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RESUMEN

ROLDAN CHAVEZ GRISELDA JOCABED Movilizacion de Células Troncales
Mesenguimales a Circulacion Periférica utilizando el Factor de Estimulacion de Colonias
de Granulocitos en Equinos (bajo la direccion de MVZ, MSc DC Maria Masri Daba y

MVZ M en C Enrique NUfiezHernandez)

En el presente estudio se presenta una opcion de obtencion de Células Troncales
Mesenguimales (CTM) para la reparacion de diversas lesiones del sistema musculo-
esquelético de equinos.Este es un método mas sencillo ycon menos riesgos, minimizando el
dolor;teniendo como finalidad que las CTM ubicadas en médula ésea,se movilicen a sangre
periférica. Esto se hizo con la administracionsubcutanea del Factor de Estimulacion de
Colonias de Granulocitos (G-CSF) en modelos equinos, evitando asila puncion del hueso
esternon (forma mas comuan para obtener células troncales mesenquimales). Por medio de
este trabajo se determind que después de administrar G-CSF, las células troncales
mesenguimalesfueron movilizadasasangre periférica obteniendo el mayor ndmero de
células (512.77%) después de 48 horas.Siendo corroboradoeste efecto conlos hemogramas
que se realizaron cada 24 horas; también se llevd acabocitometrias de flujo y cultivos
celulares de las muestras, para evaluar la existencia de células troncales, obteniendo asi

resultados positivos a cada prueba realizada.



INTRODUCCION

En lamedicina existen diversas areas de estudio y una de ellas es la medicina regenerativa;
la cual esta teniendo mayor auge e importancia en la actualidad. Es un campo
interdisciplinario de investigacion y aplicaciones clinicas que estd enfocada en la
regeneracion de tejidos y 6rganos (conjunto asociado de células de la misma naturaleza,
diferenciadas de un modo determinado, ordenadas regularmente, con un comportamiento
fisiologico comuln)que hasta hace poco se consideraban irreparables, para asi poder
recuperar tanto sus caracteristicas bioldgicas como funcionales,que se han visto alteradas

por diversas causas incluyendo malformaciones, enfermedades y traumatismos. 23

La medicina regenerativase ha centrado en las células troncales como una opcion de
terapia, por lo que es necesario saber que es una célula troncal. El primer nombre que se le
dio a las estas fue “Célula Germinal Primordial Inactiva Mitética” en 1896 por Edmund
Beecher Wilson; y la primera vez que se logroidentificadar en médula 6sea y diferenciarla

de los osteoblastos fue en 1960.*

Una Célula Troncal Mesenquimal segun el Comité de la Sociedad Internacional de Células
Troncales Mesenquimales y Tejidos debe tener tres caracteristicas indispensables:
adherencia y plasticidad (in vitro), expresar antigenos de superficie y una renovacién
continua. La adherencia y plasticidad se refiere a la condicion que mantienen en el cultivo;
los antigenos de superficie que deben de tener son los positivos a: CD105, CD73 'y CD90 y
carecer o0 negativos a: CD45, CD34, CD1lay b, CD79, CD19 y HLA-DR asi como poder

diferenciarse a: osteoblastos,condroblastos y adipocitos de manera in vitro. *°


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Diferenciaci%C3%B3n_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Fisiolog%C3%ADa

La terapia celular es una linea de investigacién adn en desarrollo, es parte de la medicina
regenerativa, por consecuencia es de reciente aparicion, aunque este tipo de terapia ya se ha

empezado a utilizar en la clinica. ®

En la medicina veterinariase hautilizado como aplicaciones terapéuticas en lesiones
musculo-esqueléticas, sin embargo aun no estan bien implementadas y establecidas en el
tratamiento clinico de pacientes. ’ La terapia celular con células troncales, se refiere al uso
de las mismas con la finalidad de regenerar o sustituir células o tejidos dafiados y restaurar
su funcion alterada por causas que comprenden: malformaciones congénitas, enfermedades
0 traumatismos; esta terapia se puede administrar por via intravenosa o directamente en el

tejido dafiado (intralesional).?*

En medicina veterinaria la primera vez que se usO esta terapia y se reportd, fueen un
modelo equino en el 2002 por Hertel,seutilizo para tratar desmitis del ligamento suspensor
del menudillo; de ahi se ha seguidoutilizando para el tratamiento de afeccionesmusculo-
esqueléticas de caballos y perros.’ Esta terapia utilizada en equinos no sélo es un avance en
la medicina veterinaria, a la vez ayudarden la medicina humana ya que los modelos pre-
clinicos en los que se basanmuchas de las veces son animales como el borrego y el cerdo;
donde las lesiones son inducidas; a diferencia de los caballos, que sufren lesiones
ortopédicas en condiciones naturales debido a su funcidnzootécnica (atletas de alto

rendimiento).?



La terapia celular estd basada en colocar una poblacion multi y pluripontencial en la parte
afectada del tejido donde puedan proliferar, diferenciarse y organizarse, de forma que el
resultado sea una reestructuracion y funcionamiento normal del tejido.® Esta terapia en
caballos se ha utilizado principalmente en afecciones ortopédicas comotendinopatias y
osteoartritis, ya que son las dos patologias con mayor incidencia del caballo atleta, sin dejar
de lado las lesiones en los ligamentos que al igual que los tendones son lasprincipales
causas de afectacion ortopédica y por lo tanto del retiro temprano de la funcién zootécnica
del equino.’ Pero debido a que el tendén y el cartilago son tejidos con una pobre
capacidadde regeneracion intrinseca, producen un tejido de reparacion fibroso en una lesion
0 proceso inflamatorio; teniendo como consecuencia la limitacion o reduccion en la

mayoria de las veces en la vida atlética del equino. ®

Para poder utilizar las Células Troncales Mesenquimales es necesario aislarlas del
organismo Yy caracterizarlas; las técnicas descritas hasta ahora depuncién de medula 6sea
como la que describe el doctor Verma en su articulo, son traumaticas para los pacientes y
necesitan de estudios y logistica para la manipulacion de las muestras; de tal forma que un

perfeccionamiento de la técnica representa un avance en el bienestar de los pacientes. *°

Existen diversos métodos para obtener estas células, el procedimiento mas comun para la
obtencion de CTM es el aspirado de médula 0sea, la técnica se puede llevar a cabo en
huesos planos (esternon, costillas y vertebras) y en huesos largos (coxis, femur y
himero).™" ¥ En humanos y caballos jovenes generalmente se realiza en esternén, ileon o

costillas. Otra forma del aislamiento de las CTM puede hacerse endiferentes tejidos como:



e Periostio. °

e Tejido adiposo. °

e Membrana sinovial. °
e Tejido musculo-esquelético. °
e Pulmon.’®

e Cordén umbilical. ®

e Sangre periférica. °

e Piel.®

e Orejas.”

e Embrién. *

e Gelatina de Wharton. *

e Higado fetal. *

Lo complejo de estos procedimientos es que las CTM son una fraccién muy pequefia del
total de la poblacion de células nucleadas. En investigaciones de la Dra. Fortier menciona
qgue enmédula 6sea (MO) del0.001% al 0.01%de las células mononucleadas aisladas son

CTM.’

Existen factores que estimulan la hematopoyesis, se mencionan cuatro factores de
estimulacién de colonias clasicos: Interleucina 3, Factor de Estimulacién de Colonias de

Granulocitos y Monocitos (GM-CSF), Factor de Estimulacion de Colonias de Granulocitos



(G-CSF), Factor de Estimulacion de Colonias de Monocitos(M-CSF o CSF-1). Estosson un
grupo de glicoproteinas de bajo peso molecular y significativamente homologos en las

proteinas y en los niveles de nucleétidos.*®

El Factor de Estimulacion de Colonias de Granulocitos (G-CSF) es inducido de forma
natural por la exposicion a proteinas de paredes bacterianas, endotoxinas y citocinas
inflamatorias. EI G-CSF lo podemos encontrar en dos presentaciones: enddgeno y exdgeno.
El enddgeno es producido por monocitos y macrofagos, células endoteliales, fibroblastos y
células del estroma de la médula 6sea. Y el G-CSF exdgeno puede ser administrado via
intravenosa 0 subcutanea; su distribucion principalmente es a médula 6sea, glandulas
adrenales, rifiones e higado."* Es un inmunomodulador que induce la proliferacion y
diferenciacion de las células progenitoras de granulocitos, aumentando la produccion de
neutrofilos principalmente y acortando el tiempo que requieren los neutrofilos para

madurar.*®

En medicina veterinaria el G-CSF es utilizado en la clinica de pequefias especies para
disminuir la duracion de la neutropenia en pacientes oncologicos y neutropenia por
infecciones de origen viral principalmente, asi como, para la movilizacion de células
troncales; siendo administrado por via intravenosa o subcutanea.™ " ** " Este factor en
caballos se ha usado para el tratamiento y profilaxis de neutropenia causada por septicemia,

endotoxemia e hipoplasia linfoide inducida por farmacos.*’



Es importante resaltar que en cualquier investigacion no se debe de perder de vista la
bioética. En la investigacion internacional, se ha trabajado poco sobre “justicia distributiva”
cuyo requerimiento basico es la exigencia de tener una equidad entre los riesgos y los
beneficios de las investigaciones. En afios anteriores la mayoria de las investigaciones
realizadas en México no trajeron beneficios a la poblacion, sino que estos se destinaron a
los paises primermundistas. A nivel de investigacion de la salud en 1996 en el “research
and development” de la OMS mostré que anualmente de los 50 — 60 millones de ddlares
gastados tanto en el sector privado como publico solo el 10% sirven para la resolucion de
problemas de salud del 90% de la poblacién mundial; datos que se reafirmaron en el afio de
2004 en la misma cumbre que se llevo a cabo en la Ciudad de México, sélo que la inversion

aumentd a 100 millones de dolares.*®

El uso de animales en la investigacion ha permitido grandes avances en el conocimiento y
en el desarrollo de las ciencias biomédicas. Sin embargo el hecho de realizar experimentos
con seres vivos capaces de sentir dolor, implica una responsabilidad hacia ellos por parte de
la comunidad cientifica. Estas experimentaciones requieren de normas y lineamientos

éticos que les aseguren condiciones minimas de sufrimiento y maximizar su bienestar. 2

El dolor de los animales también es una respuesta emotiva a un estimulo sensorial aversivo
por lo tanto no existe razén para suponer que la experiencia de dolor sea demostrado

diferente entre el humano y las especies que tienen un Sistema Nervioso parecido. 2



En este proyecto se contdcon toda la atencién médica a los equinos utilizados para la

investigacion, abarcando los siguientes puntos que la Comisién Nacional de Bioética

estipula hecho por el Comité Especifico de Bioética: *°

Los procedimientos se realizaron con plena seguridad, con contencion fisica y
solo en los casos que lo ameritaba con contencion quimica, conocimientos
previos de los procedimientos y bajo la supervisién de un MVZ especialista en
equinos.

En procedimientos no tan invasivos, el equino se mantuvo en el area donde vive,
para evitar estrés por separarlo de los demas equinos con los que vive.

Durante los procedimientos invasivos se utilizé tanto un sedante (Xilazina),
como un anestésico local (lidocaina 2%) en el area a puncionar.

