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RESUMEN

Las células madre mesenquimales (CMM) presentan caracteristicas atractivas para
su uso terapéutico, como multipotencialidad, inmunomodulacion, angiogenicidad,
migran al foco inflamatorio (homing) y antimicrobianas. Es importante profundizar
sobre sus caracteristicas in vitro para poder optimizar su potencial terapéutico en
estudios preclinico (modelo animal) y en medicina veterinaria. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar las diferencias de las CMM caninas derivadas de tejido
adiposo (TA) de las fuentes subcutanea (SC) y visceral (VS) en relacion a su
habilidad de proliferacion, immunofenotipificacion y multipotencialidad in vitro.
Fue estudiada la habilidad de proliferacion de CMM-TA SC y VS de caninos en
bajos pasajes (Po-Ps3). Para caracterizar las CMM fueron inmunofenotipificadas y
tridiferenciadas in vitro. Se evalu6 la variacion de la plasticidad de diferenciacion in
vitro, de la capacidad de sintetizar matriz Gsea in vitro y de los marcadores
antigénicos de superficie, en diferentes pasajes (Ps, Ps y Pg). En el Po presentaron
similar habilidad proliferativa en ambas fuentes de TA. En cambio, se observd una
alta capacidad proliferativa de las CMM-TA SC en P:-P3 comparado con la fuente
VS. Las CMM-TA de ambas fuentes presentaron los marcadores CD44+, CD90+ y
no el CD45-. Fue posible tridiferenciar in vitro (adiposo, cartilaginoso y 6seo) para
ambos linajes. La CMM-TA SC preserva su multipotencialidad in vitro hasta el Psg,
en cambio la fuente VS hasta el Ps. Ademas, la fuente SC presenta mayor capacidad
de sintesis de matriz 6sea in vitro. En conclusion, la fuente SC posee ventajas sobre
la VS, debido a que las CMM-TA presentan mayor habilidad proliferativa,
preservan su plasticidad in vitro mayor nimero de pasajes, tiene mayor capacidad de
sintetizar matriz Gsea in vitro y su extraccion es menos invasiva. Describimos por
primera vez un método alternativo para evaluar la habilidad proliferativa de las
CMM-TA, determinando tiempo y cantidad final de células cosechadas. Nuevas
investigaciones deberian ser abordadas para evaluar si las diferencias in vitro se
mantiene in vivo cuando son aplicadas las CMM-TA con fines terapéuticos.

Vil



SUMMARY

Mesenchymal Stem Cells (MSC) have attractive characteristics for tissue
regeneration, as multidifferentiation, immunomodulation, migration to the
inflammatory niche (homing), angiogenesis and antimicrobial potential. It is
important to continue studying in vitro characteristics, in order to improve
therapeutic applications in preclinical studies (animal models) and veterinary
medicine. The objective of this work was to evaluate the differences of the
subcutaneous (Sc) and visceral (Vs) adipose-derived stem cells (ASC), in expression
of surface markers and its ability to multidifferentiate and proliferate in vitro. In
order to characterize the MSC they were immunophenotyped and in vitro
tridifferentiated. The proliferation ability of Sc and Vs canine ASC in low passages
(Po-P3) was studied. The differentiation plasticity, extracellular mineral deposits and
the expression of canine MSC cell surface markers was also evaluated in different
passages (Ps, Ps y Pg). ASC of both sources in Po showed similar proliferative
abilities. But Sc-ASC in P1-P3 showed a higher proliferative capacity than Vs. The
ASC of both sources expressed surface markers CD44+ and CD90+ and did not
CD45-. Both ASC sources differentiated into adipose, chondrogenic and bone
tissues. Sc-ASC preserves its multipotentiality up to Pg and Vs only up to Pa.
Moreover, the ASC of Sc source have more advantages as they present a higher
capacity of bone matrix synthesis in vitro, have a higher proliferative ability,
conserves its plasticity during more passages and the collection procedures are less
invasive. We describe for the first time an alternative method to evaluate the
proliferative ability of the ASC, recording the time and number of harvested cells.
New research is needed in order to evaluate if the ASC conserve the in vitro
differences in vivo when therapeutically applied.



1. INTRODUCCION
1.1 Células madre (CM): origen y propiedades

A pesar de la diversidad de células que pueden ser reconocidas en el tejido adulto,
todas derivan de una Unica célula-ovo resultante de la fecundacion del 6vulo por el
espermatozoide. Esta célula tiene la capacidad de dar origen al embrion y finalmente
al individuo adulto. En esta etapa la célula-ovo es denominada célula madre
totipotente porque posee la plasticidad de generar un nuevo embrién y anexos
embrionarios. Ella se multiplica para dar origen al embrion, para ello grupos
celulares que van adquiriendo especializacion, paulatinamente en este proceso van
perdiendo la plasticidad de diferenciacion (Zago, 2007).

En el tejido adulto existen reservas de células con capacidad de multiplicarse,
diferenciarse en el tejido de residencia. Estas son denominadas células madre adultas
(CMA) responsables del mantenimiento de la integridad de los tejidos adultos, por la
reparacion o remodelacion de los tejidos u 6rganos.

Las CM se diferencian de otras células del organismo por presentar tres
caracteristicas: células indiferenciadas, capaces de multiplicarse por un periodo
largo de tiempo manteniéndose indiferenciadas y capaces de diferenciarse en un
tipo de célula especializada para un tejido en particular. Es decir, las CM son
capaces presentar divisiones asimétricas, pudiendo dar origen a celulas
indiferenciadas, reponiendo el pool de CM, o alternativamente pueden diferenciarse
en células especializadas. Las CMA, pueden ser denominadas células madre
somaticas (soma=cuerpo). Ellas tienen la capacidad limitada de diferenciarse, en
general es restringida al tejido de origen, por lo general dan origen a un Unico o
algunos tipos celulares diferenciados y son clasificadas como CMA unipotentes o
multipotentes (Covas, 2007).

Las CM pueden clasificarse de dos maneras: a) Segln el tejido de origen que son
extraidas pueden ser células madre embrionarias o adultas; b) Segln su plasticidad
de diferenciacion son células totipotentes, pluripotentes, multipotentes y
unipotentes. La primera clasificacion se acopla los procesos bioldgicos de
ontogenesis, y la plasticidad de las CM va disminuyendo gradualmente a la vez que
un ser vivo avanza en etapas del desarrollo. Sin embargo, debido al desarrollo de
nuevas técnicas moleculares que permiten la reprogramacion celular, a partir de una
célula adulta comprometida con un linaje puede ser “reseteada” y recobrar su estado
de progenitora pluripotente. Estos grandes avances cientificos indican que es
conveniente clasificarlas por su grado de plasticidad, por eso es adoptada en el
presente trabajo (Takahashi & Yamanaka 2006; Covas, 2007; Zago, 2007).

1.1.1 Células madre totipotentes

Después de la fertilizacion de los gametos Ovulo-espermatozoide, ocurre la
generacion de una celula-ovo que va a dar origen a toda la diversidad de células
especializadas de un organismo adulto (Hemberger et al. 2009; Boskovi¢ et al.
2014). Es el estado de mayor plasticidad de una célula ya que por si sola es capaz de
dar origen a los tres linajes embrionarios y a los anexos embrionarios. A medida
que avanzan etapas embrionarias los grupos celulares van adquiriendo
especializacion y paulatinamente van perdiendo la plasticidad de diferenciacion. La



diferencia que existe con las células pluripotentes es que estas Ultimas no son
capaces de generar anexos embrionarios para generar un nuevo o0rganismo
(Hemberger et al. 2009; Boskovic et al. 2014).

1.1.2 Células madre pluripotentes

Son un linaje celular inespecializado, sin limite de autorenovacion y una alta
plasticidad, es decir son capaces de dar origen a mas de 250 tipos celulares
diferentes de tejido adulto. Son obtenidas a partir del embrion en su fase precoz de
desarrollo o de tejido adulto. Comprende células derivadas del embrién, del feto, de
un tipo de hibridacion en un proceso llamado transferencia de nucleo somético
(clonaje) o por medio de la reprogramacion celular (Pereira, 2007).

Las celulas madre embrionarias (CME) conocidas en la literatura internacional como
ES (del inglés, embryonic stem (ES) cells): cuando el 6vulo es fecundado por el
espermatozoide, esta célula sufre repetidas divisiones formando el embrién, el cudl
se va a implantar en el Gtero para desarrollarse hasta sus etapas finales y dar origen
al feto y finalmente a un individuo adulto. En la fase inicial se forma una estructura
embrionaria denominada blastocisto, compuesta por una masa celular externa e
interna. Las células de la masa interna dan origen al feto y los tejidos extrafetales,
mientras que la externa da origen a algunos tejidos pertenecientes a la placenta
(trofoectodermo). Estas células de la masa interna pueden ser retiradas y cultivadas,
dando origen al linaje de CME, las cuales tienen la capacidad de diferenciarse en los
diferentes tipos de tejido adulto (Thomson et al. 1998; Pereira, 2007). Existen otra
fuente de CME como las células germinales embrionarias, las obtenidas por clonaje
0 reprogramacion.

Para denominarlas CME se debe comprobar in vitro su alta capacidad de
autorenovacion, realizando gran cantidad de pasajes celulares sin que su estabilidad
cromosdmica se vea alterada y presentar alta actividad de la telomerasa, otro
aspecto que se debe comprobar su pluripotencialidad a través de la formacion del
cuerpo embrioide, diferenciacion in vitro en los tres linajes embrionarios e in vivo
con la formacién de teratoma, contribucion a quimerismo y subsecuente transmision
germinal (Thomson et al. 1998; Vaags et al. 2009; Kumar et al. 2015).

Para comprobar su alto poder de autorenovacion son realizados sucesivos pasajes
celulares por largos periodos de tiempo, es decir mayores del pasaje 30 (>Pz)
(Thomson et al. 1998; Takahashi & Yamanaka, 2006). Al mismo tiempo, se
determina su estabilidad cromosémica a través de la evaluacién del cariotipo.
Principalmente son usados marcadores genéticos para identificar las CME como:
Oct3/4, Nanog, E-Ras, Cripto, Dax, Sox2, Zfp296 (Mitsui et al. 2003) y Fgf4 (Yuan
et al. 1995) caracteristicos de las CME.

Para comprobar su pluripotencialidad in vivo las CME son inyectadas por via
subcutanea en ratones inmunodeficientes y debe formarse un teratoma.
Histolégicamente se deben observar tejidos derivados de los tres linajes germinales
(ectodermo, endodermo y mesodermo). En cambio, in vitro se puede observar la
diferenciacion espontanea en diversos linajes celulares cuando son cultivados con o
sin “feeder layer” de fibroblastos (Thomson et al. 1998). Para comprobar la
capacidad de quimerismo se deben inyectar las CME en un blastocito de raton y



deben ser capaces de generar un nuevo embrién viable con la informacion genética
de las células utilizadas.

Las primeras CME descriptas fueron aisladas en ratones (Evans & Kaufman 1981;
Martin, 1981), luego humanos (Thomson et al. 1998). Posteriormente, en caninos
aparecen las primeras descripciones de células tipo CME, pero con la dificultad que
no se podia mantener su linaje durante alta cantidad de pasajes con las
caracteristicas de CME (Hatoya et al. 2006; Schneider et al. 2007). Hasta que
finalmente Vaags et al. (2009) consigue establecer un linaje de CME de origen
canino cumpliendo con los criterios para demostrar que eran CME, conservando su
pluripotencialidad en altos pasajes.

Otra forma de obtener CME artificialmente es a traves de la técnica de clonaje
(transferencia de nucleo somético). Esta técnica permite obtener una célula
pluripotente a partir de una célula adulta. Consiste en transferir el nucleo de una
célula adulta (por ejemplo, piel) a un 6vulo. Esta célula hibridada puede ser
estimulada a multiplicarse y originar una masa celular similar a la blastula del
embrion normal. En los afios 60 se consiguid trasplantar el ndcleo de una célula
intestinal adulta en un ovocito (Gurdon, 1962). Tres décadas mas tarde, con éxito
consiguen clonar a una oveja (Dolly) por transferencia de nicleo de una célula
epitelial adulta en un ovocito anucleado, demostrando que una célula podia ser
reprogamada (Wilmut et al. 2007). Esté descubrimiento demostré que células
diferenciadas adultas contienen la informacion genética necesaria para la
ontogénesis de un mamifero y que el ovocito anucleado contiene los “factores
fundamentales” para reprogramar el nicleo de una célula adulta. Sin embargo, en
ese momento no fue posible elucidar cuales eran los factores fundamentales que
participan en el proceso de reprogramacion.

