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ABREVIATURAS

AA: acido araquidonico (araquidonic acid)

AD-SVF: fraccion vascular estromal de tejido adiposo (adipose-derived stromal
vascular fraction).

AINES: antiinflamatorios no esteroidales (non-steroidal anti-inflammatory drug)

AM: membrana amnidtica (amniotic membrane).

AT-MSCs: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells).

b-FGF: factor de crecimiento fibroblastico basico (basic fibroblast growth factor).
BM-MSCs: células madre mesenquimales derivadas de médula ésea (bone marrow
mesenchymal stem cells).

BMP: proteina morfogenética ésea (bone morphogenetic protein).

CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina (calcitonin gene-related
peptide).

COMP: proteina oligomérica de la matriz del cartilago (cartilage oligomeric matrix
protein).

EAMSCs: células madre mesenquimales derivadas de membrana amnidtica equina
(equine amniotic membrane mesenchymal stem cells).

EGF: factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor).

ES: células madre embrionarias (embryonic stem cell).

FC: factores de crecimiento (growth factor).

GAGSs: glicosaminoglicanos (glycosaminoglycans).

GDF: factor de crecimiento y diferenciacion (growth differentiation factor).

GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor).

HA: acido hialuroénico (hyaluronic acid).

HGF: factor de crecimiento hepatocitario (hepatocyte growth factor).

HSC: células madre hematopoyéticas (hematopoietic stem cell).

IGF-I: factor de crecimiento similar a la insulina (insulin-like growth factor-I).

iPS: células madre pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cell).

ISCT: sociedad internacional de terapia celular (international society for cellular
therapy).

LS: ligamento suspensor (suspensory ligament).

MEC: matriz extracelular (extracellular matrix).



MHC-I: complejo mayor de histocompatibilidad clase I (major histocompatibility
complex class I).

MHC-II: complejo mayor de histocompatibilidad clase II (major histocompatibility
complex class II).

MMPs: metaloproteinasas de la matriz (matrix metalloproteinases).

MO: médula ésea (bone marrow).

MSCs: células madre mesenquimales (mesenchymal stem cells).

NO: 6xido nitrico (nitric oxide).

OA: osteoartritis (osteoarthritis).

PDGF: factor de crecimiento plaquetario (platelet derived growth factor).

PGA: acido poliglicdlico (polyglycolic acid).

PGE,. prostaglandina E, (prostaglandin E,).

PGs: proteoglicanos (proteoglycans).

PIA: presion intraarticular (intra-articular pressure).

PLA: acido polilactico (polylactic acid).

PMN: leucocito polimorfonuclear (polymorphonuclear leukocyte).

PRP: plasma rico en plaquetas (platelet-rich plasma).

SC: célula madre (stem cell).

SM-MSCs: células madre mesenquimales derivadas de membrana sinovial (sinovial
membrane mesenchymal stem cells).

TFDP: tendon flexor digital profundo (deep digital flexor tendon).

TFDS: tendon flexor digital superficial (superficial digital flexor tendon).

TGF-B: Factor de crecimiento transformante- (transforming growth factor- 3).

TH: tirosina hidroxilasa (tyrosine hydroxylase).

TIMPs: inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (tissue inhibitors of
metalloproteinases).

TNF: factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor).

TSPC’s: células madre/progenitoras de tenddén (tendon stem/progenitor cells).

UCB: sangre de cordon umbilical (umbilical cord blood).

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endotelial growth factor).
VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endotelial growth factor).
W3J: gelatina de Wharton (Wharton “s jelly).
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1. RESUMEN

Las enfermedades mas comunes en el caballo son aquellas que afectan su aparato
locomotor. Cerca del 82% de la pérdida de rendimiento en estos ejemplares es debido
a estas causas, lo que se manifiesta como claudicacidon. Alrededor del 50%
corresponden a lesiones de tendones y ligamentos. Por otro lado las lesiones
articulares representan la mayor causa de retiro en el caso de los caballos deportivos y
la enfermedad de mayor relevancia es la Osteoartritis (OA). La principal problematica
de estas patologias en equinos es la eleccién del tratamiento, ya que por lo general
esto se realiza basado en la experiencia clinica y muy poco en la fisiologia de tendones
y articulaciones. El tratamiento convencional es la eleccidn mas comun e incluye la
utilizacién de antiinflamatorios no esteroidales e inyecciones de glucocorticoides, entre
otros. Ademas en algunos casos se complementan con reposo y fisioterapia. Sin
embargo estos tratamientos sélo estan dirigidos a disminuir los sintomas y mejorar la
recuperacion clinica, sin producir una reparaciéon real, funcional y estructural, por lo
que la reincidencia es cercana al 80%. Durante los Ultimos afios se ha incrementado y
profundizado el conocimiento sobre la fisiopatologia de estas lesiones, lo que ha
permitido establecer, en parte, la causa de los fracasos obtenidos con los tratamientos
convencionales. Buscando alternativas a éstos, es que la medicina regenerativa se
perfila como un buen candidato. Objetivo: realizar un analisis detallado de la
literatura cientifica, que permita describir los fundamentos, desarrollo y aplicaciones de
células madre mesenquimales (MSCs) en tendinitis y osteoartritis equina, como
alternativa de tratamiento, proyecciones y posibles alcances. Conclusion: a diferencia
de los tratamientos convencionales, la utilizacion de MSCs en este tipo de lesiones,
ayudan al organismo para que él se encargue de regenerar y devolver las capacidades
al tejido dafiado, disminuyendo las probabilidades de reincidencia de la lesién. Las
investigaciones clinicas de MSCs en equinos han dado lugar a muchos resultados
prometedores, sin embargo, se requiere una mayor cantidad de estudios in vivo e in
vitro para comprender en profundidad la biologia de las MSC equinas y los mecanismos
fundamentales de los efectos regenerativos de las células. Ademas, es importante
destacar el beneficio de las ventajas Unicas que el equino ofrece como modelo animal
de investigacién. Las terapias de MSCs deben ser complementadas con programas de

rehabilitacion y fisioterapia para obtener resultados exitosos.

Palabras clave: Stem Cell - Regenerative medicine - Tendon injuries — Tendinitis -

Osteoarthritis - Joint injuries - Equine.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades mas comunes en el caballo son aquellas que afectan su aparato
musculoesquelético. Estudios realizados en caballos de carreras sugieren que estas
lesiones producen importantes pérdidas econdmicas [1] y que representan cerca del
82% de los problemas de pérdida de rendimiento manifestado clinicamente como
claudicacién y entre el 46 y el 53% con lesiones de tendones y ligamentos [2]. En
equinos, las patologias articulares, principalmente osteoartritis (OA), representan la
mayor causa de disminucion del rendimiento atlético, llevando al retiro prematuro de
competencia [3][4]. Uno de los principales problemas relacionados con las patologias
articulares y tendinopatias del caballo es la eleccién del tratamiento [5][6]. En el area
veterinaria se toman decisiones terapéuticas basadas en sus experiencias clinicas [7] y
pocas en el conocimiento actual de la fisiopatologia de tendones y articulaciones
[8][5]. El tratamiento médico convencional de estas patologias en el caballo incluye la
utilizacion de antiinflamatorios no esteroidales (AINES), glicosaminoglicanos
polisulfatados (PSGGs), inyeccion de corticosteroides (CS), acido hialuréonico (HA)
[51[9][10][11]. En los casos de tendinopatia y desmopatia agudas se emplean
farmacos combinados con reposo, hidroterapia y vendajes, ademas de monitorizacion
ecografica de la lesidn y un programa de ejercicio controlado [12][5][9]. Sin embargo,
estos tratamientos sélo estan dirigidos a mitigar los sintomas o mejorar la

recuperacion clinica, sin inducir una regeneracion real [13].

Las lesiones en tendones y ligamentos sanan muy lentamente y el tejido reparado no
tiene las mismas caracteristicas de elasticidad y fuerza que el tejido original [14]. Esto
hace que los caballos afectados con estos problemas tengan una predisposicion de
recaida aproximadamente del 80% a pesar de emplear cualquier tipo de tratamientos
convencionales o terapia fisica [1]. Esta situacidén no es diferente a lo que sucede en
seres humanos afectados por tendinopatias y patologias articulares [15][7]. Durante
los ultimos afios se ha incrementado el conocimiento de la biologia del tejido conectivo
y se han podido esclarecer a nivel molecular varios procesos bioquimicos relacionados
con la fisiopatologia de estas lesiones [16][17][18]. Esto ha permitido esclarecer, en
parte, la causa de los fracasos obtenidos con la terapéutica convencional y ha abierto

una nueva era en el tratamiento de estas lesiones, la terapia regenerativa.

La solucion para las tendinitis y osteoartritis sufridas por los equinos de deporte ha
sido por afos el dilema de los médicos veterinarios que se dedican a tratar este tipo de

lesiones. La medicina regenerativa, utilizando células madre equinas, surge como un

8



método innovador, que permite atravesar la barrera de resolucion mantenida en el
tiempo y con ventajas que superan a las terapias tradicionales, que no proporcionan

una recuperacion total del paciente [19].
3. OBJETIVOS

Objetivo General: Realizar un analisis de la literatura cientifica que permita describir
los fundamentos, desarrollo y aplicaciones de células madre mesenquimales en

tendinitis y osteoartritis equina.

Objetivo Especifico 1: Revisar anatomia, mecanismos de lesion y reparacién de

tendones y articulaciones equinas.

Objetivo Especifico 2: Definir, clasificar y describir los mecanismos de accién y

principales caracteristicas de las células madre mesenquimales.

Objetivo Especifico 3: Describir el uso de terapia basada en el uso de células madre en

tendinitis y osteoartritis equina como alternativa terapéutica.
4. METODOLOGIA

Durante el desarrollo de esta tesis bibliografica fueron recopilados articulos

relacionados directamente con las siguientes palabras claves:

- Regenerative medicine

- Stem Cell

- Tendon Injuries (tendinitis)

- Osteoarthritis (Joint injuries)

- Equine

La estrategia utilizada para identificar los estudios se bas6 en los siguientes criterios de

seleccion:

- Fueron buscados articulos publicados desde el aflo 1964 hasta Agosto del 2015.

- Fueron consideradas revisiones, ensayos clinicos, estudios experimentales y
libros.

- Fueron incorporados publicaciones de investigacién realizadas en animales y
humanos.

- No fueron usados filtros de sexo ni edad.



- El idioma de basqueda fue inglés.

Ademas para la eleccién de la informacién fueron seleccionados articulos mediante la
lectura de los resimenes vy titulos de los trabajos que contenian los siguientes criterios

de inclusion:

- Articulos relacionados con generalidades anatomicas y fisiopatoldgicas de
tendones y articulaciones.

- Articulos relacionados con medicina convencional y medicina regenerativa.

- Articulos relacionados con las caracteristicas y funcionalidad de las células
madre.

- Articulos relacionados con las aplicaciones terapéuticas de células madre

mesenquimales en tendinitis y osteoartritis.

Para la recopilacion de la informacion fue utilizado MEDLINE como base de datos y
PubMed como buscador, utilizando el Proxy de la Universidad de Valparaiso. Ademas
se usd el programa Mendeley® como organizador bibliografico. Se sumaron diversas
combinaciones de las palabras claves antes mencionadas, pero para lograr un enfoque
relacionado con el tema de investigacién se utilizd Stem Cell, como palabra clave inicial
y posteriormente el resto de ellas, obteniéndose con los siguientes resultados:
Regenerative medicine, 134 articulos; Tendon injuries (tendinitis), 167 articulos;
Osteoarthritis (Joint injuries), 142 articulos; Equines, 178 articulos. La suma total de
ellos fue de 621 articulos, datos obtenidos a fines de Agosto 2015. Sobre estos se
aplicaron criterios de seleccion para finalmente identificar aquellos que no cumplian
con éstos limites y sélo trabajar con los que si se incluirian en el trabajo. Todo esto, en
conjunto con los capitulos de tres libros, arrojo un resultado total 427 articulos, cifra

final incorporada en esta tesis (Ver flujograma de bldsqueda).
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4.1.Flujograma de busqueda

Célula Madre

Medicina
Regenerativa

Articulacién

Equinos

Evaluados para revision

621 articulos

Generalidades
Anatémicas y fisiol6gicas,
tendones y articulaciones

Caracteristicas
funcionales
Células Madre

Medicina convencional
Medicina Regenerativa

Aplicaciones terapéuticas
Células Madre

Seleccionados e incluidos

427 articulos

424 Publicaciones
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5. MOTIVACION
5.1.Importancia de las lesiones musculoesqueléticas

Estudios epidemioldgicos demuestran que la lesiones musculo esqueléticas son unas de
las causas mas importantes de un rendimiento deportivo pobre o de la retirada
prematura de los caballos de la competicién. Se sabe que, considerando todos los tipos
de caballos de deporte en su conjunto, la claudicacion aparece con mas frecuencia en
la extremidad anterior que en la posterior (60% vs 40%), probablemente debido a que
el centro de gravedad del caballo estd situado mas cerca de las extremidades
anteriores [20][21]. En general, en la extremidad anterior, hasta el 95% de las
lesiones se localizan en las partes distales al carpo y, entre estas, casi la mitad (46%)
corresponden a lesiones de tejidos blandos (TB): ligamento suspensor (LS), tendén
flexor digital superficial (TFDS), tendon flexor digital profundo (TFDP) [14][22].

Aparte de las lesiones de los tejidos blandos, el otro gran capitulo que integra el
conjunto de lesiones musculo esqueléticas se refiere a la patologia articular. Algunos
estudios sefialan que el 60% de las claudicaciones estan relacionadas con la
osteoartritis (OA)[21][23][24].

Frente a este panorama, existe un creciente interés en el area de la medicina
veterinaria por los resultados de las investigaciones que se estan realizando en el
campo de la medicina regenerativa, especialmente en tratamientos con células madre

equinas.

En teoria, las células madre pueden actuar mejorando las condiciones extra celulares
en el lugar de la injuria, o bien pueden diferenciarse y reemplazar las células dafiadas
[25]. En equinos, el resultado que se obtiene luego del tratamiento en la gran mayoria
de los casos, es un tejido completamente sano o muy similar al original, sin la
presencia de cicatrices que se generan con tratamientos convencionales y que

provocan la pérdida de elasticidad de los tejidos llevando a reincidencia [26][27][28].
6. GENERALIDADES DE TENDONES Y ARTICULACIONES DEL EQUINO
6.1. Fundamentos tedricos en Tendones y ligamentos

Las lesiones en tendones y ligamentos son frecuentes en caballos y representan un

reto terapéutico. A pesar del esfuerzo de mentalizacién y difusién cultural realizado
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entre todas las personas dedicadas a la medicina veterinaria del caballo sobre Ia
importancia de la deteccion precoz de la lesion, de la tecnologia orientada al
diagndstico por imagen y del rango de tratamiento disponibles [29], el porcentaje de
reincidencia es muy alto, variando segun la especialidad deportiva entre un 43% vy
93% [9][12].

La incidencia de lesiones en tendones y ligamentos se ha estimado entre un 11% y un
46%. Concretamente en caballos Fina Sangre de Carrera, las lesiones de tendones
constituyen la causa mas importante de retirada de las carreras. Las lesiones del
tenddn flexor digital superficial (TFDS) son las mas frecuentes entre los tejidos blandos
distales al carpo [29]. En otras disciplinas deportivas tales como doma, salto, polo,
enduro, se observa un incremento de lesiones del ligamento suspensor (LS), TFDS vy el
ligamento accesorio del tendon flexor digital profundo (TFDP). En teoria, el TFDS vy el
LS son mas propensos a las lesiones que el TFDP porque los primeros reciben la carga
en el momento del apoyo, mientras que el TFDP interviene algo mas tarde. Cada
especialidad deportiva conlleva un escenario propio donde el caballo, el hombre y el
terreno interactlan de forma particular, requiriendo esfuerzos anatéomicos especificos,

predisponiendo a determinadas lesiones [30].

6.1.1. Definicién y funcion

La distincién entre tendones y ligamentos normalmente se ha basado en aspectos
anatémicos; los tendones se interponen en la union musculo-hueso, mientras que los
ligamentos intervienen en la uniéon hueso-hueso. Las investigaciones sobre la
topografia, la biomecanica y la composicion de la matriz han revelado una combinacién
de estas dos estructuras en una serie de tendones y ligamentos anatomicamente
“puros” [16][14]. Los tendones y ligamentos pueden tener una funcion meramente
“posicional”, tal es el caso del tendén extensor digital comun, o actuar como elementos
“elasticos que almacenan energia” para lograr una locomocién mas eficiente, como es
el caso del tenddén flexor digital superficial (TFDS), tenddén flexor digital profundo
(TFDP) y el ligamento suspensor (LS). La energia acumulada se libera durante la fase
de propulsidn. Estos tendones “acumuladores de energia” cuentan con unos ligamentos
accesorios que unen el tendéon directamente al hueso, brindando un soporte en los

momentos de carga maxima [16][9][14]. (Ver figura 1)
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Figura 1. ESQUEMA ANATOMIA DISTAL DEL PIE EQUINO. Smith et al. (2004).

Los ligamentos estan sujetos a fuerzas con multiples vectores direccionales
dependiendo del grado de movilidad de la articulacion [31], por ejemplo, los
ligamentos periarticulares se alinean y estabilizan huesos adyacentes y proporcionan
una resistencia pasiva frente al movimiento. Estas distintas funciones parecen tener
algunas especificidades de la composiciéon quimica y en la estructura de estos tejidos
[32].