Como son caballos que pertenecian al departamento de Medicina, Cirugia y
Zootecnia para Equidos de la FMVZ-UNAM, se mantuvieron en monitoreo
constante, viviendo en condiciones buenas, alimentados y cuidados de manera

Optima.



MEDICINA REGENERATIVAY TERAPIA CELULAR

El comienzo de esta rama es en 1957 con los trabajos de Ed Thomas,que empez6 con el
trasplante de médula ésea. En los afios 70 °Fridstein describié por primera vez la presencia
de las células adherentes en médula 6sea, capaces de originar hueso y cartilago. A lo largo
de los afos 80°° fueron caracterizando estas células y en 1987 Friedstein demostré de
manera in vitro sus propiedades (proliferacion, auto-renovacion y multipotencialidad) y las
denomind por primera vez como “célula troncal estromal”; pero fue hasta 1998 cuando

Fortier y Cols lograron aislar, cultivar y expandir las CTM equinas.

La medicina regenerativa es un campo interdisciplinario de investigacion y aplicaciones
clinicas, el cual se centra en el proceso de reparacion, sustitucion o regeneracion de las
células, tejidos u o6rganos. Para restaurar o restablecer estas funciones bioldgicas alteradas
por diversas causas que incluyen mal formaciones congénitas, enfermedades o
traumatismos. > * La restauracion funcional de los tejidos se

pretendealcanzarmediantealguno de lo siguientes puntos:

» Estimulos de los propios mecanismos del cuerpo para reparar los tejidos
dafiados (CT, factores de crecimiento y terapia inmunomoduladora). 3

= Reemplazando la matriz extracelular (mallas bioldgicas). *

= Reemplazo total de los tejidos u Organos creados in vitro (ingenieria de

tejidos). *

El objetivo final de lo antes mencionado, es llegar a conseguir una curacién funcional y

total, y de este modo pasar de una simple cicatrizacion a una completa regeneracion.
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Algunos enfoques y areas que incluye la medicina regenerativa son el uso de Células

Troncales, Moléculas Solubles, Ingenieria genética, Ingenieria de tejidos y Terapia Celular

Avanzada.

En esta area no solamente abarca CTM, sino existen otros “Productos” que se utilizan como

tratamientos terapéuticos, por ejemplo:

Aspirado de médula dsea sin cultivar: en algunos equinos lo utilizan en
osteosintesis, artrodesis y cirugias maxilofaciales, en otros lo estan usando para
algunas lesiones en tendones y ligamentos, a pesar de que se han sugerido riesgos
de formacién de islotes 6seos. >

Fraccion vascular estromal derivada de grasa: en el 2001 se publicd un trabajo
donde del tejido adiposo se logro aislar CTM y diferenciar a otros linajes celulares,
de ahi se empezd a comercializar; sin embargo en otros estudios no se han visto
diferencias significativas con este derivado y el grupo control, en caballos con
osteoartritis inducida. *

Factores de crecimiento: son sustancias naturales producidas por el organismo,
capaces de estimular el crecimiento, la proliferacion y diferenciacion celular. Son
moléculas activas importantes en la regulacion de una gran variedad de procesos
celulares. Actualmente son mas de 16 factores que existen y siguen en aumento con
las nuevas investigaciones. El uso de estos va en incremento debido a que la

obtencién y concentracién de estas moléculas es a partir de la sangre del caballo.
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e Fraccion de Plasma Rico en Plaquetas (PRP): se basa en aumentar la concentracion
de plaquetas del plasma (mediante centrifugacion), incrementando asi su
concentracion en diversas moléculas activas derivadas de estas células sanguineas.
Las plaquetas son unafuente vital de factores de crecimiento, quimiocinas y
citocinas, que son liberadas durante los procesos reparativos que ocurren en las
primeras fases de la reparacion de la lesion. El PRP se inyecta intralesional y guiado
por ecograffa, una o varias veces.

e Suero Autdlogo Condicionado (IRAP): consiste en incubar sangre completa con
esferas de vidrio cubiertas desulfato de cromo, se adiciona una proteina denominada
IL-1ar o IRAP (proteina antagonista de receptores de interleucina) que actia como
antagonista de la IL-1, que es una citocinaproinflamatoria especialmente activa en

equinos con osteoartritis incipiente. >

La Terapia Celular estd basada en un concepto de poblaciones celulares multi o
pluripotenciales puestas en el tejido dafado, pudiendo proliferar, diferenciarse y
organizarse espacialmente de manera que los resultados sean una estructura y
funcionamiento normal del tejido. ® En medicina humana se estan usando en diversas éreas,
sin embargo, en equinos sdlo se esta aplicando en afeccionesdel sistema musculo-
L4r 1,7,9, 20,21, 22 H Z H H
esquelético. La primera vez que se uso la terapia celular que fue publicada fue
en el afio 2002 por Hertel y lo uso para el tratamiento de desmitis del ligamento suspensor

del menudillo. ’
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El objetivo es lograr una reparacion funcional y total para pasar de la cicatrizacion a la
completa regeneracion y asi dismuniur el riesgo de nuevas lesiones 4. Aunque
desgraciadamente en la ciencia de la terapia celular especificamente de CTM y en la parte
clinica que es el potencial para la regeneracion de tejidos, la medicina veterinaria presenta
un nivel de atraso debido a que son pocos los afios que se ha mostrado interés en la
biologia de las CTM, ingenierfa de los tejidos y su aplicacién en el campo terapéutico. ° El
uso de las CTM puede llegar a ser la clave de la regeneracién celular de forma natural,
enfocado al potencial de nuevos cultivos de tejidos y drganos, reemplazando el dafio o
enfermedad del tejido; ya que se ha visto que las CTM tienen un potencial de revolucionar
el tratamiento de enfermedades ortopédicas equinas, pues como se ha mencionado tienen la
habilidad de renovarse y diferenciarse a varios tipos de tejidos bajo condiciones especificas.
* Las investigaciones realizadas se han hecho en su mayoria en humanos y animales
pequefios de laboratorio, pero en caballos se ha hecho muy poco. Aln cuando las grandes
especies son esenciales como modelos pre-clinicos en la medicina humana, debido a que
son atletas de alto rendimiento y a diferencia de otras especies comosuinos y ovinos donde
se requiere inducir la lesidn, los equinos sufren de estas lesiones ortopédicas en condiciones

naturales.

La terapia de CTM en caballos esta enfocada principalmente a tendinopatias y osteoartritis,
ya que tanto el tendon como el cartilago son tejidos con pobre capacidad de regeneracion
intrinseca, produciendo un tejido de reparacion el cual es fibroso; este tejido fibroso

provoca un problema atlético. ®
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Pero como en todo existen disyuntivas, en evaluaciones que se han hechomostraron que el
tratamiento a base de CTM se ve una aparente mejoria en las tasas de relesiones en caballos
en comparacién con los grupos control histérico, cosa que apoyaria este tipo de terapia; sin
embargo en un estudio reciente experimental no se pudo identificar una respuesta positiva

en relacion con la sintesis de la matriz con el tratamiento. °

En un experimentode la Dra. Fortier, hicieron dos grupos a los cuales se les indujo
osteoartritis (OA), a uno se le tratd con BM-SCM (células troncales mesenquimales de
médula 6sea) y al otro grupo con la fraccién estromalvascularde derivado adiposo(AD-
SVF). A ambos grupos se les aplicd una inyeccion directa en la lesion 14 dias después de

inducirla, los resultados méas sobresalientes fueron los siguientes:

A) BM-SCM B) AD-SVF
Menor efusion sinovial Mayor efusion sinovial
Menos sintesis de PGE2 PGEZ2 en niveles mas elevados

Osteoartritis inducida y tratada con BM-SCM (células troncales mesenquimales de médula osea) vs AD-SVF fraccion
estromal vascular de un derivado adiposo.

Aungue no se observaron diferencias en las bioquimicas, histologias delos cartilagos, en los
andlisis del liquido sinovial y en otros pardmetros clinicos, se observo que las
concentraciones de las PGE2 en el liquido sinovial en el tratamiento con BM-CTM
disminuyeron. Siendo la PGE2 un mecanismo por el cual la MO regula células inmunes y
ejerce efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores, como el de suprimir la proliferacion

de los linfocitos y actividad de las células T.
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El articulo de Roger K.W. Smith en donde a caballos de carreras con tendinitis del tendon
flexor superficial a unos se trataron con CTM Yy a otros con solucion salina fisioldgica.
Concluye que el tratamiento con CTM parece reducir las tasas de nuevas lesiones en el
tendén flexor digital superficial en caballos de carreras, pues en los parametros

morfolégicos, mecénicos y compositivos hubo mejoria. *

Se cree que la terapia celular tiene diferentes efectos los cuales derivan de una doble

accion:

A. INTEGRARSE AL TEJIDO DANADO: Esto se puede hacer de tres formas:
1) Migracién o “Homing” que es la capacidad de las CTM de dirigirse al tejido
diana. 2) Injerto o “Engrafment” es la capacidad de incorporarse a un tejido u
organo (no implica necesariamente funcionalidad celular). 3) Nidacién o “Niche” es
el ambiente que permite que las células se diferencien (factores paracrinos y
autocrinos) y hay una reparacion funcional. 3
B. FUNCIONES SECRETORAS DE MOLECULAS ACTIVAS:La actividad
regenerativa de las CTM se lleva a cabo por sus efectos paracrinos y de sefializacion
celular y no tanto por su capacidad de diferenciacion y proliferacion en su “nicho”.
Los principales efectos de la actividad terapéutica y regenerativa de las CTM son
antiapoptosis, quimioatraccion, angiogenesis, efecto anti-fibrosis, permitir el
crecimiento y diferenciacion de células progenitoras; y por dltimo la

inmunomodulacién (alto poder antiinflamatorio en fases agudas). *
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MEDULA OSEA

Es un drgano difuso y altamente activo, que se ajusta a las necesidades del organismo. En
una persona adulta produce alrededor de 2.5 billones de hematies, 2.5 billones de
plaquetas, un billén de granulocitos por kilogramo de peso corporal de manera normal. Esta
se localiza en el conducto medular de los huesos largos y las cavidades de los huesos
esponjosos. Existen dos tipos de médula: roja o hematdgena, que debe su color a los
hematies en las diversas fases de maduracion; y la amarilla que es rica en adipocitos y no
producen células sanguineas, este tipo de médula se va formando cuando el individuo va
creciendo, debido a que la médula roja va perdiendo la capacidad para generar células de la

sangre. %
Meédula 6sea roja:

Esta formada por células reticulares, asociadas con fibras reticulares (colageno tipo IlI).
Estas células y fibras forman un tejido esponjoso surcado por numerosos capilares

sinusoidales.