Posteriormente, es revolucionada la fuente de obtencion de células pluripotentes
debido al trabajo de Takahashi & Yamanaka (2006), describen un proceso por el
cual utilizando cuatro factores de reprogramacion (factores fundamentales) es
posible transformar una célula somatica adulta en pluripotente, las cuales fueron
denominadas células madre pluripotentes inducidas (del inglés, induced Pluripotent
Stem (iPS) cells). Los cuatro factores de reprogramacion utilizados fueron c-Myc,
Kfl4, Oct4 y Sox2 vehiculizados en un vector retroviral. Con este trabajo fue
elucidada la incognita de cuéles serian los potenciales factores fundamentales que
participan en el clonaje para transformar una célula adulta (unipotente) en
pluripotente.

Las primeras iPS generadas fueron de origen murino (Takahashi & Yamanaka,
2006) utilizando los cuatro factores: c-Myc, Kfl4, Oct4 y Sox2. Subsecuentemente,
fueron descritas las iPS humanas producidas a partir de fibroblastos adultos (Okita et
al. 2007; Takahashi et al. 2007). Actualmente, han sido reprogramadas células de
otras especies: macaco rhesus (Liu et al. 2008) y rata (Liao et al. 2009), como
también especies domésticos: bovino (Han et al. 2011), caprino (Ren et al. 2011),
canino (Shimada et al. 2010), cerdo (Esteban et al. 2009; West et al. 2011), equino
(Nagy et al. 2011), ovinos (Bao et al. 2011; Sartori et al. 2012) o por ultimo modelos
animales no tradicionales: bufalo (Deng et al. 2012), leopardo (Verma et al. 2012),
rinoceronte (Ben-Nun et al. 2011). Entonces, se puede transformar una célula
somatica adulta con las caracteristicas de: uni o multipotente, con limitada
diferenciacion y sin capacidad de formar teratomas. Posteriormente de la



reprogramacion se transforma en una iPS, las cuales poseen éstas caracteristicas:
autorenovacion sin limite, pluripotencialidad comprobada in vitro e in vivo,
contribucion a quimerismo y subsecuente transmision germinal. Para poder
denominar a una célula iPS luego de su reprogramacion es necesario comprobar las
caracteristicas mencionadas anteriormente.

Muchas iPS fueron generadas inicialmente a partir de vectores retroviral o lentiviral
para la transduccion de los factores de reprogramacion. Con el inconveniente que se
observaron mdltiples integraciones del genoma viral en el huésped causando
mutagénesis de insercion y aumentando el riesgo de formacion de tumores (Kumar
et al. 2015). Debido al riesgo que implicaba utilizar estos vectores fueron
desarrollados otros métodos de reprogramacion que no se integran al genoma de la
célula huésped, de los que se destaca el uso de vectores virales que no se integran al
genoma como son adenovirus (Stadtfeld et al. 2008; Tashiro et al. 2009), Sendai
virus (Fusaki et al. 2009) y vectores no virales: pldsmido episomal (Okita et al.
2010; Yu et al. 2009), ADN minicircular (Jia et al. 2010), pequefias moléculas
(Desponts & Ding, 2010), ARNm (Warren et al. 2010), proteinas recombinantes
(Kim et al. 2009a) y transposones tipo piggyBac (Woltjen et al. 2009). Ademas se ha
desarrollado la reprogramacion en células de fuentes diversas como fibroblastos
(Lowry et al. 2008), células pancreaticas (Stadtfeld et al. 2008), leucocitos (Hanna et
al. 2008), hepatocitos (Aoi et al. 2008), queratinocitos (Aasen et al. 2008), células
progenitoras neuronales (Kim et al. 2009b), células sanguineas del cordon
(Takenaka et al. 2010). Esta informacion sugiere que muchos tipos de células
adultas potencialmente son reprogramables a un estado de pluripotencia.

Los factores de reprogramacion generalmente usados para obtener iPS: c-Myc, KIf4,
Lin28, Oct4, Nanog y Sox2 (Takahashi & Yamanaka, 2006; Okita et al. 2007;
Takahashi et al. 2007) controlan vias criticas de sefializacion celular para obtener la
reprogramacion celular. Existen muchos factores de transcripcion de los que se
destacan el Oct3/4 (Hitoshi et al. 1991; Nichols et al. 1998), Sox2 (Avilion et al.
2003) y Nanog (Chambers et al. 2003; Mitsui et al. 2003) que participan en el
mantenimiento de la pluripotencialidad en etapas tempranas del embrién. Una cosa
que sorprendid, fue que dentro de los factores de reprogramacion fuera prescindible
el Nanog por su importancia anteriormente mencionada. Brevemente, el Oct3/4 es el
factor de regulacion de plutipotencia més estudiado, las células en etapas
embrionario tempranas, promueven la transcripcion de genes de células progenitoras
denominados stemness gene (Wang & Dai, 2010). La proteina Oct3/4 colabora con
los factores progenitores como Nanog y Sox2 (Wang & Dai, 2010). Sox2 es un
factor de transcripcion que coactiva el Oct3/4 (Chew et al. 2005). Unidos
Oct3/4/Sox2 aumentan la transcripcion de los genes Oct3/4 y Nanog (Masui et al.
2007). Nanog es un factor de transcripcion que estabiliza la red de sefializacion
celular de stemness gene. El factor de transcripcion KIf4 regula la expresion de
Oct4, Nanog y Sox2 (Chambers et al. 2003; Kim et al. 2008; Liao et al. 2009; Niwa
et al. 2009). El c-Myc aumenta la eficiencia y velocidad de reprogramacion
(Nakagawa et al. 2010) y el Lin28 promueve la expresion de Oct3/4 a nivel
postranscripcional uniéndose directamente al ARNm (Qiu et al. 2010). Aun no se
conoce si tiene alguna relevancia la especie para determinar cuéles son los factores
de reprogramacion adecuados. Actualmente, se ha conseguido reprogramar células
de animales domésticos y salvajes adoptando los mismos factores usados en células
de origen humano y murino. Esta informacion sugiere que existe una gran



conservacion de los factores de reprogramacion entre mamiferos (Rosselld et al.
2013; Kumar et al. 2015).

Las iPS surgen por muchos obstaculos cientificos, éticos, religiosos referidos a
trabajar con CME, principalmente en humanos. La alternativa de reprogramacion
para obtener células en estado de pluripotencia, ha sido una gran solucion para
sortear los problemas éticos y religiosos. Sin embargo, presenta desventajas como
su baja eficiencia de reprogramacion, mutagénesis de insercidn, reactivacion de
transgenes silenciados y el riesgo de tumorogénesis que implica su utilizacién con
fines terapéuticos (Walia et al. 2012). Por esta situacion se ha desacelerado su
investigacion con fines terapéuticos directos, pero se exploran con gran interés dos
campos para su potencial uso: 1) Contribucion en el desarrollo de modelos de
enfermedades (Lee et al. 2009b; Carette et al. 2010; Grskovic et al. 2011; Kumano
et al. 2012; Kim et al. 2013a) y exploracion de drogas (McLaren et al. 2012;
Mertens et al. 2013; Xu et al. 2013); 2) Generacion in vitro de gametos a partir de
iPS para la preservacion genética de especies en peligro de extincién o animales de
alto valor genético (Ben-Nun et al. 2011; Verma et al. 2012; Zhu et al. 2012).

1.1.3 Células madre multipotentes

Son un linaje celular inespecializado, con moderado poder de autorenovacion y
moderada plasticidad. Dependiendo de la literatura describen que entre Pe y Pis
comienzan a enlentecer su proliferacion y pasan a estado de senescencia (Zuk et al.
2001; Martinello et al. 2011; Guercio et al. 2013), también su multipotencia es
limitada porque puede diferenciarse apenas a linajes celulares especializados
derivados de la misma linea germinal (endodermo, ectodermo o mesodermo)
(Covas, 2007).

Células madre adultas (CMA): abordaremos las células mas estudiadas en la
literatura, las cuales son las células madre hematopoyeéticas y mensenquimales.

Células madre hematopoyeéticas (CMH)

Conocidas en la literatura internacional como HSC (del inglés, hematopoietic stem
cells) son encargadas de mantener la hematopoyesis, manteniendo constante la
renovacion de elementos celulares sanguineos. Las CMH poseen dos grandes
caracteristicas, la primera es que tienen la multipotencialidad de generar los linajes
sanguineos de la linea roja que produce los eritrocitos, la linea blanca que produce
células de diferentes tipos como la linfoide: linfocitos B y T, y la mieloide:
basdfilos, mastocitos, eosinéfilos, neutréfilos, y monocitos. A demas dan origen a la
linea trombocitica que desarrolla megacariocitos y plaquetas. Segunda caracteristica,
las CMH tienen un alto potencial de autorenovacion, es decir que son capaces de
dividirse y producir un gran nimero de células progenitoras de diferentes linajes
como también otras CMH por el fenémeno denominado division asimétrica (Nandi
& Alfonso, 2007).

Las CMH son heterogéneas con respecto a su habilidad de autorenovarse, para
distinguirlas se clasifican en células madre hematopoyeticas a largo plazo (CMH-
LP) y corto plazo (CMH-CP). Las CMH-LP son capaces de producir todos los tipos
de células maduras de la sangre durante la vida de un individuo y de generar células
progenitoras que al ser trasplantadas pueden reconstituir el sistema hematopoyético
del huésped. Estas CMH-LP constituyen menos del 0,1% de CMH contenidas en la
médula 6sea. Las CMH-CP son las encargadas de generar células progenitoras
comprometidas con linaje como el linfoide o mieloide (lvanova et al. 2002; Mayani,
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Alvarado-Moreno et al. 2003; Bellantuono 2004). Parece ser que hay un
compromiso progresivo de las CMH-LP en la generacion de CMH-CP y de éstas a
su vez en la generacion de progenitores multipotentes pasando por varios estadios de
diferenciacion que implican cambios funcionales irreversibles y que caracterizan el
proceso de maduracion celular (Morrison et al. 1997; Weissman 2000).

EL principal nicho de las CMH es la médula dsea, las células se encuentran en el
sector medular de los huesos largos. La médula 6sea es un espacio que contiene
hueso trabecular vinculado a células del estroma, lo que fisicamente soportan y
fisiologicamente mantienen el tejido hematopoyético (Panoskaltsis et al. 2005). El
microambiente hematopoyético de la médula 6sea contiene células del estroma cuyo
origen puede ser mesenquimal, como es el caso de las células endoteliales, los
fibroblastos, los adipocitos y los osteoblastos o puede ser hematopoyético como los
macrdfagos y las células dendriticas. Todas estas células del estroma producen y
depositan elementos en la matriz extracelular. Ademés de esto son capaces de
producir y concentrar citoquinas locales hematopoyéticas que pueden inducir o
inhibir la proliferacién y comprometer la diferenciacion de las células progenitoras,
formando asi el “nicho de la células madre/ progenitoras” (Quesenberry et al. 1993).

Caracteristicas de las CMH

Las CMH son multipotentes, capaces de diferenciarse en linajes hematopoyéticos in
vitro e in vivo. Uno de los estudios destacados en describir propiedades de las CMH
fue el de Till & McCulloch, (1961) quienes obtuvieron células hematopoyéticas de
la médula o del bazo de ratones donadores y las trasplantaron a ratones previamente
irradiados con dosis subletal, con el fin de destruir la hematopoyesis enddgena y
prevenir la generacion de CMH del hospedero. Algunas células trasplantadas
consiguieron sobrevivir y proliferar, alojdindose principalmente en el bazo del
receptor. Estas CMH trasplantadas eran capaces de formar colonias macroscopicas
denominadas unidades formadoras de colonia de bazo (UFC-B).  Estas colonias
eran capaces de repoblar al hospedero con células del linaje hematopoyético,
demostrando su multipotencia y poder de autorenovacion. Es posible también
observar estas caracteristicas in vitro (Morrison et al. 1997; Nandi & Alfonso,
2007). Cuando son inmunofenotipificadas las CMH los principales marcadores de
superficie: CD34+, CD38-, c-kit+Thy-1+ (Nandi & Alfonso, 2007).

Células madre mesenquimales (CMM)

Actualmente conocidas en la literatura internacional como MSC (del inglés,
mesenchymal stem cells). Originalmente estas células fueron descritas por
Friedenstein et al. (1970) que las denominaron células formadoras de colonias
fibroblasticas, conocidas como CFU-F (del inglés, colony forming units-
fibroblastic). En los afios 90 crecieron exponencialmente los trabajos cientificos
sobre CMM para ser utilizadas en ingenieria de tejidos/medicina regenerativa por
sus caracteristicas de poseer multipotencialidad, ser innmunomoduladoras,
promover la angiogénesis, efecto antimicrobiano y su facil extraccion de individuos
adultos. Todas estas caracteristicas hacen que se estudie su potencial uso en la
regeneracion de tejidos y patologias inmunomediadas (Covas, 2007).

