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RESUMEN 

 

 

La terapia de reemplazo con Células Troncales es una estrategia que cobra cada 

día mayor importancia a nivel experimental y de forma clínica, esta técnica 

consiste en introducir células caracterizadas y bien definidas por su potencial de 

diferenciación y especialización celular en tejidos dañados o enfermos para 

promover su reparación o completa substitución. Éste potencial de regeneración, 

así como el de promoción de los mecanismos endógenos que presentan las 

Células Troncales las hace una alternativa fuerte y viable para corregir o mejorar el 

estatus de los pacientes con falla orgánica o tisular considerable, con un riesgo 

menor considerando otras alternativas terapéuticas invasivas. 

 

Las Células Estromales Mesenquimales son un gran ejemplo clásico e importante 

de la potencialidad de la terapia celular. Se pueden encontrar de manera 

relativamente sencilla en tejidos adultos (principalmente en tejido adiposo y en la 

médula ósea) y en tejidos embrionarios (como la placenta y el cordón umbilical), 

su importancia radica en su fácil proliferación in vitro y en su capacidad para 

generar diversos fenotipos celulares bajo condiciones de inducción específicas; 

desde tipos celulares mesenquimales como condrocitos, osteoblastos y adipocitos, 

hasta células especializadas como las pancreáticas, hepatocitos, miocitos e 

incluso neuronas por citar algunas. En este estudio, se busca encontrar y 

caracterizar un nicho de células multipotenciales obtenidas a partir del tejido 

adiposo de canídeos clínicamente sanos para poder ser utilizadas potencialmente 

en terapias de reemplazo celular en esta especie a través de técnicas de 

inmunofluorescencia indirecta y RT-PCR para conocer el fenotipo y expresión 

génica de las células aisladas. 
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caracterización celular; aislamiento; proliferación celular; perro doméstico. 

Abstract. 

 

Stem Cell replacement therapy is a new strategy that is becoming important at an 

experimental and clinical level, this technique involves introducing well-defined 

cells in damaged or injured tissues to promote repair or complete replacement. 

This regeneration potential and the promotion of endogenous mechanisms that 

have the stem cells makes a strong and viable cell substitute to correct or improve 

the status of patients with significant organic or tissue failure, with a lower risk 

considering other invasive therapeutic alternatives. 

 

Mesenchymal Stromal Cells are a classic and other important example of the 

potential of cell therapy. The mesenchymal stromal cells, can be found in adult 

tissues (adipose tissue and bone marrow) and in embryonic tissues (placenta and 

umbilical cord). Due to easy proliferation in vitro and in its ability to generate 

various cellular phenotypes under specific induction (chondrocytes, osteoblasts, 

adipocytes, pancreatic cells, liver cells, muscle cells and even neurons), they are 

considered an excellent model of study and possible therapy. This study looks to 

find and characterize a multipotent cells niche obtained from dogs adipose tissue 

to potentially be used in cell replacement therapies, by means of knowing the 

specific phenotype and genetic expression of the cultivated cells via indirect 

immunofluorescence and RT-PCR. 

 

 

 

KEYWORDS: Stem cells; mesenchymal stem cells; cell characterization; isolation; 

cell proliferation, domestic dog. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

 

Si hablamos de Terapias de reemplazo celular nos surge a la mente la posibilidad 

de substituir un tejido o tipo celular por otro con las mismas características, sin 

embargo, esta idea no es nueva ya que un tratamiento médico que ha sido 

utilizado desde hace muchos años han sido las transfusiones sanguíneas y el 

trasplante de médula ósea (Thomas, Lochte et al. 1959) por citar algunos 

ejemplos. Sin embargo, estos procedimientos han marcado sólo el inicio del 

desarrollo de la investigación robusta en éste tipo de tratamientos celulares, ya 

que desde el descubrimiento de los primeros precursores de tipo mesenquimal en 

los órganos hematopoyéticos aislados de ratón en 1976 (Friedenstein, Gorskaja et 

al. 1976), este gran avance comenzó el estudio de dichas células con diferentes 

capacidades y fines científicos y tecnológicos así como de índole terapéutico. Por 

otra parte, actualmente se han realizado estudios de caracterización en líneas 

establecidas de Células Estromales Mesenquimales (CEM) obtenidas a partir de 

humanos (Pittenger, Mackay et al. 1999), y es por tanto la razón de buscar la 

caracterización de más líneas celulares procedentes de otras especies animales 

con el subsecuente beneficio de terapias potenciales y el uso de estas células 

como modelos experimentales in vitro de patologías o enfermedades 

degenerativas en los animales de alta estima, como lo son los animales de 

compañía principalmente el perro y el gato, ya que estas especies presentan la 
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mayoría de padecimientos de importancia médica veterinaria como son la 

diabetes, osteoartritis, entre otras. 

 

 

 

II. Bases Teóricas 

 

Células Troncales 

 

Las Células Troncales (CT) o Stem Cells son aquellas células primitivas que 

permanecen en un estado indiferenciado, con una alta tasa de auto-renovación y 

con la capacidad más elevada de diferenciación a más de un linaje celular distinto 

a aquél del que fueron obtenidas (Taylor, Smith et al. 2007, Stewart and Stewart 

2011, Egusa, Sonoyama et al. 2012, Sprio, Di Scipio et al. 2012). En los 

mamíferos, existen dos orígenes principales de células troncales: las CT 

embrionarias; derivadas principalmente de la masa celular interna del blastocisto 

en desarrollo, y las CT del adulto; presentes en nichos celulares quiescentes 

localizados en diferentes tejidos y que pueden ser movilizadas en caso de ser 

requeridas tras una lesión o daño tisular (Eggenhofer, Luk et al. 2014). Asimismo, 

las CT se pueden clasificar acorde a su grado de potencialidad en: CT 

totipotenciales; encontradas sólo en el cigoto posterior a la fecundación y son 

capaces de comprometerse hacia cualquier linaje celular de un organismo 

completo, ya que a partir de esta célula se desarrollarán las tres capas 

embrionarias y también a los tejidos extraembrionarios que darán origen a la 

placenta. Por otra parte, continuando este esquema de potencialidad se 

encuentran las CT pluripotenciales, estas células presentan marcadores de los 

tres estratos embrionarios antes mencionados, provienen o son aisladas de la 

masa celular interna del blastocisto en desarrollo, a estas células se les conoce 

como Células Troncales embrionarias (CTe) o ESC por sus siglas en inglés 
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(Embryonic Stem Cell) (Alison and Islam 2009). Las células multipotenciales u 

oligopotenciales también denominadas precursores celulares son un linaje 

específico de células capaces de diferenciarse y dividirse pero en forma más 

restrictiva en cuanto a su número y a sus características fenotípicas, generalmente 

pueden formar limitadas estirpes celulares pero de un mismo estrato. Finalmente 

las células unipotenciales o progenitores celulares son aquellas cuya capacidad es 

la más restringida de todas estas, permanecen como substituto o reemplazo de 

una sola línea celular madura, generalmente se encuentran en el organismo adulto 

(Wagers and Weissman 2004, Fortier 2005)(Fig. 1). 