6.1.2. Estructura Basica de tendones y ligamentos

El tenddn sano es un tejido altamente especializado disefiado para resistir enormes
fuerzas unidireccionales. Estd compuesto principalmente por una densa matriz
extracelular (MEC), sintetizada por algunos de los fibroblastos residentes en el propio
tenddn. El principal componente de la matriz extracelular es colageno tipo I, el cual se
organiza en fibrillas, fibras y fasciculos, de acuerdo a la direcciéon de la fuerza aplicada.
La existencia de entrecruzamientos intermoleculares entre las moléculas de colageno
tipo I, refuerzan la resistencia a la tensién de la matriz del tendén. Otros componentes
de la matriz como otros tipos de coldgeno, glicoproteinas y proteoglicanos ricos en
leucina parecen estar involucrados en la fibrilogénesis y la regulacién de la

organizacion de la matriz [33][34].

Los tendones y ligamentos son tejidos conectivos fibrosos caracterizados por una
precisa organizacién de fibroblastos concentrados en una matriz extracelular (MEC)
rica en colageno. Las fibras de coldgeno guardan una disposicién en fasciculos

paralelos a lo largo de las lineas de tensidn. Los fibroblastos también se disponen
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longitudinalmente entre las fibras de colageno y sus citoplasmas se extienden
transversalmente, envolviendo las fibras de colageno, creando una red tridimensional
de uniones GAP célula-célula y célula-MEC [34][33].

El conjunto de células que conforman el tenddn, se les denomina tenocitos. Se han
identificado cuatro grupos: I, II, III y IV, este ultimo es el endotenddn. Se desconoce
su actividad individual porque no hay marcadores especificos para cada tipo ni
procedimientos para el aislamiento especifico. Los tenocitos estan relacionados con los

fibroblastos pero no se sabe hasta qué punto [16].

Ademas, hay otras células: los fibroblastos del endotenddn, epitenddn y paratendon y
células de tipo sinovial del epitendon en aquellas zonas en las que el tendén esta

incluido en la vaina [35].

En los tendones el 95% del colageno total es colageno tipo I, mientras que en los
ligamentos el porcentaje es menor (85%). El resto del coldgeno total estd constituido
por colageno tipo III y, en menor proporcion, por otros tipos de colageno. El colageno
tipo I es el que predomina en el cartilago articular, pero también se detecta su
presencia en las uniones tenddn-hueso y en las zonas de compresion del tenddn. El

colageno tipo III se detecta sobretodo en el endotenddn y ligamentos [33][34].

La estructura del colageno se asienta en la organizacion jerarquizada de subunidades
de tamafio decreciente; tropocolageno, microfibrillas, subfibrillas, fibrillas, fibras,
fasciculos y unidn de fasciculos por el endotendoén. El endotenddn se continta hacia la
periferia del tendon, envolviéndolo con lo que se conoce como epitenddn. En las zonas
en las que el tenddn no estd incluido en la vaina sinovial, alrededor del epitendén se

localiza otra capa fibrosa conocida como paratendén [36][35].

El endotenddn contiene vasos y nervios, en él residen tipos celulares que se sospecha
poseen caracteristicas mesenquimaticas. Alrededor del epitendén, en las zonas sin
vaina sinovial, existe una envoltura fibrosa y elongable, el paratendédn, el cual aporta

vasos sanguineos y elementos celulares para la reparacion [31][34][33].

En aquellas zonas donde la trayectoria del tendén cambia de direccion, el tenddn
queda envuelto en una vaina que contiene liquido sinovial para facilitar el
deslizamiento del tenddén. En el interior de la cédmara sinovial se encuentra el
mesotendon, a modo de tabique que puede dividir la vaina en dos compartimentos

completamente separados o no [34] [33]. (Ver Figura 2)
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Figura 2. ESTRUCTURA JERARQUICA DEL TENDON. El tejido del tenddn tiene wvarias subunidades compuestas
esencialmente por fibras formadas por moléculas de coldageno tipo I, las cuales estan organizadas dentro de subfasciculos y
fasciculos individuales separados por la MEC del epitendon. Grupos de fasciculos forman el cuerpo funcional del tenddn, dentro
del cual se encuentra la MEC altamente vascularizada e inervada. La MEC es sintetizada y sustentada por los fibroblastos del
tendén, los cuales se alinean longitudinalmente en filas a lo largo de las fibras de coldgeno. Richardson et al. (2007).

6.1.3. Patogenia de la lesion.

Existen tres teorias que explican la patogenia de la lesién en equinos; la teoria del
sobreesfuerzo o sobreestimulacién, la teoria de la estimulacion insuficiente y la teoria

bioguimica.

La primera teoria explica que los tendones pueden lesionarse bien por “sobreesfuerzo”
0 como consecuencia de un traumatismo percutaneo, lacerante o penetrante. Se cree
que las lesiones por sobreesfuerzo se producen como consecuencia de dos posibles
situaciones; por una sobrecarga repentina que excede la capacidad de resistencia
biomecanica o por la existencia de una fase de degeneracién previa a la lesiéon. Con el
primer supuesto se explicaria que todos los tendones y ligamentos tienen propiedades
viscoelasticas, lo que significa que sus propiedades mecdanicas varian a medida que se
tensan [22][16].

La segunda teoria, de estimulacion insuficiente, intenta explicar la cascada de sucesos
degenerativos en base a los estudios experimentales que muestran que la falta de
estimulos sobre las células tendinosas puede ser la responsable de la expresion génica

catabdlica que deriva en la degradacion de la MEC y pérdida de funcion [37][38][39].
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La falta de cargas equivale a la deprivacion de estrés lo cual, experimentalmente,
conduce a un incremento de la expresidon génica de MMPs y de inductores de apoptosis
[40][41]. Por otra parte, la aplicacion de un estrés ciclico inhibe la apoptosis y la
expresiéon de MMPs [41]. Esta teoria recibe apoyo adicional con los trabajos que
muestran que la deprivacién de estrés disminuye la expresiéon de TIMP y que la
aplicacion de un estrés ciclico conduce a un incremento de la expresién de TIMP en los

fasciculos del tenddn [41].

La tercera teoria, bioquimica, nace a partir de un estudio reciente sobre tendinopatias
humanas, este estudio ha evidenciado la producciéon localizada y de origen no
neuronal, de sustancias “sefales” tradicionalmente confinadas a las neuronas en los
tenocitos [42]. Estas sustancias incluyen acetilcolina, catecolaminas, sustancia P y
glutamato. Ademas, los receptores para estas sustancias se han encontrado en
fasciculos nerviosos y en las paredes de los vasos sanguineos del tejido tendinoso, asi
como en los propios tenocitos. Estos hallazgos ayudarian a entender la influencia de
estas sefiales en el dolor, la regulacion vascular y/o los cambios tisulares en las

tendinopatias [42].

6.1.4. Reparacion del tenddén por mecanismos naturales

En respuesta a una lesiéon aguda, ocurre una reaccién inflamatoria acompanada de
hemorragia intratendinea y edema, ademas de infiltracion de macréfagos para
remover el tejido necrético [43][16][44][45]. Esta respuesta inflamatoria es de corta
duracién, clinicamente se observa un evidente aumento de tamafo en la zona,
acompanada de dolor. Factores de crecimiento y citoquinas liberadas por macréfagos y
plaguetas que llegan a la zona, generando una respuesta quimiotactica y proliferativa
en los fibroblastos, provocando la sintesis de coldgenos tipo I, III y V caracteristicos

del tejido cicatricial [46].

El nuevo colageno formado en el tejido cicatricial es altamente reticulado y presenta en
mayor proporcién colageno tipo III. Este coldgeno a diferencia del colageno tipo I, es
una fibra de corta longitud, lo que provee gran elasticidad pero otorga poca fuerza.
Mientras mas aumenta de tamafo y madura la cicatriz, mas reticulado y estable se

vuelve el tejido [12].

Después de la lesion, el tenddn se recupera bien, pero el tejido cicatricial, que
constituye al tendén dafiado es menos funcional que el tejido del tendén normal, lo

que se traduce en menor rendimiento y un riesgo sustancial de una nueva lesion [12].
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Las propiedades mecanicas de los ligamentos y tendones cicatrizados, no son
comparables con las del tejido normal [47]. Tras la ruptura, las fases de reactivacién
de la inflamacién, proliferacion, remodelacién y maduracion no necesariamente
reconstituyen la estructura y funcién normal del tejido, lo que a largo plazo resulta en
persistencia del tejido cicatricial y reincidencia de lesiones [48][6]. La tensién inducida
por el tenddn lesionado, es una consecuencia comun del esfuerzo atlético tanto en
caballos como en seres humanos, comprometiendo el retorno al nivel anterior de
actividad [49]. Ademads, la recurrencia de tendinitis después de retornar a la
competencia puede ser tan alta como 43% [9]. La reparacién requiere factores de

crecimiento que estimulen la angiogénesis, mitogénesis y la formacién de matriz [50].

Décadas de experiencia han demostrado in vivo, que la regeneraciéon y reparacién de
tendones y ligamentos es lenta y poco eficaz después de la lesidon [49]. La reparacion
de tendones lesionados, sigue siendo un gran desafio, en gran parte debido a la falta

de profundidad en la caracterizacion de las células del tendon y sus precursores [51].
6.2. Fundamentos tedricos en Articulaciones

6.2.1. Bases anatdomicas y fisioldgicas de las articulaciones sinoviales

El correcto funcionamiento de las articulaciones sinoviales depende de la integridad
anatémica y de la funcion celular de cada uno de sus componentes: el hueso, el
cartilago articular, el liquido sinovial, la membrana sinovial, la capsula articular fibrosa
y las estructuras ligamentosas. El hueso subcondral de los extremos dseos que
conforman la articulacion estéd recubierto por cartilago articular que proporciona una
superficie de contacto de baja friccion. La membrana sinovial y la capsula fibrosa
articular rodean el perimetro cartilaginoso y se insertan en el hueso proporcionando
cierta estabilidad articular y un receptaculo para el liquido sinovial. Los ligamentos y
estructuras musculares periarticulares contribuyen a la estabilidad articular. Frente a la
disfuncién de alguno de estos componentes se presentard la patologia articular
[30][3].

La membrana sinovial estd formada por dos capas, la intima y la subintima. La intima,
a su vez, tiene un espesor equivalente al de 1 a 5 estratos de células y carece de
membrana basal. Estas células se clasifican en sinoviocitos A, responsables de la
fagocitosis, y sinoviocitos B, que secretan proteinas. Es posible que un tercer tipo, los
sinoviocitos C, sean un tipo celular que represente una fase de transicion entre Ay B
[52].
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La funcién de la membrana sinovial es decisiva en el mantenimiento de la homeostasis
articular porque permite el intercambio de nutrientes y subproductos metabdlicos entre
la sangre de los capilares de la membrana y los tejidos articulares. La eficiencia de
este intercambio depende de la densidad y buen estado de la red capilar y de la

circulacién sanguinea [53].

Los ligamentos periarticulares y la capsula articular proporcionan estabilidad a la
articulacién. En las zonas proximales de las extremidades, las masas musculares que

rodean las articulaciones también son imprescindibles para lograr esta estabilidad.

El hueso subcondral proporciona un soporte estable al cartilago articular. La placa
subcondral consiste en hueso cortical con el sistema de canales haversianos dispuesto
paralelamente a la superficie articular. Es mas deformable que la cortical de la diafisis

y experimenta remodelaciones como respuesta al ejercicio [54][55].

Los condrocitos representan entre el 1% y el 12% del volumen del cartilago, siendo el
resto matriz extracelular (MEC) que, a su vez, estd compuesta por tres componentes
principales: agua, colageno y proteoglicanos (PGs). El contenido de agua varia entre el
70% y 80%, siendo mayor en animales jévenes. En términos de materia seca, la MEC
estd compuesta por un 50% de colageno, un 35% de proteoglicanos, un 10% de
glicoproteinas (factores de crecimiento, COMP, proteinasas), un 3% de minerales, un

1% de lipidos y un 1% de otras sustancias [56]. (Ver figura 3)

Capsula Articular

Médula Osea

Sinovial Lubricacion
Cartilago Articular

pifisis cartilago
(conjuntcion)

Diafisis

Hueso

Espiculas Oseas
Médula Osea

Figura 3. CORTE HISTOLOGICO CARTILAGO: Izquierda: Corte de rodilla en el que se muestran sus principales
componentes. La presencia de cartilago de crecimiento indica que se trata de un animal joven en fase de crecimiento.
Tincién de picrosirio y hematoxilina. Derecha: Obsérvese el aspecto seriado del cartilago cuyas células aumentan
progresivamente de tamafio, siendo destruidas, finalmente, y quedando tnicamente la matriz extracelular cartilaginosa (en
azul) sobre la que se desarrolla el proceso de osificaciéon endocondral. Tincién de picrosirio y hematoxilina. Junqueira et al.
Histologia basica (2005).
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6.2.2. Fisiopatologia de la osteoartritis (OA)

Existen varias corrientes de opinién para explicar la fisiopatologia articular. Algunos
investigadores han propuesto varios mecanismos especificos en la patogénesis de la
OA, por ejemplo: como consecuencia de la existencia de un cartilago defectuoso con
propiedades biomecanicas anormales, o de la presencia de cambios anormales en el
hueso subcondral, o de la exposicidon del cartilago normal a cargas anormales [57].
Otros autores, aun reconociendo que a veces el proceso que conduce a la OA puede
tener origen en algun tejido concreto de los que componen la articulacion, prefieren
mantener una visibn mas integral, ya que en la enfermedad clinica suelen estar
involucrados varios de los tejidos articulares y, a medida que la OA progresa, puede

generalizarse a todos ellos [58][59][60].

El desequilibrio puede iniciarse como consecuencia de cargas mecanicas anormales, de
presentacién progresiva o repentina, o como consecuencia de un fallo metabdlico
tisular [60]. La fibrosis de la capsula articular puede reducir la movilidad articular y
dificultar el riego sanguineo de la articulacién, afectando a la homeostasis de la
membrana sinovial, liquido sinovial y cartilago articular. La membrana sinovial y el
cartilago pueden producir sustancias catabdlicas (prostaglandinas, citoquinas, TNF y
MMPs) que degradan el coldgeno II, el agrecano y otras glicoproteinas de la matriz
cartilaginosa [58]. El exceso de liquido sinovial puede contribuir a la inestabilidad
articular y a elevar la presion intraarticular (PIA). El hueso subcondral puede intervenir
como causa primaria [61]. Algunas situaciones metabdlicas sistémicas, como la

obesidad, también podrian estar involucradas en la OA [62][63].

En el cartilago, los condrocitos actian como sensores que responden a la presion. Bajo
condiciones normales, responden produciendo componentes de la MEC, tales como
agrecano y coldgeno tipo II. Sin embargo, un estrés mecanico anormal, tal como
ocurre en la OA, altera el metabolismo de los condrocitos e induce la producciéon de
proteasas y mediadores de la inflamacién. Estos procesos conducen a una elevacion de
los niveles de IL-1 y TNF-a que, a su vez, disminuyen la sintesis de coladgeno e
incrementan las proteasas y otros mediadores de la inflamaciéon como IL-8, IL-6, IL-
17, IL-18, PGE, y O6xido nitrico (NO). Por otra parte, como consecuencia de los
procesos oxidativos, los condrocitos sufren un proceso que ha sido demostrado
histolégicamente: la senescencia o apoptosis [64]. El estrés oxidativo causa un
acortamiento de los telémeros y una disminucién del nimero y de las funciones de las

mitocondrias, con la subsiguiente disminucion de la produccion de ATP [65].
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6.2.3. Reparacion del cartilago por mecanismos naturales. Prondstico

El modelo de reparacién del cartilago equino se parece mucho al modelo humano [66].
A partir de esto, se puede aseverar que “una vez que el cartilago se destruye, nunca
se cura”, entendida la curacién como regeneracién [67]. Aun existen muchos
obstaculos para la regeneracién del cartilago basada en tratamientos celulares. Las
lesiones cartilaginosas son reparadas por medio de tejido fibrocartilaginoso, con mayor
o menor éxito en funcién de la superficie y espesor afectados. Las propiedades
funcionales y las caracteristicas histoldgicas del fibrocartilago neoformado son de
inferior calidad que las del tejido original. Las lesiones que afectan a todo el espesor
del cartilago, lo que incluye el cartilago calcificado pero no el hueso subcondral, y que
ocupan una superficie superior a 5 mm?, tienen un peor prondstico [68]. Se han
descrito mecanismos de reparacion intrinsecos, basados en la limitada capacidad de los
condrocitos para multiplicarse y reparar las lesiones. Dentro de los mecanismos
intrinsecos aparece el fendmeno “matrix flow”, el cual describe la propagacién de
condrocitos y matriz cartilaginosa desde la periferia de la lesion hacia el centro de la
misma en un intento de rellenar el defecto; se considera que este efecto reparador se
limita a lesiones de pequefio tamafo. Los mecanismos extrinsicos se basan en la
aportacién de células y otros factores no procedentes del cartilago, sino del hueso
subcondral; una forma de implementar este mecanismo natural es, por ejemplo, la
reactivacion del hueso subcondral mediante la perforacion o microfractura quirdrgica
para poder aportar células indiferenciadas y factores de crecimiento que estimulen la

reparacion [30].
7. MEDICINA CONVENCIONAL
7.1.Terapia reparativa en tendones y ligamentos

Algunos tratamientos basicos de la medicina convencional que se aplican actualmente
en tendones y ligamentos incluyen flebotomia, aplicacién de frio local, vendaje y
reposo [69]. Durante las ultimas cuatro décadas se han ensayado numerosos
tratamientos y pocos han evidenciado una eficacia superior al simple reposo
prolongado [12]. Con esta metodologia solo el 40-50% de los caballos vuelve a
competicion y las recaidas, segun las modalidades deportivas, pueden fluctuar desde el
43% al 93% [70][9][71].