La primera fuente de CMM descrita fue la médula ésea (MO), el primer trabajo
descrito por Petrakoba et al. (1963) observaron que la MO tenia una subpoblacion
celular diferente a las CMH capaz de format tejido 6seo al ser trasplantar MO a
nivel subscapular del rifion en ratones. A continuacion, los trabajos de Friedenstein



et al. ( Friedenstein et al. 1968; Friedenstein et al. 1970; Friedenstein et al. 1974)
demostraron en diversos experimentos que esa subpoblacion celular era CMM vy que
diferian de las CMH. Ademas de desarrollar un método de aislamiento de estas
células estromales basado en su capacidad de adherencia al plastico que esta vigente
hasta el dia de hoy como método estandar de aislamiento. Del conjunto de sus
experimentos quedd demostrado que estas células proveniente de MO, denominadas
CFU-F: a) constituian una poblacion celular escasa de la MO (entre 0,001-0,01% de
las células nucleares medulares); b) no estaban en fase S del ciclo celular antes de
las 60 horas; c) poseian elevada capacidad de proliferacion; d) eran clonogénicas; €)
formaban colonias de densidades y formas irregulares; f) eran capaces de formar
tejido dseo después de ser expandidas en cultivo in vitro (Covas, 2007).
Posteriormente, con los trabajos de Owen (Owen, 1985; Owen, 1988) se propone
que estas células CFU-F serian CM que originaban el estroma de la MO.
Posteriormente, Caplan et al. (1991) propuso que estas CM aisladas de la MO de
individuos adultos serian CMM provenientes del embrion. Ademas fue un paso més
adelante y propuso que estas células serian candidatas para ser utilizadas
terapéuticamente en tratamiento ortopédico, en la modalidad de terapia celular
autdloga.

Las CMM-MO son extraidas de la cresta iliaca, tibia, fémur, columna vertebral y
esterndn en humanos y grandes mamiferos. Las células obtenidas presentan
adherencia al plastico y potencialmente consiguen expandirse a altos pasajes sin
sefiales de senescencia. Estas células estromales son separadas de las células
hematopoyéticas porque no son adherentes al pléstico y son removidas con el
cambio de medio de cultivo. Estudios de ciclo celular muestran que dentro de este
pool de CMM tienen diferentes grados de especializacion, la gran mayoria de las
células estan en fase GO-G1 del ciclo, sugiriendo un gran potencial de diferenciacion
in vitro (Covas, 2007).

Posteriormente, se descubre otra fuente de CMM provenientes del tejido adiposo
(TA). En Ia literatura se comienza a mencionar con en el trabajo de Van & Roncari,
(1977) que describen la presencia de un linaje celular con la capacidad de proliferar
y diferenciarse en adipocito in vitro proveniente de TA murino. Indicando que
existirian células precursoras en ese tejido adulto que participan en la adipogénesis y
son células cultivables. Sin embargo, el trabajo de Zuk et al. (2001) describe por
primera vez el TA como fuente de CMM. La bdsqueda de otras fuentes de CMM
surge debido a que se deseaba encontrar alternativas a la fuente de MO, en el caso
del TA tiene varias ventajas: fuente con gran cantidad de células (Strem et al. 2005;
Rebelatto et al. 2008; Takemitsu et al. 2012), su extraccidn presenta menor
discomfor (Yoo et al. 2009; Locke et al. 2011), mayor capacidad proliferativa y
estabilidad de plasticidad a altos pasajes (Zuk et al. 2001; Covas, 2007; Pendleton et
al. 2013).

Segun la International Society of Cellular Therapy (ISCT), para animales
domesticos se pondera la tridiferenciacion in vitro en linaje adiposo, cartilaginosos y
6seo para poder ser denominado de CMM (Bourin et al. 2013; Dominici et al. 2006;
Horwitz et al. 2005). En cuanto a CMM caninas la literatura internacional esté
retrasada respecto a los avances en humana y animales de experimentacion. Esta
descrito por primera vez CMM-MO caninas por Kadiyala et al. (1997) pero solo
comprueba la diferenciacion del linaje osteogénico, no realizando una
caracterizacion completa. Posteriormente,  Ock et al. (2013) consigue la



tridiferenciacion in vitro. A pesar de que existen varios trabajos anteriores que
utilizan la nomenclatura CMM-MO (Arinzeh et al. 2003; Jung et al. 2008; Ryu et al.
2012) pero sin conformar la caracterizacion sugerida. Las CMM-TA con una
caracterizacion completa son descritas por primera vez por Vieira et al. (2010).

1.2 Caracteristicas de las células madre mesenquimales (CMM)

Existieron grandes interrogantes en la comunidad cientifica, centrado en estas dos
preguntas: ;Qué son las CMM? y ;Qué criterios adoptar para denominarlas de
CMM? Existen una infinidad de trabajos publicados que denominan CMM sin
realizar una caracterizacion adecuada. A causa de esta situacion, en los trabajo de
la ISCT se dictan una serie de sugerencias para que toda la comunidad cientifica
utilice los mismos criterios cuando se refieren a CMM, con el fin de estandarizar y
poder repetir diversos trabajos que utilizan las CMM con fines terapéuticos). Para
denominar unas células de CMM deben ser adherentes al plastico, poseer morfologia
fibroblastica, presentar determinados marcadores de superficie e in vitro poseer la
capacidad de diferenciarse en células de linaje adiposo, cartilaginoso y 6seo
(Horwitz et al. 2005; Dominici et al. 2006). Estas sugerencias seran abordadas con
mayor detalle a continuacion.

1.2.1 Nomenclatura de las CMM

Las CMM-MO se conocen en la literatura internacional como MSC (mesenchymal
stem cells), este término fue popularizado por el trabajo de Caplan y col. (1991) y
alineado con las sugerencias de la ISCT. Pero también se han denominado de células
CFU-F (colony forming units-fibroblastic) (Friedenstein et al. 1970), MSC también
es sinbnimo de Multipotent mesenchymal stromal cells (Horwitz et al. 2005) o
mesenchymal stem/stromal cells (Letouzey et al. 2015). Las CMM-TA actualmente
se conocen internacionalmente como ADSC/ASC (adipose-derived stem cells)
(Baglioni et al. 2012; Bourin et al. 2013). Pero también han sido denominadas de
AT-MSC/A-MSC (adipose-tissue mesenchymal stem cells) (Martinello et al. 2011),
ADAS (adipose-derived adult stem cells) (Wrage et al. 2008), MADS (multipotent
adipose-derived stem cells) (Quattrocelli et al. 2010) o PLA (processed lipoaspirate
cells) (Zuk et al. 2001). Los trabajos pertenecientes a la ISCT han ayudado a
clarificar que tipo nomenclatura usar y de esta manera uniformizar el lenguaje
cientifico sobre las CMM.

1.2.2 Fuentes de extraccion de las CMM

Las CMM pueden ser extraidas de en individuos adultos de la MO (A. Friedenstein
et al. 1970), TA (Zuk et al. 2001), sangre periférica (Zvaifler et al. 2000;
Campagnoli et al. 2001), piel (Toma et al. 2001), musculo, cerebro (Jiang et al.
2002), higado (Campagnoli et al. 2001), pulpa dentaria (Seo et al. 2004; Chen et al.
2006; Gay et al. 2007) y pancreas (Seeberger et al. 2011). Por otro lado, pueden ser
extraidas de anexos embrionarios como la matriz del cordon umbilical (CU)
(Mitchell et al. 2003; Weiss and Troyer 2006), sangre de CU, placenta (Kdgler et al.
2004; Rebelatto et al. 2008) y liquido amnidtico (Prusa et al. 2003).



1.2.3 Caracteristicas in vitro de las CMM

Marcadores antigénicos de superficie

Las CMM presentan marcadores inmunofenotipicos recomendados por ISTC para
humanos, fueron escogidos para diferenciar las CMM de otros tipos celulares.
Principalmente, presentan las CMM-MO: CD105+, CD73+ CD90+ y falta de
expresion de CD45-, CD34-, CD14-, CD11b-, CD19- y HLA-DR- (Dominici et al.
2006); para las CMM-TA: CD90+, CD73+, CD105+ y CDA44+, marcadores
negativos CD45- CD31- (Bourin et al. 2013). Sin embargo, la presencia de los
marcadores mencionados no son exclusivos de CMM, sino que otras células adultas
los poseen. Por lo que existen otras caracteristicas que deben ser comprobadas para
poder denominar a estas células estromales en CMM, que serdn comentados mé&s
adelante. Los marcadores mencionados anteriormente son escogidos para humanos,
estos mismos son utilizados para especies como canina y equina, no siendo
disefiados especificamente para ellos. Ademas, existe dificultad en obtener
anticuerpos especificos, lo que lleva en la actualidad a cuestionar cuales serian los
marcadores de superficie adecuados para utilizar en caninos y equinos (Taylor et al.
2007; de Mattos Carvalho et al. 2009; Requicha et al. 2012; Screven et al. 2014).

Diferenciacion in vitro

Debido a las dificultades en la correcta inmunofenotipificacion de las células
pertenecientes a especies domésticas, es que tiene un peso mayor en la
caracterizacion la tridiferenciacion in vitro, considerada como criterio de referencia
(del inglés, gold standard test) para poder denominarlas de CMM, basado en las
sugerencias de la ISCT. La caracteristica fundamental de las CMM en cultivo es su
plasticidad de diferenciacion en celulas del linaje adiposo, cartilaginoso y dseo
(Dominici et al. 2006; Covas, 2007). La diferenciacion adipogénica ocurre cuando
existe en el medio la presencia de isobutilmetilxantina e insulina. En estas
condiciones ocurre la activacion de la maquinaria celular para la sintesis de acidos
grasos y adquieren rdpidamente acumulos de lipidos en el citoplasma. La
diferenciacion condrogénica se da cuando son cultivadas en presencia de factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B (transforming growth factor beta)) e
insulina, ellas adquieren una morfologia fibroblastoide y pasan a secretar
glicosaminoglicanos, proteinas oligomericas de matriz cartilaginosa, decorina,
colageno tipo Il y condroaderina, los cuales son componentes normales del tejido
cartilaginoso. La diferenciacion osteogénica, ocurre en presencia de inductores
como betaglicerofosfato, acido ascorbico y dexametasona. En presencia de estas
sustancias las CMM adquieren morfologia osteobléstica y pasan a expresar fosfatasa
alcalina y depositar matriz extracelular rica en calcio (Covas, 2007). Las CMM
ademas del clasica capacidad de tridiferenciacion in vitro, presentan plasticidad
para otros linajes como: cardiomiocito (Makino et al. 1999; Toma et al. 2002;
Tomita et al. 2007), linajes no mesodérmicos como hepatocitos (An et al. 2014;
Kadota et al. 2014) y células tipo neuronales (Kamishina et al. 2006; Scuteri et al.
2011).

Inmunomodulacién

Las CMM presentan una superficie antigénica que interaccionan con los linfocitos
T. Entre esas moléculas podemos destacar: MHCI, CD90 (Thy-1), VCAM-vascular
cell adhesion molecule, ICAM-intercellular adhesion molecule, CD166 y diferentes
integrinas. Por otro lado, no expresan moléculas coestimuladoras como: CD80,
CD86 y MHCII en condiciones basales (Covas, 2007). Con este fenotipo es de



esperar que las CMM estimulen la proliferacion de los linfocitos T, por lo tanto,
sean rechazadas por el receptor en caso de células alogénicas o xenogénicas. Sin
embargo, diversos experimentos demuestran que no estimula la proliferacion de
linfocitos T, sino que la inhibe (Rasmusson et al. 2005). En esta caracteristica de
poder modular la respuesta inmune se han centrado varias investigaciones con el
proposito de crear un banco de CMM criopreservadas y no tener problemas de
rechazo al ser usadas terapéuticamente (Jung et al. 2009; Martinello et al. 2011). Se
ha descrito que las CMM in vitro son capaces de inhibir la proliferacion de linfocitos
T y células de la inmunidad innata. Esto es debido a la liberacion de varias
moléculas secretadas, de las cuales podemos destacar indolamina 2,3 dioxigenasa,
(IDO-indoleamine 2,3-dioxygenase), antigeno leucocitario humano tipo G (HLA-g-
human leukocyte antigen type g) IL 10 (interleuquina 10) y TGF-$ (Jones &
McTaggart, 2008). También las CMM son capaces de inducir la activacion
alternativa de macr6fagos (M2), los cuales poseen un efecto sinérgico sobre el poder
inmunosupresor (Anderson et al. 2012). Sin embargo, actualmente no estd
totalmente dilucidado el mecanismo de inmunmodulacién que poseen las CMM,
pero si se ha descrito in vivo e in vitro su capacidad de inhibir la alo 0 xenorespuesta
(Niemeyer et al. 2010; Rasmusson et al. 2005; Yaneselli et al. 2013).