 

 

 

Figura 1. Fuente de obtención y diferenciación celular. En el esquema se puede observar los 

distintos linajes y compromiso de las CT y su clasificación acorde a su potencialidad de generar 

diversos tejidos. 

 

El término CT fue acuñado en el año de 1868 por el biólogo alemán Ernst 

Haeckel, para describir el organismo unicelular ancestral del cual teorizaba que 

todos los organismos pluricelulares evolucionaron, y más tarde utilizó este mismo 

término para referirse al ovocito fertilizado, que da origen a todas las células del 

organismo (Maehle 2011). Más adelante, Edmund B. Wilson popularizó el término 
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stem cell (célula troncal) con una revisión en idioma inglés del trabajo de Haeckel 

en su libro “The Cell in Development and Inheritance” (Ramalho-Santos and 

Willenbring 2007). Dicho trabajo sirvió de inspiración para una gran cantidad de 

investigadores de la época, y debido a su gran influencia, se le considera en 

términos generales como el inventor del término “célula troncal” (Shostak 2006). 

 

Más tarde, con la demostración de la existencia de las células troncales 

hematopoyéticas, se estableció el prototipo de célula troncal: capaces de proliferar 

de manera casi indefinida (auto-renovación) y la capacidad de dar origen a linajes 

especializados (potencial de diferenciación). Con base en estos parámetros, 

podemos entonces localizar células con características de troncalidad en una gran 

variedad de tejidos, desde la piel hasta el sistema nervioso central (Mayani 2003). 

Con los experimentos de McCulloch y Till en 1960, en donde inyectaron células 

provenientes de médula ósea en ratones irradiados y se observó el crecimiento de 

colonias de células de diferentes linajes hemáticos en el bazo, se confirmaron 

éstas propiedades, que hasta hoy en día son objeto de intensa investigación y 

búsqueda de alternativas terapéuticas (McCulloch and Till 1960). 

 

 En el organismo adulto, se ha encontrado la existencia de diversas fuentes 

de células troncales en diferentes órganos y tejidos, entre las cuales encontramos 

las células troncales hematopoyéticas (Rector, Liu et al. 2013, Shen, Zheng et al. 

2015), células troncales mamarias (Clarke 2005, Dontu and Wicha 2005), células 

troncales intestinales (Wang, Scoville et al. 2013), células troncales neurales 

(Mothe and Tator 2015), células troncales olfatorias (Feron, Perry et al. 2013, 

Ohnishi, Iwatsuki et al. 2015), células troncales de cresta neural (Hauser, Widera 

et al. 2012, Pelaez, Huang et al. 2013), células troncales germinales (Altman, 

Yango et al. 2014, Dunlop, Telfer et al. 2014), células troncales endoteliales (Xu, 

Lee et al. 2014), y células troncales (estromales) mesenquimales (Carbone, 

Valente et al. 2016, Li, Ghazanfari et al. 2016). Éstas últimas son de las más 

investigadas, debido a su facilidad de obtención, la diversidad de tejidos a partir de 

los cuales se pueden extraer, y su potencial uso en distintas líneas de 



11 
 

investigación en medicina regenerativa. 

 

 

 Hace más de 50 años, a partir de los experimentos de Friedenstein et al 

(Friedenstein, Ivanov-Smolenski et al. 1978) con CT hematopoyéticas, se 

descubrió la existencia de otro tipo celular que daba origen a células de linaje 

distinto, siendo en este caso evidente al descubrirse colonias con características 

osteoblásticas. En 1991, Caplan introdujo el término “células troncales 

mesenquimales” (MSCs, por sus siglas en inglés) para referirse a las células del 

mesodermo a partir de las cuales se generan los tejidos óseo, cartilaginoso, 

adiposo, tendinoso, ligamentoso, muscular, médula ósea y la piel (Caplan 1991). 

Las células estromales mesenquimales, son una población heterogénea con 

capacidades variables de auto-renovación y diferenciación, sin marcadores 

específicos de superficie que las caractericen (Salem and Thiemermann 2010). 

Debido a esto, las CEM humanas y de mamíferos se definen por su capacidad de 

adherirse al plástico en cultivo, expresión de CD73, CD90 y CD105, ausencia de 

CD34, CD45, CD14 y HLA-DR, y la diferenciación hacia adipocitos, condrocitos y 

osteocitos bajo condiciones específicas de inducción (Dominici, Le Blanc et al. 

2006).  
  

En el organismo adulto, las CEM se encuentran dentro de sitios específicos 

conocidos como nichos. Se denomina nicho a un microambiente tisular localizado 

capaz de albergar y mantener a una o más células troncales, preservando sus 

características. Para ser considerado como tal, un nicho debe ser capaz de captar 

y mantener a otras células troncales cuando las anteriores han sufrido daño o han 

sido utilizadas; demostrando entonces que ésta propiedad es localizada y no una 

característica general del tejido (Hoggatt and Scadden 2012). La existencia de 

sitios tisulares con características de nicho que albergan CEM en el modelo 

murino se ha demostrado en prácticamente todos los órganos (Nilsson, Johnston 

et al. 2001). Existe evidencia de un origen perivascular de las CEM, por lo que los 

órganos con flujo sanguíneo tendrán CEM asociadas a las paredes vasculares 
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(Putnam 2014, Oh and Nor 2015). Históricamente, el sitio más común para la 

obtención de células estromales mesenquimales ha sido la médula ósea, sin 

embargo, el proceso de obtención puede ser doloroso e invasivo, además de 

conseguir una baja frecuencia de obtención de dichas células (0.001-0.01%, y 

decrece con la edad) (Pittenger, Mackay et al. 1999). Como alternativa, las CEM 

se han aislado de múltiples tejidos en muchas especies, tales como tejido adiposo, 

cartílago articular, tejido dental, endometrio, piel, órganos y tejidos perinatales 

(líquido amniótico, membrana amniótica, placenta, gelatina de Wharton, tejido de 

cordón umbilical, sangre de cordón umbilical) (Wan, Cheng et al. 2008, Billing, Ben 

Hamidane et al. 2016, Camilleri, Gustafson et al. 2016), e incluso cerebro (Hou, 

Cao et al. 2003). 
 
Terapia de reemplazo celular 
 

El objetivo principal del conocimiento de la Biología y Fisiología de las CT 

es la búsqueda de su aplicación exitosa en terapias de reemplazo celular. Éste 

tipo de tratamientos, conocidos en conjunto como Citoterapia, tiene su origen a 

principios Siglo XX con la colaboración de diferentes científicos cuyo principal 

objetivo era la prolongación de la vida humana individual y el revitalizamiento de 

las personas a través de técnicas radicales, entre las que destacan los estudios de 

aloinjertos y xenoinjertos en humanos de Serge Voronoff (1866-1951), los 

orígenes de la ciencia de Ingeniería de Tejidos y preservación de órganos y tejidos 

en ambientes extracorpóreos de Alexis Carrel (1873-1944), y la Zellular-therapie 

de Paul Niehans (1882-1971), quien inyectaba a sus pacientes con células 

obtenidas de órganos específicos de animales, dependiendo de la patología a 

tratar, e incluso células humanas obtenidas a partir de productos abortados 

(Haubold 1954, Augier, Salf et al. 1996, Lefrere and Berche 2010). 

