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RESUMEN

Las células madre mesenquimales (CMM) por sus propiedades terapéuticas se
utilizan cada vez mas en medicina regenerativa veterinaria. Tradicionalmente para la
proliferacion de las CMM equinas se suplementa con suero fetal bovino (SFB), que
tiene varios inconvenientes, como el hecho de trasplantar proteinas xenogénicas y el
riesgo de transmitir patdégenos, afecta el bienestar animal durante la extraccion de
SFB, ademas de ser un producto comercial costoso. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto de la sustitucion del SFB por lisado plaquetario (LP) equino en
la proliferacion de las CMM. El aislamiento y propagacion de CMM se realiz6 a partir
de tejido adiposo (TA) de cuatro equinos adultos saludables. La expansion de las
CMM se realizdé con 2 medios de crecimiento diferentes, suplementados con SFB o
LP equino alogénico obtenido de tres donantes equinos adultos saludables. La
proliferacion in vitro fue evaluada mediante el contaje de células cosechadas y el
tiempo de crecimiento en los pasajes 2 al 6. Las CMM-TA fueron caracterizadas
mediante prueba de unidades formadoras de colonias fibroblasticas (UFC-F) y
multidiferenciaciéon in vitro. Se consigui6 adaptar las CMM-TA propagadas
inicialmente con un 10% SFB al nuevo suplemento con 20% LP, con 1x10°
plaquetas/ul. El tiempo en llegar al 80% de confluencia de las CMM-TA con el
suplemento LP fue de 5,21 + 0,83 dias, cosechando en ese momento 11,81 + 7,03
cél/lcm?, sin observarse diferencias significativas con el suplemento estandar SFB.
Las CMM-TA con LP alogénico tanto como con SFB presentaron la capacidad de
formar colonias in vitro y de multidiferenciarse in vitro al linaje cartilaginoso y éseo.
En conclusion, el LP alogénico puede ser utilizado como suplemento para propagar
las CMM-TA equinas, sin afectar su capacidad proliferativa o de multidiferenciacion
in vitro.



SUMMARY

The use of mesenchymal stem cells (MSC) is increasing in veterinary regenerative
medicine, given their therapeutic properties. Fetal Bovine Serum (FBS) is a common
supplement to in vitro culture media, but its use carries several drawbacks such as
transplant of xenogenic proteins and pathogens, ethical problems during the FBS
extraction, the animal welfare is compromised and commercial FBS is quite
expensive. Our objective was to evaluate the substitution of FBS by equine platelet
lysate (PL) in MSC culture. MSC isolation was performed from adipose tissue (AT) of
four healthy adult horses. MSC were expanded with 2 different culture media
containing: FBS or PL obtained from 3 healthy adult horses. In vitro expansion was
evaluated by harvesting and counting cells and monitoring the growth time between
passages, from 2 to 6. AT-MSC were characterized by in vitro differentiation and
colony-forming unit-fibroblastic (CFU-F) assay. AT-MSC initially cultured with 10%
FBS were adapted to the new supplement with 20% PL, with 1x10° platelets/pl. Time
to reach 80% confluency for AT-MSC with PL supplement was 5.21 + 0.83 days,
harvesting in that moment 11.81 + 7.03 cells/cm?, observing no statistical significant
differences, compared to the ones expanded with FBS supplement. Both AT-MSC,
the ones cultured with FBS supplement and the ones with PL, formed fibroblastic
colonies and were positive to chondrogenic and osteogenic differentiation. In
conclusion, allogeneic PL can be used as a supplement for equine AT-MSC
expansion, without affecting their in vitro proliferation and plasticity.



1. INTRODUCCION
1.1 Terapias regenerativas:

El caballo deportivo es un atleta de alto rendimiento. El ejercicio diario genera
microtraumas repetidos, las exigencias de entrenamiento y competencia maximas y
el desarrollo de fuerzas anormales, desencadenan lesiones traumaticas de tejidos
blandos como duros, ya sean articulaciones, tendones, ligamentos y estructuras de
sostén, que finalmente provocan una degeneracion de la region afectada, pudiendo
terminar muchas veces con la vida deportiva de ese animal (Benedetti, 2016).

Las terapias regenerativas, como dice su nombre, son procedimientos que tienen
como objetivo “regenerar” el tejido dafado de una lesién y no solo “reparar” como
apuntan los tratamientos convencionales como ser aplicacion de frio, uso de
antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos, uso de causticos, entre otros. El
objetivo de esta terapia es llegar a alcanzar un nivel de curacién fisiol6gica total y no
una simple cicatrizacion (Vazquez et al., 2012).

Existen varias terapias regenerativas que actian de manera diferente. Algunas
actian estimulando los propios mecanismos del cuerpo para su regeneracion, como
las células progenitoras o “células madre” (terapia celular) y las moléculas activas
(factores de crecimiento). Otras, como las mallas bioldgicas o scaffolds, actian
reemplazando la matriz extracelular dafiada permitiendo a la lesion curar por si
misma, asi como también mejoran el mecanismo de accion de los antes
mencionados. Por ultimo, estan los que actian reemplazando completamente por
tejidos/érganos creados in vitro como la ingenieria de tejidos. (Vazquez et al., 2012).
Sin embargo las méas estudiadas y utilizadas son las células madre (CM) vy las
terapias que incluyen moléculas activas. Dentro de estas Ultimas destacamos la
fraccion de plasma rico en plaquetas (PRP), sobrenadante de médula 6sea esternal,
suero autélogo condicionado (IRAP) y fibrina rica en plaquetas (PRF por sus siglas
en inglés) (Vazquez et al., 2012). EI PRP se obtiene por centrifugacion de sangre
periférica obtenida en tubos citratados. Se desconoce la concentracion optima
terapéutica de plaquetas pero debe contener al menos 4 veces la concentracién de
plaguetas del plasma y por ende una mayor cantidad de factores de crecimiento,
tiene gran uso en la reparacion de tejidos blandos como tendones, ligamentos,
articulaciones y heridas cutaneas. (Arguelles et al., 2006; Mondino et al. 2016). El
sobrenadante de médula Osea esternal, posee una gran concentracion de factores
de crecimiento de la fraccion acelular que se obtiene de la centrifugacion de la
meédula. Schnabel et al. (2008) compararon in vitro diferentes terapias basadas en
factores de crecimiento para reparar lesiones de ligamento suspensor, siendo el
sobrenadante de médula 6sea esternal la mejor opcion. El suero autdlogo
condicionado (IRAP), es un concentrado de una proteina denominada IL-1ra o IRAP
(Interleukine Receptor Antagonist Protein) que ejerce como antagonista de la IL-1,
citoquina proinflamatoria que se libera en lesiones de las articulaciones que terminan
dafiando el cartilago articular, por eso es principalmente utilizada en casos de
enfermedad degenerativa articular (Vazquez et al.,, 2012). Es decir, terapia
regenerativa y células madre no son sinénimos exclusivos sino que existen dentro de
la medicina regenerativa otras técnicas descritas, sin embargo son las CMM las que
nos competen, por lo tanto las que ampliaremos a continuacion.

Se han descrito tratamientos con CMM en diferentes patologias ortopédicas en el
equino, arrojando buenos resultados. Estos se evidencian en la reparacién de
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fracturas Oseas (Benedetti et al., 2016) y en la reparacion de cartilago en
osteoartrosis (Wilke et al., 2007); pero el campo mas estudiado es en la aplicacion
en lesiones tendinosas (Smith et al., 2003; Watts et al., 2011), asi como también en
otras patologias como ser en la resolucion post-quirdrgica de un defecto de paladar
blando (Carstanjen et al., 2006). Actualmente se pueden encontrar varias
investigaciones sobre lesiones tratadas con CMM y otras terapias regenerativas con
resultados satisfactorios. Por ejemplo Romero, (2015) trabajé con lesiones
tendinosas inducidas y tratadas con PRP y CMM donde todos los parametros
ecogréficos, orientacion de las fibras de coldgeno y porcentaje del area de seccion
lesionada, mostraron una mejor evolucion clinica en los animales tratados y también
se demostro la mejoria de la regeneracion del tejido en cortes histolégicos.