Angiogénesis

Las CMM tiene la habilidad de alta autorrenovacion y moderada plasticidad,
jugando un papel clave en la renovacion/regeneracion de tejidos posterior a una
injuria (Asahara et al. 1997; Ko et al. 2011; Liew & O’Brien, 2012). El principal
mecanismo para promover la angiogénesis es a través de la liberacion de moléculas
bioactivas con efecto local, que estimulan la neovascularizacion. La mayoria de los
trabajos sobre infartos de miocardio y sobre lesiones crdnicas de piel por problemas
de isquemia estudian esta caracteristica in vivo para promover la neovascularizacion
y asi mejorar la regeneracion (Imanishi et al. 2008; Bronckaers et al. 2014). De las
moléculas que secretan las CMM se destacan: VEGF-vascular endothelial growth
factor, FGF-2-fibroblast growth factor, Ang-l-angiopoietin-1, MCP-1-monocyte
chemoattractant protein-1, 1L6 y PLGF-placental growth factor (Kinnaird et al.
2004a; Hung et al. 2007; Wu et al. 2007; Chen et al. 2008; Boomsma & Geenen,
2012). La interaccion de las CMM con las células endoteliales modula las etapas de
la revascularizacion, interviniendo en las etapas de supervivencia/proliferacion
(Rehman et al. 2004; Bronckaers et al. 2013), migracién (Choi et al. 2013; Kim et
al. 2013c) y maduracion ( Potapova et al. 2007; Kachgal & Putnam 2011). Esta
interaccion se ha demostrado in vitro (Kinnaird et al. 2004a; Duffy et al. 2009;
Boomsma & Geenen 2012) e in vivo (Laschke et al. 2006; Wu et al. 2007; Lee et al.
2009a) confirmando que las CMM tiene un rol crucial en la regeneracion de tejidos.

Migracion al foco inflamatorio (homing)

Las CMM exhiben un gran tropismo por tejidos lesionados denominado de
“homing” y rapidamente promueven la regeneracion (Weiss & Troyer , 2006). La
migracion de CMM se ha descrito en lesiones inducidas (Chen et al. 2001; Zhao et
al. 2002; Chen et al. 2003), a nivel de sistema nerviosos central (Azizi et al. 1998;
Hofstetter et al. 2002), infarto de miocardio (Shake et al. 2002). El homing se ha
descrito in vivo en modelo murino cuando son inyectadas CMM, las células llegan
al sitio de lesion (Jackson et al. 2012) pero se vio que la sobrevida en el
microambiente inflamatorio es por corto periodo de tiempo (Skardal et al. 2012).
Las CMM son atraidas por factores quimioticticos de lesion o también por
formacion de tumores. En el foco inflamatorio se liberan factores que atraen a las
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CMM como: SDF1-stromal cell-derived factor-1 (Abbott et al. 2004), PDGF-
platelet-derived growth factor, 1GF-1-insuline-like growth factor 1, IL8 y TNFa-
tumor necrosis factor alpha (Khosrotehrani, 2013; Nakamizo et al. 2005). En el caso
de los tumores generalmente atraen células estromales simulando un proceso de
regeneracion/cicatrizacion y estos factores son quimiotécticos para las CMM (Tlsty
& Hein, 2001; van Kempen et al. 2003).

Efecto antimicrobiano

Las CMM son capaces de reconocer patdgenos a través de receptores Toll-like
receptor (TLR) ( Pevsner-Fischer et al. 2007; Liotta et al. 2008; Tomchuck et al.
2008; Opitz et al. 2009) y desarrollar una actividad antimicrobiana. La actividad
antimicrobiana tiene dos vias descritas, una directa con la secrecion de catelicidina
(LL-37) que tiene un efecto de destruccion directa del microbio o un efecto
quimiotéctico para células del sistema inmune innato (Lande et al. 2007; Nijnik and
Hancock 2009; Krasnodembskaya et al. 2010). La otra via es la indirecta con la
secrecién de factores inmunomoduladores, los cuales, aumentan la actividad
fagocitica de las células del sistema inmune (Mei et al. 2010). En casos extremos de
sepsis en modelo murino se ha observado una reduccion en los recuentos bacterianos
y una reduccion en el proceso inflamatorio al aplicar CMM via sistémica (Gonzalez-
Rey et al. 2009; Németh et al. 2009). En estudios de casos caninos con defectos
6seos asociados a osteomielitis tratados con CMM-TA, se describe una significativa
reduccion del proceso inflamatorio y cese de secreciones purulentas (fistulas) a
pesar de la no respuesta a la antibioticoterapia previa a la terapia celular (Yaneselli
et al. 2013; Yaneselli et al. 2014). Esta respuesta favorable en casos clinicos se
atribuye a que las CMM posen poder de inmunomodulacién y antimicrobiano.

Senescencia y teldmeros

El envejecimiento de los individuos es un proceso complejo, que esta fuertemente
vinculado al desgaste de las células, el acimulo del desgaste oxidativo celular y la
perdida de la capacidad de regenerar tejidos. Una razon del envejecimiento es que
las CMM comienzan a perder sus caracteristicas de CM. Los linajes de CMM
cultivadas in vitro también envejecen pasando por un numero limitado de divisiones
y después dejan de dividirse entrando en un estado de senescencia (Zago, 2007).
Existen dos tipos de senescencia: Senescencia telomerasa-independiente: puede ser
inducida por una agresion o situacion de estrés que induce la expresion de genes de
estrés u oncogenes, que desencadenan una sefializacion celular que desemboca en la
imposibilidad de la célula en llegar a la fase S, inhibiendo el ciclo celular.
Senescencia telomerasa-dependiente: cada vez que el ADN de un cromosoma es
duplicado para que ocurra una division celular, pierde un pequefio fragmento de la
seccion terminal denominada telomero. Los telémeros contienen regiones con
secuencias altamente repetidas de TTAGGG hasta 10.000 veces. Cuanto mas veces
se divida una célula, mas corto seran los telomeros en sus cromosomas hasta llegar
al punto que estos sean muy cortos e impidan la division celular. Porque el ADN no
puede ser duplicado debido a que la ADN polimerasa no consigue duplicar
correctamente las extremidades de la molécula de ADN. La reconstitucion de esta
porcion terminal es indispensable para que los linajes celulares continden con su
capacidad de duplicacion, esta funcion es hecha por la enzima denominada
telomerasa (Covas, 2007; Zago, 2007). Se ha visto en las CMM-TA existe una
reduccion drastica de la telomerasa entre P»>-Pg (Martinello et al. 2011) pierden la
actividad de esta enzima y aumentando progresivamente la cantidad de células que
entran en senescencia. Otras investigaciones muestran un crecimiento drastico de las
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células que entran en senescencia entre los Pio-P1s para CMM-TA humanas (Zuk
et al. 2001).

1.3 Perspectivas del uso terapéutico de las CMM

El uso terapéutico de las CMM desperté mucho interés y amplio el campo de la
medicina regenerativa. Las CMM presentan cinco caracteristicas atractivas:
1) multipotencialidad; 2) inmunomodulacion; 3) angiogénica; 4) migran al foco
inflamatorio (homing) y 5) antimicrobiana. Por esta razon ha tenido un crecimiento
exponencial sus publicaciones cientificas. Utilizando como promotor de bdsqueda
“mesenchymal stem cell therapy” encontramos que en el afio 2000 s6lo existian 52
publicaciones y en cambio en el afio 2014 se observa un exponencial ascenso a
1.995 publicaciones, indicando que la comunidad cientifica presenta gran interés y
perspectiva por el uso terapéutico de las CMM (PubMed, 2015).

1.3.1 Principales usos terapéuticos en animales domésticos como modelo animal y/o
paciente veterinario.

Cuando nos referimos a animales domésticos engloba animales de compafiia
(canino, felino y equino) y animales de granja (bovinos, caprinos, ovinos y suinos).
Existen homologias de patologias genéticas humanas en 292 caninas, 163 felinas,
142 bovinas y en 109 equinas (OMIA, 2015). Estas homologias se dan en animales
que desarrollan patologias genéticas en condiciones naturales, influenciadas por el
ambiente y larga expectativa de vida (Volk et al. 2012; Volk & Theoret, 2013). Los
modelos de roedores no poseen estas interacciones naturales con el ambiente, baja
expectativa de vida y la alta homocigocisis debido que son linajes disefiados con en
uno 0 més genes defectuosos. También los equinos destinados a actividad deportivas
proporcionan un interesante modelo comparable a los atletas humanos (de Mattos
Carvalho et al. 2011). La contribucion de los animales domésticos como modelo
experimental trasladado a humanos ha sido muy exitosa. Uno de los ejemplos mas
claros es que cinco décadas atras el modelo canino contribuyo al refinamiento de las
terapias hematoldgicas. En la década de los sesentas se comienza con la utilizacion
de modelo canino para el refinamiento de la técnica de trasplante de CMH y estudios
para disminuir la enfermedad injerto contra huésped (Thomas & Storb 1999; Suter
2011).

Existen antecedentes de modelos experimentales con animales domésticos y de
laboratorio de diferentes patologias. A continuacion vamos a mencionar principales
usos de CMM con fines terapéuticos.

Aparato musculoesquelético

Las lesiones tendinosas en equinos deportivos son frecuentes, en especial la afeccion
del tenddn flexor digital superficial. La cicatrizacion normal no consigue regenerar
el tendon y la cicatriz disminuyen la resistencia y elasticidad original, lo que se
traduce en mayor proporcion de recidivas y menor retorno a las actividades
deportivas (Woo et al. 1999; Dowling et al. 2000; Balesdent Barreira et al. 2008). En
cambio, se ha descrito que la aplicacion de CMM sobre lesiones tendinosas
promueve una mejor calidad de la regeneracion, un tipo y orientacion adecuado de
fibras colagenas para darle una similar resistencia y elasticidad del tendon original
(Nixon et al. 2008; de Mattos Carvalho et al. 2011). Este efecto beneficiosos de las
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CMM aumenta la frecuencia de recuperacion de los equinos a las actividades
hipicodeportivas y disminuye las recidivas (Pacini et al. 2007).

En caninos los defectos 6seos en huesos largos generalmente tienen una adecuada
resolucién, pero en inapropiadas condiciones como estabilidad inadecuada de la
fractura, mala reduccion o aposicion de la fractura, inadecuada irrigacion, infeccion
o fragmento Gseo faltante no se consigue consolidar el defecto 6seo (Millis &
Jackson, 2006; Schulz, 2009). Existe reportes de caso clinicos caninos en los cuales
se aplicaron CMM en la zona de lesion y existio una adecuada resolucion de la
fractura, retorno de los procesos osteogénicos (Semiglia et al. 2014), también en no
uniones asociadas a osteomielitis se observo una recuperacién, con un retorno de la
osteogénesis, reabsorcion de los secuestros, consolidacién de la no unién y retorno
funcional de miembro afectado (Yaneselli et al. 2013; Yaneselli et al. 2014). En
caninos con defectos 6seos inducidos, se observd que la aplicacion de CMM
asociadas a injerto 6seo promueven la regeneracion y consolidacion del defecto
(Bruder et al. 1998; Arinzeh et al. 2003).

La aplicacion de CMM para patologias articulares est4 descrita para la osteoartritis.
La osteoartritis es una patologia en la que existe una degeneracion de las estructuras
de la articulacion y un microambiente inflamatorio nocivo para la regeneracion de la
matriz cartilaginosa, esta patologia es cronica y progresiva pudiendo culminar con la
pérdida de la funcion o anquilosis de la articulacion (Buckwalter and Mankin 1997).
La aplicacion de CMM intraarticular promueve la regeneracion de matriz
cartilaginosa y disminuye la progresion de la osteoartritis debido a su poder
inmunosupresor y plasticidad de diferenciacion (Walsh et al. 1999; Murphy et al.
2003; Mcllwraith et al. 2011).

Cardiacas

Principalmente se ha descrito varios trabajos sobre infartos cardiacos, lo que causa
una isquemia y muerte del miocardio. Las CMM tienen propiedades de
inmunomodulacion, angiogénesis y liberar factores de crecimiento cardiogénicos
(Bartunek et al. 2007; Imanishi et al. 2008). Estas caracteristicas transforman a las
CMM en una atractiva opcion terapéutica para las cardiopatias. Varios trabajos
describen la aplicacion de CMM en infartos cardiacos inducidos y se observa una
neovascularizacion y disminucion de la reaccion inflamatoria, lo que se traduce en
una mejora funcional del miocardio (Kinnaird et al. 2004b; Perin et al. 2008).

Cuténeas

La aplicacion de CMM en lesiones cutineas promueve la neovascularizacion y
reeepitelizacion en la zona afectada. Estos efectos beneficiosos las convierten en una
opcion terapéutica prometedora para perdidas de grandes extensiones de piel o
quemaduras (Agay et al. 2010; Azari et al. 2011). En lesiones cutaneas inducidas en
caninos se ha visto buenos resultados cuando son aplicadas CMM, mejorando la
contraccion de la herida y posterior regeneracion de la piel (Kim et al. 2013b).
También se ha descrito que las CMM protegen del rechazo a los injertos de piel de
los efectos deletéreos de la isquemia al ser injertados en el huésped (Lowry et al.
2008; Vidor, 2015).