 

Hoy en día con el avance de las Ciencias Médicas y Biológicas, estas 

técnicas de origen rudimentario se han refinado a muy altos niveles. Comenzando 

desde los estudios de trasplante de médula ósea, y por consiguiente de 

progenitores celulares, en 1939 se realizó el tratamiento de anemia aplásica con 
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transfusiones sanguíneas e inyección intravenosa de médula ósea (Munoz, Shah 

et al. 2014). Para el año de 1957, E. Donall Thomas. realizó los primeros 

trasplantes alogénicos de médula ósea en pacientes en tratamiento por leucemia 

(Thomas, Lochte et al. 1957). A partir de éstos primeros resultados 

experimentales, la citoterapia ha avanzado y se ha diversificado hasta su estado 

actual, en el que las técnicas se han refinado y el conocimiento de varias 

patologías susceptibles a éste tratamiento se ha profundizado. Se puede clasificar, 

en términos generales, a la citoterapia dependiendo del tipo celular potencialmente 

utilizable: trasplante de precursores hematopoyéticos, citoterapia alogénica 

(Kroger, Giorgino et al. 2015, Tsushima, Sakurai et al. 2015), terapia con 

precursores neurales (Bonnamain, Neveu et al. 2012, Tincer, Mashkaryan et al. 

2016), terapia con células embrionarias y pluripotentes inducidas (Leeper, Hunter 

et al. 2010, Ghaedi and Niklason 2016, Gill, Hung et al. 2016), y terapia con CEM 

(Zaher, Harkness et al. 2014, You, Namgoong et al. 2015).  

 

En México, para trabajar con células troncales, se requiere una autorización 

sanitaria y el centro debe contar con un Comité interno de trasplantes. Está 

prohibido comerciar con células de cualquier tipo y se requiere permiso especial 

para sacarlas del territorio nacional (Ley General de Salud) (Hurtado 1984). No 

existen sanciones para la experimentación con células embrionarias, sin embargo, 

en el Distrito Federal está prohibido utilizar gametos para propósitos no 

autorizados por los donantes y no está autorizada la creación de blastocistos para 

fines distintos a la procreación (Codigo Penal DF) (Obrador 2002). Debido a la 

falta de una legislación clara al respecto, se ha frenado hasta cierto punto el 

desarrollo del estudio de células troncales. A pesar de esto, existen varias 

instituciones públicas y privadas que se dedican a la investigación con CT de 

distintos orígenes, y existen reportes de resultados de la utilización de terapia 

celular como: la utilización de células troncales embrionarias en un modelo murino 

de lesiones traumáticas oculares, observándose disminución de la inflamación y 

recuperación de la integridad histológica (Vazquez-Zapien, Rojas-Lopez et al. 

2014).  Por otro lado, se ha demostrado que el trasplante de células troncales 
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mesenquimales en una avulsión de la raíz espinal en un modelo murino tienen 

efecto neuroprotector y de reinervación después de la avulsión (Torres-Espin, 

Corona-Quintanilla et al. 2013).   

 

El desarrollo de la citoterapia aplicada en Medicina Veterinaria ha seguido 

un curso más libre y legalmente menos restringido, sin embargo sólo existen 

algunos reportes de casos clínicos de distinta índole y en varias especies 

alrededor del mundo. En la actualidad, la investigación para el tratamiento y cura 

de distintos padecimientos degenerativos en Medicina Veterinaria no se centra 

únicamente en la utilización de fármacos ya que éstos por lo regular son 

únicamente útiles para atenuar o disminuir algunos de los signos de la enfermedad 

y en la mayoría de los casos tienen el inconveniente de presentar efectos 

colaterales indeseables, y se debería centrar en la búsqueda de alternativas, 

siendo un buen ejemplo la citoterapia. Acorde con estos antecedentes, resulta de 

gran relevancia en Medicina Veterinaria y particularmente la clínica de pequeñas 

especies y de equinos utilizar todas las herramientas necesarias para la 

investigación y uso potencial de las CT ya que en todas estas especies se 

presentan padecimientos de importancia médica, tales como osteoartritis, 

tendinitis, diabetes y procesos neurodegenerativos (Fortier and Travis 2011) ,que 

cada vez se presentan con mayor frecuencia en la práctica clínica y la mayoría de 

estas enfermedades permanece sin un tratamiento definitivo o sin el 

restablecimiento de las funciones biológicas de los tejidos lesionados. 

 

La terapia de reemplazo con CT en Medicina Veterinaria es una estrategia 

que cobra cada día mayor importancia a nivel experimental y de forma clínica, esta 

técnica consiste en introducir células caracterizadas y bien definidas por su 

potencial de diferenciación y especialización celular en tejidos dañados o 

enfermos para promover su reparación o completa substitución. Éste potencial de 

regeneración, así como el de promoción de los mecanismos endógenos que 

presentan las CT las hace una alternativa fuerte y viable para corregir o mejorar el 

estatus de los pacientes con falla orgánica o tisular considerable, con un riesgo 
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menor considerando otras alternativas terapéuticas invasivas (Parekkadan and 

Milwid 2010). 

 

Células Estromales Mesenquimales (MSCs) 
 

Las Células Estromales Mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés) tienen su 

origen embrionario en el mesodermo, se ha demostrado que estas células pueden 

ser aisladas del estroma de algunos órganos en el adulto o en el desarrollo como 

la médula ósea, el músculo estriado esquelético, el tejido adiposo, el tendón, la 

sinovia y el periostio (Fortier and Travis 2011, Boxall and Jones 2012, Burk, 

Ribitsch et al. 2013). Sin embargo, no todas poseen una capacidad alta de 

diferenciación celular cuando son expandidas en cultivo hacia otros linajes 

celulares (Mundra, Gerling et al. 2013) y presentan una baja tasa de 

autorenovación y proliferación (Jones and Wagers 2008, Penny, Harris et al. 

2012), por lo que resulta de vital interés encontrar una fuente celular de CEM que 

cumpla estas características (Dominici, Le Blanc et al. 2006). 

 

 De acuerdo a lo estipulado por la Sociedad Internacional para la Terapia 

Celular [en inglés International Society for Cellular Therapy (ISCT)], las 

características mínimas que deben de tener las CEM son (Horwitz, Le Blanc et al. 

2005):  

 

1) Capacidad de adherirse a la superficie de cultivo.   

 

2) Presencia de antígenos específicos de superficie.  En CEM de humano se 

propone al menos Sca1, Sto1, CD105, CD73 y CD90, esto con la finalidad 

de identificar qué células son realmente precursoras y con ello incrementar 

la eficiencia de proliferación. 