La liberacién de las células de la médula hacia la sangre esta controlada por los factores de
liberacion, que son moléculas producidas en respuesta a las necesidades del organismo.
Algunos de los factores de liberacion es el C3 del complemento (un conjunto de proteinas
de la sangre que actda de forma secuencial como una cascada, para identificar y destruir
agentes invasores), también se encuentran hormonas como los glucocorticoides y

andrégenos. > %
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MATRIZ EXTRACELULAR

Es un entramado de moléculas, proteinas y carbohidratos que se disponen en el espacio
intercelular que es sintetizado y secretado por las propias células. La matriz del hueso
contiene colageno tipo | y lll, fibronectina, hemonectina(es la que interactia con los
receptores celulares fijando transitoriamente las células), cristales de fosfato célcico,

proteoglicanos y glicoproteinas. **

Sus principales funciones son: mantener la forma de las células, aportar propiedades
mecanicas a los tejidos, permitir la adhesion de las células para formar tejidos y modular la

diferenciacion y fisiologia celular (figura 1). 2
MICROAMBIENTE

Ninguna de las células que existen crecen como unidades autbnomas e independientes, sino
que estan rodeadas por el microambiente de la medula 6sea. Este microambiente consiste
en una estructura tridimensional altamente organizada que incluye diversos tipos celulares
y sus productos, las interacciones célula-célula y por Gltimo la exposicion a combinaciones
y concentraciones variables de citocinas y quimiocinas, las cuales regulan la localizacién y

el destino de las células hematopoyéticas. °

Para que sea llamado “nicho” se ha propuesto la necesidad de cubrir dos criterios: que en él
residan las CT in-vivoy el otro que promueva su mantenimiento. ElI nicho es un sitio
anatomico donde se localizan las CT vy es regulada su fisiologia, se ha visto que existen al

menos dos tipos: el osteoblastico y el vascular. El primero se localiza en el endosteo, en la
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interfase del hueso y la medula 6sea. *® Este tejido estd constituido por una capa de
osteoblastos y algunos osteoclastos en equilibrio dindmico. Los osteoblastos expresan
factores que presumiblemente mantienen los numeros de células troncales hematopoyéticas
(CTH) en la MO, incluyendo reguladores positivos y negativos mientras que los
osteoclastos producen factores de crecimiento y quimiocinas que son criticos para el
mantenimiento y la localizacion de las células hematopoyéticas dentro de la MO. Por otro
lado el nicho vascular reside alrededor de los sinusoides, los cuales son vasos sanguineos
especializados que transportan circulacion venosa y a través de su endotelio las células
hematopoyéticas pueden entrar y salir de la circulacion. EI ambiente perivascular en la MO
parece estar marcado también por células reticulares que promueven la estancia de las CT.

Las CTM parecen contribuir sustancialmente a la creacién de nichos hematopoyéticos. 2
ASPIRADO DE MEDULA OSEA

Durante el desarrollo embrionario las cavidades de la médula 6sea se forman cuando el
modelo del cartilago de huesos es invadida por vasos sanguineos con calcificacion
provisional del cartilago, seguido por las células osteoblasticas que forman una cavidad

hueca dentro del “marco juridico” del cartilago.

La funcion normal de la médula 6sea es el mantenimiento de un volimen del tejido
hematopoyético apropiado para cada individuo. Cada linaje de células de la médula
tienencadenas especificas de factores inductores que actGan para inducir la diferenciacion

de las CT y la maduracién de la progenie. % En la homeostasis de la hematopoyesis, existe
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una relacion constante de 1:4 entre la proliferacion celular de la MO y su progenie en la

maduracion celular. 23

En las evaluaciones de médula podemos encontrar hasta 25 tipos celulares

morfologicamente diferentes.

Regularmente el aspirado de la MO se ha venido haciendo para evaluacion hematopoyética
de los equinos, sin embargo como se ha mencionado anteriormente el auge que tieneeste
tratamiento en la medicina regenerativa y la utilizacion de CT, a provacado que este
procedimiento se realice con mayor frecuencia. ** El procedimiento se debe hacer con el
paciente bajo sedacion y en un lugar apto para manejarlo de manera sencilla y asi

minimizar riesgos tanto para el caballo como para el médico que lo realizara.

Para el aspirado se recomienda una aguja de Jamshidi o Rosenthal de 13-15G y de 5 cm de
largo, para una muestra con mayor cuerpo se requiere del uso de agujas del calibre 11-13G.
El sitio donde se pueden hacer los muestreos es en el sector craneal del esternon, la
tuberosidad coxal y el tercio dorsal de las costillas; son lugares donde la actividad
hematopoyética se mantienen de por vida, siendo el esternon el de mayor frecuencia parasu

muestreo.

El muestreo del esternon se hace sobre la linea media ventral, entre los dos codos (entre 32
y 5% esternebra), una vez seleccionado el sitio se rasurara el area y se preparara todo de
manera aséptica, inyectando posteriormente anestésico local subcutaneo. Se realiza con una
hoja de bisturi nimero 11, una pequefia incisién de la piel para quela aguja con el estilete

no lleve los contaminantesde piel al introducirlo. Al llegar al esternon se realizan
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movimientos giratorios con una presion firme y constante, se introducird de 1 - 1.5 cm, al
llegar se retira el estilete y se acopla una jeringa de 20 mL previamente heparinizada. Para
reducir el riesgo de que la muestra se contamine con sangre periférica es necesario hacer el
aspirado de forma enérgica, haciendo la succion cuando la sangre sea evidente en la jeringa.
De manera inmediata se tiene que empezar a homogenizar la muestra con el anticoagulante
para preservar la morfologia celular y evitar la formacion de codgulos. La muestra se debe
procesar lo méas rapido posible y si se necesita trasladar se hara bajo condiciones de

refrigeracion.

Las complicaciones del aspirado/biopsia de MO son poco frecuentes. Las infecciones
iatrogénicas se evitan haciendo el procedimiento con una técnica estéril, el exceso
desangrado es uno de los problemas que pudiera presentarse, asi como: neumotdrax,
hemotdérax y laceraciones cardiacas, si se lleva a cabo por costilla o esternon; la
probabilidad que existe de causarlas se disminuye utilizando agujas menos largas o el

ultrasonido para determinar que no se encuentre entre esternebras.

Las complicaciones de tomar la muestra en las costillases similar alas del esternon.La
técnica mas segura es la de la tuberosidad coxal tanto para el examinador como para el
paciente, aunque también se ha asociado a un menor nimero de complicaciones, tiene la
desventaja de que en caballos geriatricos la coleccion de medula dsea es mas dificilsiendo

los primeros 5ml son los mas importantes, 2% 2" 2829
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HEMATOPOYESIS

Es la produccion de células sanguineas y es un proceso complejo a través del cual las
células troncales hematopoyéticas proliferan y se diferencian dando lugar a los distintos
tipos de células maduras circulantes (eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos y
plaquetas). Tiene lugar en la médula Osea, en donde una intrincada red de células
estromales y sus produccionesregulan cada una de las etapas que conducen a la generacion
de células primitivas, intermedias y maduras. Diariamente se producen en el organismo

cantidades extraordinarias de células sanguineas. %
Para su estudio es mas sencillo dividirlo en compartimentos:

El primero corresponde a las células mas primitivas, Ilamadas Células Troncales
Hematopoyéticas (CTH). Estas tienes dos caracteristicas funcionales que las distinguen: la
capacidad de auto-renovarse y la de ser multipotenciales,. Ademas presentan antigenos de

superficie denominados: CD34, CD90, CD117 y CD133. ?

Estas células dan origen a las células progenitoras hematopoyéticas (CPH), las cuales han
perdido su capacidad de auto-renovacion pero conservan su potencial proliferativo. Pueden
Ilegar a ser multipotenciales o estar restringidas a dos o a un solo linaje. Lo anterior forma
el segundo compartimento del sistema hematopoyético. Las CPH dan lugar a las células
precursoras que son reconocibles por su morfologia y son el tercer compartimentolas cuales
constituyen la gran mayoria de las células de la médula 6sea, estas células al madurar daran

origen a las células circulantes que es el Gltimo compartimento. 2

Las células de la sangre se dividen en dos grandes grupos: Mieloides y Linfoides.
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El grupo mieloide comprende a los granulocitos (neutrofilos, basofilos y eosinofilos),
monocitos, eritrocitos y trombocitos. Estas son producidas a través de un proceso conocido
como mielopoyesis. El grupo linfoide lo integran los linfocitos B, linfocitos T y células

NK; el proceso de produccion de estas células se lamalinfopoyesis. ** 2% 3031

MIELOPOYESIS

Este es un proceso que se lleva dentro de la MO, las células encargadas de realizarlo son los
progenitores mieloides comunes (PMC). Los PMC son células con una alta capacidad
proliferativa, pero incapaces de auto-renovarse y cuyo potencial de diferenciacion esta
restringido a un determinado tipo y numero de citocinas. Los PMC se pueden ir
diferenciando a otros progenitores mas especificos, como los granulo-monociticos (PGM),
y loseritroides-monociticos (PEM). La maduracion posterior en cada uno de los linajes
hematopoyéticos estd definida por dos procesos fundamentales: la pérdida definitiva del
potencial de auto-renovacion y la adquisicion de una identidad especifica. Estos procesos
son controlados por programas genéticos en donde los genes que regulan la diferenciacion
se encienden y los que mantienen la capacidad de auto-renovacion se apagan. Los
Progenitores Granulo-Monociticos incluyen unidades formadoras de colonias granulo-
monociticas, que a su vez dan origen a unidades formadoras de colonias granulociticas
(CFU-G) y unidades formadoras de colonias monociticas (CFU-M). Las CFU-G dan lugar
a los mieloblastos, promielocitos, mielocitos, metamielocitos, promielocitos, mielocitos y
células maduras (eosinofilos, neutrofilos y baséfilos). Las CFU-M dan origen a los

monoblastos, promonocitos, monocitos y macréfagos. % 2* %8
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CITOCINAS

En todo el proceso de la hematopoyesis las células de linaje mieloide son reguladas por un
amplio nimero de citocinas, entre ellas estan: el factor de estimulacion de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF), el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF), el factor de estimulacion de colonias de monocitos (M-CSF), interleucina-3 (IL3),

IL-6 v el factor de células seminales (SCF). %

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular, secretadas al inicio de la activacion
celular por diferentes leucocitos, principalmente linfocitos T (LT), CD4+ cooperadoras y
células presentadoras de antigenos como los macréfagos y células dendriticas, asi como
otros leucocitos, células endoteliales y epiteliales, todo es en respuesta a diferentes

estimulos. %

La funcion principal de las citocinas es la regulacion de diversas funciones celulares como
activacion, diferenciacion, proliferacion, quimiotaxis, secrecion y degranulacion, entre
otras. También contribuyen al desarrollo de células efectoras como macrofagos activados,
células plasmaéticas y células T CD8+ citotoxicas; y algunas tienen funciones efectoras

directas donde logran inducir a muerte celular por apoptosis. *

Funcionan como moléculas mensajeras intercelulares que inducen una actividad bioldgica
en particular después de unirse a su receptor en una célula blanco competente, es decir que

expresan receptores especificos. *?
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Algo importante de mencionar es que las citocinas frecuentemente inducen la sintesis de
otras citocinas, lo que resulta en una cascada de efectos en las que las citocinas producidas
en estadios posteriores en la cascada, pueden influenciar la respuesta a las citocinas

producidas en los estadios tempranos. *

En el cuadro 1 se muestran las principales citocinas, sus células de origen, las células

blanco y la funciénprincipal que llevan acabo. *2

Tienen un papel fundamental en la comunicacion entre diferentes tipos celulares y son
secretadas por diferentes celulas. Algunas son llamadas INTERLEUCINAS (IL) que nos
indican que son secretadas por leucocitos y permiten la comunicacion entre estos y con
otras células, actualmente se conocen 35 interleucinas (IL1- 1L35). Existen otrascitocinas
como el FACTOR de NECROSIS TUMORAL (TNF-0) y los INTERFERONES (IFN-a,
IFN-B, IFN-y). Hay otras que son agrupadas bajo el término de QUIMIOCINAS que
incluyen a la IL8 y 50 quimiocinas mas, que han recibido nombres triviales o acrénimos
como la ProteinaQuimiotactica para Monocitos-1 (MCP1), Proteina Inflamatoria para
Macrofagos 1a (MIP1-a) entre otros nombres; sin embargo todas las quimiocinas siguen
una nomenclatura especifica que consiste en las siglas CCL, CXCL, XCL y CX3CL.
Actualmente el término citocina incluye todas las interleucinas, quimiocinas, interferones,
factores de necrosis tumoral y algunas otras como los factores estimuladores de colonias