1.2. Células madre (CM):

Las CM son células indiferenciadas, que tienen la capacidad de autorenovarse
formando células idénticas a las originarias y bajo determinadas condiciones tienen
la capacidad de diferenciarse en distintos tipos de células del organismo. La
nomenclatura correcta seria “células troncales” o “células progenitoras” (Strem et al.,
2005).

Existen distintos tipos de células en el organismo pero todas provienen de una Unica
célula huevo que resulta de la fecundacion del 6vulo por el espermatozoide. Esta
célula dara origen al embrion y eventualmente al individuo adulto, en esta etapa la
célula se denomina célula totipotente porque posee la potencialidad de generar un
nuevo embrion y sus anexos. A partir de aqui, distintos grupos de células van
adquiriendo especializacion y perdiendo potencialidad de diferenciacién, por ejemplo
las pluripotentes ya no son capaces de generar anexos fetales (Hemberger et al.,
2009; Boskovic et al., 2014).

Las CM se clasifican de dos maneras: a) segun su potencialidad de diferenciacion en
totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes y b) segun el tejido de origen
del que son extraidas: células madre embrionarias (CME), células madre adultas
(CMA)(Benedetti, 2007; Vazquez et al., 2012; Whitworth & Banks, 2014).

Las células madre embrionarias provienen de una masa celular interna del
blastocisto en fase embrionaria. Son pluripotentes, esto significa que tienen la
capacidad de diferenciarse en cualquier tipo de célula del individuo adulto. Estas
células dan origen al embrién propiamente dicho. Otra caracteristica que tienen es
gue en condiciones de cultivo in vitro son capaces de proliferar indefinidamente sin
diferenciarse, esta propiedad se llama autorenovacion (Withworth & Banks, 2014).
Las CME se obtienen de fetos y embriones y si bien su potencial uso en
enfermedades y lesiones es enorme, su investigacion es reducida por razones
éticas, religiosas y politicas (Benedetti, 2007). Sin embargo, a pesar de tener un
gran potencial terapéutico, si no son controladas su aplicacién tiene el riesgo de
formar teratomas. Por esta razon hacer que las células se diferencien hacia el
camino correcto y el conocimiento del origen de las células implantadas, es decir de
los donantes y su estado de salud, es fundamental para lograr el efecto buscado
(Whitworth & Banks, 2014).

1.3. Células madre adultas (CMA):
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Estas células en contraposicion de lo que sucede con las CME se encuentran en la
mayoria de los tejidos y juegan un rol importante en el mantenimiento del tejido y
reparacion. Se clasifican a su vez en células madre mesenquimales (CMM) y células
madre hematopoyéticas. Las CMM poseen un gran potencial terapéutico y por eso
se han realizado grandes investigaciones cientificas sobre ellas (Richardson et al.,
2007; Wilke et al., 2007; Whitworth & Banks, 2014). Las células madre
hematopoyéticas se obtienen de la médula 6sea y de la sangre del cordén umbilical,
son multipotentes y solo van a diferenciarse en células de la misma linea es decir la
hematopoyética (eritrocitos, linea blanca, plaquetas), (Benedetti, 2007; Vazquez et
al., 2012).

1.4. Células madre mesenquimales:

Conocidas internacionalmente como Mesenchymal Stem Cells (MSCs), son un linaje
celular no especializado, con moderado poder de autorenovacién y moderada
potencialidad de diferenciacion (Dominici et al., 2006; Bourin et al.,, 2013). Son
células multipotentes, adultas, con morfologia fibroblastoide, con capacidad de
autorenovarse y formar colonias celulares, con la propiedad de diferenciarse hacia
diversos linajes celulares (Dominici et al., 2006; Vazquez et al., 2012).

La International Society for Cellular Therapy (ISCT) presenta una definicién con el
propésito de universalizar el concepto, y describe que deben cumplir tres criterios
minimos que son: ser capaces de adherirse al plastico; en condiciones estandar de
cultivo en un medio especifico de induccion deben ser capaces de diferenciarse en
osteoblastos, condroblastos y adipocitos; y por ultimo, estas células deben expresar
determinados antigenos de superficie de acuerdo a la especie de la que provengan
(Dominici et al., 2006). Estos antigenos fueron descritos por Ranera et al., (2011)
para las CMM equinas como: presencia de los marcadores CD29 y CD90 y ausencia
de los marcadores CD44, CD45, CD73, CD105 y CD34.

Para demostrar su multipotencialidad in vitro se debe proporcionar a las CMM
indiferenciadas un microambiente determinado que conduzca su diferenciacion hacia
diversos linajes, previamente descrito en diversos estudios (Pascucci et al., 2010;
Ranera et al., 2011; Carvalho et al., 2013a; Alipour et al., 2015).

Actualmente existe gran interés por investigar la aplicacion de nuevas terapias
regenerativas en equinos mediante el uso de CMM (Smith & Webbon, 2005;
Richardson et al., 2007; Whitworth & Banks, 2014;). La multipotencialidad es la
caracteristica en que se han centrado la mayoria de los estudios (Strem et al., 2005;
Vidal et al., 2007; Ranera et al., 2012; Schwartz et al., 2012; Thanabalasundaram et
al., 2012; Carvalho et al., 2013a). Las CMM son células que tienen la capacidad de
diferenciarse en varias células diferentes, tales como osteoblastos (hueso),
condrocitos (cartilago), adipocitos (grasa), miocitos (musculo) y tenocitos (tendones),
convirtiéndose asi en una terapia atractiva para el tratamiento de lesiones frecuentes
en caballos deportivos como ser fracturas, osteocondrosis, tendinitis, desmitis y
osteoartritis (Smith & Webbon, 2005; Richardson et al., 2007; Watts et al., 2011,
Whitworth & Banks, 2014).

Dependiendo del tipo de tejido dafiado la calidad de la reparacién natural varia. Por
ejemplo, la reparacién normal de un tendén por si sola es débil debido a la poca
vascularizacion del tejido y al alto grado de reincidencia que posee esa lesion. El uso
de CMM inyectadas intralesionales en lesiones tendinosas no provocaria una
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recuperacion mas rapida sino que la ventaja es lograr un tendén con mejor calidad
de cicatrizacion, mas elastico y con menor riesgo de volver a lesionarse, (Benedetti,
2007). Otros estudios por ejemplo realizados en equinos con osteoartritis
demostraron que el uso por si solo de CMM no generaba cambios significativos ya
que no se acoplan al cartilago dafado, pero si parecerian tener un efecto
condroprotector al retrasar la progresion del dafio o destruccidn del cartilago
reduciendo la inflamacion (Frisbie et al., 2009). Sin embargo, Grigolo et al., (2009)
comprobaron que si a las CMM se le agrega un condroprotector como el acido
hialurénico, si parecen implantarse al cartilago y contribuir a una mejor regeneracion,
a este concepto de combinar células y biomateriales con una matriz de soporte en
un intento por regenerar el dafio celular se le denomina: ingenieria tisular (Seo et al.,
2013b; Whitworth & Banks, 2014).

1.5. Fuentes de extraccion de CMM:

Se han registrado varios lugares de obtencion de CMM: médula 6sea (MO), tejido
adiposo (TA), tejido de cordon umbilical (Barberini et al., 2014) y membrana
amniotica (Koerner et al., 2006). Sin embargo, son las tres primeras las fuentes mas
estudiadas y sobretodo las primeras dos las mejores para cultivar, debido a que
mostraron una mas rapida diferenciacion in vitro, ademas de una mayor cinética de
crecimiento lo que las hace mas aptas también para crear un banco de CMM
(Barberini et al., 2014). En la bibliografia consultada se destacan ciertas ventajas de
las CMM provenientes de TA frente a las de MO; Barberini et al., (2014), y Ranera et
al., (2012) demostraron una mayor cinética de crecimiento de CMM provenientes de
TA que las de MO. A su vez, el TA presenta otras ventajas frente a la MO como ser
un tejido abundante y no imprescindible para el animal, ademéas de ser mas simple
en cuanto a su método de obtencion y la capacidad de cultivar un nUmero mayor de
células y de mayor calidad (Barberini et al., 2014).