Neuroldgicas

Las patologias neuroldgicas son afecciones graves e irreversibles en muchos casos,
debido a que el tejido nervioso posee una escasa regeneracion, Entonces, cuando
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existe dafio a nivel de cerebro y/o médula espinal se presenta pérdida sensorial y
motora irreversible. En modelo murino varias investigaciones han descrito una
reduccion del déficit funcional cuando son aplicadas CMM en afecciones del
sistema nervioso central (Chen et al. 2001a; Chen et al. 2001b; Ohta et al. 2004;
Honma et al. 2006). Ademéas en caninos también se ha descrito un efecto
beneficioso de las CMM sobre lesion inducidas de médula espinal, la aplicacion de
células a nivel intratecal en la zona lesionada muestra un mejoramiento de los
animales tratados con retorno funcional y sensorial parcial, lo cual es un gran
avance, ya que los tratamientos tradicionales no consiguen estas mejorias (Lim et
al. 2007; Jung et al. 2009; Nishida et al. 2012). En un caso clinico humano se
describe una similar mejoria (Kang et al. 2005). El efecto beneficioso de las CMM
sobre lesiones neuronales se atribuye a su efecto neuroprotector e inmunosupresor,
lo que genera un microambiente adecuado para la regeneracion neuronal en la zona
de lesion (Belmadani et al. 2005; Oh et al. 2008).

Uroldgicas

La Insuficiencia Renal Crénica (IRC) es una pérdida progresiva e irreversible de las
funciones renales. Se han desarrollado alternativas terapéuticas para esta patologia
irreversible como la utilizacion de CMM. Uno de los inconvenientes es que los
reportes con una buena respuesta a la terapia celular para IRC es sobre modelo
murino (Cavaglieri et al. 2009; Lee et al. 2010; Villanueva et al. 2013), los cuales
describen una disminucion en el dafio y aumento de la funcionalidad. Sin embargo,
en felinos con IRC de forma natural, no se ha podido comprobar efectos
beneficiosos de la terapia celular. Entonces, aun esta en fase de experimentacion el
ajuste de la via de administracion y fuente de CMM maés conveniente (Quimby et al.
2011; Quimby & Dow, 2015).

Ademas esta descrito exitosamente el uso CMM para otras patologias: enfermedad
de Crohn’s (Cho et al. 2015; Ciccocioppo et al. 2015), enfermedad inflamatoria
intestinal (Anderson et al. 2012; da Costa Gongalves et al. 2014), enfermedad injerto
contra huésped (Amorin et al. 2014; Le Blanc et al. 2008), infertilidad (Abd-Allah et
al. 2013; Terraciano et al. 2014) y sepsis (Anderson et al. 2012; Magrisso, 2014).

Esta sumatoria de evidencias cientificas ha demostrado el enorme potencial que
poseen las CMM con fines terapéuticos para pacientes veterinarios y/o humanos.
Ademas los animales domeésticos poseen patologias similares a humanos brindando
un excelente modelo para desarrollar nuevas terapias y conseguir grandes avances
en medicina regenerativa humana y de otras especies (Volk & Theoret, 2013).

1.3.2 Iniciativa de “Una Salud” (One Health)

Actualmente, el desarrollo de nuevas terapias en medicina regenerativa presentan
gran importancia los modelos con animales domésticos, debido a que en veterinaria
se posee menos restricciones legales y éticas para su experimentacién comparada
con los humanos. Esta situacion favorece la investigacion sobre animales
domesticos en medicina regenerativa y el traslado a medicina humana. También
permite avanzar en el conocimiento de CME e iPS las cuales presenta grandes
dificultades éticas y riesgos en su aplicacion. Entonces, es importante la iniciativa de
“Una Salud” (One Health) con un pensamiento amplio de que las ciencias médicas
y veterinarias convergen en el salvaguardar de la salud, y la interconexion de las
investigaciones médicas y veterinarias podrian tener un efecto sinérgica
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favoreciendo el avance del conocimiento de la patogénesis de diversas afecciones,
ademas de contribuir al desarrollo de nuevas terapias en el campo de la medicina
regenerativa. Fortaleciendo el conocimiento colectivo interdisciplinario de la salud.
Ya ha sido promovida esta interconexion por diferentes instituciones (Kahn et al.
2008; Nobert, 2011; Volk & Theoret, 2013; One Health initiative, 2015).

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
2.1 Estructura del TA

Inicialmente la fuente de CMM maés estudiada fue la MO, pero en la actualidad
existe gran interés por el estudio del TA como fuente de CMM, descritas por
primera vez por Zuk et al. (2001). Las CMM-TA son extraidas de la fraccion
vascular estromal (FVE) (del inglés, stromal vascular fraction) mediante digestion
enzimética del TA. Esta fuente tiene ciertas ventajas sobre las de MO: mayor
cantidad de CMM Yy elevada capacidad de proliferacion (Zuk et al. 2002; Strem et al.
2005 Kern et al. 2006; Baglioni et al. 2012), el método de extraccion causa menos
discomfort (menos invasivo) (Strem et al. 2005; Kern et al. 2006) y perdura su
estado de indiferenciacion por un nimero mayor de pasajes (Zuk et al. 2001; Strem
et al. 2005; Rebelatto et al. 2008; da Silva Meirelles et al. 2009; Takemitsu et al.
2012). Estas caracteristicas motivaron la intensificacion de los estudios de las
CMM-TA como fuente segura y conveniente para el uso en medicina regenerativa
(Richardson et al. 2007; Gangji et al. 2011; Martinello et al. 2011; Baglioni et al.
2012; Zhao et al. 2012).

Para comprender méas sobre las CMM-TA es necesario profundizar sobre el tejido
donde son extraidas. ElI conocimiento sobre el TA se ha ido desarrollando
paulatinamente, inicialmente se conocia solo la funcion de reservorio energético y
aislante térmico. Posteriormente se describe su importante rol en la regulacion
metabolica con su participacion en el sistema endocrino (Trayhurn & Beattie, 2001;
Fonseca-Alaniz et al. 2007). Actualmente, se sabe que el TA es un reservorio de
CMM, revolucionando nuevamente el conocimiento sobre este tejido (Zuk et al.
2001; Baglioni et al. 2009; Vieira et al. 2010).

El TA se puede diferenciar en dos tipos amarrillo o blanco que representa la mayoria
de tejido en adultos, también denominado TA unilocular porque la célula contiene
una Unica gota grande de lipido. El otro es el tejido marrén que es escaso en adultos
y es denominado TA multilocular. La adipogénesis es un tema que esta abierto a
debate, pero se piensa que las CMM o progenitoras dan origen a células unipotentes
denominadas adipoblastos. EI TA unilocular se comienza a formar a partir de las
primeras semanas de vida fetal, a partir de las CMM que rodean pequefias vénulas se
comienzan a diferenciar en adipoblastos. Estas CMM no se pueden diferenciar
directo a un adipocito unipotente por su morfologia fibrobléstica pero ya
comprometieron su diferenciacién a adipocito. Estos preadipocitos comienzan
acumulando triacilgliceroles en vesiculas y presentan marcadores tempranos de
especializacion como es la enzima lipoproteinasa.  Estos preadipocitos se
transforman en adipocitos inmaduros porque presentan toda la maquinaria necesaria
para sintetizar y degradar triacilgliceroles. Los adipocitos inmaduros acumulan gotas
de lipidos progresivamente, por lo que el nlcleo cada vez adopta una posicion mas
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excéntrica. Finalmente se llega a la etapa de adipocito maduro formando la gran gota
lipidica y no poseen mas la capacidad de dividirse por mitosis (Bruel et al. 2014).

2.2 Fuentes de CMM-TA vy sus caracteristicas

Los estudios sobre la caracterizacion de CMM caninas son escasos Y relativamente
recientes. Para caracterizar las CMM-TA caninas han sido utilizados diferentes
marcadores para detectar los antigenos de superficie, principalmente CD29, CD44 y
CD90 (Vieira et al. 2010; Martinello et al. 2011; Takemitsu et al. 2012; Screven et
al. 2014). Pero existe el problema que los marcadores humanos se han adoptados
como referencia para caninos, a pesar de no ser especificos para la especie
(Dominici et al. 2006; Rebelatto et al. 2008). EI CD29 es una molécula involucrada
en adhesion celular, el CD44 es una glicoproteina involucrada en adhesion celular y
migracion de las CMM y el CD90 (Thy-1) es una proteina de superficie utilizada
como marcador para diferentes tipos de CM. Ademas, se deben utilizar otros
marcadores hematopoyéticos como CD34 y CD45, los cuales deben estar ausentes o
presentar baja expresion en las CMM (Dominici et al. 2006; Bourin et al. 2013;
Screven et al. 2014). Es importante destacar que al utilizar marcadores positivos y
negativos adoptados de las células humanos, ello genera gran controversia en la
literatura de cuales son los adecuados marcadores para caracterizar especificamente
las CMM caninas, sumado a que existe escasa disponibilidad de anticuerpos
especificos para esta especie (Vieira et al. 2010; Requicha et al. 2012; Takemitsu et
al. 2012; Screven et al. 2014). Recientemente, fue adicionado a la caracterizacion de
CMM caninas la deteccion de un grupo de genes denominados Stemness markers,
los cuales incluye Oct3/4; Sox2 y Nanog vinculados a la capacidad de
autorrenovacion y multipotencialidad (Takemitsu et al. 2012; Guercio et al. 2013).

Actualmente existe gran interés por comparar las CMM-TA provenientes de
diferentes regiones anatémicas. En diversos trabajos en humanos, e incluso en
modelos animales han sido comparados algunos aspectos de las CMM-TA
provenientes de fuente subcuténea (SC) y visceral (VS) (Peptan et al. 2006; Baglioni
et al. 2009; Baglioni et al. 2012; Requicha et al. 2012). Los resultados de diversos
trabajos demuestran que las CMM-TA SC presentan mayor capacidad de
proliferacion celular comparado con la fuente VS en humanos (Baglioni et al. 2009),
canino (Guercio et al. 2013) y leporidos (Peptan, Hong, and Mao 2006). Sin
embargo, cuando es evaluada su multipotencialidad existen divergencias entre los
autores sobre cual fuente presenta mayores ventajas (Peptan et al. 2006; Baglioni et
al. 2009; Martinez-Lorenzo et al. 2009; Requicha et al. 2012).

Existen escasos estudios en caninos que exploren la habilidad proliferativa,
inmunofenotipificacion, plasticidad in vitro y las comparen entre diferentes fuentes
de CMM-TA. Requicha et al. (2012) evaluaron las fuentes de CMM-TA SC y VS
(region del omento), en sus resultados hallaron que son similares las células
provenientes de ambas fuentes. En el Ps; las CMM-TA caninas disminuyen
significativamente sus marcadores CD73, CD90 e CD105, consideraron que las
células en altos pasajes >Ps pierden drésticamente sus caracteristicas de CM. A
pesar de este trabajo, existe gran controversia en la literatura porque al disminuir los
marcadores de CM en altos pasajes, no es sindnimo que pierdan su
multipotencialidad in vitro. En el trabajo de Guercio y col. (2013) describe que las
CMM-TA caninas presentan plasticidad in vitro hasta el Ps. Seguido de los
descripciones en otras especies, describen que las CMM-TA conservan su
plasticidad condrogénica inclusive en el Pio (Martinez-Lorenzo et al. 2009). Estos
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antecedentes indican que aun no esta esclarecido cual es el efecto pasaje sobre la
CMM vy podrian existir diferencias entre diferentes especies.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

En cuanto al estudio de las diferencias en habilidad de proliferacion,
inmunofenotipificacion y plasticidad in vitro, entre las CMM-TA extraidas de las
fuentes SC y VS, la literatura cientifica disponible es escasa. Es de destacar que es
posible utilizar CMM alogénicas con fines terapeuticos debido a que no generan
rechazo en el huésped receptor, por su potencial de inmunomodulacion (Arinzeh et
al. 2003; Rasmusson et al. 2005; Yaneselli et al. 2013). Por lo tanto, es factible a
través de la tecnologia de criopreservacion formar un banco de CMM para futuras
aplicaciones (Martinello et al. 2011). Sin embargo, no se conoce hasta que pasaje las
CMM-TA conservan sus caracteristicas de CM. Como antecedente se han descrito
diferencias entre ambas fuentes en humanos (Baglioni et al. 2009, Baglioni et al.
2012), caninos (Requicha et al. 2012; Guercio et al. 2013) y lepéridos (Peptan et al.
2006) con el inconveniente que han enfocado las evaluaciones principalmente en
bajos pasajes.

3.1 Hipotesis

Existen diferencias entre los linajes SC y VS de las CMM-TA que potencialmente
podrian representar una ventaja para su aplicacion terapéutica en modelos animales
y/o pacientes veterinarios.

3.2 Objetivo general

Evaluar las diferencias in vitro de CMM-TA de SC y VS en relacion a su habilidad
de proliferacion, inmunofenotipificacion y multipotencialidad in vitro.

3.3 Objetivos especificos
1) Aislamiento y proliferacion de CMM-TA SCy VS.

2) Evaluacion de la habilidad proliferativa de las CMM-TA SC y VS en bajos
pasajes.