(GM-CSF y G-CSF). *
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CELULAS TRONCALES

La ceélula troncal también es conocida como “célula madre”, “stemcells”,
“cellulessouches”, “celulestaminali” entre otras. Su definicion estd basada en las
caracteristicas funcionales debido a que no poseen caracteristicas morfoldgicas diferentes

para que se puedan distinguir del resto de las células del tejido al que pertenecen. 3% 3*

A continuacion se citaran algunas definiciones que se han dado a lo largo del tiempo por

diferentes autores:

e En 1896 Edmund Beecher Wilson dié el primer término: Célula Germinal
Primordial Inactiva Mitética. ®

e Enel 2004 y 2005 por Baksh y Ryan respectivamente, dijeron que las células deben
tener dos caracteristicas basicas: ser capaces continuamente de auto-renovarse y de
tener la capacidad de diferenciarse en multiples tipos de células especializadas. °

e En 2006 Weissman las nombro Unidades Naturales de Generacion Embridnica o de
Regeneracion de varios tejidos (en adultos). ®

e En 2011 Rosana Pelayo et al.la definieron como: célula inmadura, no diferenciada,
con alta capacidad de auto-replicacion y que puede diferenciarse en uno 0 mas tipos

de células especializadas con funciones especificas en el organismo.

Por lo que se puede decir que una CT es: totipotencial, porque es capaz de crear un
organismo completo; pluripotencial, las células crecieron del blastocito embrionario por lo
que son capaces de diferenciarse en tres lineas germinales en mamiferos ectodermo,

mesodermo Yy endodermo bajo condiciones de sefialamiento especifico; multipotencial, este
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término se le da a las CT capaces de diferenciarse dentro de un ndmero limitado de
diferentes linajes. Son capaces de diferenciarse en mas de un tipo de células especializadas
y tiene plasticidad, que es la habilidad para conseguir madurez fenotipica hacia diferentes

tejidos de diferente origen. &

Las CT tienen una division asimétrica, quiere decir que cuando hay division celular una de
las dos células resultantes conserva casi en su totalidad las caracteristicas bioldgicas de la

célula original y la otra se convertira en otro tipo de célula.

En la figura 2 representa la reduccion de la plasticidad que va teniendo una célula mientras

se vuelve més especifica.
CELULA TRONCAL MESENQUIMAL

El Comité Internacional de Células Troncales Mesenquimales y Tejidos, establece que es

aquella célula que tenga las siguientes caracteristicas:

e Adherencia y plasticidad: son condiciones que deben mantener en el cultivo.
e Expresar antigenos de superficie: Positivos (CD105, CD73, CD90) y negativos
(CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 a, CD19 y HLA-DR).

« Diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condrocitosin vitro. **
Sus principales caracteristicas funcionales son: %

e Regeneracion

e Soporte hematopoyético
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e Capacidad inmunorreguladora
e Autorenovacion

e Generar Progenitoras

Presentan una morfologia tipo fibroblastoide (forma de huso), son clonogénicas y no

fagociticas. 3 3°

Se localizan en diferentes tejidos como médula 6sea, tejido adiposo, periostio, membrana
sinovial, musculo esquelético, pulmoén, cordon umbilical, sangre, piel (dermis), orejas,

gelatina de Wharton, asi como varios tejidos fetales. > © 3337

En el cuadro 2 se muestran los diferentes tejidos en donde se pueden obtener CT y en qué

tipo célula se pueden diferenciar.

El estudio de las CTM comienza en los afios 60°s. Los pioneros fueron Fiedenstein y
Petrokova quienes descubrieron que las CTM se encuentran en el compartimento
estromalde la médula ésea, sin embargo en medicina veterinaria este tema tiene pocos afos
que empez0 a utilizarse. Su interés radica especialmente en el potencial del uso clinico en
la reparacion de heridas, ingenieria de tejidos y la aplicacién en el campo terapéutico

incluyendo la cirugia regenerativa. ® > °

Las CTM s6lo ocupan un 0.001-0.01% del total del nimero de células nucleadas que estan

en la médula 6sea. ¢

Otra caracteristica que presentan las CTM son sus antigenos de superficie como:

e Positivos: CD29, CD44, CD75, CD90, CD105, - * #3839
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e Negativos: CD14, CD34, CD45, CD790, HLA-DR I. 1'#°

En el cuadro 4 podemos ver los diferentes antigenos de superficie que tienen algunas de las

células.

En médula d6sea hay dos sistemas: el Hematopoyético, donde seforman las células de la
sangre; y el sistema Estromal, que da soporte sobre el cual proliferan y se diferencian las
células hematopoyéticas. En el sistema estromalse encuentran las Células Troncales
Hematopoyéticas , 33 y macrofagos estromales que son los que expresan el complejo mayor

de histocompatibilidad clase 11 (MHC 11) %,

En el sistema Estromal la poblacién celular es heterogénea, que incluyen células reticulares,
adipocitos, osteoblastos, células endoteliales, células vasculares, células del musculo liso de
las paredes de los vasos sanguineos y macrofagos; todos ellos participan de manera activa
en la produccion hematopoyeética, debido a su secrecién de proteinas de matriz extracelular
y citocinas, tanto inhibiendo como estimulando; a todo esto también se le conoce como
Microambiente o Nicho hematopoyético. Aqui se localizan las Células Troncales

Mesenquimalescaplan A que es el papa de la Mesenquimal. % % 4

La regulacién de la produccion de las células sanguineas y de las CTM recae de manera
importante en la capacidad que tienen de producir citocinas responsables de la proliferacién

y diferenciacion de las CT y Progenitoras hematopoyeticas.

De las citocinas que se han detectado que participan en la diferenciacion de las células

hematopoyéticas son: IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15. 2
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Como se mencion6 anteriormente las CTM son capaces de regular la funcién de diferentes
componentes del sistema inmune como linfocitos T (LT), células dendriticas, linfocitos B y
células asesinas naturales (NK). Este efecto puede darse a través del contacto celular o
mediante la secrecion de diversos factores. Estudios in-vitro han demostrado una capacidad
de inhibicion de linfocitos T, generando un ambiente antiinflamatorio caracterizado por la
presencia de LT reguladores y citocinas; asi también, disminuye la produccion de las

células dendriticas, NK y linfocitos B. 2

Su aislamiento generalmente se hace con el aspirado de médula 6sea, sin embargo,
Fernandez reporto la deteccidn de estas células en sangre periférica movilizada con G-CSF

en pacientes oncoldgicos. ¥’
CICLO CELULAR

El ciclo celular de las células eucariotas se divide en cuatro fases Gy, S, G, y M; en la fase
G; las células son estimuladas por mitdgenos o factores de crecimiento, llegando a la
sintesis de DNA en la fase S y alcanzar G, que es el intervalo entre la culminacion de la

fase de sintesis y mitosis que es la fase M.

Se ha demostrado que las CT se encuentran en una fase Gy, es decir fuera del ciclo celular o

en estado quiescente. 2

= Fase G1: En este punto la célula contiene dos copias de cada cromosoma, el
estado diploide normal de una célula eucariotay después se desencadena el

compromiso para dividirse.



29
= Fase S o de Sintesis: Replicacion del DNA, las histonas y las proteinas no
histonas se depositan sobre las moléculas hijas de DNA para reproducir las
estructuras de la cromatina. Una vez terminando la replicacion pasa a la
siguiente fase.
= Fase G2: En este periodo la célula tiene un contenido de DNA de cuatro veces la
cantidad haploide. Y al final de esta etapa ya estd preparada para iniciar el

proceso denominado mitosis.

Estas tres fases llevan muchas horas en realizarse y se les denominadenominainterfase, es
aqui donde la cromatina esta dispersa por todo el nucleo y ocupada activamente en la

transcripcion.

» Fase M o Mitosis: La mitosis es un proceso de varias etapas (profase, metafase,

anafase y telofase) y es donde se divide la célula

= Fase Gg: esta es una fase de quiescencia, donde las células se quedan

detenidas en la fase G. % %

En la figura 3 esta representado el ciclo celular donde se incluye la etapa Go
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FACTORES DE ESTIMULACION DE COLONIAS

Existen factores que estimulan la hematopoyesis, hay cuatro factores de estimulacion de
colonias clasicos: Interleucina 3, Factor de Estimulacién de Colonias de Granulocitos y
Monocitos (GM-CSF), Factor de Estimulacion de Colonias de Granulocitos (G-CSF) y
Factor de Estimulaciéon de Colonias de Monocitos (M-CSF 0 CSF-1)30 52. Son un grupo
de glicoproteinas de bajo peso molecular y entre ellos son significativamente homdélogos en
las proteinas y niveles de nucledtidos. > *® Todos estos estan clasificados como citocinas
que regulan el crecimiento, desarrollo y funcién hematopoyética de linajes celularesss,
capaces de inducir la sobrevivencia y proliferacion de células progenitoras
hematopoyéticas, conduciéndolas hacia linajes especificos dependiendo de la combinacion

de los factores empleados. *?

En el cuadro 3 estan los principales factores de estimulacion hematopoyética, las células

que lo producen y su principal actividad.

FACTOR DE ESTIMULACION DE COLONIAS DE GRANULOCITOS

(G-CSF)

Es una proteina recombinante que actua sobre los neutréfilos, que son los cuerpos de mayor
defensa durante infecciones. Es producido por macréfagos, monocitos, células endoteliales,
fibroblastos y células del estroma en médula ésea, y es inducido de forma natural por la

exposicion a proteinas de paredes bacterianas, endotoxinas y citocinas inflamatorias. *
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El aislamiento, purificacion y clonacion de los factores de estimulacion de colonias fueron
hechos para una nueva clase de agentes terapéuticos. En 1983 fue descubierto el G-CSF,
pero entre los afios 1984 y 1986 se realizd la purificacion y clonacion molecular de éste; a
partir de 1986 su utilizacion y desarrollo clinico inicio. Inicialmente fue identificado como
un factor de crecimiento capaz de soportar la proliferacién clonal de progenitores

granulociticos normales. **

El Filgrastim es el més utilizado por que se ha visto que es el factor de menor toxicidad en
humanos. 18 Comenz6 siendo administrado a pacientes oncologicos tratados con
qguimioterapia; se usaba para amortiguar la neutropenia, que es el primer efecto adverso que

causa la quimioterapia. *>*’

El G-CSF (enddgeno) es indispensable para mantener el balance cuantitativo normal de la
produccién de los neutréfilos, juega un papel importante en la granulopoyesis de
emergencia durante infecciones. Ya que actla de manera selectiva y especifica en la

estimulacion y proliferacién de neutrofilos precursores. 4’

El G-CSF o Filgrastim (exdgeno) puede ser administrado via intravenosa o subcuténea, por
bolo o en infusién; causando neutrofilia. Su mecanismo de accion es en las células de
médula 6sea, reduce el tiempo de maduracion de los neutréfilos de 5 dias a 1 dia para que
salgan a circulacion, también aumenta el nimero de celulas progenitoras circulantes de una
forma dosis dependiente. ** *®#" Es un inmunomodulador que induce la proliferacién y
diferenciacion de las células progenitoras de granulocitos y aumenta el rango de produccion

de neutréfilos. > “® También estimula la produccién de varios tipos de tejidos como
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fibroblastos, células endoteliales, células T, macrofagos, células mesoteliales y epiteliales,

asf como las tumorales . ®

El conteo celular aumenta entre 4 y 6 horas después de la administracion, alcanzando el G-
CSF su pico de concentracion entre las 4 a 12horas (dosis dependiente). ***’ Puede llegar a
presentarse una disminucion del conteo de células rojas y plaquetas, sin tener un efecto

consistente en la hemoglobina y hematocrito, esta dependeré de la dosis administrada.