1.6. Beneficios de las CMM:

El sistema inmune reacciona no solo frente a una amenaza bacteriana, sino que
también ofrece resistencia frente al trasplante de moléculas alogénicas o
xenogénicas. Sin embargo, las CMM parecen escapar de una reaccidon aguda
causada por el sistema inmune, esto se debe a la secrecion de moléculas
inmunosupresoras como el factor H (Tu et al.,, 2010), IL10 e indoleamina 2,3
dioxigenasa (IDO) (Barrachina et al., 2016), baja expresion de proteinas
inmunogénicas como MHC |, MHC II, coestimuladores y por la expresion de ciertas
proteinas reguladoras del complemento (CD55, CD59 y CD46), que son altamente
resistentes a la citotoxicidad (Komoda et al., 2009). Por otra parte, las CMM son
atraidas por factores quimiotacticos como las anafilotoxinas (C3a y C5a) al sitio de la
lesion (Schraufstatter et al., 2009). Por esto, se atribuye las propiedades de
inmunomodulacién y fuerte regulacion de la inflamacién debido a la supresion activa
gue ejercen tanto en el sistema inmune innato como en el adquirido (Griffin et al.,
2010). Ademas, se les atribuye la caracteristica de ser inmunoevasivas (Ankrum et
al., 2014), esto significa que pueden ser rechazadas, pero el rechazo es mas lento y
les confiere tiempo a las células para que puedan ejercer su accion terapéutica; o
sea que evaden el sistema inmune. Estas propiedades inmunomoduladoras,
antiinflamatorias y falta de inmunogenicidad han hecho que sean una opcion ideal
para terapias regenerativas alogénicas para tratar enfermedades inflamatorias,
inmunomediadas y degenerativas. (Barrachina et al., 2016).
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1.7. Criopreservacion:

Las CMM pueden ser criopreservadas por tiempo indefinido conservando sus
caracteristicas terapéuticas. Ya se ha descrito células equinas conservadas en
freezer a -80 °C o en nitrégeno liquido a - 196°C (Matrtinello et al., 2009; Mitchell et
al., 2015), y gracias a esta tecnologia se puede utilizar rapidamente las CMM ya
aisladas y caracterizadas. El uso de CMM alogénicas para regenerar lesiones es un
método atractivo para la medicina ya que se pueden cultivar y congelar para generar
un banco de CMM y poder utilizarlas cuando se necesiten de forma inmediata sin
necesidad de realizar un nuevo aislamiento y asi acelerar los tiempos de la
aplicacion terapéutica favoreciendo su resultado (Martinello et al., 2009). Uno de los
factores a los que se le atribuye el éxito o el fracaso del tratamiento con CMM es el
momento de la aplicacion, Vazquez et al. (2012) describe que dentro de las 3
semanas post lesion es el momento mas indicado en lesiones tendinosas. Es por
esto que la existencia de un banco de CMM es de sumo interés para lograr mejores
resultados con esta técnica al disminuir los tiempos necesarios para la aplicacion de
las CMM al ya tenerlas aisladas y expandidas al momento de necesitarlas para un
caso clinico. Mitchell et al., (2015) comprobaron que no hay diferencias significativas
en la viabilidad, morfologia y cantidad de CMM luego de ser congeladas por un corto
periodo de tiempo (2 a 5 dias), comparando protocolos conteniendo distintos
porcentajes de Dimetilsulféxido (DMSO), Suero Fetal Bovino (SFB) y Lisado
Plaquetario (LP) alogénico.

1.8. Suplemento del medio de cultivo de las CMM:
1.8.1. Suero fetal bovino (SFB):

El SFB es comunmente utilizado en el cultivo de CMM como elemento fundamental
ya que provee hormonas, proteinas de transporte, minerales y oligoelementos,
lipidos, factores detoxificantes y estabilizantes, tanto como nutrientes vitales y
factores de crecimiento y adhesion, 6ptimos para el crecimiento celular (Van der Valk
et al., 2004). La preferencia de utilizar SFB frente al suero de animales adultos es
debido a su bajo contenido en gamma-globulinas, ya que un alto contenido de estos
anticuerpos puede inhibir el crecimiento y proliferacién celular (Rauch et al., 2011). A
pesar de las ventajas del uso de SFB para el cultivo de CMM, esto también acarrea
una serie de inconvenientes: razones éticas, cientificas, de seguridad y de
practicidad cuestionan su uso (Seo et al., 2013a). Eticas, referidas al bienestar
animal, porque el suero es extraido de fetos vivos de vacas sacrificadas en
frigorificos, donde puede existir sufrimiento animal, sobretodo de los fetos si éstos se
encuentran en estado de conciencia (Jochems et al., 2002; Van der Valk et al.,
2004). Las razones cientificas se basan en el desconocimiento de la composicion
completa del SFB y en su variabilidad entre las diferentes partidas comerciales, ya
gue varian de animal en animal; y su consiguiente dificultad en la repetibilidad de
experimentos. Por ultimo, las razones de seguridad se deben a que ademas de ser
muy variable en su composicién, el uso de SFB en una aplicacién clinica en un
equino, potencialmente puede trasladar patdgenos bovinos como ser virus, bacterias
y priones, asi como también endotoxinas, hemoglobina y otros factores adversos
(Van der Valk et al., 2004; Rauch et al., 2011; Seo et al., 2013a). Ademas, a todo
esto se suma un factor econdmico y de practicidad respecto a la limitada
disponibilidad del SFB en algunos lugares y el alto costo (Doucet et al., 2005). Es por
estos motivos que se ha venido trabajando en la busqueda de un sustituto para el
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SFB en el cultivo in vitro de CMM, ya sea con preparados quimicos (Schwartz et al.,
2012) o con otros sustitutos naturales como el lisado plaquetario alogénico (LP), el
suero alogénico o el plasma rico en plaquetas enriquecido con trombina (tPRP) (Van
der Valk et al., 2004; Doucet et al., 2005; Bieback et al., 2009; Rauch et al., 2011,
Seo et al., 2013a).

1.8.2. Lisado Plaquetario (LP):

Las plaguetas son conocidas por la liberacion de multiples factores de crecimiento
mediante exocitosis en el sitio de la lesidon y por poseer muchas funciones en la
reparacion de los tejidos (Rauch et al., 2011). Dentro de los factores de crecimiento
liberados se incluyen: factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF por sus
siglas en inglés), factor de crecimiento epitelial (EGF, por sus siglas en inglés), factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), factor de
crecimiento de fibroblastos basico (FGFb, por sus siglas en inglés), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés) y el factor de crecimiento
transformante 1 (TGF-B1, por sus siglas en inglés) (Rendu y Brohard-Bohn, 2001,
Doucet et al., 2005; Rauch et al., 2011).

Se demostro que el uso de un LP alogénico es un sustituto viable para el SFB en el
cultivo de CMM equinas derivadas de médula 6sea (Seo et al., 2013a; Russell et al.,
2016). Los principales beneficios de la sustitucién del SFB por el LP alogénico que
se plantean por los investigadores son el gran aporte de factores de crecimiento que
son provistos por el LP; el facil acceso al LP ya que se pueden extraer grandes
cantidades de sangre (20 mL/kg de sangre o 10 litros de sangre en un caballo de
500 kg PV) por mes de un equino adulto sano sin alterar su metabolismo y salud
(Malikides et al., 2001), con su consiguiente disminucién de costo (Doucet et al.,
2005). Ademas, se previene la transmisibn de proteinas xenogénicas
inmunorreactivas, virus y bacterias de origen bovino en la aplicaciéon de las CMM
cultivadas en una aplicacion clinica (Van del Valk et al., 2004; Doucet et al., 2005).
Cardozo et al., (2006) describen que el cultivo de CMM provenientes de tejido
adiposo equino cultivadas con suero autdlogo se adhieren mejor a la placa que las
cultivadas con SFB asi como también un indice de viabilidad mayor. Asimismo,
también se han realizado trabajos con CMM humanas y LP autélogo (Doucet et al.,
2005) donde se concluy6 que el LP aumento el tamafio de las unidades formadoras
de colonias fibroblasticas (UFC-F) e incrementd la tasa de proliferacion celular
comparado con el medio de crecimiento con SFB.