3) Evaluacion de la superficie antigénica de las CMM-TA SC y VS en
diferentes pasajes.

4) Evaluacion de la capacidad de multipotencialidad in vitro de las CMM-TA
SC y VS en diferentes pasajes.

4. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Para cumplir con los objetivos planteados fueron extraidas CMM-TA de SC y VS,
las cuales fueron caracterizadas por medio de la evaluacion de morfologia celular,
deteccion de antigenos de superficie y tridiferenciacion in vitro. Se evalio en un
grupo de 11 animales la habilidad proliferativa de ambas fuentes en Po-Ps. En otro
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grupo de 5 animales se evalto la influencia de diferentes pasajes (P4, Ps y Ps) en la
plasticidad in vitro y marcadores de superficie.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Animales

Fueron tomadas muestras de TA en caninos hembras saludables en interestro. La
extraccion de TA fue de dos fuentes: subcutanea (SC) de la region del flanco y
visceral (VS) de la region periovérica, de un grupo de 11 animales jovenes (1-3
afos) sometidos a ovariectomia. Estas muestras fueron destinadas para los ensayos
de habilidad proliferativa. La metodologia de extraccion fue autorizada previamente
por la Comisién de Experimentacion Animal de la Universidad de la Republica
(CHEA) PI N° 13/12, Uruguay. De otro grupo de 5 animales jovenes (5-11 meses)
fue extraido TA SC y VS con similar metodologia, para los ensayos de plasticidad
in vitro y marcadores de superficie en diferentes pasajes. La extraccion fue
autorizada por Comissdo de ética no uso de animais do Hospital de Clinicas de
porto Alegre (CEUA/HCPA) nlGmero 130510, Brasil.

5.2 Aislamiento y expansion de CMM-TA
5.2.1 Extraccion de TA

Previo a la cirugia se procedid a realizar un completo examen fisico al paciente.
Posteriormente se realizd una sedacion con 0,01mg/Kg de Acepromacina al 1% y
2,5mg/Kg de Ketamina al 5% via intramuscular 30 minutos previo de la induccion
anestésica. La induccion se realizé con lidocaina al 2% 2mg/Kg, Tiopental al 2%
10mg/Kg intravenoso. Luego se procede a la intubacion endotraqueal y el
mantenimiento anestésico se realiz6 con Isoflurano al 2%. La analgesia fue en base a
Tramadol al 5% 2mg/Kg y Dipirona al 50% 30mg/kg. El animal se colocé de
decubito lateral izquierdo y se rasur6 toda la region del flanco derecho y se
embroco con una solucion de yodoforo al 3%. Se realizd una incision de la piel
comenzando 1 cm caudal a la dltima costilla y un 1 cm ventral a la musculatura
paravertebral. Una vez incidida la piel se extrajo la muestra SC. Luego se continud
con divulsion de la musculatura abdominal hasta ingresar a la cavidad, se identificd
el pediculo ovérico y se realizo la extraccion de TA VS, posteriormente se continu6
con la ovariectomia de rutina.

5.2.2 Aislamiento de CMM-TA

Fueron tomadas muestras de 3-5 gramos de TA de ambas fuentes y transportadas
bajo refrigeracion (4-8 °C) en tubo estéril, procesadas en un tiempo maximo de 24
horas. EI TA se cortd en trozos y dispenso en un tubo con solucién tampon fosfato
salino y lavado dos veces. EL TA es sometido a una digestion enziméatica durante
40 minutos a 37 °C en una solucion de Dulbecco's Modified Eagle's
medium (DMEM) bajo en glucosa con 0,1 mg/ml de colagenasa tipo | (Invitrogen).
Posteriormente fue centrifugado a 700g durante 10 minutos. El pellet fue
resuspendido y sembrado en botellas de cultivo o placas. EI medio de crecimiento
utilizado fue compuesto por DMEM, 10% suero fetal bovino (SFB) y 2% ATB
(penicilina/estreptmicina) (Invitrogen).

18



5.2.3 Cultivo de CMM-TA

Las células fueron sembradas en botellas de cultivo con medio de crecimiento e
incubadas a 37°C con 5% de CO». Diariamente fue evaluada la morfologia y el
crecimiento celular, cada 48 horas se cambidé el medio de crecimiento. Cuando
Ilegaron al 80-90% de confluencia se realizaba el pasaje del cultivo celular.

5.3 Nivel de habilidad proliferativa celular

Fueron sembradas las CMM-TA SC y VS en placas de cultivo celular de 24 hoyos
de 2 cm?/hoyo (Cellsstar). De cada muestra de TA en el pasaje primario (Po) se
utilizaron tres concentraciones de siembra 4, 6 y 8 x10° células viables/cm?. Para
pasajes no primarios (P1-P3) se sembrd a 2 y 4 x10* células viables/cm?. El recuento
de células fue realizado en cdmara de Neubauer y se utilizé Trypan Blue 0,1% para
determinar viabilidad. Cuando llegan al 80-90% de confluencia, son tripsinadas,
cosechadas y contadas. Fue monitoreado el tiempo en que llegan al 80-90% de
confluencia y la cantidad de células cosechadas, todos los ensayos fueron hechos por
triplicado.

5.4 Determinacion de los antigenos de superficie celular

Las CMM-TA SC y VS en Ps, Ps, Ps y Pg fueron inmunofenotipificadas por
citometria de flujo. Las celulas fueron lavadas con la solucion fluorescence-
activated cell sorting (FACS) compuesta por solucion tampon salina sin los cationes
Ca™ o Mg™, 0,5 Mm EDTA (ethylenediaminetetraaceticacid) y 0,5% SFB,
levantadas con el método de espétula y resuspendidas en FACS. Fueron
centrifugadas a 400g por 5 minutos, resuspendidas en FACS vy se adicionaron 10 uL
de los siguientes anticuerpos: anti-CD44 conjugado con aloficocianina (clone IM7,
Leinco Technologies Inc., St Louis, MO, USA), anti-CD45 conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (CD45R0, clone UCHLL1, AcrisAntibodies, San Diego,
CA, USA) y 20 pL de anti-CD90 conjugado con ficoeritrina (THY1, clone 5E10,
antibodies-online, Atlanta, GA, USA). Posteriormente fueron incubadas por 30
minutos a 4 °C y lavadas con FACS antes de ser analizadas. La adquisicion de datos
fue a través de FACS Canto Il (BD Bioscience) y como minimo tomando 5000
eventos por muestras. Posteriormente los datos fueron analizados por el software
FlowJo (TreeStar, Inc., Ashland, OR, USA).

5.5 Tridiferenciacion in vitro

En P,, P4, Ps y Ps fueron sembradas 9,4 x10° células/hoyo en placas de cultivo
celular de 24 hoyos, por duplicado. Después de 24-48 horas de siembra con medio
de crecimiento sin ATB comenzaba la induccion de diferenciacion in vitro con el
medio de cultivo apropiado, adaptado de lo descrito por Vieira et al. (2010),
mencionado a continuacion.

Diferenciacién adipogénica: al medio de crecimiento fue adicionado 5 pM
isobutilmetilxantina (Sigma), 60 UM indometacina (Sigma), 1 pM dexametasona
(Sigma) y 5 pg/ml inulina (Sigma). Las células se mantuvieron 21 dias en induccion
con cambio de medio cada 3-4 dias. Después se fijaron con una solucion al 4% de
paraformaldehido durante 15 minutos, la presencia de gotas lipidicas se evalto con
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la tincion Oil Red O (Sigma). Diferenciacion condrogénica: al medio de crecimiento
se le adicion6 50 uM acido ascérbico (Sigma), 10 ng/ml TGF-B (Sigma), 6,25
pg/ml insulina. La induccion fue realizada por 21 dias, cambiando el medio cada 3-4
dias. Después fueron fijadas y la tefiidas con Alcian Blue para detectar la presencia
de matriz cartilaginosa. Diferenciacion osteogénica: se adiciond6 1 pM
dexametasona, 10 mM B-glicerofosfato (Sigma) y 50 pM &cido ascorbico
(Sigma). Las células se mantienen 21 dias en el medio de diferenciacion con cambio
cada 3-4 dias. Después se fijaron y la presencia de matriz mineralizada se determind
con Alizarin Red S (Sigma).

5.6 Cuantificacion de matriz 6sea in vitro

Para la cuantificacién de la matriz ¢sea fueron utilizados los cultivos celulares
inducidos a diferenciacion dsea in vitro en los Ps, Ps y Pg de ambas fuentes.
Posteriormente, fueron tomadas 9 imégenes microscopicas de manera aleatoria
(dimensiones: 640x480 pixeles, Nikon, TE2000-U) de los cultivos tefiidos con
Alizarin Red S. El anélisis de las iméagenes fue realizado a través del software
ImageJ, el cual designaba una cantidad de pixeles correlacionado, a la intensidad de
la coloracion rojiza de la matriz mineralizada.

5.7 Anélisis estadistico

Las variables fueron analizadas de modo descriptivo. Para evaluar la cantidad de
células extraidas del TA de cada fuente fue utilizada una prueba no paramétrica de
Wilcoxon. La evaluacion de la fuente, concentracion de siembra y el pasaje como
variable explicativa fue utilizada la prueba de
Modelos Lineales Generalizados GLM (del inglés, Generalized Line Models)
utilizando para el andlisis el software SPSS (Startical Product and Service
Solutions). Los resultados son expresados en media + desvio estdndar y los no
paramétricos en mediana (rango intercuartilico Q25; Q75). Se consideraron como
diferencias significativas los valores con un p<0,05 y los valores entre p>0,05 y
p<0,10 como tendencias.

6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento de las CMM-TA

El recuento de células viables de TA SC y VS (n=11), indic6 que existia 3,1 veces
mayor cantidad de células viables de la fuente VS comparado con la SC (25,10 (18;
31,71)) x10° vs 8,13 (4,6; 13,75)) x10° células viables/gr de TA, p<0,01) (Figura 1).

Las células cultivadas presentaban una morfologia fibroblastica y adherencia al
plastico (Figura 2).
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Figura 1. Recuento de células viables del aislamiento de CMM-TA de las fuentes SC y VS (n=11
animal). La fuente VS posee mas células que la SC, * p<0,01. Los resultados estan expresados con la
mediana (Q25; Q75). - valor atipico (outlier).

Figura 2. Imagen microscdpica de las CMM-TA P (40 X): A fuente SC. B. fuente VS.

6.2 Nivel de habilidad proliferativa celular

Cuando fue realizada la comparacion de las fuentes (SC y VS) en Py no se
observaron diferencias en el tiempo de crecimiento o la cantidad de células
cosechadas (Anexo ). Sin embargo, si existieron diferencias cuando fueron
comparadas las concentraciones de siembra de cada fuente sobre el tiempo de
crecimiento, la concentracion mas alta de siembra fue la mas rapida en llegar al 80-
90% de confluencia celular (Figura 3). Cuando fueron evaluados los pasajes no
primarios (P1-P3) la fuente influy6 sobre el tiempo de crecimiento, las células TA-
VS demoraron mas tiempo comparado con las provenientes de SC (4,86 + 0,15 vs
3,65 + 0,13 dias, p<0,001.) (Figura 4, Anexo Il). La concentracién de siembra
influyo sobre el tiempo de crecimiento, la concentracién mas alta de 4 x10* células
viables/cm? crecieron mas rapido que la menor de 2 x10* (4,75 £ 0,15 vs 3,76 £ 0,11
dias, p< 0,001). Ademas, existié una interaccién entre la fuente y el pasaje sobre la
cantidad de células cosechadas (Figura 5). La concentracion de siembra no primaria
influyé sobre la cantidad de células cosechadas Unicamente en el P2 (p< 0,001),
siendo la concentracion mas alta inicial, en la que se cosechd una mayor cantidad de
CMM-TA.
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Figura 3. Habilidad proliferativa de las CMM-TA SC y VS Py (n= 11 animales). Cuando se compard
el tiempo de crecimmiento se observé una interaccidn entre la fuente y concetracion de siembra
(p<0,05). Se observaron diferencias en cada fuente. A. SC (barras grices) *4x10° vs 8x10° (p<0,05).
B. VS (barras con disefio) *4x10° vs 8x10° (p<0,01) y **6x10° vs 8x10° (p<0,01). Los valores estan

expresados en media = DE.
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Figura 4. Habilidad proliferativa de las CMM-TA SC y VS P1-P3 (n= 11 animales). La fuente VS
crecié mas lento que la SC *p<0,0001. Los valores estan expresados en media £ DE.
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Figura 5. Habilidad proliferativa de las CMM-TA SC y VS (n= 11 animales). Comparacion de la
cantidad de células cosechadas entre los diferentes pasajes, existié una interaccién P< 0,05 entre
fuente y pasaje. *SC vs VS en P; (p<0,01), **SC vs VS en P, (p<0,001) y ***SC vs VS en P

(p<0,001). Los valores estan expresados en media = DE.