Presenta una distribucion principalmente a médula dsea, glandulas adrenales, rifiones e
higado. ** Tiene un patrén bifasico de eliminacion de la circulacion después del bolo y la
infusion a corto plazo. Tiene una vida media de 3 a 10 minutos inicialmente y de 1 a 2

horas durante la segunda fase.®

Una de las complicaciones al usarlo es la produccion de anticuerpos y al desarrollar estos
contra el G-CSF exdgeno puede reaccionar también con el endégeno, pues el producto que

se usa es recombinante de humanos.

El factor en medicina veterinaria es utilizado en la clinica de pequefias especies (perros y
gatos) como quimioterapéutico, para disminuir la duracién de la neutropenia y la incidencia
de infecciones de origen viral principalmente, asi como para la movilizacion de células;

siendo administrado via intravenosa o subcutanea. > "%’
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Este factor en caballos se ha usado para el tratamiento y profilaxis de neutropenia causada
por septicemia, endotoxemia e hipoplasia linfoide inducida por farmacos. *’ Sin embargo
aun estd muy limitado el uso en la veterinaria, debido a que las publicaciones de su uso son

minimas.
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Justificacion
La necesidad de obtener células mesenquimales para su uso en la terapéutica veterinaria por
medio de la generacion de métodos menos invasivos, produce la necesidad de explorar el
uso del factor de crecimiento estimulante de colonias de granulocitos para la movilizacion
de poblaciones celulares de méduladsea a sangre periférica; siendo este un modo mas
sencillo y con menos riesgos para el paciente 12 13. De modo que al estandarizar un método
de obtencién menos invasivo, representa una mejora significativa en la terapia celular

reduciendo el riesgo y complicaciones de la puncién directa de médula ésea. *2
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Hipdtesis

Dado que el G-CSF moviliza las poblaciones de células mesenquimales a partir de médula
Osea a sangre periférica, su utilizacion en un modelo experimental equino movilizara de
igual manera células mesenquimales a sangre periférica, se hara la caracterizacion de las

poblaciones celulares obtenidas y posteriormente se conseguira darles un uso terapéutico.
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Objetivos

Objetivo General

e Analizar las poblaciones celulares obtenidas de sangre periférica movilizada con el
factor de estimulacién de colonias de granulocitos para determinar si fueron

movilizadas las células troncales mesenquimales de médula 6sea.

Objetivos Particulares

1. Observar mediante hemogramas, el efecto causado post administracion del factor de
estimulacion de colonias de granulocitos.

2. Determinar el dia en que probablemente se obtendra un mayor nimero las células
troncales mesenquimales.

3. Analizar la presencia de marcadores de células troncales mesenquimales al cultivo
en el primero, segundo, tercer y cuarto pase.

4. Evaluar el fenotipo de las células obtenidas por medio de microscopia 6ptica de luz.

5. Lograr cultivar y expandir las CTM movilizadas de las muestras sanguineas.
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Material y Métodos

Este proyecto de investigacion se llevo a cabo en el Departamento de Medicina Cirugia y
Zootecnia para Equidos (DMCZE) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Nacional Autdnoma de México (UNAM), donde se utilizaron 6
equinos tomados al azar, de raza mestiza, con un promedio de edad de 7 afios (£1.41), un
peso promedio de 357.5 kg(x£19.94), con una dieta basada en forraje de heno de avena que
se les ofrece tres veces al dia y con agua a libre acceso. Se trabajo con 2 hembras, 3
caballos castrados y 1 caballo entero; los cuales fueron elegidos con las siguientes
caracteristicas: al azar y libres de estrés. Todos fueron evaluadoscon un examen fisico
general previo al inicio de la investigacion, se vacunaron y desparasitaron a su arribo,

determinando asi que eran clinicamente sanos y se corrobor6é con un hemograma de control.
Administracion del Factor de Estimulacion de Colonias de Granulocitos.

De los seis caballos que forman parte del proyecto se dividieron en dos grupos
el “experimental” y el “control” teniendo tres caballos en cada grupo. Seinicidé con el
grupo experimental, a los que en el dia O se les tomotres muestras sanguineasen tubos al
vacio (Vacutainer, Becton and Dickinson, Mex): uno con &cido etilen diamino tetracético
(EDTA), otro con heparina y el Gltimo sin anticoagulante; haciendo antes el embrocado en
tres tiempos con yodo povidona y alcohol etilico. Posteriormente se les administro en la
tabla del cuello via subcutanea (SC) el G-CSF (Inmunef Filgrastim, TEVA) utilizando la
dosis de 3ug/Kg. La administracion del farmaco se hizo diario por tres dias y a la misma

hora.
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Quedando los equinosen observacionen el Hospital para Equidos, del DMCZE de FMVZ,
con la finalidad de que sean vigilados todo el tiempo y saber si llegan a presentar algun tipo
de reaccion al farmaco, ya que el Filgrastim es fabricado como una proteina recombinante

de uso humano.
Muestreos de Sangre de la Vena Yugular

Como se menciond anteriormente el primer dia se tomaron tres muestras de sangre. Los
tubos con EDTA se mandaron al laboratoriode patologia clinica donde se hicieron los
hemogramas, el tubo con heparina se proceso en el Instituto Nacional de Rehabilitacion
(INR) para la citometria flujo, el conteo y cultivo de CTM y por ultimo el tubo sin
anticoagulante se uso para obtener el suero y poder correr la prueba de ELISA para saber la

concentracion de G-CSF en sangre después de su administracion.

El suero obtenido del tubo sin anticoagulante, se mantuvo congelado por el periodo
experimental para tener todas las muestras y correrlas al mismo tiempo ya que se utilizaria

un kit de ELISA.
Aspirado de Médula Oseadel grupo control

Se les realiz6 este procedimiento con la finalidad de comparar las CTM de médula 6seacon
las CTM movilizadas del grupo experimental, con la intencidn de ver si existe algin tipo de
modificacion en las céelulas al ser estimulada la médula. Se coloco al caballo en una manga

de contencidon o de manejo, se palpd el esternon hasta el hueso xifoides y se siguié hasta
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llegar a la parte méas plana del esternonque es aproximadamente entre la 3% y 52 esternebra,
se rasur0 un area de 10 cm aproximadamente, se embrocé con yodo povidona y alcohol
etilico en tres tiempos, en el segundo lavado se realiz6 un blogqueo local con lidocaina al
2%(1 mL), y se continuo con el lavado; para la sedacion se utilizé Xilazina al 10%que es de
la familia o2-adrenérgicos en dosis de 1.1mg/Kg IV. Utilizando guantes estériles se tomo
una aguja de calibre 16G x 3.5 cm de largo (especial para el aspirado de médula dsea), se
reviso que corra bien el estilete, con una hoja de bisturi nimero 11 se realiz6 una incision
exclusivamente de la piel(s6lo con la mitad de la hoja), ya con la incision hecha se
introduce la aguja de manera perpendicular, cuando se siente el “Tope” se realiza un
movimiento giratorio y al mismo tiempo se ejerce presion hasta sentir que se ha perforado
el hueso; se retird el estilete y después con una jeringa de 20 mL previamente heparinizada
(con 1000 Ul de heparina por mL de médula ésea), se conectd la jeringa y se jal6 el embolo
para crear vacio y asi “aspirar”. Una vez obtenidos los 20 mL se homogenizan bien y se
mantiene en refrigeracién. Es importante que durante el aspirado se vea en la jeringa
pequefios cimulos de grasa, si no se observan, es probable que sea sangre completa, por lo
que se puede pensar que se haya perforado un vaso o el corazén. Después se volvio a
colocar el estilete,se retird toda la aguja y se sell6 la incision con aluminio micronizado en
spray (aluspray). Terminado el procedimiento se quedaronen observacion para ver si

presentaban algun problema o complicacion.
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Aislamiento de las células

En el Instituto Nacional de Rehabilitacion, las muestras sanguineas obtenidas en los tubos
vacutainer de heparina fueron procesadas dentro de una campana de flujo laminar (Forma
Scientific, Inc. Ohio, EUA), cada muestra se coloco en tubos de polipropileno para
centrifuga con capacidad de 50 mL, el volumen de muestra vertido en cada tubo fue de 10
mL, de tal forma que de cada una tendrad 5 tubos; esto para hacer una dilucion 1:4 con
solucion salina fosfatada (PBS) [Invitrogen Co. Gibco. NY, EUA], adicionada con
antibioticos/antimicéticos al 1%, penicilinal0,000 Ul, estreptomicina 10,000 pg y
anfotericina B 25 pg. Al mismo tiempo se virti615 mL de FicollPaqueM® (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) en tubos nuevos de polipropileno de 50 ml y se virtieron 25
mL de la muestra diluida de sangre y PBS; quedando un volumen final de 40 mL,
posteriormente se centrifugd a 400 xg por 30 minutos. Después de centrifugarlos, en el
tubo de polipropileno de 50 mL se observaron 4 fracciones en el fondo del tubo:los
eritrocitos, la siguiente fraccion es el Ficoll Paque, sigue la capa de células linfoides y el
sobrenadante que consiste en un poco de suero con PBS. Eliminando el sobrenadante, se
tomaron las células que quedaron en la interface linfoide y se lavaron; este procedimiento
consiste en diluir la interface tomada con PBS (alrededor de 10 ml, ya que al obtener la
interface celular se arrastra suero y Ficoll Pague en un total de 5-8 ml aproximadamente) y
se centrifugd a 200 xg por 10 minutos, posteriormente se elimind el sobrenadante. Las
células una vez lavadas, se contabilizaron, utilizando un colorante de viabilidad llamado

azul tripano. Sabiendo el nimero total de células, se dividio en dos, una parte para su
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andlisis por citometria de flujo (marcadores de superficie) y la otra para iniciar su clonacion

in vitro.
Método Estadistico

Este es un estudio prospectivo, longitudinal, comparativo y experimental, con variables

nominales; utilizando una estadistica descriptiva.
Citometria de Flujo

Es una herramienta que se usa para el diagnostico de diversas patologias, siendo el Unico
con habilidad para la investigacion de grandes poblaciones celulares heterogéneas y lograr
Ilegar a una sola poblacion y subpoblaciones. Se ha usado durante décadas por biélogos en
estudios hematopoyéticos de células troncales; siendo reciente su adquisicion y uso en

México ya que apenas tiene 35 afios que se introdujo y empez0 a utilizarse.