Por dltimo, Rauch et al. (2011) describié que los factores de crecimiento del LP
mantienen su estabilidad incluso luego de 5 meses congelado a -20°C. Esto es
importante ya que para proximos cultivos de CMM u otro tipo de ensayos en el
laboratorio, el LP es un insumo viable de larga duracion congelado, sin la necesidad
de contar con sangre equina fresca cada vez que se precise LP.

2. HIPOTESIS

Es posible reemplazar el SFB por el LP como suplemento del medio de cultivo para
la propagacion in vitro de las CMM, conservando éstas sus caracteristicas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general:

Comparar la capacidad proliferativa y multipotencialidad in vitro de las CMM-TA
equinas cultivadas en medio de crecimiento (MC) suplementado con SFB o LP.

3.2. Objetivos particulares:
1. Aislamiento, expansion y criopreservacion de CMM-TA equinas.

2. Caracterizar las CMM-TA, suplementadas con SFB y LP, a través de: Unidades
formadoras de colonias fibroblasticas (UFC-F) y tridiferenciacion in vitro.

3. Evaluar la capacidad proliferativa de las CMM-TA cultivadas con MC-SFB y MC-
LP.

4. MATERIALES Y METODOS

Todas las maniobras quirdrgicas y de manipulacion de animales fueron avalados por
la Comision Honoraria de Experimentacion Animal, de la Facultad de Veterinaria,
Universidad de la Republica (CHEA, Nro. de expediente 111130-001375-14).

4.1. Aislamiento de CMM-TA:

Las muestras de TA fueron extraidas de 5 equinos adultos post-mortem en un
frigorifico, tomando 2 muestras por individuo inmediatamente después del sacrificio,
este protocolo fue basado en lo descrito por Benedetti, (2007); Del Bue et al., (2007)
y Vidal et al., (2007). La extraccién de muestras se realiz6 sobre la zona superior del
gluteo en la base de la cola, tomando aproximadamente 15 y 20 gramos de tejido
adiposo subcutaneo por muestra y siendo transportado hasta el laboratorio en tubos
falcon de 50 mL con 20 mL de medio de transporte compuesto por Minimum
Essential Media (MEM), SFB (Probiomont S. A., Uruguay) en un 20% y penicilina-
streptomicina en un 2% (GIBCO, USA).

4.2. Preparacion del LP:

El protocolo utilizado fue adaptado de lo descrito anteriormente por Seo et al.,
(2013a). EI LP se prepar6 a partir de la sangre de 3 caballos adultos saludables que
se les realiz6 anadlisis de hemograma completo confirmando su estado de salud
(figuras 10,11y 12 en Anexo 1).

Se extrajo sangre en jeringas de 50 mL con 5 mL de citrato de sodio (Na3CgHsO7).
Se realiz6 la primera centrifugacion a 230 g por 10 minutos a 10°C (Thermo IEC
CL30R) donde se separo el plasma y plaquetas de las células rojas. Se juntaron las
porciones de plasma de las 3 muestras y se cuantificaron las plaquetas del pool
formado (figura 13 en Anexos). Luego se congelo a -20°C por 24 hs y posteriormente
se colocoé a bafio maria (Biriden HH-2) a 37°C por 20 minutos para liberar los
factores de crecimiento plaquetario. Por altimo, se realizé una centrifugacion a 1600
g por 30 minutos a 10°C para remover los fragmentos plaquetarios residuales. Al
sobrenadante se le realizo un prefiltrado a través de un filtro de jeringa de 0,80 um, y
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luego se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,22 um y se almacené a -20°C
siendo finalmente el LP utilizado durante el ensayo.

4.3. Cultivo celular:
4.3.1. Aislamiento y expansion:

Los protocolos de aislamiento y expansion fueron adaptados segun lo descrito
anteriormente por Ranera et al., (2011) y Vidal et al., (2007). Una vez recibidas las
muestras en el laboratorio, dentro del flujo laminar (cabina de flujo laminar clase II,
A2 Thermo, EE.UU.) se extrajeron los trozos de tejido adiposo de los tubos falcon y
se colocaron en placas de petri estériles, donde se lavaron 2 veces cada muestra
con solucion buffer fosfato (PBS por sus siglas en inglés) compuesta por una
solucién de NaCl 8 g/l, KCI 0,2 g/l, Na;HPO,4 0,144 g/l, KH,PO4 0,24 g/l en agua
bidestilada. Posteriormente, con dos hojas de bisturi se cortdé cada muestra de tejido
adiposo en trozos pequefios. Una vez trozadas las muestras, se colocaron
volumenes de 4 mL de cada una en tubos falcon, donde fueron sometidos a una
digestion enzimatica con 1 mg/mL de colagenasa tipo | (GIBCO, EE.UU.), a razén de
1mL por cada mL de muestra, durante 20-40 minutos en bafio maria a 37°C
agitandose mediante agitador (vortex) cada 5 minutos hasta licuarse por completo la
grasa de la muestra. Una vez logrado esto, a cada tubo se le agregd 5-8 mL de
medio de crecimiento con suero fetal bovino (MC-SFB) para neutralizar la actividad
de la colagenasa. Posteriormente fue centrifugada a 660 g durante 10 minutos y
resuspendido el pellet (precipitado) en 2 mL de MC-SFB, para ser sembrado en
placas de 6 hoyos (Cellstar), a raz6n de una muestra por hoyo, e incubado a 37°C
con 5% de CO; en estufa humeda (SANYO CO; incubator MCO-15AC). Cada 2 dias
se les cambio el medio de cultivo y fueron pasadas a una proporcién de 1:3 cuando
llegaron a un 80% de confluencia, usando 0,5 mM EDTA/tripsina al 0,05% (SAFC,
Suiza) por 2-3 minutos en estufa hUmeda a 37°C. Esto se continué hasta expandirlas
hasta el pasaje 6.

4.3.2. Medios de crecimiento (MC):

La determinacion de la composicion de los medios de crecimiento fue adaptado de lo
descrito por Seo et al.,, (2013a). Los MC utilizados fueron: MC-SFB: Dulbecco's
Modified Eagle's medium (DMEM) low glucose (Gibco, EE.UU), 10% SFB
(Probiomont S. A., Uruguay) y 2% Penicilina-streptomicina. El medio de crecimiento
con LP (MC-LP): DMEM, 20% LP, 2% penicilina-streptomicina y se le agregaron 2
Ul/mL de heparina (Farmaco Uruguayo, Uruguay) para prevenir la gelificacion del
cultivo con MC-LP. La formulaciéon del MC-LP fue determinada mediante un ensayo
piloto donde se registré que la cinética de crecimiento de las CMM en MC con LP al
10% tenia una notoria inferioridad respecto a las cultivadas con MC-SFB. Por esta
razon se decidio realizar un ensayo experimental con 2 muestras comparando el
crecimiento de las CMM cultivadas con MC-SFB respecto a tres formulaciones de
MC-LP con diferentes concentraciones de LP: 10%, 20%, 30% y 40% de LP, durante
7 dias.

4.4. Criopreservacion:

El protocolo utilizado para la criopreservacion fue adaptado de Mitchell et al., (2015).
Las CMM-TA fueron criopreservadas en los pasajes P, - Py mediante el siguiente
protocolo: Se realizaron 2 lavados del cultivo con 1 volumen PBS y fueron
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levantadas utilizando 0,5 mM EDTA/tripsina al 0,05% para luego pasarlas a un tubo
falcon de 15 mL con 5 mL de MC-SFB. Luego se centrifugaron a 660 g por 5
minutos. Se descartd el medio y el pellet de CMM se resuspendié en 950 ul de SFB
y se paso a un tubo eppendorf previamente cargado con 50 pl de DMSO (Applichem,
Alemania) y se almacenaron en freezer -80 °C (Thermo forma 88000 series,
EE.UU.).