 

3) Capacidad de diferenciarse en los tres linajes distintos, osteoblastos (BAP, 

hidroxiapatita y osteocalcina), condrocitos (CD44, agrecano, colágena tipo II 

y IV) y adipocitos (ALBP, FAT, leptina). 
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Las CEM, como ya se mencionó previamente, son un gran ejemplo clásico 

e importante de la potencialidad de la terapia celular. Se pueden encontrar de 

manera relativamente sencilla en tejidos adultos (principalmente en tejido adiposo 

y en la médula ósea) y en tejidos embrionarios (como la placenta y el cordón 

umbilical), su importancia radica en su fácil proliferación in vitro y en su capacidad 

para generar diversos fenotipos celulares bajo condiciones de inducción 

específicas; desde tipos celulares mesenquimales como condrocitos, osteoblastos 

y adipocitos, hasta células especializadas como las pancreáticas, hepatocitos, 

miocitos e incluso neuronas por citar algunas (Parekkadan and Milwid 2010). 

 

 En Medicina Veterinaria, existe un gran interés por el desarrollo de nuevas 

técnicas que apoyen o reemplacen los métodos terapéuticos actuales, y la 

investigación y uso clínico de las CEM no es una excepción. Desde el uso de 

animales como modelo de enfermedades que afectan al humano hasta el 

tratamiento de enfermedades propias de cada especie, existen diversas líneas de 

investigación en las cuales se busca la aplicación de las CEM y otros tipos 

celulares como base de una terapia regenerativa. Es de especial importancia 

mencionar el papel del perro (Canis lupus familiaris) y del equino (Equus ferus 

caballus) dentro del desarrollo de la Medicina Veterinaria, debido a su estado 

como animales de alta estima y de compañía, y la gama de tratamientos 

potenciales derivada del estudio de las células troncales que se pueden aplicar a 

éstas especies (Kisiel, McDuffee et al. 2012, Burk, Berner et al. 2016, Gonzalez-

Fernandez, Perez-Castrillo et al. 2016, Khojasteh, Fahimipour et al. 2016, Kim, 

Song et al. 2016). 

 

En el caso del perro, diversos estudios se han llevado a cabo, desde 

caracterización básica de las células (Vieira, Brandalise et al. 2010, Spencer and 

Lopez 2011) hasta estudios clínicos (Reich, Raabe et al. 2012, Filioli Uranio, 

Dell'Aquila et al. 2014, Kim, Lee et al. 2016), con resultados variables pero de 

importancia para el desarrollo del campo de la medicina regenerativa veterinaria. 
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Las fuentes celulares más estudiadas en la especie son las células 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADMSCs, por sus siglas en inglés), y 

las derivadas de médula ósea (BMMSCs, por sus siglas en inglés). En estudios 

comparativos, se han encontrado similitudes en expresión de mRNA para los 

genes de pluripotencia Oct3/4 y Sox2, y niveles más elevados de Nanog en 

ADMSCs (Takemitsu, Zhao et al. 2012). De acuerdo con los hallazgos de Vieira et 

al (Vieira, Brandalise et al. 2010), las ADMSCs expresan, a partir del cuarto 

pasaje, CD29, CD44 y CD90, y son negativas a CD45; sin embargo, un 10% 

fueron positivas a CD34. Por otra lado se ha documentado, que las ADMSCs 

derivadas de muestras de grasa subcutánea tuvieron un mayor rendimiento celular 

y llegaron a confluencia en cultivo de manera significativamente más rápida, que 

las muestras de grasa abdominal (Reich, Raabe et al. 2012). De igual manera 

demostraron la expresión de los marcadores de pluripotencia Oct4, Nanog y Sox2. 

En otro estudio, se caracterizó a las células por medio de citometría de flujo 

evaluando la expresión de proteínas de superficie, y se observó que, tanto de 

tejido adiposo como de médula ósea, fueron CD90+, CD44+, MHC I+, CD14-, 

CD29-, CD34-, MHC II-. Utilizando RT-PCR, se caracterizó aún más la expresión 

celular y se obtuvo como resultado células CD105+, CD73+, CD14+, CD29+, MHC 

II+, CD45- a nivel mRNA. Éste hallazgo de CD14, CD29 y MHC II demostró que 

los resultados de los estudios transcripcionales no siempre se traducen como 

proteínas (Screven, Kenyon et al. 2014). 

 

El uso de ADMSCs representa grandes ventajas en comparación con otras 

fuentes de tejido, principalmente por su facilidad de obtención y las grandes 

cantidades de tejido que pueden extraerse de manera segura, menos invasiva y 

dolorosa para el paciente. Adicionalmente, las células derivadas de tejido adiposo 

muestran una buena respuesta a la criopreservación en una solución de 10% con 

sulfóxido de dimetilo (DMSO) y 90% de suero fetal bovino, obteniéndose un buen 

porcentaje de viabilidad y de conservación de marcadores de superficie  (Renzi, 

Lombardo et al. 2012, Dariolli, Bassaneze et al. 2013, Davies, Smith et al. 2014). 

En el caso específico de ADMSCs de perro, se han mantenido en criopreservación 
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con la anterior fórmula por hasta 12 meses sin cambios considerables en su 

expresión de marcadores o potencial de diferenciación, pero sí se observaron 

diferencias considerables en su potencial de proliferación. Se encontró, además, 

una reducción en la actividad de telomerasa, sin que esto afectara 

considerablemente el potencial de éstas células in vitro  (Martinello, Bronzini et al. 

2011). 

 

Plasticidad de las células troncales 

En el adulto se lleva a cabo el proceso de reemplazo celular y la regeneración de 

tejidos, para mantener la homeostasis, por un tiempo se pensó que las células 

troncales adultas (CTA) tenían una capacidad de autorrenovación y diferenciación 

restringidas, de manera que las CTA residentes en un tejido solo generan los tipos 

de células maduras correspondientes a su tejido de origen y no cruzan los límites 

del tejido para generar diferentes linajes celulares, en comparación con las CT 

derivadas de tejidos embrionarios (Clarke and Frisen 2001, Wagers and Weissman 

2004). Sin embargo, experimentos recientes han demostrado que algunas de 

estas CTA pueden diferenciarse a tipos celulares diferentes al de su origen 

embrionario, bajo ciertas circunstancias las células sufren una conversión de una 

célula de un linaje definido a una célula de un linaje totalmente diferente, con la 

pérdida concomitante de los marcadores del tejido en función del tipo celular 

original y la adquisición de marcadores y la función del tipo de célula 

transdiferenciada especifica (Blau, Brazelton et al. 2001). Esta “habilidad 

biológica”, se fundamenta en la capacidad que tienen de alterar drásticamente su 

fenotipo en respuesta a los cambios del microambiente donde se desarrollan, y se 

le conoce en la actualidad como “fenómeno de plasticidad” (Wagers and 

Weissman 2004). Se ha confirmado la diferenciación de células troncales 

hematopoyéticas (CTH) hacia músculo esquelético (Stromberg, Jansson et al. 

2013), músculo cardiaco (Carvalho, Verma et al. 2015), tejido endotelial (Jackson, 

Majka et al. 2001) y tejido neuronal (Lang, Nishimoto et al. 2016).  