Las células destinadas a los analisis de inmunotipificacion por citometria de flujo, fueron
suspendidas en PBS y puestas en contacto con los anticuerpos monoclonales para proteinas
de superficie los cuales fueron marcados con un fluorocromo, gracias al cual el citdmetro

de flujo hace la lectura, evaluando las poblaciones celulares existentes en la muestra.

El procedimiento de marcaje se explica a continuacién: una vez separadas las células del
Ficoll y lavadas con PBS, una porcién de aproximadamente 25x10* células son colocadas
en tubos de poliestireno (Falcon, Becton Dickinson) con 10uL de la suspension de

anticuerpos y se dejaron incubando 30 minutos a 4°C. Se utilizaron anticuerpos
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monoclonales anti CD34, CD45, CD90, CD117, CD73, CD166 Y CD14 (BD, Pharmigen
™) 33351 o5 datos son analizados por el software CellQuest PRO ™ (BectonDickinson,
Mex).

La técnica analitica permite evaluar con un método cuantitativo caracteristicas celulares
como tamario, complejidad y fluorescencia emitidas mientras se les hace pasar a través de
un rayo de luz y una suspension celular. Identifica diferentes células con determinados
marcadores que son fluorocromos conjugados con anticuerpos ya sea para superficies
celulares o biomarcadores intracelulares. Actualmente ya hay mas de 357 marcadores, cabe
aclarar que ninguno es realmente Unico y especifico de una sola célula. Los citometros
tienen una gama de colores que van de 4 hasta 12.*

En el cuadro 4 se muestran los marcadores que se usan para los diferentes tipos de células.

Cultivo de CTM

Las células destinadas a cultivo de sangre periférica, se resuspendieronenun medio de
cultivo base el cual es Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)/F12 enriquecido
con 5% de suero fetal bovino (FBS: Trace Scientific Ltd., Melbourne, Australia, Uin:53141
Lot:B01249-500) y 1% de antibidtico/antimicético a 37°C con 5% de CO2, y se cultivo a
una densidad de 8 x 10% por cm? en cajas T25 de cultivo de poliestireno (Falcon, Becton
Dickinson). Se dejaron dos semanas en expansion con cambio de medio de cultivo cada dos
dias utilizando DMEM/F12 enriquecido. Esta fase del cultivo es muy importante ya que da
lugar a la proliferacion celular y produccion de precursores, para aumentar el tamafio de

muestra y probar que el fenotipo de las células se mantiene a través del tiempo;
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evaluando la morfologia celular (fibroblastoide) y los marcadores de superficie al pase 3y
4. Las condiciones de cultivo utilizadas en todos los experimentos son las mismas: 37°C al

5% de CO..
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RESULTADOS

Los efectos del G-CSF en el hemograma

Los resultados observados en el hemograma se muestran a continuacion por grupo y por

individuo

Grupo Experimental:

En el dia 2 se vi6 unaumentopromedioen el conteo celular del 572.46%; el aumento
promedio de leucocitos fue de 223.88%, neutrdfilos 380.70%, monocitos 1166.66% y

eosinofilos 311.11%; y también se observo una disminuciéon en los linfocitos del 25.88%.

1) Equino 1 (hembra): a las 24 horas se comenz6 a ver un aumento, sin embargo no
fue hasta las 48 horas que se obtuvo el mayor conteo celular (cuadro 5 y figura 4).
Dia 1: el aumento general fue de 380.28% vy el porcentaje de disminucion de
linfocitos fue del 44.07%.

Dia 2: el aumento fue 1294.94%, el porcentaje de disminucién de linfocitos del
52.55%.
Dia3: el aumento fue 293.75%, el porcentaje de disminucion de linfocitos del
50.85%.

2) Equinos 2 (macho): el monitoreo que se realizd a este equino fue en el dia 0 y el dia

2 exclusivamente (cuadro 6 y figura 5). El porcentaje que aumento fue de 232.74%

y el porcentaje de disminucion en linfocitos fue de 4.66%.
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3) Equino 3(castrado): de igual manera se realizo el monitoreo solo dos dia el cero y el
segundo dia, en donde se observo lo siguiente: el aumento general fue de 189.70%,

con un porcentaje de disminucion de linfocitos del 20.45% (cuadro 7 y figura 6).

En los cuadros 5,6 y 7estan los hemogramas de los tres individuos donde se resalta con
color rojo el aumento celular y en un solo equino se marca con azul la disminucion de los
linfocitos; en las graficas 4, 5 y 6 se aprecian el comportamiento celular durante la

investigacion.

Grupo Control:

No se vi6é un aumento significativo ya que fue del 35.14%; ningunode los equinos excedid
el rango maximo en los valores manejados, pero si se observd un ligero aumento en los
neutrofilos de un solo equino (castrado 9afios) que fue asociado al aspirado de médula que

se le realizé.

1) Equino A (hembra): sus rangos estuvieron completamente normales.
2) Equino B (macho castrado): de igual modo no hubo variacion significativaen sus
hemogramas.

3) Equino C (macho castrado): sin cambios aparentes en el hemograma.

En los cuadros 8, 9 y 10 se observan los hemogramas que como Sse menciond
anteriormente no hay cambios significativos y en las figuras 7, 8 y 9 se hace la

comparacion de los dias y de la médula dsea.
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Cultivo Celular

Para realizar el cultivo se hizo un conteo inicial de las células mononucleadas de las
muestras de sangre periférica, meédula Osea y sangre periférica movilizada,en
dondeclaramente se nota que la muestra de sangre movilizada contiene un mayor nimero
de celulas (promedio de 26.37% mayor). A continuacion se muestra el numero de

célulascontabilizadas en cada muestra:

Conteo celular promedio que se obtuvo.

» Sangre normal (dia 0):

— 7,680,000 mononucleares en 2mL

* Movilizada al dia 2

— 10,920,000 mononucleares en 2 mL

* Meédula 6sea

— 8,400,000 mononucleares en 2 mL

Al realizar el cultivo el pase 0 y 1 estuvieron normales, pero del pase 2 al pase 3 las
células ya no presentaban una correcta adhesion ni crecimiento, aun cuando los antigenos
de superficie coincidian con las células troncales mesenquimales; por lo que ya no se pudo

realizar los ultimos dos pases.
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Citometria de Flujo

Se buscé de la compatibilidad que existe de los anticuerpos humanos con los del equino,

pues no existen marcadores para equinos y se mostré que (uniPro1k8):

+ CD14 humano y equino 74%

+ CD34 humano y equino 68%

* CD45 humano y equino 39%

*  CD90 es anti-equino 75%

* CD73 humano y equino 99%

« CD105 humano y equino 99%

Al tener esta compatibilidad de los marcadores nos da una confiabilidad al realizar las

citometrias.

Grupo Experimental:

Se realizaron lecturas con el citometro de las muestras de sangre movilizada de los dias 0y
2. La evaluacion del citometro muestra histogramas donde hay dos ejes, en cada eje se
nombra el anticuerpo con el que se marcaron, y cada imagen tiene cuatro cuadrantes, el
cuadrante superior izquierdo son todas las células positivas al anticuerpo enlistado en el eje

de las ordenadas; en el inferior izquierdo son las que no son positivas a ninguno de los dos
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anticuerpos; en el superior derecho se muestran las que son positivas a ambos anticuerpos
de los ejes, y el inferior derecho son las positivas al anticuerpo enlistado en el eje de las

abscisas.

En los histogramas obtenidos se observa un marcado aumento en el lado positivo de los
marcadores tanto de CTM (coeficiente variacion de 72.55%), como en los de células

hematopoyéticas (coeficiente de variacion 70.44%).

En las figura 10 se muestran algunos resultados de las citometrias realizadas al Grupo
Experimental en donde se observa en las primeras el bajo porcentaje pues fue de la muestra

del dia 0 y en los siguientes el aumento en el porcentaje es muy notorio y es del dia 2.

En el cuadro 11 y la figura 11, asi como en el cuadro 12 y la figura 12, se muestran los
resultados de ambos grupos correspondientemente, observamos los porcentajes positivos de
cada uno de los anticuerpos que se usaron. Viendo que en el grupo experimental en el dia
dos aumentd el nimero de células positivas a CD90, CD73 Y CD105 que son sugerentes a
células troncales mesenquimales y el aumento en las células positivas a CD34, CD14 Y
CD45 son caracteristicas de células hematopoyéticas. En grupo control no hubo variacion

de importancia estadistica.

En las figuras 13 y 14 podemos observar las comparaciones de los porcentajes obtenidos

de cada equino en las citometrias de flujo del grupo Experimental y del Control

respectivamente.
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DISCUSION

El factor de estimulacion de colonias de granulocitos como ya se ha mencionado es usado
en humanos (principalmente pacientes oncoldgicos), en animales de laboratorio, perros,
cerdos y borregos a parte de los equinos. " 1" 2" % Sin embargo en todos los articulos la
dosis varia, en humanos en general va de 5-10 pg/Kg/dia pero Demetri sefiala que es

posible llegar a usar una dosis de 16 pg/Kg/dia sin encontrar efectos adversos. *°

En los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron una variacion entre la hembra,
el macho y el caballo castrado; pero no se encontrd literatura que mencione que el género
sea una variante en la respuesta al farmaco, por lo que sera necesario seguir investigando.
En un articulo de F.J. Garjon donde trabajo con pacientes oncologicos y a los cuales les
administro el GCSF de dia y de noche, menciona que en un solo dia hubo diferencia
estadistica en la respuesta, obteniendo una respuesta mas favorable si se administra de dia
gue de noche; sin embargo concluye que no es algo contundente por lo que no varia la

efectividad del factor si es administrado de dia o de noche. °2

En los equinos del grupo experimental se observé que los granulocitos que mas se
estimularon fueron los neutrofilos, se podria inferir que al igual que en humanos, los

neutréfilos presentan una mayor afinidad en sus receptores al Filgrastim. >

Otro cambio visto fue durante el cultivo de las muestras de sangre periférica movilizada,
donde las células disminuyeron su adherencia y el potencial de proliferacion, en
comparacion con las células provenientes de la médula dsea. Las células obtenidas se

tipificaron para saber que tipo de células se han obtenido, los anticuerpos que se utilizaron
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fueron: CD14, CD34, CD45, CD73 CD90 y CD105 todas positivas. >* mencioné que las
celulas movilizadas difieren de las células de médula 6sea en cuanto a la expresion de la
molécula de adhesién, potencial de proliferacion y a la respuesta a citocinas, pero menciona
que estos cambios o modificaciones pudieran proporcionar alguna ventaja a las células
CD34™ en términos de ser mas eficientes como mensajeras en el microentorno y ser mas

sensibles a las sefiales producidas ahi.