La escasa eficacia de estos tratamientos se explica por la fisiopatologia de la

reparacion del tendon; el tejido cicatricial resultante carece de las propiedades
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funcionales del tendon original [9][72][73]. Existen evidencias de que el tenddn se
repara en base a la produccién de un tejido cicatricial fibrocondrogénico con
propiedades funcionales inferiores a las del tejido original normal [74][75][72],
llevando a una disminucién del rendimiento del animal y el riesgo de reincidencia de la
lesién [12].

7.2. Terapia reparativa en articulaciones

Los tratamientos que abordan la patologia articular, con independencia de la causa,
consideran objetivos primordiales el retorno de la articulacién a su situacion normal en
el menor tiempo posible y la prevencidn y minimizacion de la gravedad de la
osteoartritis (OA). Por tanto, cualquier situaciéon patoldgica, desde una sinovitis aguda
gue pueda producir inestabilidad articular por exceso de liquido sinovial y derivar en
OA, hasta aquellas situaciones que requieren intervenciones quirdrgicas, deberian ser

tratadas en el momento mas adecuado de manera de prevenir o minimizar la OA [23].

Sin considerar ahora las técnicas quirlrgicas, la medicina reparativa ha abordado esta
patologia mediante diversos tratamientos médicos (AINES, corticoides, hialuronato
sodico, glicosaminoglicanos polisulfatados, pentosan, suplementos nutracéuticos a
base de glucosamina y/o condroitin sulfato) que muchas veces solo tienen efecto

paliativo transitorio, dependiendo de la gravedad de la lesidn.

Llegados a este punto, podemos establecer una analogia con respecto a lo dicho en
tendones y ligamentos. La baja eficacia de estos tratamientos se explica por la
fisiopatologia de la curacién de la articulacién; el tejido cicatricial resultante del
proceso de curacion es un tejido fibrocartilaginoso de inferior calidad porque carece de
las caracteristicas histoldgicas y propiedades funcionales del cartilago original y algo

parecido ocurre en el hueso subcondral [68].
8. MEDICINA REGENERATIVA

Ante la perspectiva que ofrecen los tratamientos convencionales, una parte de la
comunidad cientifica se encuentra inmersa en la transicion de una medicina reparativa
a una medicina regenerativa [76][77]. Es en la medicina regenerativa, donde la
ingenieria en tejidos juega un rol fundamental. La ingenieria en tejidos aplica los
principios de ingenieria y ciencias de la vida hacia el desarrollo de substitutos
biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcidon de los tejidos o de un

organo completo [78]. La ingenieria en tejidos conjuga los campos de la medicina
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regenerativa con la biologia de las células madre desde el momento en que son
necesitadas las técnicas de estas dos disciplinas para diferenciar las células en
fenotipos que puedan ser ensamblados en los distintos disefios de las estructuras

bioldgicas [30].

Actualmente la ingenieria en tejidos aplicada al tratamiento de lesiones tendinosas se
encuentra menos desarrollada que la aplicada a las lesiones articulares y esto se debe
a varios motivos. En primer lugar, los conocimientos sobre la biologia del desarrollo del
tenddn no son suficientes y aun no se entiende cdmo intervienen las sefales y las
células en la formacidon y desarrollo de este tejido; este conocimiento resulta
fundamental para que las técnicas y procedimientos de la medicina regenerativa
puedan mimetizarlo [79]. Por otra parte, tampoco se han disefiado buenos modelos in-
vivo e in-vitro que permitan el estudio de la diferenciacion de las células del tenddn y
ensayar técnicas de reparacion; ademas, dichos modelos tampoco recrean o
reproducen la forma natural de la lesion [30]. Probablemente el caballo sea una de las
mejores especies para estudiar las lesiones tendinosas e intentar extrapolar los
resultados a otras especies, pero resulta un modelo caro y con inconvenientes de tipo
ético. Por otra parte, la informacidon que llega desde la investigacion en medicina
humana también es mucho mas extensa en lo que concierne a la patologia articular, ya
que la osteoartritis sustenta una morbilidad mucho mas alta que la patologia de los
tendones [30].

Actualmente, las estrategias de ingenieria tisular incluyen la utilizacién de una o varias
de las siguientes aproximaciones; soportes o biomateriales (scaffolds), factores de
crecimiento (FC) y células madre [80][81][76].

Los biomateriales son sustancias que actian como soporte o andamiaje, asi por
ejemplo, en ingenieria tisular, las células se siembran o fijan sobre una estructura
artificial capaz de permitir el desarrollo tridimensional del tejido. Algunas de las
funciones de los biomateriales son simular las caracteristicas espaciales y biomecanicas
del tejido que se pretende curar, permitir la fijacidn, diferenciacion, multiplicacion y
migracion de células y la sintesis de matriz extra celular (MEC), tanto en los cultivos
como en la lesién tratada. Ademads lo biomateriales favorecen la difusidon de nutrientes
celulares vitales y productos expresados, pero no deben modificar el fenotipo celular

que se pretende implantar [82].
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Los retos en el disefio de estos biomateriales se centran en sincronizar la degradacion
polimérica del biomaterial con la formacion de matriz extracelular del tejido lesionado,
producir biomateriales con la suficiente resistencia mecanica y que ésta se mantenga
durante las fases iniciales de la curacidn, es decir, hasta que el nuevo tejido formado

asuma las cargas biomecanicas [83].

Los biomateriales que han sido disefiados hasta ahora apenas mimetizan la morfologia
del tejido natural a nivel estructural. Este mimetismo es muy importante cuando se
trata de intervenir en tejidos que tienen una estructura con una orientacion direccional
muy definida, como es el caso de los tendones. Se estan desarrollando biomateriales a
base de fibrillas de didmetro y orientacién controlables [83]. En la actualidad, aun no
se ha producido ningun material con estas caracteristicas para ser utilizado en los

tendones a nivel clinico.

Algunos de los biomateriales utilizados en tendones incluyen fibras reabsorbibles
implantadas longitudinalmente de acido poliglicdlico (PGA) o acido polilactico (PLA).
Mientras que en el tratamiento de patologias articulares se utilizan hidrogeles,
estructuras esponjosas y mallas de polimeros naturales (alginato, agarosa, fibrina, gel
de plasma rico en plaquetas (PRP), colageno, gelatina, quitosan, condroitin sulfato y
celulosa) o sintéticos (PGA, PLA, polidioxanona, fosfato tricalcico o de biohueso). El
inconveniente de los naturales reside en el potencial efecto inmunogénico, mientras
que los sintéticos no favorecen la relacion célula-soporte y los productos de su

degradacion pueden resultar toxicos [84].

Nuevos tratamientos para las tendinitis/desmitis y algunos problemas articulares se
basan en la administracion de uno o varios factores de crecimiento (FC) en el lugar de
la lesidn. Los FC, también llamados citoquinas anabdlicas, son moléculas proteicas que
regulan el metabolismo celular. Aceleran la curacidon tisular por medio de la
estimulacion de la proliferaciéon celular, el incremento de la sintesis de matriz
extracelular y estimulando la neovascularizacion. Ademas de los efectos anabdlicos, los
FC inhiben las citoquinas catabodlicas que degradan la matriz, tales como las
interleuquinas y las metaloproteinasas de la matriz (MMPs). Por ello, los FC constituyen
un area de creciente interés en las estrategias de ingenieria tisular. Los mas
estudiados en el area de la regeneracion musculo-esquelética son; factor de
crecimiento plaquetario (PDGF), proteina morfogenética d6sea-2 (BMP-2), factor de
crecimiento transformante-B (TGF- B), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor

de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de crecimiento fibroblastico basico
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(b-FGF), factor de crecimiento insulinico tipo I (IGF-I), factor de crecimiento

hepatocitario (HGF), factor de crecimiento y diferenciacién (GDF).

Resulta esencial conocer la secuencia de efectos de los FC, sinergias y cascadas
bioguimicas que ocurren en los tendones y ligamentos para poder intervenir en el
curso de la enfermedad [85][14][86][87][88]. Se sabe que IGF-I se expresa sobre
todo en la fase temprana de la inflamacidn, manteniendo niveles superiores a los
normales entre la 22 y 8@ semanas y con un pico maximo alrededor de las 4 semanas,
e interviene en la proliferacidon y migracién de fibroblastos y tenocitos y, por tanto, en
la sintesis de colageno de la matriz extracelular [85][89][90][91]. TGF-B1 interviene
durante la fase inflamatoria, elevandose la expresién génica a partir de la primera
semana y manteniéndose alta durante 24 semanas y maxima a las 4 semanas
[90][91]. TGF-B tiene varios efectos sobre la migracion y proliferacion celular y las
uniones de fibronectina. TGF-B estimula la sintesis de la proteina de la matriz
oligomérica cartilaginosa (COMP) y también actla como antiinflamatorio ya que
neutraliza o inhibe la expresion de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, y la actividad de MMPs
[90][91][92][93][94]. Estas citoquinas catabdlicas estan ausentes en el tendén sano
[95]. VEGF se produce sobre todo después de la fase inflamatoria, que es cuando
estimula la angiogénesis; tiene cierto efecto estimulante sobre la expresiéon de TGF-
pero no sobre los genes del colageno [90][96]. El PDGF se produce poco después de la
lesion y estimula la produccion de otros FC, incluyendo IGF-I1y TGF-B [91]. El b-FGF es
un potente estimulador de la angiogénesis y un regulador de la migracion vy

proliferacidon celular y la sintesis de colageno [90][91].

Los factores de crecimiento pueden clasificarse, segun su procedencia, en sintéticos o
heterdlogos y autdlogos. En el campo de la patologia articular los FC sintéticos o
heterdlogos se estan empleando sobre todo para el estudio de sus efectos in vitro
sobre cultivos de condrocitos y hueso subcondral o en cirugia experimental [87]. Se
sabe que IGF-I estimula la produccién de MEC vy la proliferacion de los condrocitos,
pero que este efecto se reduce en sujetos de edad avanzada y en caso de
articulaciones con osteoartritis [97][66][98][99]. Asi como IGF-I tiene escaso efecto
sobre los condrocitos alterados, TGF-B actla como antiinflamatorio ya que neutraliza o
inhibe la expresion de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, y puede estimular la reparacion del
cartilago lesionado mediante el estimulo de los condrocitos y la sintesis de COMP
[93][100]. BMP-2 puede estimular la sintesis de proteoglicanos por parte de los

condrocitos si IL-1 no esta presente [100]. TGF-B y BMP-2 estimulan la formacién de
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condrocitos en los margenes articulares y la consiguiente formacion de osteofitos en
articulaciones artriticas [100]. Es necesaria la accién conjunta sinérgica de TGF-B y IL-
1 para inducir la expresién de los genes del colageno tipo II y del agrecano de los

condrocitos humanos [88].

Los preparados con FC autdlogos, se pueden obtener a partir de aspirados de medula
osea, por puncion de las esternebras o de la tuberosidad coxal, o bien de plasma rico
en plaquetas (PRP). Con respecto al PRP, existen algunos estudios in vitro que valoran
sus efectos sobre tendones y ligamentos equinos y muy pocos que analicen el efecto
del PRP a nivel articular o sobre cultivos de condrocitos [101][102][103][104]. Las
investigaciones realizadas in vivo en equinos son también muy escasas y se han
llevado a término con un pequefio numero de casos clinicos, pero ya advierten de las
posibilidades terapéuticas del PRP [19][105].

En lo que concierne a las células madre, aun hoy, resulta dificil definir que es una
célula madre (SC), resultando mas dificil hablar de algunas de sus caracteristicas o
capacidades como son; autorenovacion, diferenciacion y estabilidad lo largo del tiempo
[106]. Bajo este concepto es que las células madre son inducidas a diferenciarse en
uno o varios tipos de celulares especificos requeridos para reparar los tejidos o
poblaciones celulares dafiadas. Es importante mencionar que las células se localizan en
un entorno, ambiente o nicho, ya sea in vivo o in vitro, que condiciona o influye en su
evolucion. Asi pues, en un determinado nicho, se habla de diferenciacion y de sefiales
reguladoras [107][108]. Estas ultimas incluyen aquellos factores internos (genes) vy
externos (sustancias secretadas por otras células, contacto fisico con otras células,
nutrientes y FC) que controlan los cambios estructurales y funcionales de las células y
la matriz extracelular (MEC) [109][106][110].

Dada la profundidad y complejidad de este apartado se desarrollard en el capitulo

siguiente.
9. CELULAS MADRE
9.1. Generalidades de las células madre

El concepto de células madre hace referencia a una minoria celular con alto poder de
diferenciacion, capaces de autorenovarse durante toda la vida del individuo [111]. A
pesar del alto poder de proliferaciéon, estan la mayor parte del tiempo en estado

quiescente (fase GO del ciclo celular) [112][113]. Ciertas sefiales aun no descifradas
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provenientes del nicho celular, estimularian a estas células para entrar a su ciclo de
division. Luego mediante mitosis asimétricas cada una generaria por una parte a una
célula madre idéntica a la original y por otra a una célula con menor capacidad
proliferativa que la inicial, Ilamada célula de amplificacién transitoria [108]. Esta ultima
entrard en limitadas mitosis generando finalmente células bien diferenciadas y de

escaso poder replicativo [112].

Una célula Madre o troncal es una célula indiferenciada con dos propiedades;
autorregeneracién y capacidad de dar lugar a diferentes lineas de células
especializadas. Es decir, tienen capacidad de divisidon asimétrica: pueden producir una

réplica celular exacta de si mismas y una célula mas especializada [25].

Las células madre pueden diferenciarse en otras células, como las que componen el
tejido adiposo, hueso, cartilago, ligamentos, tendones, tejido nervioso y piel, entre
otras [114][82].

La capacidad de diferenciarse es conocida como potencial, este puede ser clasificado
como; uni, multi, pluri y totipotencial dependiendo del nimero o diferentes tipos de
tejido que la SC puede producir [115]. SC unipotentes se encuentran generalmente en
algunos tejidos adultos en organos especificos (piel, higado, intestino), son
responsables de renovar esos tejidos. SC multipotentes pueden dar lugar a la
diferenciacion celular multiple o tejidos. SC tienen variables grados de potencial de
diferenciacion, los cuales pueden ser descritos mediante un modelo jerarquico [116].
(Ver Figura 4)
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Figura 4. MODELO JERARQUICO: Las células madre se caracterizan por su capacidad de autorenovacién (divisidn
celular asimétrica), alto poder proliferativo in vitro y de diferenciacién en uno o mas tejidos. Dependiendo de la capacidad
para dar origen a tejidos provenientes de 2 o 3 capas germinativas y de tejidos extraembrionarios son llamadas
multipotentes, pluripotentes y totipotentes respectivamente. Sin embargo, el término multipotente es cominmente usado
para describir Ia capacidad de las células madre para dar origen a cualquier tejido que provenga de una misma capa
germinativa. Si las células madre dan origen sélo aun tipo de tejido son llamadas unipotentes. koch et al. (2008).

27



9.2. Clasificacion de las células madre

Las células madre se pueden clasificar jerarquicamente segun su grado de
potencialidad, propiedad que dara la capacidad de diferenciarse a otro tipo de tejido
[117]

El oocito fertilizado o cigoto es la base de este modelo. Los cigotos son totipotentes,
debido a que tienen la capacidad de formar todos los tejidos, el embrién mismo al igual

que la placenta [117].

Luego siguen las células madre embrionarias (ES), son células pluripotentes ya que
pueden originar cualquier componente embrionario, pero no tejido extraembrionario,
es decir, puede dar lugar a tejidos provenientes de cualquiera de las tres capas
germinativas (endodermo, mesodermo y ectodermo) [118]. Provienen del macizo
celular interno o embrioblasto del blastocisto encontrado el 5° dia de gestacion y
corresponden en estricto rigor a las células madre embrionarias (ES) [119] [118]. En
el mismo nivel se encuentran las células madre pluripotentes inducidas (iPS), son
células somaticas adultas que son inducidas para expresar genes de pluripotencia
[120]. Para evitar el uso controversial de las células ES, se realizan esfuerzos para
identificar posibles alternativas comparables. Las recientemente descritas células iPS,
podrian representar una opcion prometedora. Las células iPS son generadas al
transfectar células somaticas adultas con factores de transcripcion pluripotentes;
Oct3/4, c-Myc, Sox-2 y KIf4 [120]. Takahashi et al, reporté en el 2007 que las células
iPS humanas son idénticas a las ES en morfologia, proliferacion, expresion génica,

diferenciacion in vitro y formacién de teratomas.