 

En este estudio, se busca caracterizar un nicho de células multipotenciales 
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en el tejido adiposo subcutáneo de caninos para su potencial uso en terapias 

regenerativas de esta especie y lo más importante que represente un método poco 

invasivo y de fácil procuración y disposición. Los resultados obtenidos de esta 

investigación nos permitirán elucidar en el establecimiento de algunos de los 

criterios para su posterior uso terapéutico en la Medicina Veterinaria ya que 

podrían ser usadas en tratamientos alogénicos criopreservando y obteniendo un 

banco de células para su pronta disponibilidad. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

 
 
La caracterización y manipulación in vitro de las células mesenquimales aisladas 

del tejido adiposo en Canis lupus familiaris, permitirá establecer nuevas líneas de 

investigación en Medicina Veterinaria, favoreciendo el estudio de nuevas 

alternativas de tratamiento y/o desarrollo de nuevas terapéuticas. 
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IV. OBJETIVOS 

 

Objetivo General: 

 

Cultivar, aislar y caracterizar las células mesenquimales de tejido adiposo 

de Canis lupus familiaris. 
Objetivos Específicos: 

 

a) Aislar muestras de tejido adiposo. 

b) Obtener células estromales a partir de tejido adiposo de perro. 

c) Cultivar y hacer proliferar a las células estromales. 

d) Caracterizar las células estromales. 

e) Determinar expresión de marcadores de superficie celular mediante 

técnica de inmunofluorescencia indirecta. 
f) Criopreservar y verificar la factibilidad para establecimiento de un banco 

celular. 
g) Determinación de la expresión de genes relacionados con pluripotencia 

(NANOG, POU y SRY). 

 



21 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.   HIPÓTESIS 

 

Existen células estromales mesenquimales en tejido adiposo de la especie 

Canis lupus familiaris, y pueden ser aisladas con la finalidad de obtener un banco 

celular caracterizado para su futura aplicación en Medicina Veterinaria.  
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

El estudio se realizó en el Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y 

Diseño del Estado de Jalisco, A.C. 

 

Tipo de estudio: Estudio experimental. 

 

1) Muestra animal. 

 

Se utilizaron tres perros adultos, machos, de 2.5, 4 y 6 años de edad (32.5, 

6.3, 11.0 kg respectivamente) fueron seleccionados como una muestra 

representativa (80% confiabilidad). Los individuos fueron intervenidos 

quirúrgicamente por el médico veterinario responsable de la clínica, con la 

finalidad de obtener una muestra de tejido graso de aproximadamente 5 gramos, 

previo consentimiento informado del propietario. Antes de la intervención, a todos 

los animales seleccionados se les midieron las constantes fisiológicas de acuerdo 

a las políticas internas del establecimiento donde se realizó la cirugía, con la 

finalidad de constatar el estado general de salud.  

 

1.1)  Procedimiento Anestésico Local. 
 

Antes de realizar el procedimiento quirúrgico se administró por vía oral 

acepromacina (Calmivet, Vétoquinol de México) únicamente como tranquilizante 

general (1-3 mg/kg por vía oral, no menos de 60 min antes del procedimiento de 

obtención de tejido adiposo, Hall, L.W and K.W. Clarke 1983). La anestesia local, 

con 0.5 ml de lidocaína al 2% más epinefrina (PISA, México), fue realizada 
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mediante infiltración subcutánea en región dorsal. Posterior a esto, se procedió a 

la desinfección, depilación y embrocado del sitio para tomar la muestra de tejido 

adiposo.  

 

2) Toma de muestra. 

 

La obtención de tejido adiposo se realizó a partir de tejido subcutáneo del 

dorso en perro (Canis lupus familiaris) (Fig. 2). Se tomaron aproximadamente 5 g 

de tejido adiposo de la región dorsal interescapular, con incisión regional, teniendo 

mucho cuidado de no lastimar estructuras circundantes o tejido muscular. Una vez 

recolectada la muestra esta fue procesada para su cultivo y posterior proliferación 

celular. 

 

 
Figura 2. Esquema del sitio de la toma de muestra. Se observa el sitio anatómico 
dorsal de la toma del tejido graso subcutáneo, para su posterior procesamiento. 
 
 
3) Transporte de la muestra. 
 

Se recolectó de forma individual mediante técnica quirúrgica la muestra de 

tejido graso y se introdujo en un tubo cónico estéril conteniendo medio de cultivo 

DMEM fresco (Gibco, USA) y suplementado con 15% de suero fetal bovino (SFB)  

(By Poducts, México). Durante todo el transporte se mantuvo a 4°C hasta su 

procesamiento en el laboratorio. 
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4) Cultivo primario de células mesenquimales. 

 

Se partió de una muestra de tejido adiposo (mínimo 3 gr) la cual se 

transportó en medio DMEM y hielo (4°C). Posteriormente, dentro de una campana 

de flujo laminar la muestra se colocó en una caja Petri de 30 mm estéril y se lavó 

por 2 ocasiones con PBS estéril. El tejido fue fragmentado en pequeños trozos con 

la ayuda de un bisturí y se traspasó a un tubo falcon de 50 ml. Se llevó a cabo la 

disgregación del tejido con 5 ml de colagenasa tipo II (Invitrogen, USA) al 0.2% en 

PBS y se incubó durante 45 min a 37°C (SERIES 8000 DH CO2 Incubator, Thermo 

Scientific). A continuación, se agregó un volumen igual de medio de cultivo DMEM 

con 10% de SFB y se centrifugó (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Ger.) a 1500 rpm 

por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el botón celular se 

resuspendió en 2 ml de medio DMEM KO (Gibco, USA) suplementado con 10% de 

SFB, 2mM L-Glutamina (Thermo Fisher Scientific, USA) y 1% de penicilina-

estreptomicina (Gibco, USA). Enseguida se realizó la prueba de viabilidad celular 

(Azul tripano [Sigma-Aldrich, USA]) y se evaluó la densidad de siembra con la 

ayuda de un hematocitometro. Finalmente se sembraron las células en un frasco 

de cultivo (25 cm2) y se mantuvieron a 37°C y 5% CO2. Una vez adheridas las 

células de grasa al fondo del frasco de cultivo celular, se eliminaron todas las 

células no adherentes, tales como eritrocitos, mediante el cambio de medio cada 

tercer día.  El pasaje celular se realizó después del 80% de confluencia. Después 

de tres pasajes se mantuvo su expansión hasta llegar a una confluencia cercana al 

80-85%. Una vez alcanzada esta densidad celular, las células obtenidas fueron 

congeladas en crioviales de 1.5 ml conteniendo una solución de 10% dimetil 

sulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) y 90% SFB. Se disminuyó la temperatura 

de los viales gradualmente hasta -80°C, y se mantuvieron en congelación hasta su 

posterior uso. 

  

5) Crio-preservación. 
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La crio-preservación fue realizada empleando medio de crio-preservación que 

contiene básicamente medio de cultivo celular suplementado con 20% de SFB 

además de contener 5 al 10% del crio-preservante DMSO. Como a continuación 

se enumera: 

 

1. Se preparó el medio de crio-preservación a 4°C  

2. Se retiró de la incubadora la botella con las células y se colocó en la campana 

de flujo laminar. 

3. Se realizó el lavado con PBS (1x) o solución Hanks estéril dejándolo correr por 

un lado de la botella y homogenizarlo posteriormente en la superficie en donde se 

encuentran adheridas las células.  

4. Se realizó el desprendimiento celular con TrypLE Express (Thermo Fisher 

Scientific, USA) o con ayuda de scraper en los casos donde el agente enzimático 

no desprendió las células.  