Para descongelar cada muestra utilizada, al momento de sembrar se retiré del
freezer -80 °C, conteniendo en la mano el criotubo para transmitirle calor y
agitandolo levemente hasta que no quedaron rastros de hielo dentro del criotubo.
Una vez esto, se verti6 todo el contenido del criotubo en un hoyo de una placa de 6
(Cellstar, Alemania) junto con 2 mL de MC-SFB y se homogeneiz6 la mezcla. A las
24 hs se lavo con solucion PBS y se repuso el MC. Luego de esto, se continu6 con
el procedimiento de cultivo que se describe més adelante, correspondiente a cada
muestra. Para el presente ensayo solamente se descongelaron muestras de P,y Ps.

4.5. Adaptacion al MC-LP:

Previamente al uso de MC-LP se debi6 proceder a la adaptacion de las células al
nuevo medio de crecimiento. La adaptacion se realiz6 luego de descongelar y
sembrar las CMM en placa de 6 hoyos, incrementando el MC-LP y disminuyendo el
MC-SFB progresivamente. El primer dia se cultivaron con un 50% de MC-SFB y un
50% de MC-LP; a los 2 dias se cambio a la proporcion de 25% MC-SFB y un 75% de
MC-LP, para finalmente a los 2 dias mas alcanzar el 100% de MC-LP. Luego de
cultivarse por otros 2 dias ya las CMM estaban adaptadas completamente al MC-LP.

4.6. Nivel de capacidad proliferativa celular (NCPC):

Esta prueba fue adaptada de lo descrito por Yaneselli, (2015). Se sembraron CMM-
TA de ambos MC de cada individuo en placas de cultivo celular de 24 hoyos de 2
cm?/hoyo (Cellstar, Alemania) a una concentracién de 2 x 10* células viables/cm?
desde el P, hasta el Ps. Cuando llegaron al 80-90% de confluencia, se tripsinizaron,
cosecharon y contaron pasando a un nuevo pasaje. El recuento de células se realiz6
en camara de Neubauer y se utilizd Trypan Blue 0,1% (Sigma, EE.UU.) para
determinar la viabilidad de las células. Se registraron dos variables: el tiempo en que
alcanzaron al 80-90% de confluencia y la cantidad de células cosechadas en ese
momento. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

4.7. Caracterizacion de las CMM-TA equinas:

Fueron sembradas células del P; en una cantidad de 9,4 x10*hoyo en placas de
cultivo celular de 24 pocillos. Se usaron muestras de 2 individuos, realizandose el
ensayo por triplicado de cada muestra y para ambos medios de crecimiento.
Después de 24 horas de siembra con medio de crecimiento tanto MC-LP y MC-SFB
se comenzd la induccion de diferenciacion in vitro con el medio de cultivo
correspondiente, mas agregados especificos que son los que inducen dicha
diferenciacion.

Diferenciacién adipogénica: protocolo adaptado a lo descrito por Yaneselli, (2015), al
medio de crecimiento se le adiciond 5 uM de isobutilmetilxantina (Sigma, EE.UU.),
60 uM de indometacina (Sigma, EE.UU.), 1 uM de dexametasona (Sigma, EE.UU.) y
5 pg/mL insulina (Caninsulin, Holanda). Las células se incubaron a 37°C con 5%
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CO? durante 21 dias y se les cambié el medio cada 3-4 dias con el medio de
induccion citado. Después se fijaron con una solucion al 4% de paraformaldehido
durante 20 minutos a temperatura ambiente de 20°C. La presencia de gotas lipidicas
se evidenci6é con una tincién de Oil Red O (Sigma, EE.UU.).

Diferenciacién condrogénica: protocolo adaptado a lo descrito por Yaneselli, (2015),
al medio de crecimiento se le adicion6 50 uM éacido ascorbico (Sigma, EE.UU.), 10
ng/mL TGF-B (Sigma, EE.UU.), 6.25 pg/mL insulina. Luego se incubaron a 37°C con
5% CO2 durante 21 dias, cambiando el medio cada 3-4 dias. Por ultimo, se fijaron
con una solucién al 4% de paraformaldehido durante 20 minutos a temperatura
ambiente de 20°C. La presencia de matriz cartilaginosa se evidencio con una tincion
de Alcian Blue (Sigma, EE.UU.).

Diferenciacién osteogénica: Se siguio el protocolo descrito por Seo et al., (2013a). Al
medio de crecimiento se le adicioné 10 nM de dexametasona (Sigma, EE.UU.), 10
mM de acido B-glicerofosférico (Sigma, EE.UU.) y 0,1 mM &cido ascorbico. Las
células se mantuvieron por 21 dias en el medio de diferenciacibn con cambio de
medio cada 3-4 dias. Después se fijaron con una solucion al 4% de
paraformaldehido durante 20 minutos. La presencia de matriz mineralizada se
evidencio con una tincién de Alizarin Red (Sigma, EE.UU.).

4.8. Unidades Formadoras de Colonias Fibroblasticas (UFC-F):

Se evaluaron las UFC-F. Se sembraron CMM-TA de P, en una cantidad de 150
células/cm? y se cambié el medio cada 3-4 dias durante 14 dias. Posteriormente la
capa celular se fij6 en metanol frio a -20°C y se tifid con Giemsa para observar la
manifestacion del crecimiento en colonias fibroblasticas. Se realiz6 el ensayo con
muestras de 2 individuos cultivadas con MC-SFB al 5% y MC-SFB al 10%, asi como
también con MC-LP al 10% y MC-LP al 20%. Protocolo adaptado de Seo et al.
(2013a).

4.9. Andlisis estadistico:

Para estudiar directamente el comportamiento y caracteristicas de las células de la
especie equina, se utlizaron n=4 donantes. El numero de animales esta
fundamentado en referencia a trabajos similares en modelos equinos (Pascucci et
al., 2010; Carvalho et al., 2013a; Carvalho et al., 2013b; Seo et al., 2013a). Todas
las variables fueron analizadas de modo descriptivo. La diferenciacion de las CMM-
TA en adipocito, condrocito y osteocito fue evaluada en forma categorica con 2
categorias (si/no). La significancia estadistica se fij6 en p<0,05 y tendencias
0,05<p<0,10.

5. RESULTADOS
5.1. Aislamiento, expansion y criopreservacion:

Se logro el aislamiento y cultivo de CMM a partir de tejido adiposo extraido de 4
equinos adultos con medio de cultivo celular usando MC-SFB. Fueron células
adherentes al plastico y con morfologia fibroblastica.
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Las CMM-TA fueron bien adaptadas al medio suplementado con lisado plaquetario
(MC-LP) con un recuento plaquetario de 9,6 x 10°/mL. Los resultados del ensayo
experimental comparando diferentes concentraciones de LP en el MC mostraron una
mayor confluencia al dia 7 de cultivo en los dos medios con menor proporcion de LP
(MC-LP 20% y MC-LP 30%) frente al de mayor proporcion (MC-LP 40%); sin verse
diferencias en el porcentaje de confluencia entre los medios MC-LP 20% y el MC-LP
30%. Previamente se probo6 el ensayo con LP al 10% pero como el crecimiento
celular fue excesivamente bajo, se decidid no continuar con esta formulacion. En
base a estas observaciones, se opté por emplear el MC-LP 20%, ya que asi se logra
una mayor eficiencia del LP, al utilizar un menor volumen de este insumo para la
preparacion del MC-LP. Al adaptar las CMM al MC-LP se observé un cambio en la
morfologia de éstas, hacia una forma mas triangular y pequefia que las cultivadas
con MC-SFB (figura 1).

Figura 1: Morfologia de las CMM-TA cultivadas con MC-LP (A) con un tamafio més pequefio y de
forma tipo epitelial respecto a las cultivadas con MC-SFB (B) que son de tamafio més grande y de
forma tipo fibroblastica. Imagen microscépica con un aumento (10x).