Después de ocurrida la embriogénesis temprana, las células madre pluripotenciales
desaparecen probablemente por su elevado poder tanto de diferenciacion como
regenerativo y por la complejidad requerida para su correcta coordinacién. En su
reemplazo aparecen células madre multipotenciales especificas para cada tejido que
seran distribuidas en distintas partes del organismo con el objetivo de renovar células,
tejidos u 6rganos dafiados durante el transcurso de la vida [118]. Las células madre
multipotenciales, por ende, son aquellas que pueden dar origen a cualquier tipo celular
que provenga de una misma capa germinativa [118]. Estudios han demostrado que a
partir de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo, es decir, que
provienen del mesoderma embrionario, han dado origen in vitro a osteoblastos,

condrocitos, miocitos, adipocitos, cardiomiocitos y células endoteliales [121][122].
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Estas células estan diversamente distribuidas y han sido aisladas de varios tejidos
incluyendo medula ésea, tejido adiposo, musculo, higado, cerebro, sangre de cordon
umbilical, gelatina de Wharton en corddén umbilical, membrana amnidtica, sangre
periférica y pancreas[123][114][124][125][126][127][128], estas células son capaces
de diferenciarse hacia diferentes linajes como cartilago, musculo y células tipo
neuronales[129][130].

En la punta de la piramide jerarquica se encuentran las células unipotentes, las cuales
tienen menor poder de diferenciacién y solo son capaces de producir su mismo tipo
celular [131]. Al igual que el resto, tienen la facultad de autorenovarse durante toda la
vida; también son llamadas células progenitoras [118]. Estas junto a las células madre
multipotenciales corresponden a células madre adultas y son consideradas la principal

fuente celular reparadora de tejidos [132].
9.3. Células madre embrionarias (ES) y adultas

Las ES y adultas han demostrado ser en los ultimos afios una gran herramienta
terapéutica en medicina regenerativa, ya que su potencial permite mejorar
significativamente los resultados clinicos en patologias musculo-esqueléticas del equino
[116]. Las ES humanas fueron descubiertas por primera vez el afio 1998 vy si bien son
atractivas desde el punto de vista terapéutico, existen ciertos aspectos que
obstaculizan su progreso y han limitado su uso en clinica: destacan las consideraciones
éticas, el riesgo de rechazo por provenir de distintos individuos, la posible transmision
de infecciones y la eventual formacion de teratomas, dado por la dificil regulacién de
su tasa proliferativa [133][134][135][119]. Con respecto a las consideraciones éticas
que han surgido desde su descubrimiento, estas han estado constantemente presentes
dado que su origen es a partir de blastocistos humanos. El tema de debate se centra
en que para poder obtener estas ES, es necesario destruir un embrién humano y asi
aislarlas directamente del embrioblasto [136]. Por todo lo anterior han surgido nuevas
investigaciones que utilizan células madre adultas autélogas, las que pueden provenir
de tejido adiposo, médula dsea, tejido de corddn umbilical, ayudando al proceso
regenerativo [82]. Con el fin de ampliar el campo de la biologia de las células madre y
poder superar los obstaculos que se han presentado, los investigadores han
descubierto nuevas fuentes celulares mediante la reprogramacion genética de células
diferenciadas adultas, dando origen a las células madre pluripotenciales inducidas
(iPS)[120]. A pesar que son fenotipicamente y funcionalmente similares a las células

ES, existen ciertos impedimentos que deberadn superarse para ser utilizadas de manera
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segura en la practica clinica. Sin embargo el ritmo de avance que tiene la investigacion
en este campo hace que las células iPS probablemente sean candidatas a uno de los

instrumentos mas poderosos en el futuro de la medicina regenerativa [137].

De manera de poder aprovechar de manera eficiente el potencial regenerativo y la alta
capacidad de diferenciacion que tienen las células madre, se debe comprender el
funcionamiento y la influencia que tiene el ambiente natural sobre ellas. Las células
madre se encuentran en un nicho celular especifico que ademas de ser el sitio
anatédmico que aloja estas células, tiene la caracteristica de interactuar de manera
activa con ellas para mantener un funcionamiento adecuado y lograr una respuesta
armonica frente a danos y estrés tisular. De esta forma la comunicacién entre ambas
partes crearia un sistema dindmico necesario para la mantencion, reparacion, y
generacion del tejido, logrando un balance equilibrado entre la proliferacion vy

deplecidn de estas células madre [110].
9.4. Células madre mesenquimales (MSCs)

Las MSCs constituyen una fuente importante para ser utilizada como terapia celular en
medicina regenerativa [138][139][140]. Provienen principalmente de la médula ésea y
tejido adiposo, ambas poblaciones con caracteristicas muy similares [141][142]. Las
MSCs reciben su nombre debido a la semejanza con el tejido mesenquimal del embridn
[143]. En cultivo in vitro, las MSCs presentan adherencia a los recipientes de material
plastico en que se realizan, ademas pueden ser inducidas hacia nuevas lineas

celulares, que se diferenciaran en nuevos tejidos [143].

El descubrimiento de las MSCs o células estromales, data del siglo 19 con los estudios
de Julius Friedrich Cohnheim, pero los trabajos mas importantes con estas células han
ocurrido en las Ultimas décadas [144]. Células estromales de medula 6sea fueron
aisladas por primera vez y descritas en estudios de Alexander Friedenstein alrededor
de 1960. En 1970, Friedenstein aislé células tipo fibroblastos a partir de médula ésea
basado en su adherencia al plastico [145]. Otros estudios de Friedenstein y Owen
demostraron el potencial osteogénico y adipogénico de las células estromales

provenientes de médula ésea [146][147].

Luego Caplan en 1991, acund el término célula madre mesenquimal para referirse
Unicamente a células madre derivadas de la medula ésea, sin embargo otros autores

utilizan el término para referirse a células madre derivadas del tejido adiposo vy
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aquellas células de soporte vascular o pericitos [148]. Ademas se han considerado
otras fuentes donde es posible obtener este tipo de células madre como, por ejemplo,

sangre periférica, tejido de cordén umbilical, entre otros [149][150].

9.4.1. Nomenclatura

Las MSCs, son poblaciones celulares con capacidad de adherencia al plastico y que
expresan marcadores especificos de superficie y tienen la capacidad de autorenovarse
y diferenciarse en hueso, cartilago, grasa, musculo y células neurales en condiciones
adecuadas [151]. Son las responsables de la regeneracion de tejidos adultos
[152].Tienen el potencial de generar varios tejidos in vitro y responden en vivo a
estimulos bioquimicos y/o mecanicos [153][154][155]. MSCs tienen tres
caracteristicas principales: son capaces de autorenovarse, son células no
especializadas y pueden dar lugar a otros tipos celulares especializados. Estas células
son aisladas de varios tejidos incluyendo tejido adiposo y médula dsea, pueden

diferenciarse en varias lineas tisulares [155][156].

Desde el punto de vista de su capacidad reproductiva y funcional, las MSCs se han
definido como aquellas que pueden dividirse simultdneamente para mantener por un
lado su auto-renovacién, con produccion de mas MSCs semejantes a ella, y por otro
lado, generar células hijas comprometidas con diferentes linajes celulares que se
diferencian en diversos tipos de células especializadas, no solo morfolégicamente sino

también funcionalmente [157].

La nomenclatura de Stem Cell (SC) ha sido cambiada muchas veces desde que fue
introducido. Si bien el término célula madre mesenquimal (MSCs) fue popularizado por
Caplan [158] cerca de los afios noventa, algunos investigadores ya han optado por
omitir la referencia de células madre al publicar estudios preclinicos [159][160] o
clinicos [161][162] con MSCs. El término MSCs ha sido reservado para denominar
células que muestran en vivo supervivencia a largo plazo, con capacidad de
autorenovarse y repoblar tejidos mediante diferenciacién a otras lineas celulares [156].
SC se caracterizan por su habilidad para autorenovarse, proliferar en forma extensiva
y diferenciarse en uno o mas tipos celulares o tejidos [129] [163][133]. En teoria,
estas células podrian ser implantadas y recuperar el tejido después de un periodo de

tiempo cuando muestre el mismo potencial de diferenciacion.

El interés bioldgico y clinico por las MSCs ha aumentado de forma clara en las ultimas

dos décadas como se muestra por el nimero creciente de equipos e investigadores

31



estudiando estas células. No solo se establecen laboratorios centrados en MSCs pero
los nuevos investigadores estan siendo rapidamente atraidos por el campo, lo que sin
duda va a acelerar el descubrimiento cientifico y el desarrollo de nuevas terapias
celulares. Sin embargo, este interés ha generado algunas ambigliedades e

inconsistencias en el area [144].

Las caracteristicas que definen las MSCs son inconsistentes entre los investigadores.
Algunos laboratorios han desarrollado métodos de aislamiento y expansiéon de MSCs,
que invariablemente tienen diferencias sutiles y en ocasiones muy significativas.
Ademas investigadores han aislado MSCs de una variedad de tejidos aparentemente
con propiedades similares [164]. Estas fuentes variadas de tejidos y metodologias de
aislamiento de las células, deja la interrogante, si las células aisladas son
suficientemente similares para permitir la comparacion directa de las propiedades
bioldgicas y los resultados experimentales reportados, especialmente en el contexto de
la terapia celular. Esta interrogante acerca de la equivalencia celular es en parte el
motivo de la falta de un criterio universal para definir MSCs. Mas importante aun, es la
incapacidad para comparar y contrastar estudios de diferentes grupos que lleva a

obstaculizar el progreso en el campo [144].

Durante la reunién anual de la Sociedad internacional de terapia celular (ISCT), el afio
2000, fue declarado que las células estromales mesenquimales pluripotentes es la
designacion actualmente recomendada [158] para las células plastico-adherentes
aisladas desde médula dsea y otros tejidos que a menudo han sido descritas como
células madre mesenquimales [156]. Ademas el término célula madre mesenquimal
debiera ser usado solo en células con que han demostrado actividad de célula madre
mediante un criterio estandarizado, sin embargo el termino célula madre mesenquimal
puede ser utilizado para cualquier tipo de células, siempre y cuando el significado esta

claramente definido [116].

Para direccionar este problema la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT)
propuso criterios estandar para definir MSCs humanas para los laboratorios basados en
investigaciones cientificas y para estudios preclinicos. Estos criterios de identificacion
no deben confundirse con las especificaciones publicadas para los estudios clinicos,
como la actual propuesta pretende ser Unicamente la identificacion de criterios para
fines de investigacion. El objetivo es proporcionar a la comunidad cientifica un

conjunto de criterios estandar basados en mejores datos disponibles actualmente para
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identificar las MSCs reconociendo y que probablemente exigirdn una revision de los

criterios al surgir nuevos datos [144].

9.4.2. Fuentes de origen de MSCs

La busqueda de nuevas técnicas, métodos de extracciéon y aislamiento de células
madre mesenquimales a partir de un tejido, es un campo que va en avance junto con
las terapias regenerativas y reconstructivas con células madres. Las técnicas modernas
han permitido obtener células madre y aislarlas desde diversos tejidos como; medula
Osea, tejido adiposo, musculo esquelético, corddn umbilical y placenta entre otros
[128][165].

Luego de la identificacion de muchos tejidos como fuente de MSCs en mamiferos
adultos, algunas investigaciones se han focalizado en la blusqueda de potenciales

fuentes de MSCs de mas facil acceso para aplicaciones clinicas [166][124][167].

En medicina veterinaria, lo que define a una buena fuente de MSCs no es sdlo el
potencial rendimiento de las MSCs, sino también los procedimientos de coleccion y los
costos asociados. Ademas es importante considerar que algunos estudios muestran la
existencia de diferencias significativas entre las diferentes fuentes de MSCs
[168][141][167].

9.4.2.1. MSCs de Médula ésea (BM-MSCs)

La primera fuente reportada como contenedora de células progenitoras multipotentes
fue la médula 6sea (MO)[169][129]. Es por esta razén que la MO es la fuente de MSCs
mejor investigada, proporcionando mucha informacidn sobre las caracteristicas de las
células [82].

La médula ésea es un tejido complejo, sinusoidal y bien organizado que se encuentra
en la cavidad medular de huesos largos, esternén, huesos de la cadera y vértebras
esponjosas, constituyendo uno de los mayores tejidos del cuerpo, cuya funcién
principal es la de promover la hematopoyesis [143]. Las BM-MSCs son un grupo celular
heterogéneo que se encuentran en el estroma de la MO, son capaces de diseminarse
de manera local o sistémica hasta alojarse en el tejido lesionado para repararlo
[170][140][171][172][173].

Las BM-MSCs en condiciones de cultivo se presentan como una poblaciéon homogénea

de células con adherencia al plastico, con una uniformidad morfologica del 98% [143].
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Un cultivo de células adherentes derivadas de MO, en ausencia de células
hematopoyéticas y estimulos de diferenciacién, da lugar a una poblacién de células con
caracteristicas fenotipicas y funcionales de progenitores mesenquimales [174]. Se
autorenuevan de manera ilimitada y son de caracter multipotente, por lo que pueden
dar origen a cualquier tipo celular derivado del mesoderma embrionario, logrando

mantener este potencial cuando son replicadas in vitro [129][159].

La mayoria de los ensayos clinicos, han utilizado células de MO, que soélo estan
disponibles en cantidades limitadas y no se pueden amplificar facilmente [175]. Las
BM-MSCs pueden ser aisladas y amplificadas mas de 1 billon de veces en cultivo
celular y transcribir los genes sin que afecten su capacidad de células madre [47]. En
cultivo, las BM-MSCs tienen la capacidad de expandirse, duplicando varias veces su

numero preservando su pluripotencialidad e indiferenciacion [143].

Si bien las BM-MSCs son estudiadas hace varios afios, se describen potenciales
inconvenientes en el uso de aspirados de medula 6sea para propodsitos terapéuticos,
los cuales incluyen dolor asociado al proceso de recoleccién, bajo rendimiento celular y
laceraciones pericardicas durante la obtenciéon de médula d6sea de esterndn [176].
Vidal et al. (2007), sostienen que la técnica de recoleccion de médula 6sea esternal
usada comUnmente con caballos sedados de pie, los expone a posibles complicaciones
como neumotoérax y pneumopericardio. Por ende, el uso clinico de MO puede ser
perjudicial debido al procedimiento invasivo del donante y la disminucion potencial en
numero y diferenciacion de BM-MSCs con el aumento de la edad [177]. Las BM-MSCs
se encuentran en menor cantidad, 1 célula madre por 100.000 células de médula dsea
[77]. La separacion por Ficoll, de aspirados de MO recogidos de caballos adultos,
resultd en una obtencion de 6.4 + 3.4 x 10° células nucleadas / ml de aspirado [83].
La viabilidad celular después de la descongelaciéon del almacenado primario de
nitrégeno liquido de las MSCs de potro, fue de 64 + 6 % [83]. Sin embargo, los
procedimientos de adquisicion tradicional de médula ésea, pueden ser dolorosos, a
menudo requieren anestesia general o raquidea y pueden dar bajo niumero de MSCs a

la transformacion, alrededor de 1 x 10°> MSCs adherente del estroma celular [164].

En general, existen muchas limitaciones en la utilizacion de MSCs para aplicaciones
clinicas, incluyendo la baja eficiencia de las BM-MSCs en la diferenciaciéon de lineas
celulares adultas [178]. Ademas el procedimiento que permite su obtencidén resulta
doloroso para los pacientes [179], requiriendo a veces el uso de anestesia general o

espinal [164], la cantidad recolectada es escasa, representando aproximadamente 1
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en 100.000 células dentro del aspirado de la médula dsea total, lo que las hace dificil
de estudiar y limita su potencial utilidad clinica [180][176]. Esto, sumado a su
heterogeneidad hace que resulte bastante compleja para obtenerlas de manera pura
[106].

9.4.2.2. MSCs de Tejido Adiposo (AT-MSCs)

Otro grupo de células madre adultas que ha sido estudiado para usos con fines
regenerativos corresponde a las AT-MSCs. El tejido adiposo, al igual que el tejido
encontrado en médula d6sea proviene del mesoderma embrionario, pero el primero es
facilmente aislable [142]. Las AT-MSCs fueron inicialmente descritas por Zuk et al.
(2001) motivados por la idea de identificar un grupo de células madre autdlogas
multipotenciales con caracteristicas similares a las BM-MSCs, pero que fueran mas
faciles de obtener. Esta facilidad de obtencién debia significar: local, de bajo costo,
capaz de obtener grandes cantidades de células y evitando asi su expansion en
laboratorio con todo el riesgo de contaminacién que esto conlleva [181]. Por todas
estas razones el tejido adiposo ha sido reconocido como una de las mejores fuentes

celulares para la obtencion de células madre mesenquimales [182][183][184][72].

Rehman et al. (2004), examinaron células no adipociticas del estroma de la grasa
subcutdanea como una nueva fuente de células terapéuticas. A su vez, Vidal et al.
(2007) sostienen que el tejido adiposo, es una fuente potencial de células madre
adultas para la aplicacién en la ingenieria de tejidos en la medicina veterinaria equina.
El tejido adiposo es un mezcla compleja consistente en adipocitos, fibroblastos, células
de musculo liso vascular, células endoteliales, y células inmune, asi como células
madre [185]. El tejido adiposo representa una fuente accesible de MSCs, con
caracteristicas similares a las células madre derivadas de medula 6sea [186][187]. El
tejido adiposo contiene una fraccién vascular estromal (FVE), que es una fuente rica de
AT-MSCs [188]. Sin embargo, Oedayrajsingh y col (2007), en su estudio, evidenciaron
gue caracterizada fenotipicamente un aislado de AT-MSCs de la FVE, demostraron que
son ligeramente diferentes en inmunofenotipo de las que se someten a cultivo, pero

mantienen las mismas caracteristicas para diferenciarse en la linea deseada [188].