5. Se centrifugó la suspensión celular a 1500 rpm durante 5 minutos. 

6. Se resuspendió la pastilla con medio celular fresco y se realizó el conteo celular. 

7. Finalmente se tomó la cantidad necesaria de la suspensión celular para obtener 

un millón de células. 

8. Se adicionó un ml de medio celular de crio-preservación frío para que no 

resultase tóxico para las células. 

9. Se colocaron los viales dentro de la cámara de isopropanol y se almacenaron a 

-80°C durante 24 h.  

10. Finalmente se transfirieron los viales de la cámara de isopropanol al tanque de 

nitrógeno líquido para su posterior uso. 

 

6) Análisis de viabilidad celular por ensayo de MTT: 

 

Para la determinación in vitro de las MSCs viables se utilizó el ensayo de MTT, 

para lo cual se utilizó un Kit (SIGMA No. de Cat. TOX1-1kT), el cual mide la 

actividad de las células vivas a través de las deshidrogenasas mitocondriales. Las 

deshidrogenasas mitocondriales de células viables se unen a un anillo de 
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tetrazolio, produciendo cristales púrpuras de formazán. Los cristales se disuelven 

en DMSO y la solución púrpura resultante se midió en un espectrofotómetro 

(xMark, Bio-Rad, USA) a una longitud de onda de 595 nm. Posteriormente, se 

midió la absorbancia de fondo de la placa de 96 pocillos a 655 nm y se restó de la 

medición de 595 nm para eliminar así el error producido y finalmente calcular la 

viabilidad celular de cada muestra, pudiendo así comparar la absorbancia de las 

diferentes condiciones (50 µM y 100 µM) con la del control negativo, el cual 

corresponde a las células sin tratamiento. 

 

Viabilidad celular: 

 

Se determinaron las células viables mediante una cinética con la prueba MTT 

comparando las diferentes concentraciones durante los días 3, 7, 9 y 11 de 

proliferación. La prueba fue realizada en placas de 24 pozos con triplicados y con 

1000 células/pozo. Los resultados de la prueba fueron analizados por un 

espectofotómetro de micro placas (xMark, Bio-Rad, USA) a 595nm y se 

compararon resultados. 

 

7) Inmunofluorescencia Indirecta. 

 

A partir de un cultivo entre un 80-90% de confluencia las células fueron 

desprendidas con TrypLE Express, enseguida se realizó el conteo de células en 

hematocitometro y Azul tripano, se sembraron 20,000 células en cámaras Labteck 

chamber slides 8 well (Thermo Fisher Scientific, USA) y se incubaron durante 24 h 

a 37°C y 5% CO2. Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehído al 

4% (Sigma-Aldrich, USA) durante 30 min a T.A., luego se permeabilizaron con 

PBS-Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, USA)  al 0.05% por 30 min a T.A., enseguida se 

procedió a bloquear los sitios inespecíficos con suero normal de cabra (SNC) al 

10% en PBS por 1 h a T.A., seguidamente se lavaron las células una vez con PBS 

por 5 min. Posteriormente, se incubaron a 4°C toda la noche con los siguientes 

anticuerpos primarios: mouse anti-CD105 (Abcam, UK), mouse anti-CD90 (Abcam, 
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UK), mouse anti-CD44 (Abcam, UK), rabbit anti-CD45 (Abcam, UK) y rabbit anti-

Integrina beta 1 (Abcam, UK) a una dilución 1:200. Después se lavaron las células 

por 3 ocasiones con SNC al 1% por periodos de 5 min. Seguidamente, las 

muestras fueron incubadas por 2 h a T.A. y en oscuridad con los siguientes 

anticuerpos secundarios Alexa Flour 488 Goat Antimouse IgG (Molecular Probes, 

USA) y Alexa Fluor 594 Goat Antirabbit IgG (Molecular Probes, USA) a una 

dilución 1:1000. Luego, se lavaron con PBS por tres ocasiones de 5 min cada una, 

se dejaron secar y a continuación se montaron con un cubreobjetos con 

Fluoromont (Sigma-Aldrich, USA) y DAPI (Sigma-Aldrich, USA), enseguida se 

dejaron polimerizar por 45 min a T.A. en oscuridad. Finalmente, las muestras se 

observaron bajo el sistema confocal TCS SPE RGVB, microscopio DM5500B-CS y 

el software de captura LASX de Leica.  

 
Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario 

CD105 [1:200] Alexa Fluor anti-mouse 488 [1:1000] 

CD90 [1:200] Alexa Fluor anti-mouse 488 [1:1000] 

CD45 [1:200] Alexa Fluor anti-rabbit 594 [1:1000] 

CD44 [1:200] Alexa Fluor anti-mouse 488 [1:1000] 

Anti-Integrina beta 1 [1:200] Alexa Fluor anti-rabbit 594 [1:1000] 
Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios y secundarios y el factor de dilución utilizada durante la 

etapa de caracterización. 

 

8) Extracción de RNA, Retro-transcripción (RT-PCR) y PCR en tiempo real 

(RT-qPCR).  

 

La extracción de RNA se realizó utilizando TRIzol reagent (Invitrogen, USA) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. La concentración de RNA aislado se 

cuantificó a 260/280 nm (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, USA). El cDNA fue 

sintetizado (Veriti Thermal Cycler, Applied Biosystems, USA) mediante una 

reacción transcriptasa reversa (SuperScript III First-Strand, Invitrogen, USA) 

usando 250 ng de RNA total. Posteriormente, se realizo una RT-PCR cuantitativa 

relativa (QuantStudio 3, Applied Biosystems, USA), los primers específicos 
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utilizados fueron OCT/P0U5F1, SOX2 y NANOG (TaqMan-FAM, Applied 

Biosystems, USA), ver tabla 2. Los niveles de expresión de OCT/P0U5F1, SOX2 y 

NANOG se normalizaron al nivel de expresión del gen constitutivo 18S. Se usaron 

5 µl de cDNA en un volumen final de 12 µl, ver tabla 3. Se estandarizaron las 

condiciones de amplificación de la siguiente manera: 

Una incubación inicial de 2 min a 50ºC, 95 ºC por 10 min, 45 ciclos a 95ºC por 15 

seg, 60ºC por 60 seg y 40ºC por 30 seg. 

 

Símbolo 

del gen 

Nombre del gen Primer secuencia Tamaño 

del 

amplicón 

NANOG NANOG 

homeobox 

For  CCTGCATCCTTGCCAATGTC 

Rev  TCCGGGCTGTCCTGAGTAAG 

101 pb 

OCT4/PO

U5F1 

POU class 5 

homeobox 1 

For  AGAAGGATGTGGTCCGAGTG 

Rev  CCCAGCAGCCTCAAAATCCT 

77 pb 

SOX2 SRY (sex 

determining region 

Y)-box 2 

For  AACCCCAAGATGCACAACTC 

Rev  CGGGGCCGGTATTTATAATC 

91 pb 

Tabla 2. Primers empleados en el ensayo de RT-PCR para la expresión génica del mRNA de 

pluripotencia.   