Fue posible criopreservar las CMM-TA por 6 meses. Fueron descongelados dos
criotubos de P, y P3; y proliferaron in vitro hasta el Po. Estas células fueron
destinadas para realizar el ensayo de tridiferenciacion in vitro y la prueba de UFC-F.
Al finalizar el ensayo, quedo6 formado un banco de CMM-TA equinas compuesto por
2 criotubos de P,, 12 de P3, 3 de P,y 4 de Ps.

5.2. Caracterizacion de las CMM-TA:
5.2.1. UFC-F:

Realizando la prueba de UFC-F se observé la capacidad de formar colonias
fibroblasticas con ambos medios de crecimiento MC-SFB al 10% y 5% y MC-LP al
10% y 20%. Todas formaron colonias sin encontrarse diferencias en su
comportamiento entre las distintas concentraciones de SFB y de LP (figura 2).
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Figura 2: Ensayo de UFC-F con CMM-TA P, con MC-SFB al 5% (A y B): A: vista macroscépica de
colonias fijadas y tefiidas. B: vista microscopica (10x). CMM-TA P, con MC-LP al 10% (C y D): C:
vista macroscopica de UFC-F fijadas y tefiidas. D: vista microscopica (10x).

5.2.2. Tridiferenciacion in vitro:

Se obtuvo la diferenciacién in vitro en dos linajes, tanto en las CMM cultivadas con
MC-SFB como con MC-LP, luego de 21 dias de induccién. Condrogénico: Se
observé un resultado positivo debido a que el cultivo inducido presenté afinidad por
el colorante Alcian Blue, lo que nos indica sintesis de matriz cartilaginosa (figura 3, A
y C). Osteogénico: Las CMM-TA inducidas con ambos suplementos fueron positivos
a la tincion con Alizarin Red, demostrando matriz mineralizada con una fuerte
afinidad por el colorante rojizo, acompafiados de cambios morfolégicos luego de la
induccion (figura 4, A, B, E y F). Adipogénico: No se consiguié la diferenciacion,
luego de la induccion no se vieron vacuolas intracitoplasmaticas caracteristicas al
tefiirse con Oil Red O en ninguno de los MC (figura 5). Los controles negativos no
presentaron afinidad en ninguna de las tres inducciones: condrogénica (figura 3, B 'y
D), osteogénica (figura 4, C, D, G y H) y adipogénica (figura 5, B y D).
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MC Induccién MC Control

Figura 3: Induccién condrogénica, vistas microscopicas (10x). A, CMM con MC-SFB de induccion
diferenciadas a tejido cartilaginoso; B, Control negativo de CMM con MC-SFB sin diferenciacion a
tejido cartilaginoso; C, CMM con MC-LP de induccién diferenciadas a tejido cartilaginoso; D, Control
negativo con MC-LP sin induccién a tejido cartilaginoso.
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Figura 4: Induccion osteogénica. CMM con MC-SFB de induccion diferenciadas a linaje 6seo, vista
macroscopica (A) y vista microscopica (10x) (B); CMM con MC-SFB control indiferenciadas, vista
macroscopica (C) y vista microscopica (10x) (D). CMM con MC-LP de induccién diferenciadas a linaje
0seo, vista macroscopica (E) y vista microscopica (10x) (F); CMM con MC-SFB control
indiferenciadas, vista macroscdépica (G) y vista microscépica (10x) (H).

23



MC Induccién MC Control

A
SFB
C
»
LP .

Figura 5: Induccion adipogénica, vistas microscépicas (10x). A, CMM con MC-SFB de induccion
indiferenciadas; B, Control negativo de CMM con MC-SFB indiferenciadas; C, CMM con MC-LP de
induccion indiferenciadas; D, Control negativo con MC-LP indiferenciadas.

5.3. Proliferaciéon de las CMM-TA:

La cinética de crecimiento celular medida a través de la prueba de NCPC, cuando se
evaluo el tiempo en llegar al 80% de confluencia, se observd que las CMM cultivadas
con MC-SFB demoraron 5,05 + 0,89 dias y con MC-LP 5,21 + 0,84 dias, sin observar
diferencias significativas (p=0,18). Tampoco se observé diferencias en la cantidad de
células cosechadas obteniendo 12,52 + 5,56 x10* células/cm? con MC-SFB y 11,81 +
7,0 x10* células/cm® con MC-LP (p=0,43). Estas evaluaciones fueron hechas sin
distinguir el pasaje. Sin embargo, al analizar los datos en base a los diferentes
pasajes, se observa que el tiempo en alcanzar el 80% de confluencia de las células
fue similar para la mayoria de los pasajes, pero en los P, y P3 se vieron tendencias
(p=0,08) indicando menor tiempo para llegar al 80% de confluencia para las células
cultivadas con MC-LP (figura 6).

Los resultados del recuento celular por cada pasaje, demostraron que existi6 de
manera significativa un mayor recuento para el MC-LP en el caso de los P;
(p=0,001) y Ps (p=0,01). Sin embargo, en el caso del P3; se vio un mayor recuento
con el MC-SFB (p=0,029) (figura 7).

Al evaluar el efecto pasaje sobre el recuento celular y sin discriminar por medio de
cultivo, se observé que fue incrementando hasta llegar al recuento maximo en el P4
para luego decrecer, siendo las diferencias significativas (ANOVA: p=3,7 x10™")
(figura 8). Al discriminar por MC, se observé que se comporta de igual forma (MC-LP
p=1,4x10" y MC-SFB p=2,3x10'9). Existen diferencias significativas en el tiempo en
llegar al 80% de confluencia entre los distintos pasajes (sin tomar en cuenta el medio
en que se cultivaron), siendo creciente desde el P, al P, para luego decrecer
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(ANOVA: p=5,28x10%) (figura 9). Si se separan las muestras por MC se observa
que crece y decrece de forma similar (ANOVA: MC-LP p=1,9 x10° y MC-SFB p=8,6
x1079).

B MC-LP

2 B MC-5FB

Figura 6: Dias en llegar al 80 % de confluencia discriminando por pasaje y por medio. P, y Ps
presentaron tendencias (0,05<p<0,10).
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Figura 7: Recuento celular discriminando por pasaje y por medio de crecimiento. Diferencias
significativas *p<0,05.
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Figura 8: Recuento celular discriminado solamente por pasaje, sin tomar en cuenta el medio de cultivo
utilizado. Existe un efecto pasaje (Test de ANOVA p=3,7 x10™)
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Figura 9: Dias en llegar al 80 % de confluencia discriminando por pasaje y no por medio de
crecimiento. Existe un efecto pasaje (ANOVA: p=5,28 x107?).
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6. DISCUSION

Las células con las que trabajamos presentaron adherencia al plastico, morfologia
fibroblastica, capacidad de formar colonias y multipotencialidad, cumpliendo con la
mayoria de los criterios acordados por la ISCT. Las CMM se criopreservaron por un
periodo de hasta seis meses, sin alterarse sus caracteristicas fenotipicas ni cinética
de crecimiento. Esto se comprobd al descongelar y utilizar muestras del P3 para la
tridiferenciacion in vitro que contd con varios pasajes mas, manteniendo su
caracteristica de autorenovacion. Estos resultados concuerdan con los ensayos
presentados por Mitchell et al., (2015) y Martinello et al., (2009), que comprobaron
que la caracterizacion de las CMM criopreservadas es muy similar a las frescas.

La morfologia celular (células mas pequefias y rectangulares) que se vio a medida
gue avanzamos en pasajes de las CMM con MC-LP, puede atribuirse a un cambio
inducido por el medio, coincidiendo con otros autores que observaron el mismo
cambio (Seo et al., 2013a). Por otro lado, Pascucci et al., (2010) informan de una
alteracion morfoldgica debido al uso repetido de tripsina para los levantamientos; en
nuestro caso no podemos atribuirlo a los sucesivos pasajes celulares debido a que
las CMM cultivadas con MC-SFB no presentaron cambios morfolégicos y sufrieron
los mismos pasajes con tripsina.

