124-3p, miR-30b-3p, miR-214-3p,
miR-377-3p, miR-27a-3p, miR-145)>*%>2760-63 yy mitocondrias.*®

Displasia broncopulmonar (DBP)

La DBP es una enfermedad considerada como un des-
orden del desarrollo pulmonar que se caracteriza por la
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interrupcion en la tabicacion de los alvéolos e hipoplasia
alveolar que conduce a un menor niimero de alvéolos
mas grandes (simplificacion alveolar) y, por lo tanto, a una
menor superficie disponible para el intercambio de gases.
La DBP se presenta casi siempre en bebés pretérminos de
bajo peso que requieren ventilacion mecanica y terapia
con oxigeno, aunque también se presenta en bebés a
término que requieren apoyo ventilatorio agresivo para
enfermedades pulmonares agudas y severas.” La DBP
estd asociada a complicaciones pulmonares a largo plazo,
como funcién pulmonar anormal e hipertensién pulmonar
secundaria.®* No existen adin terapias para prevenir o tratar
las lesiones pulmonares durante el desarrollo, por lo que
nuevas terapias son necesarias.

En la dltima década se dio un avance moderado en el
estudio de las VECM para el tratamiento de las manifes-
taciones de la DBP. Estudios encontraron que las VECM
favorecen el desarrollo pulmonar,®* atentan lesiones
pulmonares,®>“ suprimen la inflamacion®* y la respuesta
inmune,® estimulan la formacién de vasos sanguineos,® %
inhiben la hipertrofia del ventriculo derecho,*” mejoran la
simplificacion alveolar®®y la fibrosis pulmonar.®® Ademas se
encontré que las VECM mejoran las patologias de pulmén,
corazén y cerebro relacionadas a la DPB.* Sélo algunos
de estos estudios identificaron los mecanismos terapéuti-
cos de las VECM y encontraron acciones mediadas por la
transferencia del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF)*>®” y la proteina del gen 6 inducible por factor de
necrosis tumoral (TSG-6).””

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)

La EPOC es una enfermedad de impacto mundial enorme
con altas tasas de morbilidad y mortalidad. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) calcula que existen alrededor
de 65 millones de personas con EPOC en todo el mundo,
y que en 2030 sera la cuarta causa de muerte.”” La EPOC
se caracteriza por una limitacién progresiva del flujo del
aire en las vias aéreas, acompanada de una respuesta in-
flamatoria crénica a particulas o gases, como el humo del
cigarro. Los tratamientos actuales se basan en aliviar los
sintomas, pero en etapas avanzadas las vias se obstruyen
y el parénquima pulmonar es destruido.”"”? En los Gltimos
anos, un par de estudios en modelos han mostrado la
posibilidad de la aplicaciéon de las VECM en el tratamien-
to de las manifestaciones y los dafos producidos por la
EPOC. Una primera investigacion encontré que las VECM
regulaban el proceso de transicién epitelial-mesenquimal
provocado por EPOC de manera indirecta a través del
miR-21.”% También se ha encontrado que la transferencia
de mitocondrias puede ser el mecanismo responsable de
la disminucién de inflamacién pulmonar producida por el
humo de cigarro en un modelo murino.”

Enfermedad por coronavirus 2019
y otras infecciones virales

La COVID-19 producida por el coronavirus tipo 2 del
sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2), se ha
convertido en una emergencia sanitaria global desde la
deteccion del primer caso en Wuhan, China en diciem-
bre de 2019. Hasta el 12 de octubre de 2020, mas de un
millén de muertos han sido reportados y una vacuna no
ha sido desarrollada.” Se ha reportado que una larga pro-
porcién de pacientes sufre disnea, hipoxemia, neumonia,
falla respiratoria y SDRA, con este Gltimo contribuyendo
en gran medida a la muerte de muchos pacientes.” En el
inicio de la infeccién, la proteina pico del virus reconoce
el receptor de la enzima convertidora de angiotensina Il
(ECA2), presente en las células humanas y que son alta-
mente expresadas en células alveolares tipo 2, provocando
una sobrerreaccion del sistema inmunoldgico a la entrada
de las particulas virales a las células. La sobrerreaccién
del sistema inmunolégico consiste en la liberacion de
grandes cantidades de citocinas proinflamatorias (IFN-alfa,
I[FN-gamma, IL-1 beta, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-alfa,
TGF-beta) y quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCLS,
CXCL9, CXCL10) por las células efectoras inmunes en un
mecanismo conocido como «tormenta de citocinasy, el
cual provoca que el sistema inmunitario ataque el cuerpo
produciendo SDRA, falla multiorgdnica y muerte.”®””