El tejido adiposo, como la médula 6sea, es derivado del mesénquima embrionario y
contiene un estroma que es facilmente aislado [142]. Las AT-MSCs, pueden ser
facilmente disponibles en grandes cantidades con una minima morbilidad y malestar

asociado a su recoleccion [164]. La grasa coccigea, en la base de la cola, representa el
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sitio mas accesible en caballos de musculatura firme y se puede extirpar

quirargicamente en equinos, administrando sedantes y anestesia local [176].

Las AT-MSCs autédlogas, son relativamente de rapido aislamiento de tejido adiposo por
la digestion de colagenasa [187]. El aislamiento de la fraccién de células nucleadas
desde la grasa, provee un pool de células para su inmediata inyeccién dentro de los
sitios de la lesion o para uso futuro en cultivos de propagacién para producir
aislamiento de células madres de derivados adiposos [176]. El rendimiento de células
de tejido adiposo puede ser influenciado por la edad y el sitio de recoleccidon de tejido
[187]. El rendimiento de MSCs derivadas de tejido adiposo oscilo desde 1.47 x 106
células/ g a 2.71 x 106 células/ g (media + SD, 2.30 + 0.57 x 106 células/ g) [176].
La viabilidad de las células después de abundante digestidn, oscilo desde 83% a 91%
(media, 87.5%) [176].

La extraccion de tejido adiposo generalmente se hace bajo anestesia local y mediante
una técnica electiva llamada liposuccion, es posible aspirar grandes cantidades de
tejido adiposo conformado por multiples tipos celulares, el que posteriormente es
sometido a técnicas de procesamiento [187]. De hecho, se pueden obtener
aproximadamente 1 billon de células a partir de 1 litro de aspirado [187][188]. Luego
es sometido a lavados intensos, a digestiones enzimaticas utilizando colagenasa para
remover la MEC y finalmente centrifugado hasta obtener lo que se denomina

lipoaspirado procesado o fraccion vascular estromal (SVF) [187][175][188].

9.4.2.3. Sangre Periférica (SP)

El uso de sangre periférica como fuente no invasiva de recoleccion de MSCs parece ser
una buena alternativa en comparacion a fuentes como médula désea y tejido adiposo.
Sin embargo, resultados respecto a la disponibilidad de MSCs en sangre periférica es
controversial. El éxito en el aislamiento frecuente de MSCs en conejos, ratones y
conejillos de indias contrasta con el pobre aislamiento en humanos, perros y equinos
[189][124][190][191][192]. La diferenciacion de MSCs derivadas de sangre periférica
equina en adipocitos, condrocitos y osteocitos se pudo observar sdlo después de la
induccion mediante protocolos modificados o tiempos prolongados de incubacion
[192][191]. Adicionalmente, la alta fragilidad de estas células durante el cultivo,
descongelacién y los continuos pasajes han sido reportados, limitando el uso

experimental y comercial en equinos [192].
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9.4.2.4. Membrana Sinovial (SM) y liquido sinovial

Resultados prometedores se lograron en una investigacion de membrana sinovial y de
liquido sinovial como potencial fuente de MSCs [193]. Si bien la recolecciéon de la
muestra mediante un procedimiento levemente invasivo es posible, la cantidad inicial
de células obtenidas de liquido sinovial son extremadamente bajas. MSCs de
membrana sinovial (SM-MSCs) han sido aisladas y analizadas en ratas, conejos, cerdos
y bovinos [167][194][195][196]. Ademas se han realizado muchos estudios utilizando
muestras humanas debido al facil acceso a este tejido
[167]1[197]([198][199][200][201]. Las SM-MSCs probablemente residen dentro de las
pocas capas de células que tiene la membrana sinovial. Las MSCs que se encuentran
en el liquido sinovial podrian representar las células progenitoras que entran en el
espacio articular provenientes de la circulacién sistémica o podrian derivar de la

poblacién de células que reside dentro del cartilago articular [202][203].

El aislamiento de SM-MSCs parece ser superior a otro tipo de MSCs en cuanto a la
capacidad de diferenciacion y el potencial proliferativo [167][204]. El interés en esta
fuente de MSCs esta basado en la repetida observacion que las SM-MSCs tienen mayor
potencial condrogénico que las BM-MSCs, AT-MSCs u otra fuente de MSCs, sugiriendo
gue esta fuente de MSCs es particularmente relevante en la reparacion del cartilago
[205][206][167]. En un estudio in vivo realizado en cartilago de conejo demostré la

efectiva regeneracion del cartilago luego de realizar un implante de SM-MSCs [204].

9.4.2.5. Tejidos extraembrionarios

Debido al hecho que el rendimiento y el potencial de diferenciacion de las MSCs
disminuyen con el aumento en la edad del donador [177][207], es que los tejidos
extraembrionarios como; sangre de corddn umbilical (UCB), tejido de cordon umbilical
o también llamada gelatina de Wharton (W3J), fluido amniotico y tejidos placentarios

como membrana amnidtica (AM) son fuentes especialmente prometedoras de MSCs.

Estas MSCs pueden ser recolectadas al momento del nacimiento y criopreservadas
para aplicaciones futuras [207][208], ademas parecen mostrar capacidades para
diferenciarse no solo en linajes de origen mesodérmico, sino también en linajes de
origen endodérmico y ectodérmico [209][210]. La exitosa recoleccién no invasiva de
MSCs desde gelatina de Wharton (WJ), acompafiada de una capacidad de

diferenciacion multipotencial, hace que califique como una prometedora fuente de
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MSCs [209][150]. Aun las MSCs aisladas de WJ representan una poblacion celular

bastante heterogénea.

El aislamiento de MSCs de sangre y tejido del cordéon umbilical equino podria
proporcionar una fuente no invasiva de SC con caracteristicas celulares potencialmente
superior a otras SC equinas con respecto a la tolerancia inmune, potencial proliferativo
y potencial de diferenciacién. Algunos estudios reportan el aislamiento,
criopreservacion y descongelamiento de MSCs a partir de sangre de cordén umbilical y
de tejido de cordén umbilical (WJ) equino con diferenciacidon in vitro hacia linajes
osteogénico, condrogénico y adipogénico [211][150]. La eficiencia del aislamiento y la
formacion de colonias a partir de UCB parece ser menor que las BM-MSCs y AT-MSCs,
pero las MSCs de UCB presentan una proliferacién alta y rangos de proliferacién mas
sostenidos que otras fuentes de MSCs [177][212][213].

La membrana amnidtica (AM) o amnios, tanto equina como humana, es un tejido de
interés dado que sus células poseen caracteristicas de células madre con capacidad de
diferenciacion pluripotente [214][215] o multipotente, baja inmunogenicidad y facil
obtenciéon desde la placenta; ya que es un tejido de desecho posterior al parto
[25][126]. Por lo tanto el uso de membrana amnidtica es hoy propuesta como un buen
candidato para ser usada en terapia celular y medicina regenerativa [25][215]. Se ha
comprobado que es factible la obtenciéon de MSCs a partir de placenta equina, pues los
tejidos que la conforman son formados en las etapas mas tempranas del desarrollo
embrionario [215], ademas la placenta es fundamental para la tolerancia inmune feto-
maternal lo que claramente implica una inmunomodulaciéon por parte de la misma
[216].

La placenta es descartada luego del parto y es considerado un desecho bioldgico. Entre
los tejidos que conforman la placenta se encuentra la membrana amnidtica (AM), una
membrana fetal delgada, avascular, traslicida y semipermeable, unida a la membrana
coridnica en el caso de los humanos, mientras que en equinos se encuentra unida al
Alantoides [25][215][126]. Estd compuesta por células epiteliales cubicas que se
encuentran en contacto con el liquido amnidtico por el lado externo y por el lado
interno unida a la ldmina basal, donde ademas se encuentra el mesénquima amniotico
o matriz. Para ambas especies, humanos y equinos, el amnios es la capa mas interna

de las membranas fetales y puede ser separada mecanicamente de la placenta [215].
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En la matriz o mesénquima de la membrana amnidtica equina se encuentran las
células mesenquimales (EAMSCs), teniendo en cuenta la composicién de esta
membrana los protocolos descritos se organizan en cuatro etapas generales; lavados
iniciales, luego una pre-digestién, luego la digestién principal para finalizar con el

cultivo en placa para finalmente realizar un analisis de las células [217].

La etapa de lavado inicial se realiza para eliminar restos de tejidos y coagulos de
sangre presentes luego de la separacién mecdanica de la membrana amniédtica desde la
placenta, generalmente se utiliza buffer fosfato salino (PBS) con o sin solucién de
antibidticos-antifungicos. Estas soluciones ademas de facilitar el lavado, mantiene un
pH controlado gracias a los fosfatos y otras sales presentes en solucion (pH 7-8) que
permite mantener equilibrado el microambiente sin afectar a las células y otros

componentes [218].

La siguiente etapa considera una pre-digestion de la membrana amnidtica que permite
eliminar las células que forman el epitelio de la membrana, utilizando cominmente la
tripsina y se realiza para evitar la contaminacion de células epiteliales en la muestra
final. La tripsina es una enzima endopeptidasa que rompe las uniones entre células
hidrolizando los enlaces peptidicos de estas proteinas de unidén a una temperatura

optima de 37°C, lo que separa a las células epiteliales de la MA [219][217].

La etapa mas importante dentro del protocolo es la digestidon que considera enzimas
capaces de romper las fibras que componen la matriz donde se encuentran las MSCs
[128][220]. Para esta etapa generalmente se utiliza colagenasa I o IV las cuales
rompen el colageno I o IV, que se encuentra en gran cantidad y son los encargados de
darle estructura a la matriz. De esta forma al romper estas fibras, las células se liberan
y puedan ser separadas por filtros, columnas de densidad, centrifugacion entre otras
técnicas [221] [128].

Finalmente, la etapa que permite analizar las células obtenidas o incluso generar una
nueva fuente disponible de células madre es la de cultivo, en donde se define un
numero de células a cultivar, el tipo y tamafio de la placa y la cantidad de medio con

nutrientes que se les va a entregar [217].

Tras el aislamiento celular es necesario facilitar el mantenimiento y crecimiento de
estas células, para ello se dispone de diferentes sistemas de cultivo celular que

proveeran un ambiente que permitird mantener las células por un tiempo determinado.
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Estas se cultivan y mantienen a una temperatura y mezcla de gases (37°C, 5% CO, y
95% 0,) apropiados en un incubador [217]. Las condiciones de cultivo varian
ampliamente dependiendo del tipo celular, y estas variaciones en las condiciones para
un tipo celular concreto, pueden dar lugar a la expresion de diferentes fenotipos para
un mismo tipo celular [222]. Ademas de la temperatura y la mezcla de gases antes
mencionadas, es importante el medio de crecimiento para cultivo celular. La
composicién de estos medios varian en pH, concentracién de glucosa, factores de
crecimiento y la presencia de otros componentes nutritivos [223][224]. Los factores de
crecimiento usados para suplementar a los medios derivan a menudo de sangre

animal, como el suero fetal bovino [217].

Las células pueden crecer en suspensién (crecen en medio liquido en superficie) o de
manera adherente (adheridas al fondo de la placa) y esto dependera del tipo de
células. Por ejemplo las células aisladas de la sangre crecen en suspension, mientras

que las células aisladas de tejido se adhieren a placas [217].

Es importante mencionar que la dificultad del trabajo de células MSCs no sélo esta
asociada al aislamiento, sino que una vez extraidas las células deben mantenerse
viables e indiferenciadas por el mayor tiempo posible para hacer factible su posterior
uso [108].

Para el caso de las MSCs, su ecosistema es primordial para mantener sus
caracteristicas, este les permite mantener sus propiedades de autorenovacion,
mediante divisiones controladas, las dirige hacia donde es necesario que estén
presentes o las guia en su diferenciacion en células especializadas tanto en el embrion
en desarrollo como en el individuo adulto [108][107][225]. (Ver Tabla 1)

9.4.3. Morfologia

Las MSCs se caracterizan por presentar una morfologia espigada, en forma de huso,
con la presencia de un nucleo alargado, central, que contiene de dos a tres nucléolos
[226]. Vidal et al. (2006), explican que la morfologia celular de las células primarias
incluye grandes, amplias y en ocasiones, células multinucleadas, asi como en forma de
huso y células mononucleares. El grado de heterogeneidad disminuye con el
consiguiente paso a pequefios fibroblastos en forma de huso que comienza a

predominar [83].
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Las MSCs también son descritas como células de pequefio tamafo (<6 ym), presentan
una alta relacion citoplasmica/nuclear y contienen eucromatina primitiva
desorganizada [227]. En cultivo de células MSCs equinas, proliferan uniformemente,
manteniendo una morfologia homogénea como fibroblastos, con una apariencia en
forma de huso y hacia el exterior en un patrén de "remolino de fibroblastos" [49]. El
crecimiento celular confluye en un crecimiento en multiples capas, indicando una falta
de inhibiciéon de contacto [83]. En los siguientes pasajes, las células con apariencia
fibroblastoide se separan mas facilmente durante la tripsinizacion, llevando a una

poblacién celular morfolégicamente homogénea [83]. (Ver Figura 5)

Figura 5. BM-MSCs, AT-MSCs, UCB-MSCs, durante el cultivo celular muestran > 80% de confluencia: BM-MSCs (A), AT-MSCs (B) y UCB-MSCs (C), con
aproximadamente un 80% de confluencialuego de 11 dias, 7 dias y 15 dias respectivamente. (A) y (B) estan amplificadas 100x y (C) 200x.

En cultivo, tienen un tiempo de duplicacion de la poblaciéon de 33 horas, un amplio
potencial expansivo y caracteristicas del ciclo celular incluyendo un subgrupo (20%) de
células quiescentes (inactivas) [170]. La existencia de un subconjunto de células en
reposo en cultivos de MSCs de médula ésea, parece ser muy significativo, ya que su
numero y propiedades deben ser suficientes para mantener un suministro constante de
células que a la proliferacion y entrega puedan servir como precursores de una serie
de tejidos no hematopoyéticos [174]. En muchos tejidos, el subconjunto de células que
se reproducen con poca frecuencia y son quiescentes, muestran un potencial de

autorenovacion [174].

9.4.4. Caracterizacion

Las MSCs son poblaciones celulares que expresan marcadores especificos en la
superficie con capacidad de autorenovacién y de diferenciaciéon a distintas lineas

celulares en condiciones adecuadas [228][151].
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Para identificar MSCs in vitro, las células deben tener tres caracteristicas especificas
[144][174][185]. La sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propone tres
criterios de identificacién de MSCs; adherencia al plastico, expresion de antigenos de

superficie especificos y potencial de diferenciacion multipotente.

La primera caracteristica es la capacidad de las MSCs de adherirse al plastico de cultivo
y formar colonias tipo fibroblastos [229], por lo tanto el término unidad fibroblastica
formadora de colonia esta aplicado a los cultivos de MSCs que no han sido inducidas a
un linaje especifico [229][230]. El analisis inmunohistoquimico de células tipo
fibroblastos muestran tincién positiva para fosfatasa alcalina, colageno III vy
fibronectina [229]. La adherencia al plastico es una propiedad bien descrita de las
MSCs, incluso en pequefios grupos de MSCs ha sido descrita esta propiedad
[231][166]. Mientras MSCs pueden ser mantenidas en expansion sin adherencia,
requieren condiciones de cultivo muy especificas, y si son mantenidas en condiciones
estandar pueden llegar a demostrar adherencia aunque no sean consideradas una
poblacién de MSCs [232].

En segundo lugar, las MSCs deben expresar marcadores de superficie especificos,
también llamados “cluster” de diferenciacién. Este sistema de nomenclatura es usado
con el objetivo de poder clasificar los marcadores de superficie de la célula (antigenos
de superficie). Los antigenos de superficie permiten la rapida identificacion de
poblaciones celulares [144]. Los marcadores de superficie de las MSCs en cultivo han

sido identificados por medio de inmunohistoquimica y citometria de flujo.

La sociedad internacional de Terapia Celular (ISCT) propone los marcadores especificos
que deben expresar las MSCs para ser identificadas [144]. Un porcentaje mayor al
95% de la poblacion de MSCs deben expresar CD105, CD73 y CD90, medidos por
citometria de flujo. Adicionalmente estas células no deben expresar CD45, CD34, CD14
o] CD11b, CD109 o] CD19a y HLA Tipo II
[233][234][235][236][106][138][188][237][141][238].

La expresion de marcadores de superficie celulares puede variar debido a las diferentes
técnicas de aislamiento y a los tiempos de cultivo [239][240]. Incluso existen
variaciones asociadas a las especies, origen celular (embrionaria o adulta) y sitio de
origen. Estd demostrado que los marcadores de superficie difieren entre AT-MSCs y
BM-MSCs. Mientras que las AT-MSCs son positivas a CD49d (a4 integrina) y a CD106

(molécula de adhesion celular vascular), las BM-MSCs no expresan CD49d [142].
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Marcadores de pericitos como CD146 (Mucl18) han sido identificados en la superficie de
BM-MSCs y de AT-MSCs con citometria de flujo [235][241][242]. Hasta el momento no
existe un solo marcador o conjunto de marcadores que permitan identificar de manera
categdrica una poblacién de MSCs in vivo, por lo que se recomienda utilizar mas bien

una combinacién de ellos [243][244].