Las investigaciones realizadas en el campo de la medicina regenerativa se han hecho en su
mayoria en medicina humana, en medicina veterinaria ha sido en perros y animales de
laboratorio principalmente, pero en caballos se ha hecho muy poco. Las células troncales
mesenguimales en tratamientos veterinarios ya se ha visto que tienen un potencial de
revolucionar el tratamiento de enfermedades ortopédicas equinas e inclusive humanas, pues
como se ha mencionado tienen la habilidad de renovarse y diferenciarse a varios tipos de
tejidos bajo condiciones especificas. * El uso de las CTM puede llegar a ser la clave de la
regeneracion natural celular, enfocado al potencial de nuevos cultivos de tejidos y 6rganos,
reemplazando el dafio o enfermedad del tejido. Por lo que si se puede obtener las CTM de
una manera mas sencilla y minimizando el riesgo de su obtencion seria un gran avance que

a su vez ayudaria para que las investigaciones en esta linea sigan evolucionando.

Sin embargo es necesario seguir investigando, pues ain hay muchas interrogantes

pendientes, ya que la informacion existente es muy escasa.
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CONCLUSION

Se lograron movilizar las células troncales mesenquimales hacia sangre periférica
con dosis de 3ug/Kg/dia, obteniendo la mayor produccion el dia 2.

En las citometrias se obtuvieron lecturas positivas a los marcadores de células
inmaduras (células troncales).

En los cultivos, los primero dos pases fueron normales, no obstante en el pase tres
ya no hubo aumento en nimero de células (clonacion) y disminuyo6 la adhesion.

Es necesario seguir investigando hasta llegar a un punto donde la dosis del factor de
estimulacion sea la adecuada para movilizar las células y que de manera in vitro
puedan ser cultivadas hasta los pases 3 y 4 o bien trabajar con las células que se
obtuvieron y de este modo el siguiente paso seria evaluar su uso terapéutico.

No presentaron reacciones secundarias los equinos utilizados con la administracion
del G-CSF

Considerando las ventajas y desventajas de la movilizacion de CTM con el uso del

G-CSF, se considera que es una buena eleccion para la obtencion de CTM.
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CUADROS Y FIGURAS

MATRIZ EXTRACELULAIR
HUESO CIRCULACION
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OQH®YRPEEQOEHWQ

Celuls estromal

Figura 1 “Células troncales y medicina regenerativa”; Rosana Pelayo, JesusSantaolaya, Ivan Velasco
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Cuadro 1: Diferentes Citocinas: Origen, Destino y Funcion.

Origen Destino Funcién
Citocina
GM-CSF Linfocitos Th Células Progenitoras | Proliferaciony
diferenciacion de
granulocitos,
monocitos y DC
IL-1a Monocitos Linfocitos Th Coestimulacion
IL-1B Macroéfagos Linfocitos B Maduracion y
Linfocitos B Células NK proliferacion
DC Varios Activacion
Inflamacion, respuesta
de fase aguda, fiebre
IL-2 Linfocitos Thl Linfocitos Ty B Prolif., diferen. y
activados, NK activacion
IL3 Linfocitos Th CT Proliferacion y
NK Células cebadas diferenciacion
Prolif. y liberacion de
histamina
IL-4 Linfocitos Th2 Linfocitos Prolif., y diferen.
Bactivados sintesis de IgG1 e IgE
MHC clase Il
Macrofagos Proliferacion
Linfocitos T
IL-5 Linfocitos Th2 Linfocitos B Prolif. ydiferen.
activados sintesis IgA
IL-6 Monocitos Linfocitos B Diferenciacion a
Macrdéfagos activados células plasmaticas
Linfociots Th2 Secrecion de
Células estroma Células plasmaéticas | anticuerpos
CT Diferenciacion
Varias Respuesta de fase
aguda, fiebre
IL-7 Estroma de médula | CT Diferenciacion a
Osea celulas Progenitoras B
Estroma Timo yT
IL-8 Macrogafos Neutrofilos Quimiotaxis
Endoteliales
IL-10 Linfocitos Th2 Macrofagos Produccion de
Linfocitos B citocinas
Activacion
IL-12 Macrdéfagos Linfocitos Tc Diferenciaciona CTL
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Linfocitos B activados (1L-2)
NK Activacion
IFN-o Leucocitos Varios Replicacién viral
expresion MHC1
IFN-B Fibroblastos Varios Replicacién viral
expresion MHC1
IFN-y Linfocitos Thl Varios Replicacion viral
Linfocitos Tc Macréfagos Espresion de MHC
NK Linfocitos B Cambio de clase a
activados 19G2a
Linfocitos Th2 Proliferacion
Macrofagos Eliminacion de
patogenos
MIP-1a Macrdéfagos Monocitos, linfocitos | Quimiotaxis
T
MIP-1p Linfocitos Monocitos, linfocitos | Quimiotaxis
T
TGF-p Linfocitos T, Monocitos, Quimiotaxis
Monocitos macrofagos Sintesis de IL-1
Macrofagos SintesislgA
activados Proliferacion
Linfocitos B
activados
Varios
TNF-a Macrofagos, células | Macrofagos Expresion de
cebadas, NK moléculas de adhesién
Células tumorales y citocinas
Muerte celular
TNF-B Linfocitos Thly Fagocitos Fagocitosis

Linfocitos Tc

Células tumorales

Muerte celular

“Inmunologia veterinaria”, Jose Angel Gtz Pabello, edic 2010, México
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cigola (CTT)
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morula (CTT) ™,

cam— :“"\\

\
blastocito {CTP) \\ 5\

\

o7 No Soval:;as
(germinales)

Fig. 2: Diagrama conceptual mostrando la reduccion de la plasticidad celular a medida que
las poblaciones celulares van adquiriendo capacidades funcionales especificas determinadas
por el microambiente y la comunicacién intercelular. Cigoto es la primer célula troncal,
CTT (célula troncal Totipotencial), CTP (célula troncal pluripotencial), CTM (célula
troncal multipotencial).
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Cuadro 2: Células Troncales de donde se obtienen y cual es su potencial de difenciacion.

FUENTE POTENCIAL DE DIFERENCIACION REFERENCIAS
ADULTOS
MEDULA OSEA OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Pittenger et al. 1999)
OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Yoshimura et al.
2006
MEDULA OSEA OSTECITO, ADIPOCITO (Vidal et al? 2006)
de EQUINO
OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Koerner et al. 2006)
HUESO OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Noth et al. 2002)
TRABECULAR
(Sottile et al. 2002)
(Tuli et al. 2003)
PERIOSTIO CONDROCITO, OSTEOCITO (De Bari et al. 2001)
OSTEOCITO, CONDROCITO, MIOCITO (De Bari et al. 2006)
OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Yoshimura et al.
2006
CARTILAGO OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Barbero et a?l. 2003)
OSTECITO, CONDROCITO TENDON, (Dowthwaite et al.
PERIMISIO 2004)
TENDON OSTEOCITO, ADIPOCITO (Salingcarnboriboon et
al. 2003)
MEMBRANA OSTEOCITO, CONDROCITO, MIOCITO, (De Bari et al. 2001)
SINOVIAL ADIPOCITO
OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Yoshimura et al.
2006
MUSCULO ADIPOCITO, OSTECITO, MIOCITO (Asakura et E)1|. 2001)
ADIPOCITO, OSTECITO, MIOCITO (Wada et al. 2002)
(Williams et al. 1999)
GRASA OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO (Im et al. 2005)
OSTEOCITO, CONDROCITO, MIOCITO, (Zuk et al. 2001)
ADIPOCITO
SANGRE OSTECITO, ADIPOCITO, FIBROBLASTOS (Zvaifler et al. 2000)
SANGRE DE OSTECITO, ADIPOCITO (Koerner et al. 2006)
EQUINO
DERMIS OSTECITO, CONDROCITO, ADIPOCITO, (Young et al. 2001)
MIOCITO
NEONATAL
SANGRE DEL OSTECITO, ADIPOCITO, CONDROCITO (Chang et al. 2006)
CORDON
UMBILICAL

(Romanov et al. 2003)
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GELATINA DE OSTECITOS (Sarugaser et al. 2005)
WHARTON
PLACENTA OSTECITO, ADIPOCITO (In ’t Anker et al.

2004)

;0

Fig. 2: Ciclo celular. El ciclo de la mayoria de las células incluye las 4 fases (Gi, S, G, y
M); pero las célulastroncales se encuentran en el estadio Gy, que es un estado de

quiecencia.
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Cuadro 3: Estimuladores de las colonias hematopoyéticas.

NOMBRE LOCALIZACION Y CEL. PRINCIPAL
PRODUCTORAS ACTIVIDAD
BIOLOGICA
GRANULOCITO G-CSF CROMOSOMA 17 Estimula la formacion
Macrofago de granulocitos (in vivo
Endotelio e in vitro). Estimula el
Fibroblasto metabolismo de los

granulocitos. Estimula
las células leucémicas.

Granulocito + monocito GM- CROMOSOMA 5 Estimula la formacion

CSF Linfocito T de los granulocitos y
Endotelio macrdfagos in vivo e in
Fibroblasto vitro

MACROFAGO M-CSF CROMOSOMA 5 Estimula la formacién
Macrofagos de los macrofagos in
Endotelio vitro. Aumenta la
Fibroblasto actividad de los

macroéfagos contra las
células cancerosas (in

Vitro)
INTERLEUCINA 3 (IL3) CROMOSOMA 5 Estimula la produccion
Linfocito T de células mieloides in
Vivo e in vitro
ERITROPOYETINA (EPO) CROMOSOMA 7 Estimula la produccién
Células intersticiales de la de los hematies

corteza renal externa

“Histologia basica, texto y atlas”; Luiz C. Junqueira, Jose Carneiro; 6* edicion, 2005;
Barcelona, Espana.
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Cuadro 4: Diferentes tipos de Células y sus Antigenos de superficie

TIPO DE CELULA

MARCADORES HUMANOS

Célula Troncal Pluripotente

Positivo: Fosfatasa alcalina, SSEA-4,
SSEA-3, TRA-1-60.

Negativo: SSEA-1

Célula Troncal Hematopoyetica

Positivo: CD34, CD49f, CD 90
Negativo: CD38, CD45RA, CD2, 3, 4,

7,8, 10, 11b, 14, 19, 20, 56, 235%.

Célula Troncal Mesenquimal

Positivo: CD44, CD73, CD90, CD105,
CD146, CD271.
Negativo: CD11b, CD19, CD31, CD34,

CD45, HLA-DR

Célula Troncal Neuronal

Positivo:CD105 ", CD24, CD184

Negativo: CD44, CD271.