Se logr6 caracterizar las CMM mediante las UFC-F y la diferenciacién osteogénica y
condrogénica, siendo que la diferenciacion a linaje adipogénico no se logré. El
cumplimiento parcial de este objetivo pudo deberse al protocolo implementado de
Yaneselli (2015) que fue adaptado para caninos y no equinos. Mas alla de que en el
colectivo cientifico esté aceptado ampliamente la tridiferenciacion (adiposo,
cartilaginoso y 6éseo) como criterio de referencia para denominar una célula estromal
en CMM (Dominici et al., 2006) existen diversos trabajos cientificos en equinos
donde realizaron la diferenciacion in vitro en dos linajes celulares (Schwarz et al.,
2012; Carvalho et al., 2013b) o uno solo (Seo et al., 2013a) y son denominadas
igualmente CMM.

En el presente trabajo se realiz6 un pool de LP de 3 caballos sanos, la ventaja de
esto fue la eliminaciéon del factor individual. Otros autores utilizan un pool de LP con
la misma finalidad, como Seo et al., (2013a) que utilizan 4 caballos sanos, o Doucet
et al. (2005) quienes utilizan 10 individuos. El recuento plaquetario del LP que se
utilizé en este trabajo fue de 9,6 x 10’/mL, correspondiendo a la concentracién basal
de plaquetas. Esto discrepa con otros autores que utilizan mayor concentracion de
plaguetas 1 x 10%mL, en CMM equinas (Seo et al., 2013a; Russell et al., 2016) y
humanas (Doucet et al., 2005). Estos autores trabajaron en base a un LP para el
medio de crecimiento que contenia un recuento plaguetario 10 veces mayor a la
concentracion basal que se obtiene del plasma. Ellos consiguieron un recuento tan
alto, debido a que la preparacion previa del LP fue mediante la obtencion de plasma
rico en plaquetas (PRP). Esta diferencia en la concentracion de plaquetas nos llevo a
utilizar un MC-LP al 20%, ya que al 10% la concentracion de plaquetas que se
manejaba era muy escasa, dando una cinética celular visiblemente inferior a las
cultivadas con MC-SFB al 10 %. Asimismo, Doucet et al., (2005) describe que el MC-
LP fue mas eficiente que el MC-SFB ya que incrementaron las UFC-F, aumentaron
las tasas de proliferacion, y disminuyé el tiempo necesario en llegar a una misma
confluencia comparado con el MC-SFB, ademas de sugerir que el MC-LP fue mas
eficaz para la diferenciacidn osteogénica. Los resultados obtenidos en nuestro
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ensayo fueron igualmente positivos que los sefialados por los autores mencionados,
ya que no hubo diferencias significativas en la cinética de crecimiento y
caracterizacion de las CMM cultivadas con ambos medios. Esto es alun mas
beneficioso para la medicina equina porque al evitarse la realizacion del PRP, la
formulacion del MC-LP se torna mucho mas sencilla, practica, econémica y menos
invasiva para el animal ya que se necesitan menores volimenes de sangre. En
varios trabajos se especifica la cuantificacion e identificacion de los factores de
crecimiento contenidos en el LP utilizado (Doucet et al., 2005; Rauch et al., 2011),
siendo esto parte fundamental en el camino hacia la estandarizacién del LP e
identificacion de los factores de crecimiento que realmente permiten la propagacion
de las CMM en cultivo (Seo et al., 2013a). En contraposicion, Schwarz et al., (2012)
manifiesta resultados desfavorables en cuanto a un MC con suero autélogo en
equinos frente al MC-SFB, adjudicAndole a este ultimo diferencias significativas
favorables en cuanto a la cinética de crecimiento de las CMM cultivadas. Sin
embargo, cabe destacar que en el ensayo de Schwarz et al., (2012) en vez de
utilizar LP utilizan suero equino, sin cuantificar los factores de crecimiento que son lo
importante en dicho insumo para el cultivo de las CMM.

Ningun trabajo consultado anterior al nuestro, describe una adaptacién desde el MC-
SFB al MC-LP ya que en sus ensayos se inicia cultivando las CMM con el medio de
crecimiento a evaluar desde el aislamiento. En nuestro caso, el aislamiento y cultivo
hasta el P, de todas las muestras se hizo en MC-SFB, y luego fueron adaptadas al
MC-LP. Esto supone un nuevo dato muy beneficioso a tener en cuenta, ya que se
comprobd la capacidad de adaptacion de las CMM de un medio al otro y abre la
posibilidad de continuar cultivando las CMM con MC-LP, aun cuando hayan sido
aisladas con MC-SFB, siendo un paso intermedio para la eliminacion de éste en las
formulaciones del MC para CMM. Al realizar el ensayo para definir la concentracion
de LP en el MC a utilizar, observamos que al 20 % y al 30% no presentaban
diferencias visibles en la cinética de crecimiento entre ellos, correspondiendose con
los resultados de Russell et al., (2016). Ademas, el MC con LP al 40% mostroé una
clara inferioridad en su potencial de crecimiento celular coincidiendo con los
resultados de este mismo trabajo. Estos autores proponen que el exceso de factores
de crecimiento provenientes del LP tiene un efecto contraproducente en el
crecimiento de las CMM.

Cuando evaluamos la proliferacion celular, se observd que no hubo diferencias
significativas en la cantidad de células cosechadas y el tiempo de crecimiento al
evaluar el MC-LP y MC-SFB. Estos resultados coinciden con lo descrito por otros
autores (Seo et al.,, 2013a y Russell et al.,, 2016). Cuando fueron evaluados los
pasajes individualmente se observd una mayor proliferacion hasta el pasaje 3-4,
disminuyendo notoriamente en el pasaje 4-5, coincidiendo con Martinello et al.,
(2009). Otros de nuestros resultados del NCPC muestran que existieron tendencias
en el P, y P3 en el tiempo en que llegaron al 80% de confluencia a favor del MC-LP,
no alcanzando a ser una diferencia significativa, debiéndose seguramente a que el
“n” utilizado fue demasiado pequefio. Asimismo, al evaluar la cantidad de células
cosechadas discriminando los distintos pasajes, se observaron diferencias
significativas en los P, y Ps a favor del MC-LP y en el P3 a favor del MC-SFB. Estas
diferencias en el crecimiento podrian deberse a los operadores, que también podria
diluirse en el caso de aumentar el “n” del muestreo.
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Existen otros métodos de evaluar la cinética celular ademas de la utilizada por
nosotros (NCPC), a pesar de esto otros autores describen similares resultados a los
nuestros. Principalmente es utilizado el Tiempo de Duplicacion Poblacional (TDP)
(Martinello et al., 2009; Ranera et al., 2012; Schwarz et al., 2012, Seo et al., 2013).
De haber utilizado la misma prueba la comparacion directa de resultados hubiera
sido posible. La ventaja de evaluar la cinética de crecimiento a través del NCPC
consiste en que es una aproximacion mayor a la realidad terapéutica, ya que nos
arroja un resultado directo del tiempo y de la cantidad de células que se cosechan en
una expansion de CMM para la aplicacion en la clinica equina. Este ultimo método
tiene un nivel de subjetividad mayor al TDP porque estd asociada a la variable,
determinacion del tiempo en que llegan al 80% de confluencia. Ademas, esto pudo
haber sido influenciado por el manejo de distintos operadores, aunque éstos hayan
sido entrenados al mismo tiempo y bajo las mismas consignas.

Nuestra formulacién de MC-LP implica un menor volumen de sangre equina a la
utilizada por Seo et al., (2013a) o un menor niumero de animales a los que sangrar,
aludiendo a los conceptos de Reducir y Reemplazar, que se vienen trabajando hace
més de 50 afios por la comunidad cientifica en pro de la disminucion y mejor
utilizaciéon de los recursos vivos para la experimentacion. Russell et al., (1959)
describieron por primera vez el concepto de las 3 Rs (Refinar, Reducir y
Reemplazar), lo que hace referencia a minimizar el uso y la incidencia de
procedimientos inhumanos, reducir el nimero de animales utilizados en los ensayos
y reemplazar la mayor cantidad de experimentos in vivo, por procedimientos in vitro
(Van del Valk et al.,, 2004; Rauch et al., 2011). Desde este punto de vista, la
utilizacién de sangre equina para la obtencion de LP para el cultivo de CMM es una
muy buena opcion para minimizar el uso de procedimientos inhumanos, como ser la
obtencion de SFB en animales vivos de frigorifico.