Extensos estudios han sido dedicados para el aislamiento y la caracterizacién fenotipica
de MSCs en varias especies incluidas bovino, perros, equinos, gatos, humanos,
primates, ratones y ratas [129][245][246][184][169][247][248][249][250]. Las BM-
MSCs tienen un fenotipo morfoldgico heterogéneo, presentan forma fibroblastoide en
distintas colonias. Luego de la expansion el fenotipo se vuelve una poblacion celular
homogénea con forma fibroblastoide. Muchas especies tienen diferencias morfoldgicas
entre AT-MSCs y de BM-MSCs. Las AT-MSCs y BM-MSCs en caninos y equinos
comparten alguna morfologia fenotipica similar, pero existen diferencias entre los
pasajes celulares [187][83]. Morfoldgicamente, primariamente AT-MSCs forma
poblaciones celulares con forma fibroblastoide mas homogéneas. Esta morfologia
homogénea de células con forma fibroblastoide es mantenida a través de la expansion.
AUn se encuentran en estudio los métodos para caracterizar morfoldgica y

citoquimicamente las propiedades de MSCs [116].

Finalmente, la propiedad bioldgica que identifica de forma Unica la mayoria de las
MSCs es la capacidad de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condroblastos en
condiciones de diferenciacion de cultivo estandar in vitro [129]. La diferenciacion hacia
los distintos linajes puede ser demostrada mediante el uso de diversas tinciones; asi
por ejemplo la diferenciacion a osteoblastos puede ser demostrada mediante tincidon
con Alizarin Red, la diferenciacidon a adipocitos es demostrada con tincién Oil Red y la
diferenciacion a condroblastos es demostrada por medio de la tincion con Alcian Blue o

tincién inmunohistoquimica para colageno II [116][211].

Mientras la adherencia al plastico y la diferenciacion en las tres lineas celulares son
caracteristicas de células de otras especies por ejemplo en MSCs de raton, la expresion
de antigenos de superficie no estad universalmente bien caracterizada y los antigenos
recomendados no podrian ser aplicados en modelos no humanos [144]. Hasta el
momento no existe un marcador que por si solo sea capaz de identificar de manera
categdrica una poblacién de células madre mesenquimales in vivo, por lo que se

recomienda utilizar mas bien una combinacion de ellos [243].
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9.4.5. Mecanismo de accion

Se ha observado que las MSCs, dada su multipotencialidad, tienen la capacidad de
diferenciarse en varios tipos de tejidos de origen mesodérmico, ayudando a reemplazar
de esta forma a las células danadas [129]. Ademas se ha descubierto que este tipo de
células tendrian otra forma de actuar y no es necesariamente mediante la
diferenciacion in vivo en tejidos sino a través de la liberacién de péptidos bioactivos
que actuaran de forma directa o indirecta en las células circundantes a la lesion,
ejerciendo efectos autocrinos y paracrinos [251][173]. De este modo las células madre
mesenquimales participarian como mediadores troficos, mediante la liberacién local de
factores de crecimiento y citoquinas para atraer macrofagos y células del linaje
endotelial, estimulando asi la reparacion del tejido por las propias células afectadas
[251][252]. Sin embargo, esta capacidad va decreciendo en pacientes afiosos, dado
que el nimero de células madre mesenquimales también disminuye con el paso del

tiempo secundariamente a una pérdida progresiva en la masa ésea [251].

Las células madre derivadas de tejidos adultos pueden participar en la regeneracion de
dafios tisulares mediante dos mecanismos distintos; la contribucion directa, a través
de la diferenciacién fenotipica de células del tejido especifico y la evidente generacion
del producto de matriz extracelular del tejido apropiado [176]. El transplante de MSCs
en diferentes tejidos dafiados ha mostrado promover la reparacion [253][254][255].
Se describe que las MSCs tienen la capacidad de movilizarse hasta el sitio de la lesidon
y contribuir a la regeneraciéon del tejido [256]. Asi por ejemplo en tendon, se cree que
las MSCs pueden cumplir dos roles; ya sea diferencidndose en células capaces de
sintetizar matriz de tenddén o secretando factores que inducen a las células colindantes
a sintetizar matriz de tendén [251][257].

Potencialmente, las células madre derivadas de tejidos adultos contribuyen a la
recuperacion indirecta, por la produccién de proteinas bioactivas, tales como factores
de crecimiento, factores antiapoptéticos y agentes quimiotacticos [175]. Estas
proteinas ocultas tienen un profundo efecto en la dindmica celular local, estimulando el
crecimiento interno vascular y el reclutamiento de células madres adicionales capaces
de estimular una mayor recuperacion [176]. Ademas ha sido informado que las MSCs

tienen un marcado potencial proangiogénico in vivo [175].

En BM-MSCs, se ha descrito que ademas de la capacidad que tienen de migrar desde

su nicho habitual hasta el area comprometida para diferenciarse en un fenotipo
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idéntico a las células del tejido afectado, tienen la facultad de inducir localmente un
ambiente reparador liberando citoquinas y factores de crecimiento
[169][182][258][251]. Estas moléculas solubles estimularan a las propias células
sanas cercanas a la lesidon a regenerar el tejido dafnado con una menor cantidad de

fibrosis y una mayor vascularizacién [251][258].

Se ha descrito que el efecto de las BM-MSCs puede ocurrir en el sitio afectado inclusive
si son inyectadas distantes a él. Ademas se detectdé que las BM-MSCs expresaban TGF-
B1, EGF, VEGF, PDGF, KGF, FGF y HGF de manera constitutiva para el mantenimiento
de la MEC, pero las cantidades de algunos de ellos se incrementaban
significativamente en la zona luego de ocurrida la lesion con la finalidad de estimular la
reparaciéon. Los niveles de estos factores fueron detectables hasta aproximadamente
una semana posterior al dafio. Se concluyd que el aumento de las moléculas solubles
liberadas por las BM-MSCs ocurre como consecuencia del dafio tisular [181]. Lo
anterior posiblemente para estimular la neoangiogénesis, sin descartar la posibilidad
de que las BM-MSCs puedan integrarse y diferenciarse en fenotipos celulares del tejido

lesionado para restaurar la funcion [181].

En el caso de las AT-MSCs, la posibilidad de que respondan a un estimulo, tal como la
hipoxia, podria permitir adaptarse al medio ambiente en el que se encuentre, por la
modulacion de la produccion de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) en

respuesta a la isquemia cuando la vasculatura naciente se esta formando [175].

9.4.6. Inmunogenicidad

Las MSCs se han convertido en una alternativa al uso de células embrionarias (ES)

dado que son ética y socialmente aceptables ademas de tener beneficio inmune [116].

En medicina veterinaria, generalmente las MSCs son obtenidas a partir de cultivos
celulares realizados con muestras de tejido del mismo paciente también llamadas
MSCs autdlogas, sin embargo, el uso de MSCs autdlogas en el tratamiento de
pacientes tiene limitaciones inherentes. Como fue mencionado anteriormente, la fase
ideal para la realizacién del tratamiento con MSCs seria entre los primeros 15-20 dias
desde que se produce la lesion en el paciente [75][30][259]. Para la obtencién de
MSCs a partir de tejidos del mismo paciente, se requiere un proceso de cultivo y
expansion de las células de al menos 30 dias para lograr la concentracion de MSCs
optima para el tratamiento [75]. Es por esta razén que se han promovido estudios en

medicina regenerativa con el propdsito de evaluar la aplicacion de MSCs alogénicas, o
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sea, MSCs obtenidas a partir de tejidos de diferentes individuos de la misma especie

(donador).

La inmunogenicidad de las MSCs todavia no es entendida completamente. Las MSCs
son consideradas hipoinmunogénicas debido a que suprimen la actividad de los
linfocitos T al igual que la funcion de las células dendriticas [115][260]. El perfil
inmunoldgico de las MSCs, indica que expresan bajos niveles de antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-I) y que no expresan MHC clase II
en la superficie celular, lo que le da una importante caracteristica inmunomodulatoria
[216][261][262]. La falta de expresiéon de MHC II da a las MSCs la facultad de no ser
reconocidas por los linfocitos T [260][75][263].

Krampera et al. (2006) reporté la falta del complejo MHC clase II en MSCs de ratones
y su actividad inhibitoria de linfocitos T. Otro estudio en humanos mostré que las MSCs
alogénicas no generan respuesta de linfocitos T [264] . Ademas fue reportado que las
MSCs alogénicas suprimen la actividad linfocitaria in vitro, prologando la supervivencia
del transplante y demostrando una capacidad antiinflamatoria intrinseca que promueve
la reparacion [265][264][266]. Algunos estudios sugieren que las MSCs expresan este
efecto tanto a nivel celular como molecular, promoviendo la expansion de los linfocitos
T y la disminucion de citoquinas inflamatorias [267]. Debido a estas propiedades, las
MSCs son actualmente usadas en ensayos clinicos en humanos para tratar el rechazo
de los transplantes en el huésped [268][269][270][271].

Un estudio donde se realizd un analisis de moléculas MHC II y de moléculas co-
estimuladoras demostré que las AT-MSCs tienen un perfil de baja inmunogenicidad
después de un tiempo de cultivo prolongado [262][261]. Lopez et al (2009) evalud el
uso de AT-MSCs alogénicas y AT-MSCs singénicas (genéticamente idénticas) en un
modelo de fusion espinal en ratas. AT-MSCs de ratas adultas fueron implantadas para
promover la fusién espinal lumbar [272]. No existio diferencia significativa entre AT-
MSCs alogénicas y las AT-MSCs singénicas en la estimulacién de la fusion espinal
lumbar. Un estudio inmune paralelo, demostré que no existe respuesta de linfocitos T
frente a la inyeccion de AT-MSCs alogénicas o AT-MSCs singénicas [273]. Los
resultados de este estudio destacan el uso de MSCs alogénicas o singénicas adultas
para propositos terapéuticos o regenerativos, y también confirman aun mas el
privilegio inmune de las MSCs. Por otra parte, las caracteristicas inmunosupresoras de
las MSCs pueden potencialmente reducir la incidencia de rechazo del implante luego

del transplante alogénico [273][272].
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Algunos de los mecanismos propuestos con respecto a la inmunosupresion que
generan las MSCs, incluye la disminucién de la proliferaciéon de linfocitos T, induccién
de un cambio en los linfocitos T reguladores [274][275][276], secrecion de factores
solubles, incluyendo PGE, e IL-10 [277][278] y el decrecimiento en la produccién de

citoquinas inflamatorias por varias poblaciones celulares [279].

La mayoria de los estudios que usan modelos animales sugieren que las MSCs también
muestran capacidad inmunosupresora in vivo, sin embargo, algunos estudios
realizados in vivo han demostrado que MSCs alogénicas pueden provocar una

respuesta inmune en el huésped [280][281].

Trabajos con MSCs en humanos, roedores, y otras especies animales como conejos,
cerdos y equinos, sugieren que el uso de MSCs alogénicas es posible independiente del

tejido de origen y han reportado tener baja inmunogenicidad in vitro [281][282][283].

Transplantes alogénicos de MSCs fueron realizados en conejos y equinos, sin presentar

diferencias significativas en comparacion con transplantes autélogos [284][255].

En un estudio realizado en tenddn en conejos, fueron implantadas BM-MSCs
alogénicas, el resultado mostro que induce una distribucion similar de células
inflamatorias al igual que el grupo que fueron implantados con MSCs autdlogas. No fue
observada reaccion inmune aparente asociada al transplante con MSCs alogénicas
[255].

En otro estudio, MSCs alogénicas y autologas fueron inyectadas en una lesion artificial
generada en el tendon flexor en un modelo equino. No existieron diferencias en el
numero o la distribucion de las células autdlogas y alogénicas o de la densidad
leucocitaria en el sitio de inyeccién. No fue detectado aumento de signos externos ni
histologicos de inflamacién comparado con el sitio de inyeccién de MSCs autélogas
[284].

Recientemente fue reportada la inyeccién intraarticular de MSCs alogénicas derivadas
de UCB y de WJ, comparadas con MSCs autdlogas. Este estudio demostré que la
inyeccidn intraarticular de MSCs provoca inflamacion dentro del liquido sinovial. Sin
embargo, no fueron detectadas diferencias significativas entre el grado o tipo de
inflamacion provocada tanto por MSCs alogénicas como autélogas. Fue concluido que
las articulaciones saludables de equinos responden de igual forma a la inyeccién

intraarticular tanto de MSCs autélogas como alogénicas [285].
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Los resultados de estos ensayos preliminares son prometedores y se puede concluir
cuidadosamente que las MSCs alogénicas podrian ser usadas como plataforma en

medicina regenerativa con propdsitos en medicina veterinaria [82]. (Ver Tabla 1)

Tabla 1. Resultados de investigaciones que evaluaron la inmunogenicidad de las MSCs en distintas especies.

Especie Resultado Referencias

Tse W. et al. (2003), Krampera M. et

al. (2006), Di Nicola M. et al. (2002),

Le Blanc K. et al.(2004), Le Blanc K.

et al.(2008), Le Blanc K. et al.(2011),
Lee K. et al.(2011).

MSCs alogénicas suprimen actividad linfocitaria in vitro y prologan la
supervivencia del transplante. Capacidad antiinflamatoria intrinsica
promueve la reparacion. Caracteristicas inmunosupresoras de MSCs
reducen incidencia de rechazo del implante post-transplante alogénico.

Humano

Ratdn |Ausencia complejo MHC-II en MSCs, actividad inhibitoria de linfocitos T. Krampera M. et al. (2006).

Implante de AT-MSCs alogénicas y AT-MSCs singénicas en modelo de
fusion espinal. No existid diferencia significativa entre AT-MSCs

Rata alogénicas y las AT-MSCs singénicas en la estimulacion de la fusién Lopez M. et al. (2009), McIntosh K. et
espinal lumbar. Uso de MSCs alogénicas o singénicas adultas para al. (2009).
propositos terapéuticos o regenerativos, confirman efecto
inmunosupresor de las MSCs.
Implante de BM-MSCs alogénicas en tendén. BM-MSCs induce
Conejo distribucién similar de células inflamatorias que el grupo implantado con Chong A. et al. (2007)

BM-MSCs autdlogas. No fue observada reaccion inmune aparente
asociada al transplante con MSCs alogénicas.

Inyeccidn en tenddn lesionado de MSCs alogénicas y autdlogas. No
existio diferencia en el nimero o la distribucion de las células autdlogas
Equino |y alogénicas o de la densidad leucocitaria en el sitio de inyeccién. No Guest D. et al. (2008).
fue detectado aumento de signos externos ni histoldgicos de
inflamacion comparado con el sitio de inyeccion de MSCs autélogas.

Inyeccion intraarticular de UCB-MSCs y WJ-MSCs alogénicas,
comparadas con MSCs autdlogas. Inyeccidn genera presencia de
moléculas inflamatorias en liquido sinovial. No presento diferencias
Equino |significativas entre grado o tipo de inflamacion provocada tanto por Carrade D. et al. (2011).
MSCs alogénicas como autoélogas. Articulaciones saludables responden
de igual forma a la inyeccion intraarticular tanto de MSCs autélogas
como alogénicas.

Inyeccion de MSCs alogénicas via intracardiaca genera respuesta

Cerdo . ,
respuesta inmune en el huésped .

Poncelet A. et al. (2007).

Fuente: Elaboracidon propia

9.4.7. Microambiente o Nicho

El potencial de las SC en medicina regenerativa depende de la remocidon de las células
de su habitat natural, la expansién en cultivo y la introduccidén de éstas en una regién
de transplante. Para hacer esto, es esencial entender como las SC interactdan con su
microambiente o nicho para establecer y mantener sus propiedades
[108][286][106][109].
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El término “nicho” se refiere al medio ambiente local de las SC, el cual juega un rol
importante en la regulacién de funciones, debido a factores en gran medida
desconocidos, que actian de forma autocrina o paracrina para promover la
diferenciacion [115]. Los nichos se definen como locaciones anatémicas especificas que
regulan la forma de participacion de las SC en la generacién de tejido, mantenimiento
y reparacion. Constituye una unidad basica de la fisiologia del tejido, integrando
seflales que median la respuesta de las SC a las necesidades del organismo
[106][287]. La interaccién entre las SC y su nicho crea un sistema dinamico necesario
para el mantenimiento de los tejidos y para el disefio de terapias con SC [286][115].
El nicho evita la reduccion de SC, mientras protege al huésped de un exceso de
proliferacién de SC [106]. La simple localizacion de las SC no es suficiente para definir

un nicho, éste ademas debe tener dimensiones anatémicas y funcionales [110][106].

Dado que las MSCs residen en la mayoria de los tejidos y 6rganos, se requiere de un
sistema regulador altamente complejo para asegurar que las células madre se
mantengan en estado indiferenciado [287] [108]. Interacciones especificas entre las
células y la matriz extracelular (MEC) son necesarias para que las células estromales
puedan proliferar y diferenciarse [108]. El nicho no solo estéd compuesto por SC, sino
también por un conjunto de diferentes tipos celulares vecinos diferenciados, los cuales
secretan y organizan un entorno rico en matriz extracelular y otros factores que
permiten a las SC manifestar sus propiedades intrinsecas Unicas, incluyendo la
capacidad de autorenovacion, mientras mantiene su repertorio de programas de
diferenciacion en espera [108][287][106]. El nicho estd compuesto por todos los
elementos incluyendo células no estromales adyacentes, la matriz extracelular local
(MEC) y moléculas solubles que se encuentran rodeando las células estromales [106].
El nicho estd pensado para influir en la expresién génica y la autorenovacién de las SC

y compromiso con linajes especificos [288].