Neuronas

Positivo: CD15, CD24

Negativo: CD44, CD184
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Cuadro 5: Hemograma del equinol del grupo experimental

HEMOGRAMA

Equino 1 Unidad Referencia dia0 dial dia 2 dia3 diagd
HEMATOCRITO L/L 0.32-0.52 0.39 0.41 0.38 0.35 0.35
HEMOGLOBINA g/L 111-190 140 150 140 120 125
ERITROCITOS X10 /L 6.5-12.5 9.3 9.9 9.3 8.4 8.5
VGM Fl 34-58 42 41 41 42 41
CGMH g/l 310-370 359 366 368 343 357
PROTEINAS g/L 60-80 66 66 70 64 60
FIBRINOGENO g/L <5 4 4 2 2 2
LEUCOCITOS X10 /L 5.5-12.5 10.6 23.5 28.3 24.4 12.3
PLAQUETAS X10 /L 100-600 270 261 251 231 222
NEUTROFILOS X10 /L 2.7-6.7 4.7 19.7 24.1 21.2 7.1
NEUTROFILOS EN
BANDA X10 /L 0 0 0 0 0 0
METAMIELOCITOS X10 /L 0 0 0 0 0 0
MIELOCITOS X10 /L 0 0 0 0 0 0
LINFOCITOS X10 /L 1.5-7.5 5.9 3.3 2.8 2.9 4.9
MONOCITOS X10 /L 0-0.8 0 0.5 3.4 0.2 0.1
EOSINOFILOS X10 /L 0.0.9 0 0 0.8 0 0.2
BASOFILOS X10 /L 0-0.2 0 0 0 0 0
ERITROCITOS
NUCLEADOS /100 leuc. 0 0 0 0 0 0
NEUTROFILOS
TOXICOS Neg neg neg neg neg neg
LINFOCITOS
ATIPICOS Neg neg neg neg neg neg

Lo marcado con color rojo es el aumento que se hubo en el conteo y lo marcado con azules

la disminucion.
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Cuadro 6: Hemograma del Grupo Experimental

HEMOGRAMA Equino 2 unidades

HEMATOCRITO
HEMOGLOBINA
ERITROCITOS
VGM

CGMH
PROTEINAS
FIBRINOGENO
LEUCOCITOS
PLAQUETAS

NEUTROFILOS
NEUTROFILOS EN
BANDA

METAMIELOCITOS
MIELOCITOS
LINFOCITOS
MONOCITOS
EOSINOFILOS

BASOFILOS
ERITROCITOS
NUCLEADOS

NEUTROFILOS TOXICOS
LINFOCITOS ATIPICOS

L/L
g/L
X10 /L
FI
g/l
g/L
g/L
X10 /L
X10 /L

X10 /L
X10 /L

X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L

/100 leuc.

referencia

0.32-0.52
111-190
6.5-12.5
34-58
310-370
60-80
<5
5.5-12.5
100-600

2.7-6.7

1.5-7.5
0-0.8
0.0.9
0-0.2

neg
neg

neg
neg

DIAO
0.36
114
8.1
44
317
56

8.7
372

4.1

4.3

0.3

DIiA 2
0.39
131
8.8
44
336
60

18.8
152

14.3

4.1

0.4

Neg
Neg
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Cuadro7: Hemograma equino 3 del Grupo Experimental

HEMOGRAMA equino 3
HEMATOCRITO
HEMOGLOBINA
ERITROCITOS

VGM

CGMH

PROTEINAS
FIBRINOGENO
LEUCOCITOS
PLAQUETAS

NEUTROFILOS
NEUTROFILOS EN
BANDA

METAMIELOCITOS
MIELOCITOS
LINFOCITOS
MONOCITOS
EOSINOFILOS

BASOFILOS
ERITROCITOS
NUCLEADOS

NEUTROFILOS TOXICOS
LINFOCITOS ATIPICOS

unidades
L/L
g/L
X10 /L
Fl
g/l
g/L
g/L
X10 /L
X10 /L

X10 /L
X10 /L

X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L

/100 leuc.

referencia
0.32-0.52
111-190
6.5-12.5
34-58
310-370
60-80
<5
5.5-12.5
100-600

2.7-6.7

1.5-7.5
0-0.8
0.0.9
0-0.2

neg
neg

neg
neg

DIA O
0.36
113
7.8
46
319
62

276

3.6

Neg
Neg

DIiA 2
0.39
115
7.4
46
332
61

13.2
258

10.1

2.9
0.1
0.1
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dia0 dia 2 dia 3 dia 4

leucocitos neutrofilos essmnuetrofilos en banda
metamielocitos mielocitos e |infocitos

emms mMONOCitos e c0Ssinofilso e h3s0filos

Fig. 4: Equino 1 del grup experimental. En estre grafica podemos observar las
modificaciones en el conteo celular durante de la investigacion, viendo el mayor punto de
produccion el dia dos.
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Fig 5: Grafica del Equino 2 del grupo experimental. En esta grafica se plasmo el
comportamiento de los granulocitos, monocitos y linfocitos.
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Fig 6: Equino 3 del grupo experimental .Esta es la comparacién de los resultados
obtenidos en los hemogramas
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Cuadro 8: Hemograma del equino A del grupo control.

HEMOGRAMA Unidad Referencia dia0 MO dial dia2 dia3 diad
Equino A
HEMATOCRITO L/L 0.32-0.52 0.34 0.27 0.32 0.37 0.29 0.3
HEMOGLOBINA g/L 111-190 115 95 103 123 104 95
ERITROCITOS X10 /L 6.5-12.5 8 6.3 6.9 7.9 6.8 6.3
VGM Fl 34-58 43 43 46 47 43 47
CGMH g/l 310-370 338 352 321 332 359 317
PROTEINAS g/L 60-80 68 66 60 64 62 60
FIBRINOGENO g/L <5 2 4 1 2 3 2
LEUCOCITOS X10 /L 5.5-12.5 10.2 11.6 8.4 7.6 8 6.6
PLAQUETAS X10 /L 100-600 181 96 236 196 224 196
NEUTROFILOS X10 /L 2.7-6.7 6.1 6.8 5 4 3.8 4
NEUTROFILOS
EN BANDA X10 /L 0 0.1 0.1 0 0 0 0
(I\)/ISETAMIELOCIT X10 /L 0 0 0 0 0 0 0
MIELOCITOS X10 /L 0 0 0 0
LINFOCITOS X10 /L 1.5-7.5 3.6 4.6 2.5 3.3 2.3 1.7
MONOCITOS X10 /L 0-0.8 0.3 0.1 0.3 0.1 0 0.1
EOSINOFILOS X10 /L 0-0.9 0.1 0 0.5 0.2 0.1 0.2
BASOFILOS X10 /L 0-0.2 0 0 0.1 0 0 0
ERITROCITOS /100
NUCLEADOS leuc. 0 0 6 0 0 0 0
NEUTROFILOS neg neg neg neg neg neg neg
TOXICOS
LINFOCITOS

neg neg neg neg neg neg neg

ATIPICOS
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Cuadro 9: Hemograma del equino B del grupo control

HEMOGRAMA equino B unidades referencia DIAO MEDULA DIiA 2
HEMATOCRITO L/L 0.32-0.52 0.32 0.29 0.31
HEMOGLOBINA g/L 111-190 115 93 97
ERITROCITOS X10 /L 6.5-12.5 7.3 5.7 6.5
VGM FI 34-58 44 51 47
CGMH g/l 310-370 359 321 316
PROTEINAS g/L 60-80 62 52 60
FIBRINOGENO g/L <5 2 2 2
LEUCOCITOS X10 /L 5.5-12.5 6.3 12.6 6.2
PLAQUETAS X10 /L 100-600 147 90 120
NEUTROFILOS X10 /L 2.7-6.7 3.5 7.4 3.8
NEUTROFILOS EN

BANDA X10 /L 0 0 0.2 0
METAMIELOCITOS X10 /L 0 0 0 0
MIELOCITOS X10 /L 0 0 0 0
LINFOCITOS X10 /L 1.5-7.5 2.5 4.8 2.3
MONOCITOS X10 /L 0-0.8 0.1 0.1 0
EOSINOFILOS X10 /L 0-0.9 0.2 0.1 0.1
BASOFILOS X10 /L 0-0.2 0 0 0
ERITROCITOS

NUCLEADOS /100 leuc. 0 0 5 0
NEUTROFILOS TOXICOS neg neg neg neg

LINFOCITOS ATIPICOS neg neg neg neg




Cuadro 8: Hemograma del equino C del grupo control.
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HEMOGRAMA equino C
HEMATOCRITO
HEMOGLOBINA
ERITROCITOS

VGM

CGMH

PROTEINAS
FIBRINOGENO
LEUCOCITOS
PLAQUETAS

NEUTROFILOS
NEUTROFILOS EN
BANDA

METAMIELOCITOS
MIELOCITOS
LINFOCITOS
MONOCITOS
EOSINOFILOS

BASOFILOS
ERITROCITOS
NUCLEADOS

NEUTROFILOS TOXICOS
LINFOCITOS ATIPICOS

unidades
L/L
g/L
X10 /L
Fl
g/l
g/L
g/L
X10 /L
X10 /L

X10 /L
X10 /L

X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L
X10 /L

/100 leuc.

referencia

0.32-0.52
111-190
6.5-12.5
34-58
310-370
60-80
<5
5.5-12.5
100-600

2.7-6.7

1.5-7.5
0-0.8
0-0.9
0-0.2

neg
neg

DIA0O MEDULA

0.3
107
7.4
41
357
58
2
9.8
304

4.4
0.1
0.1
0.2

neg
neg

#

H O HF HF O T HF R

o3 £ o O R R

*

neg
neg

DIiA 2
0.32
115
8.3
39
359
66

10.9
371

5.1

5.2
0.2
0.3
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Fig. 7: Comportamiento del del equino A durante la investigacion.
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Fig. 8: Equino B del grupo control, comparacion entre el dia 0, dia 2 y médula 6sea.
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Fig. 9: Equino C del grupo control, comparacion del los dias 0, 2 y médula 6sea.
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Cuadro 11: Porcentajes de positividad en la citometria de flujos en el Grupo Experimental

75

GRUPOE | CD14 CD105 CD90 CD73 CD34 CD45
Equino 2 0.55 0.36 0.24 0.06 0.99 0.16
DIAO

Equino 2 0.86 1.45 54.03 2.98 17.19 10.99
DIA 2

Equino 3 0.31 1.6 0.66 0.14 2.04 0.31
DIAO

Equino 3 8.05 2.8 42.4 3.21 7.86 8.94
DIA 2

Equino 1 0.13 0.47 0.57 0.14 0.37 0.16
DIAO

Equino 1 2.77 0.84 35.12 3.62 7.75 10.63
DIA1

Equino 1 61.02 39.73 44,77 8.58 12.12 17.02
DIA 2

Equino 1 47.7 27.7 36.67 2.43 1.04 2.52
DIA3

Equino 1 0]- - - 0.05 1.78

DIA 4
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Figura 11: graficas de los resultados de los marcadores de superficie del dia 0 y el dia 2
en el grupo experimental.
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Cuadro 12: porcentajes de positividad en las citometrias de flujo del grupo control.

Equino/dia | CD14 CD105 CD90 CD73 CD34 CD45
“A” dia 0 1.97 1.1 0.66 0.13 0.38 0.02
“A” dia | 0.23 0.41 0.55 0.48 1.8 0.1
“A” dia 2 0.83 1.61 0.31 0.07 0.93 0.16
“A” dia 3 0.31 0.84 0.29 0.2 0.73 0.32
“A” M.O. |0.23 - - - 0.37 0.33
“B” dia 0 1.13 0.14 0.73 2.81 0.51 0.05
“B” dia 2 0.76 0.62 0.57 1.46 1.56 0.23
“B”M.O. |05 - - - 0.36 0.16
“C’dia0 0.54 0.77 041 1.37 0.63 0.08
“C” dia2 1.21 0.55 0.26 2.85 1.78 0.5
“C”M.O 0.21 - - - 0.3 0.25
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Fig. 12: grafica de los marcadores del grupo control.
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Fig. 13: Comparacion del porcentaje obtenido en las citometrias de flujo en el Grupo
Experimental
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Fig. 14: Comparacion de los porcentajes obtenidos en las citometrias de flujo del Grupo
Control
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