Miuiltiples estrategias se han elaborado para el trata-
miento de la infeccién, desde la terapia de apoyo hasta
la administracion de antivirales y la terapia con plasma y
anticuerpos;’® sin embargo, sin un tratamiento especifico
para el SDRA, las muertes continan en aumento. En este
sentido, la supresion de la inflamacién producida por la
tormenta de citocinas se convierte en un blanco para la
prevencion y tratamiento del SDRA y las lesiones pulmo-
nares inducidas por el SARS-CoV-2. El tratamiento con
células mesenquimales ha demostrado ser seguro y eficaz
en diversos ensayos clinicos de enfermedades pulmona-
res,”® incluyendo SDRA™#"y el propio COVID-19;%%* no
obstante, algunos autores han reportado desventajas de
su uso, como la agregacion celular que puede conducir a
embolia si la administracion es intravenosa, o riesgos de
mutagenicidad y tumorigenicidad si la fuente de las cé-
lulas es tejido embrionario.* En consecuencia, las VECM
representan una opcion viable de tratamiento debido a
las propiedades terapéuticas que replican de sus células
progenitoras y sus ventajas sobre éstas.®**” Hasta la fecha,
ningtn estudio utilizando VECM ha sido publicado, aunque
un gran nimero de publicaciones han sugerido la aplicacién
de la terapia con células mesenquimales y VECM en casos
con esta enfermedad.*' 77889

Por Gltimo, en esta década se condujeron algunos es-
tudios con el propésito de probar los efectos terapéuticos
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de las células mesenquimales y VECM en infecciones pro-
vocadas por virus como la influenza’*? y la hepatitis C.”*
Estas publicaciones demostraron que las VECM poseen la
capacidad de inhibir la replicacién del virus, la apoptosis y
la produccién de citocinas proinflamatorias inducida por el
virus en células epiteliales pulmonares a través de la accion
de miRNAs (e.g., let-7f, miR-145, miR-199a, y miR-221)
transportados por las VECM.?"%*

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las patologias pulmonares son un problema de salud
grave que requiere la bisqueda de terapias alternas a la
medicina convencional. El conocimiento generado en esta
primera década de investigacion indica que las VECM
podrian representar un tratamiento seguro para diversas
enfermedades pulmonares. La evidencia obtenida hasta
ahora indica que las proteinas, lipidos y miRNAs trans-
portadas dentro de las VECM juegan un papel esencial
en los efectos benéficos de las VECM (Figura 2). La inves-
tigacién futura en este campo debe continuar y enfocarse
en lo siguiente: 1) dilucidar de manera mas profunda los
mecanismos basicos que son responsables de los efectos
terapéuticos; 2) identificar las moléculas especificas res-
ponsables de los efectos terapéuticos; 3) realizar aiin mas
ensayos clinicos para evaluar la seguridad y eficacia de
los tratamientos acelulares con VECM; y 4) el desarrollo

Neumol Cir Torax. 2021; 80 (3): 179-187

Célula mesenquimal

Figura 2:

Algunas moléculas transportadas
dentro de las VECM y sus efectos
observados para el tratamiento
de enfermedades pulmonares.
HAP = hipertension arterial pulmonar,

Proteinas LPA/SDRA = lesion pulmonar aguda/
L (9] sindrome de dificultad respiratoria
Lipidos (@) OO aguda, DBP = displasia broncopulmonar,
0 EPOC = enfermedad pulmonar

obstructiva cronica; COVID-19 =
enfermedad por coronavirus 2019.

de biofdrmacos basados en VECM para el tratamiento de
patologfas pulmonares especificas.
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