Ademas de la poblacion de MSCs misma, los nichos contienen una o mas poblaciones
distintas de células de soporte, las cuales proporcionan las sefales necesarias para

mantener la funcién de células madre [287][108].

Existen varias teorias con respecto a la determinaciéon del linaje de las SC. Una de las
teorias propone que las SC respaldan la formacién de nichos de otros tipos celulares
[289]. Por ejemplo, las células y MEC del estroma de la médula 6sea forma un
microambiente que controla la quiescencia, autorenovacién y el compromiso de las SC

en la proliferacién, maduracién y apoptosis de células maduras [290]. Las SC controlan
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en el microambiente la diferenciacion y proliferacion de células progenitoras a través

de la secrecién de citoquinas y otros factores [289].

Un foco importante estd en los factores de sefalizacién y la comunicacion intercelular
en el microambiente local y las interacciones entre las SC y la MEC colindante [108].
Se ha sugerido que un sistema altamente orquestado mantiene las SC en su estado
indiferenciado, hasta que alguna sefal especifica, active su potencial de diferenciacion
para propdsitos reparativos o regenerativos [291]. Las MSCs secretan factores solubles
gue estimulan la proliferacion o diferenciacién y la disminucién de la respuesta
inflamatoria e inmune [155][288][292]. Algunos factores solubles secretados por SC
son antiapoptoticas, angiogénicas y quimioatrayentes [293]. Para inhibir la apoptosis
las MSCs secretan moléculas bioactivas antiapoptéticas, incluyendo el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), entre otros
[293]. Bajo condiciones de cultivos hipdxicas, las AT-MSCs expresan HGF, VEGF, GM-
CSF, factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF) [175]. La secrecion de proteinas criticas minimiza la muerte
celular en zonas adyacentes al sitio de injuria. La secrecion de MSCs de moléculas de
la MEC como el factor de crecimiento insulinico tipo 1, interleuquina 6 (IL-6), bFGF y
VEGF inducen angiogénesis [293]. Las MSCs promueven la formacion in vitro de

estructuras tipo capilares, mediante altos niveles de IL-6, VEGF, entre otros [293].

Exactamente cuando y donde la mayoria de los nichos de las SC se desarrolla sigue
siendo una incognita, ademas existe una variacion considerable en el disefio del nicho.
Algunas SC pueden existir en relativo aislamiento, haciendo parecer como si no
tuvieran un nicho especifico dentro de su tejido respectivo. Asi por ejemplo las SC
musculares, conocidas como células satélites, normalmente permanecen inactivas
unidas a la ldmina basal y solo se vuelven a reactivar para proliferar y fusionarse en
diferenciados miotubos cuando las fibras han sido dafiadas y necesitan ser reparadas
[108]. En contraste, tejidos sometidos a rotacion continua, normalmente se subdividen
en unidades, las cuales cuentan con pequefios reservorios de SC responsables de la

reposicién y rejuvenecimiento del tejido cuando es requerido [108].

La adhesién de las SC a sus nichos es en parte gracias a moléculas del tipo E-caderina
el cual junto a B-catenina concentra las SC dentro del nicho. Caderinas y cateninas
participan en la formacién de uniones intercelulares especializadas, Ilamadas uniones

adherentes, las cuales pueden ser remodeladas por virtud de su asociacion con el
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citoesqueleto de actina [294]. La capacidad de las SC de vivir en nichos es un
fendomeno evolutivo conservado, y por lo tanto no es sorprendente ver que las
caracteristicas celulares basicas de retencion de las SC son ampliamente utilizados en

todo el reino eucariota [107].

De la misma forma, las integrinas, las cuales median la adhesiéon de las células a la
ldmina basal compuesta de matriz extracelular (MEC), son a menudo parte importante
de la adhesién de las SC, y estudios en la pérdida de la funcién en ratones revela que
las integrinas y las uniones adherentes juegan un rol critico en el mantenimiento de la
ubicacién, adhesividad y estado proliferativo de las células en los tejidos [107]. El
nicho puede fortalecer aln mas su capacidad de retener las SC proporcionando un
medio Unico de ligandos de la MEC para los receptores de integrina que se encuentran

en superficie de las SC [107].

La capacidad del nicho de retener las SC, es también probable que juegue un papel en
el reclutamiento de SC, en un proceso referido como “Homing”. Sin embargo, una vez
que se establecen nichos parecen ser capaces de sobrevivir al menos transitoriamente
como centros de sefializacion para atraer a las SC. Por otro lado, el nicho es critico en
la mantencion de la capacidad de autorenovacion de las SC, y la mantencion del
caracter indiferenciado de las SC residentes, incluso pudiendo extenderse a células

vecinas [109].

Las SC dentro de los nichos a menudo se encuentran en quiescencia [107][109]. Dado
que la proliferacion puede ser inducida a menudo en cultivos, esta caracteristica
sugiere que el microambiente del nicho es inhibitorio tanto de la proliferacién como de
la diferenciacién [295]. Fuch et al. (2004), describe que la activacion de las SC en su
nicho podria estar dado por un flujo constante de SC que se dividen lentamente, como
el nicho queda ocupado, el exceso de SC son desplazadas poco después de que se
dividen, aflojando fisicamente las conexiones con este nicho [108]. En este escenario,
cuando se enfrentan a un nuevo entorno, las SC recientemente divididas que fueron
expulsadas proceden a diferenciarse. Alternativamente, las SC pueden simplemente
permanecer latentes en el nicho hasta que tengan que volverse funcionales por
ejemplo, en respuesta a injuria. En este caso, un cambio en el entorno del tejido
podria dar la sefal al nicho para que movilice a las SC que se encuentran en su
dominio [108][109][107].
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Finalmente, el nicho pareciera funcionar como un medio adhesivo que permite retener
las SC hijas, pero expulsa las SC hijas diferenciadas. Al menos en algunos casos, esto
pareciera llevarse a cabo utilizando células no estromales del nicho, las cuales
proporcionarian la base para la polarizacién dirigiendo espacialmente hacia divisiones

celulares asimétricas [108][107].

Ademas, el disefio arquitecténico del nicho pareciera ser especificamente adaptado
para las necesidades particulares de las SC residentes y, por el contrario, las SC
jugarian un importante rol en la organizacion y especificaciéon del nicho. De esta forma,
aunque los nichos comparten ciertas similitudes en la activacién de una via comun de
transducciéon de la sefial para conseguir la autorenovacién y mantener en estado
indiferenciado las células residentes, cada nicho esta compuesto por diferentes células

no troncales asi como también por SC que establecen ese microambiente [108].

En general, existe una combinacion entre el comportamiento interno de la SC y las
sefales externas proporcionado por la arquitectura y microambiente Unico del nicho
que permite proteger la SC, mantener su potencialidad, determinar cuan rapido las SC

se dividiran y especificar si se debe dividir simétrica o asimétricamente [108].

10. APLICACIONES TERAPEUTICAS DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES
(MSCs)

10.1. Consideraciones Generales

Como fue mencionado anteriormente, la terapia celular se centra en estrategias
terapéuticas que permitan reemplazar o restaurar tejidos danados o contrarrestar el
envejecimiento de las células en el cuerpo y asi mejorar su funcidén [312][313]. La
regeneracion implica la reposicion de células originales del tejido lesionado, después de
una seccion o una lesion, seguida por la generacion de células progenitoras de
regeneracion y morfogénesis [314]. Su principal objetivo es obtener la regeneracién de
los tejidos y evitar la reparacion (cicatrizacion) de los mismos. Las MSCs han sido
investigadas recientemente por su potencial uso en medicina regenerativa [49]. Las
células madre multipotentes son las precursoras de células especializadas en tejidos

especificos [77].

Las MSCs parecen ser una herramienta muy prometedora para la terapia celular,

debido a las caracteristicas similares a las células madre embrionarias, pero con
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algunas ventajas en términos de disponibilidad, capacidad de proliferacion, transplante

e implicaciones éticas [257][265].

Esta descrito que las MSCs pueden participar en la regeneracién de dafos tisulares por
medio de 2 mecanismos distintos: la contribucién directa, a través de la diferenciacion
fenotipica de células del tejido especifico y la evidente generacién del producto de
matriz extracelular del tejido apropiado [176]. Las MSCs son capaces de movilizarse
hacia el sitio de lesion y contribuir a la regeneracion del tejido [256]. Los resultados in
vitro indican que MSCs poseen propiedades inmunosupresoras [315]. La diferenciacién
y auto-renovacion de las células madre estan reguladas por las células especificas de
su ambiente [51][178]. Krampera y col (2006) explicaron que mediante la inyeccion
de MSCs por via intravenosa, estas células se propagan en todos los tejidos, pero
preferentemente sobreviven y proliferan en presencia de la regeneraciéon de los tejidos

y tumores, donde se convierten en fibroblastos vasculo-estromales.
10.2. En tendinitis

Las patologias de tendones y ligamentos de la regién distal al carpo, constituyen una
situacion clinica prevalente en el equino de deporte [14][22]. La ruptura durante la
actividad atlética, generalmente sigue de la acumulacién de ejercicio y de los cambios
degenerativos inducidos por la edad, que no han sido reparados por los fibrocitos [48].
Estas son células muy diferenciadas, por ende tienen un limitado potencial de
replicacion [49]. Por otro lado, ademas del estrés mecanico que ellos experimentan,
los tendones son considerados pobremente vascularizados [48]. Las lesiones del
tendon flexor digital equino, son ideales para la implantacion de MSCs, ya que
proporcionan un nucleo central en la lesidon que puede mantener implantadas las MSCs

sin la necesidad de un soporte [316].

Las MSCs, con determinados estimulos representan un método prometedor para
obtener tenocitos in vitro para la curacion del tendén [49]. Los tenocitos son células
fibroblasticas responsables de la sintesis y volumen de la matriz [48]. El estimulo para
la diferenciacion de las MSCs en tenocitos, es en gran parte desconocido, pero la
investigacion actual sugiere que una combinacidn mecdnica de tension, sefales
metabdlicas y contacto con las células y la matriz, es primordial para que se lleve a
cabo el proceso [316]. Las MSCs producen y funcionalmente se adhieren a moléculas
de la matriz extracelular [174]. Un estudio realizado en tendones de ratones vy

humanos, demostré que existe una poblacion de células denominadas células
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madre/progenitoras de tenddn (TSPC’s), las cuales tienen caracteristicas de células
madre como clonogenicidad, multipotencia y la libre capacidad de renovaciéon [51].
Violini et al. (2009) describen que para inducir la diferenciacién de las BM-MSCs en
tenocitos, los cultivos celulares se mantienen durante 14-21 dias en medio de cultivo
complementado con BMP-12 50 ng / ml, este medio debe ser cambiado totalmente al

dia siguiente.

Células del estroma de médula ésea (BM-MSCs), desempenan un papel central en la
reparacién y regeneracién de los tejidos mesenquimales [317]. Se demostré que BM-
MSCs equinas, pueden ser inducidas a diferenciarse en tenocitos [49]. Por lo tanto,
una combinacién de estimulos mecanicos y la proximidad a los tenocitos y la matriz del
tenddn, se cree que son importantes como estimulos para la diferenciaciéon en células
del tenddn, como se muestra en implantacion directa de células en el tenddn [49]. La
reparacion y regeneracion del tejido del tenddn con BM-MSCs, sin induccién diferencial
podria potencialmente llevar a osificacion, lo que empeoraria la tendinopatia [51]. Sin
embargo, la posibilidad de utilizar pequefias porciones de los tendones, aislar y
expandir las células que podrian formar el tenddn de tejidos in vivo, ofrece una nueva

estrategia para la mejora de los actuales medios de reparacion del tenddén [51].

Herthel (2001) describié la utilizacion de aspirados de médula désea (BM-MSCs)
autélogo dentro de la lesion como tratamiento de 100 caballos con desmopatia del
ligamento suspensor. Como criterio de inclusién fueron considerados equinos que
presentaron evidencia ecografica de lesién aguda del ligamento suspensor y equinos
que presentaron claudicaciéon moderada o severa producto de desmitis crdnica. El 50%
de estos pacientes también fue tratado con fasciotomia plantar. Para la evaluacion post
tratamiento se realizd6 seguimiento ecografico que incluyd la observacion de lesién
anecoica o hipoecoica, alineamiento de las fibras y definicion de margenes del
ligamento. Los resultados obtenidos fueron alentadores y mas del 85% de los caballos
recuperaron un nivel de funcién normal a los seis meses y otro 5% continud con
claudicacién moderada. Sin embargo, no demostrd si la mejoria clinica en esos
caballos se pudo presentar por repoblamiento celular o por el efecto modulador de la
respuesta bioldgica, que pudo ser desencadenado por factores de crecimiento
presentes en esos aspirados medulares, o por la fasciotomia que fue realizada en el
50% de los caballos [50].

Smith et al. (2003) fueron uno de los primeros en usar células mesenquimales

autélogas como tratamiento en lesiones de tend6n en caballos. Estos investigadores
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describieron una técnica para aislar y expandir células mesenquimales obtenidas de la
medula ésea esternal de un caballo de polo con una lesiéon crdnica central grave del
tenddn flexor digital superficial (TFDS) con una cronicidad de cinco meses de duracion.
En ese caso, solo se empled sedacidén y anestesia local, tanto para obtener el aspirado
medular, asi como para la posterior aplicacion dentro de la lesion de las células
mesenquimales, 16 dias posteriores a su obtencién. A los 10 dias reexaminaron el
paciente y luego a las seis semanas posteriores a la infiltracién. Las evaluaciones
ecograficas mostraron una clara disminucién del proceso patolégico y una estructura
tendinosa casi normal a las seis semanas [5]. Los resultados descritos fueron exitosos
para ese paciente, sin embargo, no se puede concluir que la implantacién de las
células mesenquimales haya sido responsable de los cambios ecograficos observados.
Es necesario considerar que la calidad de la imagen ecografica no esta correlacionada
con la calidad de la ECM del tendon [12].

Smith (2008) publicé un valioso trabajo donde evalué el tratamiento con células
mesenquimales autdlogas en 168 caballos de deporte con lesion en el tenddn flexor
digital superficial (TFDS). Luego de 48 semanas de rehabilitacion, los caballos
retornaron a su entrenamiento habitual. De los caballos que se introdujeron a un
entrenamiento continuo solo reincidid el 18% contra un 56% reportado con terapias

convencionales [318].

Guest et al. (2010) realizaron una investigacion en ocho caballos con lesién del TFDS,
los cuales fueron tratados con células embrionarias alogénicas (ESCs) y con células
mesenquimales estromales autdlogas (MSC). Lo mas llamativo de este estudio fue la
supervivencia que tuvieron las células embrionarias (60%) frente a las células
mesenquimales (< 5%) en la seccion inyectada del tendén. Ademas las ESCs
presentaron un patrén migratorio, encontrandose en otras zonas de lesidon dentro del
mismo tenddén diferentes del lugar donde fueron inoculadas, a diferencia de las MSC
autdlogas, las cuales solo se encontraron en el sitio de inoculacién. Por otra parte, se
establecié que no hubo ningun tipo de respuesta inmune en los caballos luego de la

aplicacion dentro de la lesion de las células embrionarias alogénicas [319].

Crovace et al. (2010) realizaron un estudio histolégico e inmunohistoquimico en seis
caballos, en el que evaluaron el efecto de tres tratamientos asignados al azar en cada
miembro: 1) células estromales de medula dsea, 2) células mononucleadas de médula
osea y 3) placebo (solucion salina) en un modelo de tendinitis inducida por colagenasa.

En los tratamientos 1 y 2 hubo mayor presentacion de coldgeno tipo I y menor
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presentacién de colageno tipo III. Asimismo, la concentracion de COMP se encontrd
aumentada (2,2 y 2,4 USCH respectivamente). El grupo placebo, por el contrario,
experimentd un aumento en la presentaciéon de fibras de colageno tipo III, menor
presentacién de fibras de colageno tipo I y menor concentracion de COMP. Los
resultados de este trabajo sugieren una regeneracion del tejido lesionado
experimentalmente en los tratamientos 1 y 2, mientras que en el tratamiento 3 sugiere
una reparacion cicatricial en el area dafada experimentalmente [26]. Aunque los
tratamientos 1 y 2 no difirieron estadisticamente, el posible uso de células
mononucleadas derivadas de médula dsea podria ser una opcion terapéutica mas
econdmica y menos sofisticada para tratar lesiones en tendones equinos con
enfermedad natural. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios donde se
obtenga informacion bioquimica y molecular de estas sustancias y asi afianzar su uso

en la clinica equina.

Luego de un afio de seguimiento de un grupo de casos clinicos, diagnosticados de
tendinitis y tratados con BM-MSCs, al ser comparados los resultados con datos
estadisticos preexistentes sobre el mismo tipo de caballo de deporte, lesion y tratados
con métodos convencionales, resulté que un 51% de los caballos tratados volvieron a
competir (31% grupo de referencia) y que un 30% recayd0 (56% grupo de
referencia)[9][320]. Resulta interesante resaltar el hecho de que todos los caballos
que respondieron bien al tratamiento celular fueron implantados en el intervalo entre
el inicio de la lesidon y los 44 dias siguientes, mientras que los caballos que recayeron
fueron implantados mds tarde, en el intervalo de 83 dias. Una de las hipdtesis
establece la posibilidad de que a los 83 dias pudiera haber ya un exceso de fibrosis que
limitase la eficacia del tratamiento. Otros investigadores mencionan mas limitaciones,
ya que la aplicaciéon de células madre mesenquimales requiere la existencia de una
lesién tendinosa de tipo anecoico donde pueda ser depositado el cultivo celular
[741[9]1[320]; si la lesion supera el 30% de la seccidén del tenddn, el porcentaje de

resultados favorables disminuye significativamente [74].