6.3 Determinacion de los antigenos de superficie celular

La citometria de flujo fue utilizada para inmunofenotipificar las CMM-TA Ps. Se
puede observar que las CMM de ambas fuentes presentaron expresion de los
marcadores de células estromales mesenquimales CD44, CD90 y no expresaron el
marcador hematopoyético CD45 (Figura 6). Las CMM-TA de ambos origenes en los
P4, Pe y Pg mostraron un similar perfil de expresion que las Ps. Las CMM-TA
presentaron >90% del total de las células positivas para CD44 en ambos origenes.
En cambio, existio una menor expresién >50% de CD90. En el Pg el porcentaje de
células positivas para CD90 fue mas elevado (88-91%). En cambio, el marcador
hematopoyético CD45 presentd muy baja expresion <5%, salvo en el Ps que hubo
un leve aumento (Cuadro I y Anexo I11).

CD44 CD45 CD90

i —— Unstained
Isotype

o 1 — A
VS !&H K 1 “ \ Anti-CD

Count
Count
Count

SC

Count
Count
Count

y

0 o]/ N o]/ \,
0 10° 10 0 10 10¢ [} e 100

Figura 6. Citometria de flujo: caracterizacion de las CMM-TA P; de origen SC y VS. El
histograma plots muestra células sin marcar (linea roja), control de isotipo de anticuerpo (linea
naranja). Las células marcadas con anti-CD44 conjugado con APC, anti-CD45 conjugado con
FITC y anti-CD 90 conjugado con PE (linea celeste).
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Cuadro I. Inmunofenotipificacion de las CMM-TA SC y VS Ps, Pgy Ps

CMM-TA SC CMM-TA VS
P4 Ps Ps P4 Ps Ps
Marcador de célula estromal mesenquimal
CD 44 988 996 984 97,8 995 950
CD 90 588 919 663 684 885 57,2
Marcador de célula hematopoyética
CD 45 4,3 11,2 2,6 2,4 7,7 4,2

Resultado expresado en porcentaje de eventos positivos.

6.4 Tridiferenciacion in vitro

Las CMM-TA SC y VS presentaron la capacidad de tridiferenciarse in vitro en los
linajes adiposo, cartilaginoso y 6seo (Figura 7 y Anexo V). En la induccion adiposa
se comenzd a observar una diferencia morfolégica en la primera semana con
presencia de vacuolas. Posteriormente, a las 3 semanas fue confirmada la
diferenciacion, a través de la tincion roja de las gotas lipidicas. Para el linaje
cartilaginoso se pudo observar posterior a los 21 dias, la coloracion azulada que
indica la presencia de glicosaminoglicanos caracteristico de la matriz cartilaginosa.
En el linaje 6seo ya a partir de la primera semana de incubacion, se observaron
cambios morfoldgicos y acimulos celulares, que posterior con la tincion se confirmé
la sintesis de matriz mineralizada porque adquirié un color rojo caracteristico. Por
otro lado, los controles negativos no presentaron cambios morfoldgicos, ni tampoco
fuerte afinidad por los colorantes, indicando su estado de indiferenciacion.

Las células provenientes de SC poseen una mayor proporcion de cultivos positivos
de diferenciacion in vitro, cuando son evaluados Pa, Ps y Pg. Esta diferencia no fue
significativa pero existi6 una tendencia para los tres linaje (adiposo p=0,091,
cartilaginosos p=0,095 y 06seo p=0,091). Ademés el efecto pasaje afectd
negativamente la plasticidad in vitro, se observd que pierden progresivamente su
potencial de diferenciacion (Figura 8). El linaje SC presentd multipotencialidad
hasta el Ps, con una reduccion acentuada a partir del Pg, la mayoria de los cultivos
dejaban de crecer (categoria “no creci6”) en Ps. En cambio, el VS presentd
potencialidad de tridiferenciacion hasta el Pa.
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Figura 7. Tridiferenciacion in vitro de CMM-TA P, (n= 4 animales). Imagenes microscopicas:
diferenciacion adipogénica 400x (presencia de vacuolas lipidicas) para SC y VS (A y G). Diferenciacion
condorgénica 40x. (B y H). Diferenciacion osteogénica 40x (C e I). Los controles negativos corresponden
alas imagenes D, E, F (SC) y J, Ky L (VS), respectivamente.

6.5 Cuantificacion de matriz 6sea in vitro

La capacidad de producir matriz mineralizada fue evaluada a través del analisis de
imagenes. Fue comparada la cantidad de matriz de las fuentes SC y VS enel P4. La
fuente SC fue capaz de producir mayor matriz dsea que la VS (10,67 £ 2,76 % vs
7,41 £ 2,18, p<0,05) (Figura 9). Fue evaluado el efecto de los pasajes P4, Ps y Pg en
el linaje SC, se puede observar un decrecimiento progresivo de matriz desde el P4
hasta Pg (10,67 £ 2,76 vs 7,44 + 1,96 vs 2,42 + 2,73, p<0,001) (Figura 10).

25



100 - 100 ~
90 - 90 -
80 80 -
70 70 -
€0 1 Eno crecid 60 1 @no crecié
301 W negativo 20 W negativo
40 - - 40 - .
W positivo B positivo
30 30
20 4 20 -
10 - 10
0 A 0 B
P4 P6 P8 P4 P6 P8
100 Figura 8. Evaluacion del efecto de altos pasajes
%07 sobre la proporcion de diferenciacion in vitro
804 de las CMM-TA de ambas fuentes (n=5
701 animales). A. diferenciacién adiposa; B.
€01 Bro arecié diferenciacion cartilaginosa; C. diferenciacion
50 - Bnegativo Osea. Se puede observar un aumento
40 1 mpositivo progresivo de la categoria “no crecig”
30 1 acentuandose entre Ps y Ps. En los linajes
20 1 adiposo (p<0,001) y cartilaginoso (p<0,01)
10 afecto significativamente su plasticidad. En el

C linaje 6seo existe una tendencia p=0,054.

14 |

lizada

12 -

10 -

I1Zminera

% de matr

4

SC VS
Figura 9. Comparacion de la capacidad de sintesis
de matriz dsea in vitro de las CMM-TA SC y VS P,
(n=5 animales), se observa un mayor sintesis de
matriz en las células provenientes de SC *p<0,05.
Imagenes macroscopicas y microscopicas (40x) de
CMM-TA SC (AyB) y VS (CyD).
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Figura 10. Comparacion de la capacidad
de sintesis de matriz dsea in vitro en
diferentes pasajes (Ps, P¢ y Ps) de las
CMM-TA SC (n=5 animales). Se
observa una diferencia significativa en
los Ps y Ps *p<0,001. Imagenes
microscépicas (40x) de P4 (A), Ps (B) y

% de matriz mineralizada

* 7 Ps(C).

P4 P6 P8

7. DISCUSION

Para poder denominar a las células obtenidas de la fraccion vascular estromal (FVE)
de CMM, es necesario evaluar las caracteristicas morfolégicas, inmunofenotipicas y
de multipotencialidad in vitro. En el presente trabajo, se utiliza el término de CMM
dado que se cumplieron las recomendaciones de la ISCT para CMM (Bourin et al.
2013; Dominici et al. 2006) debido a que las células utilizadas de ambas fuentes
presentaron morfologia fibroblastica, adherencia al plastico, marcadores estromales
mesenquimales CD44+, CD90+ y no CD45- y poseian la plasticidad in vitro para
diferenciarse en el trilinaje (adiposo, cartilaginoso y 0seo0). Para animales
domésticos el criterio de referencia es la tridiferenciacion in vitro, debido a la escasa
informacion que existe en la actualidad de los marcadores adecuados de CMM
caninas Yy el dificil acceso a anticuerpos disefiados especificamente para la especie
(Requicha et al. 2012; Takemitsu et al. 2012; Screven et al. 2014). La investigacion
sobre terapia celular en caninos tuvo una evolucion interesante porque comenzo6 por
describir  trabajos de aplicacion terapéutica de “CMM” sin una adecuada
caracterizacion (Bruder et al. 1998; Arinzeh et al. 2003; Jung et al. 2009) y
posteriormente retroceden con trabajos enfocados a la biologia celular bésica
estudiando sus caracteristicas in vitro (Vieira et al. 2010; Martinello et al. 2011;
Requicha et al. 2012; Takemitsu et al. 2012; Guercio et al. 2013; Ock et al. 2013;
Screven et al. 2014).

Nuestros resultados indicaron que las fuente VS posee una cantidad mayor de
células de la FVE que la SC (25,10 + 18; 31,71 x10° vs 8,13 * 4,6; 13,75 x10°
células viables/gr de TA, media £ DE). De todas formas, estos datos no nos dan la
informacion de cuantas CMM poseemos en la muestra, debido a que tan solo son
células nucleadas viables de la FVE. A la hora de la extraccién quirdrgica es notoria
la mayor carga vascular que posee el tejido VS comparado con el SC, coincidiendo
con lo descrito por otras investigaciones (Requicha et al. 2012). Lo que nos inclina a
explicar porque la fuente VS tendria una mayor cantidad FVE. De todas maneras

27



para confirmar esta observacion seria necesaria una cuantificacion vascular a nivel
histoldgico.

Las CMM-TA provenientes de fuente SC presentaron una mayor habilidad
proliferativa in vitro. Este resultado coincide con otros trabajos que vieron la misma
diferencia a bajos pasajes en caninos ( Neupane et al. 2008; Guercio et al. 2013),
humanos  (Baglioni et al. 2012) y lepdridos (Peptan et al. 2006) utilizando
métodos estandar, como cpdl (cumulative population doubling level), CFU-F,
BrdU-5 (Bromo-2'-deoxy-uridine) y prueba de MTS (Baglioni et al. 2012; Guercio
et al. 2013). En cambio, nosotros utilizamos un método alternativo denominado
“nivel de habilidad proliferativa celular” que determina el tiempo y la cantidad total
de células cosechadas, brindando una importante informacién en cuanto a plazos y
cantidades de CMM que se obtendria de cada fuente, dato no menor a la hora de
planificar una terapia celular en caninos. Nuestros resultados indican que en pasaje
primario no existieron diferencias en el tiempo y la cantidad de células cosechadas
comparando SC y VS. Similar a lo descrito por Guercio et al. (2013) que
compararon CMM-TA SC y VS caninas y no encontraron diferencia entre ambas
fuentes en pasaje primario, pero si en pasajes no primarios, donde demuestran que la
fuente SC posee un mayor poder de proliferacion. Coincidiendo con nuestros
resultados, que indican que la fuente SC presenta en los P1-P3 un mayor poder de
proliferacion comparado con la VS. Lo que nos indica que, si pensamos en utilizar
un banco de células criopreservadas para su aplicacion aut6loga/alogénica, con las
células de origen SC potencialmente tendriamos una mayor eficiencia de
crecimiento, teniendo ventajas desde el punto de vista tiempo, econémicos en el
mantenimiento del cultivo celular y minimo discomfort para extraer el TA.

Es importante tener en cuenta que existe poco consenso sobre cuales marcadores de
superficie utilizar para evaluar por citometria de flujo las CMM-TA caninas
(Martinello et al. 2011; Requicha et al. 2012; Screven et al. 2014). En cambio, para
humanos y murinos ya estan establecidos los marcadores de CMM (Dominici et al.
2006; Bourin et al. 2013). En base a estos antecedentes es que las CMM-TA
caninas fueron inmunofenotipificadas a través de la combinacion de dos marcadores
positivos (CD44 y CD90) y uno negativo (CD45). CD44 es una glicoproteina
involucrada en la adhesion y migracion de CMM y el CD90 es una proteina de
superficie utilizada como marcador de varias CM, ambos son marcadores de células
estromales mesenquimales y deben estar presentes. En cambio CD45 es un
marcador hematopoyético y debe estar ausente o en baja expresion.