 

Reactivo Volumen 

Master Mix PCR 2X 6 µl 

Sonda/Primer 20X 0.6 µl 

Cdna 5 µl 

Agua libre de nucleasas 1.6 µl 

Total  12 µl 
Tabla 3. Reactivos y volumen por cada reacción de 12 µl para el ensayo de RT-qPCR.  

 

9) Análisis Estadístico. 

 

Los resultados son expresados por la media ± el error estándar de la media. 
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El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA seguida de una prueba 

poshoc T3 de Dunnet, con la ayuda del software Graph Pad v5.0, para el cálculo 

de los valores de probabilidad. Se espera que más del 50% de las células 

obtenidas de las muestras de tejido adiposo de perro donadas de una clínica 

veterinaria presentan los marcadores típicos de células mesenquimales, de ahí 

que con una n=3, se obtiene la probabilidad de más del 85% de que al menos una 

presente células con los marcadores adecuados. Calculo del tamaño de la 

muestra: (0.49) (0.49) (0.49) = (0.49)3 = 0.117. p = 1.0 - 0.117 = 0.883. 
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VII. RESULTADOS 

  

Evaluación clínica de los sujetos de estudio. 

 

Para determinar el correcto estado de salud tres perros fueron seleccionados 

aleatoriamente para la toma de una pequeña muestra de tejido adiposo de la parte 

dorsal del cuerpo, a nivel preescapular. Se obtuvieron las constantes fisiológicas y 

fueron seleccionados aquellos perros sin antecedentes o padecimientos clínicos 

previos. 

 

 

Obtención cultivo primario. 

Para la correcta caracterización de las células obtenidas del tejido adiposo de 

perros fue necesario su cultivo y expansión in vitro, para lo cual se desarrolló el 

siguiente protocolo previamente descrito y ejemplificado en Fig. 3. Se obtuvieron 5 

g de grasa subcutánea de perros y se transportaron en medio celular especial 

para transporte, posteriormente una vez en el laboratorio se realizaron lavados 

con PBS 1x y se procedió a la fragmentación mecánica y posteriormente 

enzimática del tejido. Una vez realizado este procedimiento las células fueron 

sembradas en cajas de cultivo celular e incubadas a 37° C con una mezcla 95%-

5% (O2–CO2 respectivamente). Al tercer día de sembrado las células presentan 

una morfología tipo fibroblastoide de aproximadamente 50 – 100 µm de longitud 

por célula, siendo comparable con la barra de escala tomada en la microfotografía 

y con la característica de ser adherentes a la superficie de la caja de cultivo, al 

igual que las MSCs obtenidas de una línea celular humana utilizada como control 
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(Fig. 4).  

 

 
 
Figura 3. Esquema representativo del aislamiento de células troncales mesenquimales a partir de 
una muestra de tejido adiposo canino.  
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Figura 4. Células obtenidas por cultivo primario. Microfotografías representativas de células 
adiposas caninas (A-B), células adiposas mesenquimales humanas (C) y fibroblastos epidérmicos 
humanos (D). Barra = 100 µm. 
 
 
Ensayo de MTT 
 
La prueba de viabilidad celular MTT realizada durante los días 3, 7, 9 de cultivo, 

nos confirmó que no existe una diferencia estadísticamente significativa, según el 

método ANOVA propuesto, entre la densidad celular y viabilidad de las células 

obtenidas de cultivo primario de grasa canina con la línea celular de MSCs 

humanas (Fig. 5).  
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Figura 5. Ensayo de viabilidad celular. Se puede observar que no existe diferencia entre los cultivos 

primarios de tejido adiposo canino (CTAp) y la línea celular de células troncales mesenquimales 

humanas (hMSCs). 

 

Caracterización del cultivo primario. 

 

Para conocer si las células obtenidas por cultivo primario, durante el proceso de 

aislamiento y proliferación celular, presentaban marcadores de células troncales 

mesenquimales, se realizó una batería de marcaje con los siguientes anticuerpos; 

CD44, CD45, CD90 e integrina, marcadores de superficie encontrados en las 

MSCs. Al realizar las inmunotinciones encontramos que las células obtenidas de 

cultivo primario de tejido adiposo de perro en comparación con las MSCs 

humanas, las cuales fungieron como control, co-expresaban las siguientes 

proteínas de superficie en un 85% +/- 5% para células CD 44+, CD45+, CD105+ al 

igual que las MSCs humanas e Integrina (-) (Fig. 6-8).  
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Figura 6. Microfotografías de marcaje inmunofluorescente sobre las células adiposas adherentes 
caninas.  Se observa un marcaje positivo sobre el marcador de pluripotencia CD44, así como, una 
señal fluorescente sobre el marcador hematopoyético CD45 en  las células adiposas aisladas. 
Barra = 100 µm (MSC = Células estromales mesenquimales de perro, cada uno de los sujetos 
donadores se muestra en la imagen; AMSC= células estromales mesenquimales derivadas de 
tejido adiposo humano, en este ejemplo). 
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Figura 7. Microfotografías de tinción inmunofluorescente sobre las células adiposas adherentes 
caninas.  Se observa una marca posotiva sobre el marcador de pluripotencia CD90, así como, una 
señal débil sobre el  marcador hematopoyético Integrina en las células adiposas aisladas. Barra = 
100 µm (MSC = Células estromales mesenquimales de perro, cada uno de los sujetos donadores 
se muestra en la imagen; AMSC= células estromales mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
humano, en este ejemplo).    
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Figura 8. Microfotografías de tinción inmunofluorescente sobre las células adiposas adherentes 
caninas.  Se observa un marcaje positivo sobre el marcador de pluripotencia CD105. Barra = 100 
µm (MSC = Células estromales mesenquimales de perro, cada uno de los sujetos donadores se 
muestra en la imagen; AMSC= células estromales mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
humano, en este ejemplo). 
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Análisis de la expresión génica. 

 

Una vez realizada la identificación del linaje y el marcaje de proteínas en la 

superficie celular, se realizó el análisis de expresión génica de los genes NANOG, 

POU5F y SOX2 mediante la técnica de RT-qPCR para ver la capacidad de 

pluripotencia asociada a marcadores expresados en las células troncales 

embrionarias y etapas muy tempranas del desarrollo en organismos pluricelulares 

como previamente se ha descrito (Han, Han et al. 2014). Por otra parte, las células 

MSC derivadas y expandidas de tejido adiposo expresaron de forma positiva para 

el factor de transcripción SOX2 (Fig. 9) y no así para NANOG (Fig. 10) o POU5F1 

(Fig. 11) en contraste con las MSCs humanas en donde sí se detectó la expresión 

de todos los genes. En este experimento se utilizo como control de ensayo el gen 

constitutivo 18S (Fig. 12).   

 
 

 
Figura 9.  Análisis de RT-PCR sobre las células caninas aisladas para evaluar la expresión del gen 
SOX2 implicado en la pluripotencia celular (C1, C2 – muestras de cultivos caninos; AMSC – 
Células estromales mesenquimales adiposas de origen humano; Control sin plantilla [NTC, por sus 
siglas en ingles]). 
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Figura 10.  Análisis de RT-PCR para la expresión génica del gen de pluripotencia NANOG (C1, C2 
– muestras de cultivos caninos; AMSC – Células estromales mesenquimales adiposas de origen 
humano; Control sin plantilla [NTC, por sus siglas en ingles]). 
 