Estas Ultimas hipdtesis recuerdan la importancia que tiene el conocimiento de la
cronologia de las fases de la curacién de un tenddn, para determinar el intervalo de
tiempo éptimo en el cual deberian aplicarse este tipo de tratamientos regeneradores.
Por lo tanto, se admite que la fase ideal para la realizacién de tratamiento con MSCs
seria la fase reparadora, ya que existe la oportunidad de intervenir en la

reorganizacion estructural de la lesién, lo que en términos de tiempo comprenderia
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entre los primeros 5-7 dias y unos dos meses. Existe bastante consenso para no
utilizar MSCs de médula désea durante los primeros 10-15 dias de la lesion ya que la
hemorragia inicial que acompana a la lesidn todavia estd presente [22][24][321].A
pesar del tipo de tratamiento seleccionado, un reposo extendido, con gradual
incremento del ejercicio controlado, ha sido la piedra angular para lograr un buen
resultado [176]. El ejercicio puede inducir un aumento de la capacidad de los tenocitos
para reparar microdanos [322]. Cualquier proceso de dano en tenddn o ligamento, se
presume que puede exigir un minimo de 6 meses de restriccién de la actividad atlética
para disponer del tiempo suficiente para sanar la lesién [14]. Sin embargo, los
diferentes niveles de ejercicio puede ser necesarios para inducir adaptaciones

beneficiosas en el almacenamiento de la energia en tendones [322]. (Ver tabla 2)

Tabla 2. Tratamientos con MSCs en tendinitis equina

Tratamiento Resultado Referencias
Evaluaciones ecograficas mostraron una
clara disminucion del proceso patoldgico y
una estructura tendinosa casi normal a las
seis semanas.

Caballos retornaron a su entrenamiento
habitual después de 48 semanas de
rehabilitacion. De estos, sdlo reincidio el Smith R. (2008)
18% contra un 56% reportado con terapias
convencionales.

Uso de BM-MSCs en caballo de polo con
lesion cronica grave del TFDS, con
cronicidad de cinco meses de duracion.

Smith R. et al. (2003)

Implantacién de MSCs autélogas en 168
caballos de deporte con lesion en TFDS.

En la zona inyectada del tenddn, las ES
presentaron un 60% de supervivencia a
diferencia de las MSCs (< 5%). No hubo Guest D. et al. (2010)
respuesta inmune en los caballos luego de la
aplicacion intralesional de las ES alogénicas.

8 caballos con lesidn del TFDS, fueron
implantados con células embrionarias (ES)
alogénicas y células mesenquimales
autologas.

Estudio histoldgico e inmunohistoquimico en
modelo de tendinitis inducida por colagenasa
en 6 caballos. Evaluacion del efecto de tres
tratamientos; 1) BM-MSCs, 2) células
mononucleadas de médula dsea y 3)
placebo.
Estudio realizado en 219 caballos tratados
con BM-MSCs y tratamiento convencional
(seguimiento de casos clinicos durante 1
afo).
Fuente: Elaboracion propia

Regeneracion del tejido lesionado
experimentalmente en tratamiento con 1y
2, mientras que en el tratamiento 3 sugiere |Crovace A. et al. (2010)
una reparacion cicatricial en el area dafiada
experimentalmente.

51% de los caballos tratados volvieron a
competir (31% grupo de referencia) y 30%
recayo (56% grupo de referencia)

Dyson S.(2004), Butcher
M. et al.(2007)

10.3. En osteoartritis (OA)

El caballo representa el modelo animal mas grande disponible y probablemente la
especie con mayor similitud al humano [323]. En comparacion a los humanos, los
caballos tienden a desarrollar disfunciones articulares en forma espontanea. Este es un

aspecto importante para la OA clinicamente relevante, ya que podria haber diferencias
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entre la OA que se desarrolla en forma natural y la que es inducida experimentalmente
[324]. Ademas, el espesor del cartilago en la articulaciéon del equino es de
aproximadamente 1.75-2mm que lo hace comparable al espesor del cartilago de la
rodilla en humanos que mide 2.2mm. A pesar de esto, las diferencias en el peso
corporal de humanos y equinos podria resultar en una variacion de cargas y
propiedades biomecanicas en la articulacion de la rodilla [323]. Frisbie et al. (2009)
comparé diferentes modelos animales con respecto al espesor del cartilago en la
articulacién de la rodilla y observé que la del caballo es la mas similar al humano,

seguido de la cabra, oveja, perro y finalmente el conejo [325].

En la traumatologia veterinaria en general, pero especialmente en perros y caballos,
las patologias articulares desempefian un papel importante. Las razones para el
desarrollo de la OA aln no se entienden completamente. Se cree que la lesién, la edad

y la genética son algunos de los factores de riesgo [11].

Los equinos que sufren enfermedades articulares representan una alta proporcion de
los casos registrados en la practica veterinaria. Similar a los humanos, varias son
presentaciones de enfermedades articulares, incluyendo enfermedades del desarrollo,
lesiones agudas por accidentes y patologias crénicas [82]. El resultado final de estas
presentaciones, a menudo es la osteoartritis (OA), una patologia articular caracterizada
por una pérdida progresiva de la matriz funcional del cartilago, sinovitis y una reaccién
variable del hueso subcondral. El cartilago articular hialino es un tejido altamente
especializado y juega un rol fundamental en el progreso de la OA, debido a su limitada
capacidad de reparacion [15]. Esta incapacidad de reparar o incluso regenerar defectos
articulares tiene como resultado la presencia de dolor y pérdida de movilidad de la
articulacién [325]. Ademas de estos efectos, la OA tiene un importante impacto
econdémico en la industria equina. Cerca del 20% de los caballos Fina Sangre de

Carrera de tres afios es eliminado de competencia por problemas articulares [82].

Los tratamientos actuales incluyen una amplia gama de modalidades farmacoldgicas,
no farmacoldgicas y quirdrgicas [326][327]. La evidencia que respalda la efectividad
de estos tratamientos es variable [327]. Por esta razén el prondstico para los pacientes
que sufren de OA sigue siendo pobre. El objetivo de estos tratamientos apuntan a
mantener el control del dolor, mejorar la funcion articular y la calidad de vida. Sin
embargo, no existen terapias farmacoldgicas efectivas disponibles que alteren el curso
de la patologia [326]. Es por esto, que los esfuerzos en los Gltimos afios han estado

dirigidos a la evaluacion de la eficacia de las terapias regenerativas para OA.
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Consecuentemente, las estrategias de la medicina regenerativa como la terapia con
MSCs en equinos, ha entrado en el foco de los veterinarios. Cuando son usadas las
MSCs para tratar las patologias articulares, es importante distinguir la evolucién de la

patologia para tratarla correctamente [82].

Actualmente, existen diferentes técnicas para el trasplante de MSCs en defectos
articulares. Esta la posibilidad de implantar las MSCs diferenciadas o indiferenciadas,
con o sin una matriz sintética. Si la implantacién es realizada sin una matriz, las
células pueden ser suspendidas en varios fluidos e inyectada a ciegas o via artroscopia.
Ademas, estas pueden ser adheridas con un pegamento de fibrina para asegurar la
fijacion [328][329].

El grupo de investigadores dirigido por Agung et al. (2006), implantaron MSCs
marcadas con fluorescencia dentro de la articulacion de la rodilla de una rata, la cual
presentaba una serie de tejidos lesionados, para evaluar la capacidad de las MSCs de
movilizarse y adherirse al sitio de la lesidon. Cuatro semanas luego de la aplicacidn, las
MSCs fueron localizadas en algunos o incluso en la totalidad de los tejidos dafiados
dependiendo del numero inicial de células inyectadas. Sin embargo, este estudio
demostrd que la inyeccion de un gran niamero de MSCs lleva a la formacion de tejido
cicatricial en la articulacién, el cual podria tener efectos adversos en la regeneracion
del cartilago. Por lo tanto, determinar el nimero optimo de células que debe ser
inyectado es esencial para minimizar los problemas que se presentan en los tejidos de

la articulacion [256].

Para investigar el rol que juegan las MSCs en la reparacién o regeneracién de la
articulacién, fueron inyectadas via intraarticular MSCs autdlogas en la rodilla de un
caprino luego de inducir OA. Este estudio concluyé que la inyeccidn intraarticular de
MSCs, estimula la regeneracién de tejido y retarda la destruccion progresiva en este
modelo de OA [257].

Para la reparacién del cartilago, los condrocitos parecen ser el tipo de célula preferido.
Es posible aislar condrocitos a partir de cartilago y expandirlos in vitro. Estas células
pueden ser trasplantadas después en forma directa o criopreservadas. Seddighi et al.
(2008) demostré que el cartilago sintético con condrocitos frescos contiene mayor
cantidad de células y MEC que el cartilago sintético con células criopreservadas [330].
Los condrocitos pueden ser implantados directamente en forma de suspensién o

sembrados en una matriz de colageno para luego ser trasplantado en la lesion [331].
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Sin embargo, debido a la escasa cantidad celular en los donantes, la corta vida media
y la posibilidad de indiferenciacion durante el cultivo es necesaria la busqueda de
alternativas de tipos celulares con potencial condrogénico. Actualmente, las MSCs
estan siendo evaluadas con diferentes enfoques terapéuticos en el tratamiento de OA
[256][257].

Ha sido demostrado que las MSCs cuando son expuestas a TGF[B, son capaces de
diferenciarse en condrocitos, ademas de producir colageno tipo II y proteoglicanos dos
de los factores mas importantes que participan en la reparacion del cartilago
[256][332][333]. Ademas Hegewald et al. (2004) determind que las MSCs equinas en
presencia de acido hialurdnico y liquido sinovial autdlogo induce diferenciacion

condrogénica y produccion de colageno tipo II [334].

Debido a que en la OA existe un dafio generalizado del cartilago articular, el enfoque
del uso de MSCs en las articulaciones es la aplicaciéon de una suspensién de células
directamente dentro de la cavidad articular, siendo hoy en dia, la via de aplicaciéon mas

usada en medicina veterinaria [335].

Ferris et al. (2009) informaron los resultados obtenidos en una evaluacion clinica en
caballos que presentaban enfermedad en forma natural, los cuales fueron tratados con
BM-MSCs. De un total de 40 caballos que participaron en el estudio, el 72% regreso a
competir. Cerca de la mitad de ellos recuperd el nivel de entrenamiento o incluso lo
superaron. Ademas se demostré que la edad, sexo, raza y disciplina no estaban
relacionados significativamente con los resultados obtenidos. Sélo la gravedad de la
lesion, clasificada segun el veterinario a cargo, estaba significativamente relacionada
con el regreso al entrenamiento. Cuatro caballos que tenian dafio del cartilago grave
fueron incapaces de volver a rendimiento. Este estudio confirma los informes
existentes de buena evolucién clinica luego de realizado el tratamiento con BM-MSCs
en lesiones articulares. Los resultados de este estudio respaldan los futuros ensayos

para llevar a cabo el uso de MSCs en caballos [336].

En un estudio realizado por Ferris et al. (2009) informaron los resultados obtenidos en
una evaluacién clinica en caballos que presentaban enfermedad en forma natural, los
cuales fueron tratados con BM-MSCs. De un total de 40 caballos que participaron en el
estudio, el 72% regres6 a competir. Cerca de la mitad de ellos recuperé el nivel de
entrenamiento o incluso lo superaron. Ademas se demostré que la edad, sexo, raza y

disciplina no estaban relacionados significativamente con los resultados obtenidos. Sélo
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la gravedad de la lesion, clasificada segin el veterinario a cargo, estaba
significativamente relacionada con el regreso al entrenamiento. Cuatro caballos que
tenian dano del cartilago grave fueron incapaces de volver a rendimiento. Este estudio
confirma los informes existentes de buena evolucién clinica luego de realizado el
tratamiento con BM-MSCs en lesiones articulares. Los resultados de este estudio

respaldan los futuros ensayos para llevar a cabo el uso de MSCs en caballos [336].

En un modelo de OA temprana equina se realizé una comparacion entre BM-MSCs y
células de la fraccién vascular estromal de tejido adiposo (AD-SVF). Las dos
preparaciones de MSCs fueron inyectadas directamente dentro de las articulaciones
lesionadas 14 dias después de inducir OA. Las articulaciones tratadas con BM-MSCs
presentaron menos efusién de liquido sinovial y concentraciones menores de PGE, en
comparacién con las articulaciones tratadas con células AD-SVF. No fueron observadas
diferencias en la histologia o bioquimica del cartilago, andlisis de liquido sinovial u
otros parametros clinicos [325]. Lo interesante en este estudio, es la disminucién de
concentraciones de PGE, en liquido sinovial en el tratamiento con BM-MSCs, esto es
porque PGE; es un mecanismo de respuesta de las BM-MSCs para modular la respuesta
inmune celular, ejerciendo efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores, como la

supresion de la proliferacion linfocitaria y la activacion de linfocitos T [338][339].

Otros estudios preclinicos en modelos de OA donde fueron usadas otras especies como
cabras, ovejas, conejos y ratas han demostrado la capacidad de las BM-MSCs de
mejorar la regeneracion del cartilago e incluso del menisco [257][329]. La combinacion
de estos estudios sugiere que las BM-MSCs tienen una doble funcion en el
microambiente articular; modular la respuesta inmune local de los linfocitos T y
potenciar la regeneraciéon del tejido [24]. A largo plazo, los estudios que utilizan BM-
MSCs en lesiones de cartilago articular tanto en pacientes de medicina veterinaria
como humanos requieren demostrar la restauracion de la funciéon articular, la
disminucién de dolor articular y la durabilidad de las terapias basadas en el uso de BM-
MSCs [24].

A la fecha, se desconoce si la regeneracion de tejido después del implante de MSCs se
origina desde las células trasplantadas, o si las células trasplantadas inician y dan
soporte a las células locales para regenerar el tejido dafiado [4]. Otro factor
importante que puede contribuir al éxito terapéutico es la funcion antiinflamatoria que
tienen las MSCs [340].
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Aunque algunos estudios han tenido resultados prometedores, la eficacia de las MSCs

en el tratamiento de OA sigue siendo controversial [256][257]. (Ver Tabla 3)

Tabla 3. Tratamientos con MSCs en Osteoartritis equina

Tratamiento

BM-MSCs en lesion natural en 40 caballos

Resultado

El 72% regreso a competir. Cerca del
50% recuperd el nivel de
entrenamiento

Referencias

Ferris et al. (2009)

Comparacion de BM-MSCs autélogas en una matriz
polimérica e implante de matriz polimérica, en lesidn
artificial

En este estudio fue observado que
los implantes de MSCs en caballos
mejord la cicatrizacion temprana de
las lesiones en cartilago (1 mes),
pero la reparacion a largo plazo (8
meses) no mejord en comparacion
con las lesiones a las que no se les
realizd tratamiento

Wilke et al. (2007)

Comparacion entre BM-MSCs y AD-SVF

A los 14 dias las articulaciones
tratadas con BM-MSCs presentaron
menos efusidn de liquido sinovial y
concentraciones menores de PGE; en
comparacion con las articulaciones
tratadas con células AD-SVF

Frisbie et al. (2009)

Fuente: Elaboracion propia
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11. CONCLUSIONES

Los nuevos conocimientos moleculares sobre la fisiopatologia de las lesiones de
tendones vy articulaciones del caballo y otras especies animales han permitido
desarrollar nuevas estrategias para el desarrollo de tratamientos regenerativos de

estas patologias.

A diferencia de los tratamientos convencionales, la utilizacién de células madre para
una terapia de tendinitis y osteoartritis en equinos, es una buena oportunidad para que
el organismo sea el encargado de regenerar y devolver las capacidades al tejido
dafiado. De esta forma, el tejido avanza hacia un estado funcional de optimas
caracteristicas, dado por el restablecimiento de sus cualidades mecanicas y fisioldgicas,

disminuyendo las probabilidades de reincidencia de la lesién.

Las investigaciones clinicas de MSC en equinos han dado lugar a muchos resultados
prometedores, sin embargo, se requiere una mayor cantidad de estudios in vivo e in
vitro para comprender en profundidad la biologia de las MSC equinas y los mecanismos
fundamentales de los efectos regenerativos de las células, antes de extrapolar estas
terapias en medicina humana. En este sentido, es importante destacar el beneficio que
el equino ofrece como modelo animal en investigacion como plataforma para probar
tecnologias en desarrollo para humanos que por razones legales son dificiles de

implementar en forma directa.

Sin embargo, una mayor investigacién de las caracteristicas basicas de las células
madre, que lleve a definiciones mas uniformes de las MSCs equinas parece ser de gran
importancia. Una colaboracion cercana entre veterinarios, cientificos y clinicos, debiera
abrir una nueva ventana al desarrollo de tecnologias en otros campos de la medicina
veterinaria y acelerar la extrapolacién de los resultados de las terapias celulares

equinas hacia la medicina humana y viceversa.

En nuestro pais, la terapia celular se estd insertando como alternativa a los
procedimientos tradicionales en la medicina veterinaria y es una buena opcién para la
solucion de las lesiones frecuentes y recurrentes de caballos de deporte en sus
distintas especialidades. Sin embargo, es importante complementar las terapias con
MSC con programas de rehabilitacion que incluyan reposo y fisioterapia para obtener

resultados exitosos.
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