Fue determinado que las CMM de origen SC y VS expresaron CD44 y CD90 en
nivel alto e intermedio, mientras que expresaron niveles bajos o nulos de CD45.
Otros autores describen similar patron de expresion de estos marcadores en CMM-
TA caninas (Vieira et al. 2010; Martinello et al. 2011; Takemitsu et al. 2012;
Screven et al. 2014). En nuestras condiciones, >90 % de células expresaron CD44
para ambos origenes, lo que coincide con otras investigaciones (Vieira et al. 2010;
Takemitsu et al. 2012) pero Martinello et al. (2011) describe una expresion menor
(88% para CMM-TA VS). En cambio, >50 % de las células expresaron CD90 para
ambos origenes, lo cual es superior al 35% (Martinello et al. 2011) y 22,55%
(Takemitsu et al. 2012), mientras que Vieira et al. (2010) describe un 87% de celulas
positivas y Screven et al. (2014) entre 10-40 0 >40 % dependiendo del individuo
analizado. Esta heterogeneidad de resultados puede deberse a que los anticuerpos
no son especificamente disefiados para antigenos caninos. Otro factor que podria
influir en esta divergencia de resultados puede atribuirse a que las células evaluadas
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fueron de origenes y pasajes diferentes: Takemitsu et al. (2012) utilizan CMM-TA
SC (zona inguinal) en P2, Martinello et al. (2011) CMM-TA VS (zona periovérica)
entre P3-Ps y Screven et al. (2014) CMM-TA SC entre P3-Ps. En nuestros resultados
la presencia de CD90 fue similar en los P4 y Pg (57,2-68,4%) y se observd un
aumento en el Ps. Esta variacion en la expresion del CD90 esta descrita en otros
trabajos en caninos (Takemitsu et al. 2012; Screven et al. 2014) y otras especies
(Gronthos et al. 2001; Katz et al. 2005; Mitchell et al. 2006; Riekstina et al. 2009).
Estos resultados indican que este marcador no seria adecuado para
inmunofenotipificar CMM caninas por su irregularidad de expresion. Por otro lado,
se observo una expresion fuerte y estable de CD44 en los diferentes pasajes, lo que
coincide con otros trabajos (Vieira et al. 2010; Takemitsu et al. 2012). Existi6 una
baja expresion de CD45, lo que concuerda con otros autores (Vieira et al. 2010;
Martinello et al. 2011; Takemitsu et al. 2012). Sin embargo, Requicha et al. (2012)
plantean utilizar la técnica de PCR en tiempo real y medir la expresion de los genes
pertenecientes a los marcadores de CMM, como alternativa a las dificultades para
obtener anticuerpos especificos para células caninas. Ellos describen que los
marcadores CD73, CD90 y CD105 decrecen a medida que aumentan los pasajes
(evalllan P1-P4), en cambio nosotros encontramos el CD90 estd presente en la
superficie de las CMM inclusive en el Ps. Por otro lado, Baglioni et al. (2009)
encuentra una estabilidad en los marcadores de inmunofenotipificacion hasta el Pio
en CMM-TA humanos. Lo que indica que el método de PCR en tiempo real tiene
sus limitaciones para ser utilizado como método alternativo a la citometria de flujo
porque no puede determinarnos si el antigeno esta o no presente en la superficie
celular.

Las CMM-TA fueron inducidas a diferenciarse en linaje adiposo, cartilaginoso y
6seo, evaluados por histoquimica. La diferenciacion adiposa fue evaluada por la
deteccion de vacuolas lipidicas marcadas con Oil Red O sugerido por varios autores
(Vieira et al. 2010; Bourin et al. 2013). Nosotros observamos que las CMM-TA
caninas presentaban escasas vacuolas lipidicas comparadas con CMM-TA de otras
especies como humano (Baglioni et al. 2009) o murino (Terraciano et al. 2014),
coincidiendo con la dificultad descrita por Vieira et al. (2010). Existen trabajos en
caninos que no manifiestan esta dificultad pero las imagenes publicadas muestran
escasa vacuolas lipidicas (Martinello et al. 2011; Takemitsu et al. 2012). Sin
embargo, en el trabajo de Guercio et al. (2013) se puede apreciar en sus imagenes
células con abundantes y grandes vacuolas. Los medios de induccién adiposa
presentan una formulacion diferente, esto podria explicar las diferencias en los
resultados. Ademé&s existe una limitacion en la histoquimica empleada para
determinar la diferenciacién adiposa, a través de la identificacion de acimulos
lipidicos, se han visto acimulos también en células que estan diferenciandose en
hepatocitos o células musculares (Zuk et al. 2002; Yun et al. 2012; Bourin et al.
2013). En el trabajo de Bourin et al. (2013) se sugiere agregar a la clésica deteccion
de tridiferenciacion por histoquimica, la medicion de la expresion de genes y
proteinas como biomarcadores de la diferenciacion celular. Los biomarcadores
descritos para detectar la diferenciacion adiposa: adiponectina, C/EBPa, FABP4,
leptina y PPARg; cartilaginosa: agrecano, colageno tipo Il y Sox9 y para ésea:
fosfatasa alcalina, sialoproteina; dsea: osteocalcina, Osterix, Runx2.

En nuestro trabajo se observaron tendencias para los tres linajes (adiposo p=0,091,

cartilaginosos p=0,095 y 6seo p=0,091) indicando que las células provenientes de
SC posee una mayor proporcion de cultivos diferenciados. Potencialmente, si se
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contara con un nimero mayor de individuos y més repeticiones por ensayo se podria
distinguir estas tendencias como diferencias. Otros autores consiguieron hallar
diferencias entre ambas fuentes a través de la evaluacion de expresion génica con el
compromiso hacia el linaje 6seo (Requicha et al. 2012). Por otro lado, otros trabajos
indican que las CMM-TA de ambas fuentes poseen similar plasticidad in vitro
(Baglioni et al. 2009; Guercio et al. 2013). Entonces, para apreciar estas leves
diferencias entre ambas fuentes se deberia evaluar la plasticidad in vitro asociada al
estudio de biomarcadores de compromiso celular con el linaje inducido a nivel
génico.

Cuando fue cuantificada la matriz mineralizada in vitro a través de iméagenes
microscopicas, si se consiguieron observar diferencias significativas entre ambas
fuentes. La fuente SC tenia mayor porcentaje de matriz que la fuente VS (10,67 +
2,76 vs 7,41 + 2,18%). Este método de cuantificacion por imagenes ya ha sido
descrito anteriormente (Baglioni et al. 2009; Peptan, Hong, and Mao 2006).
Nuestros resultados discrepan con los resultados de Peptan et al. (2006) que
encuentra un mayor porcentaje de matriz mineraliza en CMM-TA VS (35,25 %
6,36%) que en SC (15,16 + 3,51%) en lepdridos. Las diferencias podrian darse
porque las especies estudiadas son diferentes, la tincion utilizada fue von Kossa y
por altimo, la evaluacion fue realizada en P:1. En cambio, nosotros utilizamos
Alizarin Red S y la evaluacion fue hecha en P4. Como antecedente en células
humanas tenemos el trabajo de Baglioni et al. (2009) que evalia CMM-TA SCy VS
entre los P1-P4 y no encontraron diferencias en el potencial ostegénico de ambas
fuentes, discrepando con nuestros resultados. Sin embargo, otros investigadores
encontraron que la fuente SC poseia mayor expresion génica de biomarcadores
(COLIAL y RUNX2) de diferenciacion 6sea, en CMM-TA caninas (Requicha et al.
2012) y humanas (Baglioni et al. 2012).

Los pasajes celulares afectaron de manera diferente a las CMM-TA SC y VS. El
linaje VS presentd multipotencialidad en el trilinaje hasta P4, en cambio el SC
presentd hasta el Pg, con una reduccion acentuada entre Ps y Ps. En el trabajo de
Requicha et al. (2012) describen que las CMM-TA caninas comienzan a perder su
multipotencialidad a partir del Ps, basandose en la medicion de expresion de genes
biomarcadores. En cambio, Guercio et al. (2013) describen que algunos linajes de
CMM-TA caninas conservan su multipotencialidad hasta Ps. Esta Ultima descripcion
coincide con nuestras observaciones del linaje SC que mostré una gran reduccion
de su plasticidad entre Ps-Pg, posiblemente se deba a que las células entraron en
senescencia y por eso la categoria predominante en Pg fue “no creci¢”. Coincide con
lo descrito por Martinello et al. (2011) que las CMM-TA caninas a partir del Ps
presentan una dréstica reduccion de la telomerasa, lo cual es indicador de que a
partir de ese pasaje las células entrarian en fase de senescencia. Sin embargo, Zuk et
al. (2001) describe en humanos que las CMM-TA muestran un incremento de
células senescentes a partir del P15, mostrando que existen diferencias entre especies
sobre la longevidad de los cultivos. Profundizar sobre el conocimiento de cuando las
células entran en estado de senescencia y pierden su plasticidad es de suma
importancia pensando en la aplicacion terapéutica de las CMM. Si se desea aplicar
CMM con todas sus caracteristicas terapéuticas, encontramos que el linaje SC
permite extender su uso en altos pasajes (>Ps) porque conservan su plasticidad in
vitro. Permitiendo reducir el uso de animales para extraccion de TA comparado con
utilizar CMM en bajos pasajes (<Pz) para terapia celular. Sin embargo, para poder
determinar hasta que pasaje celular seria recomendable utilizar las CMM-TA in vivo
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deberian evaluarse otras caracteristicas atractivas como su potencial
inmunomodulador, angiogénico y antimicrobiano.

8. CONCLUSIONES

Los linajes SC y VS presentaron una plasticidad in vitro diferente, el linaje SC
conservo su multipotencialidad hasta Pg, en cambio el VS solo la presentd hasta el
P4. La fuente SC posee ventajas sobre la VS, debido a que las CMM-TA presentan
mayor habilidad proliferativa, preservan su plasticidad en altos pasajes, tienen
mayor capacidad de sintetizar matriz dsea in vitro y su extraccion es menos invasiva.
Describimos por primera vez un método alternativo para evaluar la habilidad
proliferativa de las CMM-TA, determinando tiempo y cantidad final de células
cosechadas.

9. PERSPECTIVAS

Del presente trabajo surgen nuevas interrogantes que se planea resolver en el futuro,
como el analisis vascular del TA SCy VS para determinar si existe mayor carga
vascular en alguna de las fuentes.

Realizar una caracterizacion més amplia con el empleo de Stemness marker y
biomarcadores celulares de compromiso con los linajes estudiados (adiposos,
cartilaginosos y 0seos).

Evaluar la estabilidad citogenética de las CMM-TA en diferentes pasajes.

Nuevas investigaciones deberian ser abordadas para evaluar si las diferencias
halladas en el potencial osteogénico in vitro se mantiene in vivo cuando son
aplicadas CMM-TA con fines terapéuticos.
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11. ANEXO

Anexo |

Cuadro I. Habilidad proliferativa de las CMM-TA en Po

Fuente Siembra células Tiempo de pasaje Células cosechadas
x105/cm? (dias) (x10%cm?)

SC 4 5,70 £ 0,47 12,61 +1,50

6 5,36 £ 0,47 11,23 +1,02

8 5,19 +0,43 11,69 +1,02

VS 4 6,17+ 0,41 10,25 +1,41

6 5,82 +0,42 10,46 +0,77

8 5,18 + 0,42 10,82 +0,84
MediatDE
Anexo Il

Cuadro I1. Habilidad proliferativa de las CMM-TA en P1- P3

Fuente Siembra Pasaje Tiempo de pasaje Células cosechadas
(células x10%cm?) (dias) (x10%cm?)
SC 2 1 4,09+0,68 11,36 + 3,37
2 2 4+0,75 10,98 + 2,68
2 3 4,45+ 0,67 11,61 + 2,48
4 1 3+0,43 10,75 £ 3,12
4 2 3,09+0,29 13,64 £ 3,24
4 3 3,27+0,45 12,23 + 4,28
VS 2 1 5,10+0,84 8,68 2,74
2 2 5,36 £0,78 6,09+ 1,77
2 3 5,60 £ 0,93 7,21+2,38
4 1 4,27 +0,76 9,67 £ 2,40
4 2 4,55+0,90 8,91+2,72
4 3 4,36+ 0,90 7,60 + 2,36
MediatDE
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Anexo 111
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Figura 1. Citometria de flujo de las CMM-TA SC y VS P4, Psy Ps. El histograma plots muestra
células sin marcar (celeste), células marcadas (rojo). Las células marcadas con anti-CD44 conjugado
con APC, anti-CD45 conjugado con FITC y anti-CD 90 conjugado con PE.
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Anexo IV
Tridiferenciacién in vitro
Diferenciacion adipogénica

El local no influyo significativamente sobre el poder de diferenciacion pero existe

una tendencia de p=0,097. El pasaje si influye sobre el poder de diferenciacion
p=0,000.

Cuadro I1l. Porcentaje de diferenciacion adipogénica

Negativo Positivo No crecio
SC 6,7 80 13,3
VS 20 26,7 53,3

Total 60 observaciones (30 por fuente) independientemente de la fuente.
Valores totales: Negativo 13,3%; Positivo 53,3%; No crecié 33,3%

Diferenciacion condrogénica

El local no influyo significativamente sobre el poder de diferenciacion pero existe
una tendencia de p=0,095.

Cuadro IV. Porcentaje de diferenciacion condrogénica

Negativo Positivo No crecio
SC 41,7 41,7 16,6
VS 26,7 20 53,3

Total 54 observaciones (30 observaciones Vs y 24 observaciones Sc)
independientemente de la fuente. Valores totales: Negativo 33,4%;
Positivo 29,6%; No crecié 37%.

Diferenciacién osteogénica

El local no influyo significativamente sobre el poder de diferenciacion pero existe
una tendencia de p=0,091.

Cuadro V. Porcentaje de diferenciacion osteogénica

Negativo Positivo No crecio
SC 30 56,7 13,3
VS 26,7 20 53,3

Total 60 observaciones (30 observaciones por fuente) independientemente
de la fuente. Valores totales: Negativos 28,3%; Positivo 38,3% y
No creci6 33,4%.
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