7. CONCLUSIONES

Se logré caracterizar las CMM cultivadas con ambos suplementos, presentando la
capacidad de formar colonias fibroblasticas y de diferenciarse a los linajes
condrogénico y osteogénico.

El LP es un buen sustituto para el SFB aceptando la hipétesis planteada, ya que se
observd una cinética de crecimiento celular in vitro similar para ambos medios de
crecimiento (MC-SFB y MC-LP).

Por primera vez se describio el uso de LP a concentracion basal como suplemento
del medio de crecimiento para CMM equinas y la adaptacion al mismo.

8. PERSPECTIVAS

Este trabajo es un buen punto de partida para ampliar el estudio del efecto del LP
sobre las CMM vy corroborar su eficacia y desempefio terapéutico en la clinica
equina.
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10.1 Anexo 1:

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS

10. ANEXO

CENTRO HOSPITAL VETERINARIO

WBC

FORMULA RELATIVA
NEUTROFILOS
LINFOCITOS
MONOCITOS
EOSINOFILOS
BASOFILOS

Figura 10: Hemograma equino 1.
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Estadistica:

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas:

Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

No existen diferencias significativas entre los Dias al 80-90% confluencia entre los medios.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacién de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

No existen diferencias significativas entre los Recuentos Finales de Células entre los medios

Dias al 80-90% confl entre MC

MC-LP

5,05
0,80
57
0,48
0

56
-1,35
0,18

2,00

MC-SFB
5,21
0,70

57

Recuento NCPC entre MC

MC-LP
12,52
30,90
57
0,45

0

56
0,80
0,43

2,00

MC-SFB
11,81
49,43

57
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Analisis de varianza de un factor:

RESUMEN

Grupos Cuenta
P2 24

P3 24

P4 24

P5 24

P6 21

ANALISIS DE VARIANZA

FV SC

SCE 2198,44
SCD 2387,82
SCT 4586,26

Suma

197

341,25

461,1

183,6

225,75

Gl
4

112

116

Promedio

8,21

14,22

19,21

7,65

10,75

MC
549,61

21,32

Existen diferencias significativas entre los pasajes.

Analisis de varianza de un factor:

RESUMEN

Grupos Cuenta
P2 12

P3 12

P4 12

P5 12

P6 9

ANALISIS DE VARIANZA
FV SC

SCE 877,51

Suma

127,25

137,25

239,75

110,6

99

Gl

4

Varianza

15,49

41,23

21,13

7,50

21,23

Fc Prob

25,78 3,73E-15

Recuento celular por Pasaje del MC-LP

Promedio

10,60

11,44

19,98

9,22

11

MC

219,38

Varianza

16,56

30,88

12,90

7,59

13,19

Fc Prob

13,38 1,45E-07

RECUENTO CELULAR por Pasajes sin discriminar MC

Ft

2,45

Ft

2,55
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SCD 852,78 52 16,40
SCT 1730,29 56

Existen diferencias significativas entre los pasajes de las CMM cultivadas con MC-LP.

Analisis de varianza de un factor: Recuento Celular por Pasaje del MC-SFB
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

P2 12 69,75 5,81 3,31

P3 12 204 17 38,45

P4 12 221,35 18,44 29,99

P5 12 73 6,08 2,74

P6 12 126,75 10,56 28,92

ANALISIS DE VARIANZA

FVv SC Gl MC Fc Prob Ft
SCE 1692,34 4 423,08 20,45 2,28E-10 2,54
SCD 1137,63 55 20,68

SCT 2829,98 59

Existen diferencias significativas entre los pasajes de las CMM cultivadas con MC-SFB

Analisis de varianza de un factor: Tiempo en alcanzar el 80% de confluencia, sin discriminar MC.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
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P2 24 102 4,25 0,46

P3 24 138 5,75 0,46
P4 24 144 6 0

P5 24 117 4,88 0,38
P6 24 114 4,75 0,19

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las SC GL PC Fc Prob. Ft
variaciones

SCE 51 4 12,75 42,97 5,28E-22 2,45
SCD 34,12 115 0,30

SCT 85,12 119

Existen diferencias significativas en el tiempo en llegar al 80% de confluencia entre los distintos pasajes
(sin tomar en cuenta el medio en que se cultivaron).

Analisis de varianza de un factor: Tiempo en alcanzar el 80% de confluencia para MC-LP.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
P2 12 48 4 0

P3 12 66 5,5 0,82

P4 12 72 6 0

P5 12 60 5 0,55

P6 9 42 4,67 0,25
ANALISIS DE

VARIANZA

Origen de las SC GL PC Fc Prob. Ft
variaciones
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Entre grupos 27,84

Dentro de los grupos 17

Total 44,84

4

52

56

6,96

0,33

21,29 1,91E-10

2,55

Existen diferencias significativas en el tiempo en llegar al 80% de confluencia entre los distintos
pasajes de las CMM cultivadas con MC-LP

Analisis de varianza de un factor: Tiempo en alcanzar el 80% de confluencia para MC-SFB.

RESUMEN

Grupos Cuenta
P2 12

P3 12

P4 12

P5 12

P6 9

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las SC
variaciones
Entre grupos 26,22

Dentro de los grupos 13,25

Total 39,47

Pasaje 2:

Suma

54

72

72

57

42

GL

52

56

Promedio

4,5

4,75

4,67

PC

6,56

0,25

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Varianza

0,82

0,20

0,25

Fc Prob.

25,73 8,62E-12

Recuento NCPC

MC-LP MC-SFB

Ft

2,55
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Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Existen diferencias significativas a favor del MC-LP

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Existe una tendencia a favor del MC-LP

Pasaje 3:

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media

10,60 5,81
16,56 3,31
12 12

0,25

11

4,12

0,0017

2,20

Dias al 80-90% confl.
MC-LP MC-SFB
4 4,5

0 0,82

12 12

#DIV/O!

0

11

-1,91

0,082

2,20098516

Recuento NCPC

MC-LP MC-SFB

11,44 17
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Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Existen diferencias significativas a favor del MC-SFB

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Existe una tendencia a favor del MC-LP

Pasaje 4:

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media

30,88 38,45

12 12

0,15

11

-2,52

0,029

2,20

Dias al 80-90% confl.
MC-LP MC-SFB

55 6
0,82 0
12 12

#DIV/O!

0

11

-1,91

0,082

2,20

Recuento NCPC
MC-LP MC-SFB

19,98 18,45
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Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacién de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

No existen diferencias significativas entre los MC

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

No existen diferencias entre los MC.

Pasaje 5:

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media

12,90 29,99

12 12

-0,091

11

0,78

0,45

2,20

Dias al 80-90% confl.
MC-LP MC-SFB

6 6
0 0
12 12

#DIV/O!

0

11

#DIV/O!

#DIV/O!

#DIV/O!

Recuento NCPC

MC-LP MC-SFB

9,22 6,08
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Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Existe una diferencia significativa a favor de MC-LP.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

No existen diferencias significativas entre los MC.

Pasaje 6:

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media

7,59 2,74
12 12

-0,49

11

2,82

0,017

2,20

Dias al 80-90% confl.

MC-LP MC-SFB

5 4,75
0,55 0,20
12 12

-0,82

11

0,76

0,46

2,20

Recuento NCPC

MC-LP MC-SFB

11 11,69
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Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacién de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

No existen diferencias significativas entre los MC.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media
Varianza
Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

No existen diferencias significativas entre los MC.

13,19 33,98

0,38

-0,37

0,72

2,31

Dias al 80-90% confl.

MC-LP MC-SFB

4,67 4,67
0,25 0,25

9 9

2,30
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