 

 
Figura 11.  Análisis de RT-PCR para la expresión del gen POU5F1. (C1, C2 – muestras de cultivos 
caninos; AMSC – Células estromales mesenquimales adiposas de origen humano; Control sin 
plantilla [NTC, por sus siglas en ingles]). 
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Figura 12.  Análisis de RT-PCR para la expresión del gen constitutivo 18S (C1, C2 – muestras de 
cultivos caninos; AMSC – Células estromales mesenquimales adiposas de origen humano; Control 
sin plantilla [NTC, por sus siglas en ingles]). 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

En los últimos años la terapia de reemplazo celular en pequeñas especies es una 

promesa cada día más alentadora, buscando satisfacer un mercado y una 

demanda específica en el sector de salud Veterinaria. Sin embargo, aún hace falta 

por definir varios factores. 

 

La obtención, aislamiento y caracterización de MSCs en humanos está bien 

definida y existe un criterio muy estricto de validación y estandarización para el 

uso terapéutico en humanos (Dominici, Le Blanc et al. 2006, Krampera, Galipeau 

et al. 2013). Sin embargo en Medicina Veterinaria, aún faltan lineamientos por 

definir es por esto que en esta investigación se propuso al tejido adiposo 

subcutáneo como una probable fuente de MSCs en perros. 

 

Las células troncales mesenquimales han demostrado tener grandes ventajas 

para su aplicación clínica, dada su gran capacidad de proliferación celular y una 

fuente fácil de obtención y aislamiento. Estudios anteriores afirman que el 

protocolo de obtención de células troncales mesenquimales de tejido adiposo 

depende de varios factores entre ellos la edad (Lee, Lee et al. 2016). Sin embargo, 

hay reportes en donde se obtienen buenos resultados en diferentes procesos 

patológicos con el uso de estas células. Es por eso que en este proyecto se 

propuso analizar la obtención de grasa de tejido subcutáneo y no grasa 

mesentérica como una fuente alternativa y de menor riesgo para un probable uso 

clínico veterinario. 

 

Primeramente se realizó, el análisis de la viabilidad y supervivencia celular 

después de ser obtenido el tejido graso, en donde no se encontró diferencia 

estadísticamente significativa en comparación con las células control, lo que 

demuestra una alta capacidad de dividirse y proliferar al igual que células 

obtenidas del mesenterio. Asimismo, se comprobó que una gran cantidad de 
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células podrían obtenerse en los primeros pasajes después de ser recolectadas al 

igual que una línea estandarizada de MSCs humanas. Sin embargo, durante la 

caracterización de las células de cultivo primario se observó como el antígeno de 

superficie de membrana CD45 fue positivo, algunos trabajos, así como la sociedad 

internacional de terapia celular consideran como una de las características básicas 

la ausencia o muy baja de expresión de este marcador (Horwitz, Le Blanc et al. 

2005, Kisiel, McDuffee et al. 2012, Screven, Kenyon et al. 2014, Li, Wu et al. 

2015). No obstante, al igual que en estudios previos se ha demostrado la 

presencia de niveles bajos de CD45 en algunas células mesenquimales obtenidas 

de tejido graso, el hallazgo de CD45 puede ser de forma transitoria ya que 

disminuye con los pasajes al igual que el marcador CD34 (Yu, Wu et al. 2010), tal 

vez esto sea observado por el sitio de obtención de la muestra, sin embargo, más 

estudios son necesarios para corroborar este hallazgo. Por otra parte, se observó 

una marca positiva para los demás marcadores de superficie confirmando las 

características que definen una población de MSCs. 

 

Después de comprobar la expresión fenotípica de estos marcadores de superficie 

en los cultivos primarios de tejido graso (CD44, CD45, CD90, Integrina), se realizó 

un estudio de la expresión de factores transcripcionales involucrados en la 

proliferación y autorenovación, características indispensables de las MSCs. Al 

evaluar los resultados encontramos que las células de tejido adiposo expresan 

SOX2 marcador presente en otros linajes celulares como lo demuestran 

investigaciones previas (Saulnier, Loriau et al. 2016). Sin embargo, al igual que en 

otros trabajos previos la expresión de OCT4/POU5F y NANOG marcadores 

tempranos del desarrollo no fue detectada (Pierantozzi, Gava et al. 2011, Singh, 

Tripathy et al. 2013). Encontrando que las mejores condiciones fueron realizadas 

en el primer pasaje después de expandir el cultivo primario. Ya que al seguir 

proliferando o establecer ciclos de congelamiento/descongelamiento nos 

encontramos que las células con las características antes mencionadas dejan de 

proliferar y mueren. 

Este método al ser no invasivo abre una nueva ventana de oportunidades en la 
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clínica y terapéutica veterinaria, ya que expresan algunos marcadores 

previamente reportados en células mesenquimales obtenidas de tejido adiposo. 

Además, no comparte los marcadores de pluripotencia encontradas en células 

más primitivas y que por consecuente aplicados en un organismo pudieran llegar a 

generar tumores. Finalmente hacen falta más estudios para hacer más eficiente 

este procedimiento y obtener una población celular homogénea de mayor calidad.    
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IX. CONCLUSIONES Y 

PERSPECTIVAS 

 

En resumen, nosotros pudimos conseguir el aislamiento y proliferación de MSCs 

provenientes de tejido adiposo en perros, mediante un proceso poco invasivo y sin 

la necesidad de anestesiar de manera general al perro, lo cual ofrecerá ventajas al 

no depender de equipo de anestesia o mayores complicaciones durante el 

proceso anestésico. 

 

Los perros representan una invaluable herramienta como modelos de estudio y 

como animales de compañía, el estudio de las características evaluadas en este 

proyecto nos elucidará en saber y conocer el comportamiento de esta población 

de células mesenquimales en tejido subcutáneo y tratar de encontrar el correcto 

desarrollo de terapias para corregir algunos de los padecimientos más comunes 

en esta especie. Se pudo comprobar la similitud de las células obtenidas en el 

estudio con las que se han obtenido en otros estudios anteriores en humanos, por 

lo cual podríamos inferir un comportamiento experimental similar. Sin embargo, 

restan más experimentos para continuar evaluando el proceso de diferenciación 

celular y mejorar el proceso de crio preservación con el fin de obtener un banco de 

células troncales mesenquimales para una futura aplicación clínica en Medicina 

Veterinaria. 
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X. ABREVIATURAS 

 

CT Célula troncal 

MSCs Células troncales mesenquimales 

CTA Célula troncal adulta 

mg/kg Miligramos sobre kilogramo 

min   Minutos 

ml Mililitros 

g Gramos 

mm Milimetros 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium            

SFB Suero Fetal Bovino 

°C Grados centígrados 

PBS Phosphate Buffered Saline (Bufer Salino de Fosfatos) 

rpm Revoluciones por minute 

DMEM-KO Dulbecco’s Modified Eagle Medium KnockOut           

mM Milimolar  

cm2 Centímetro cuadrado 

CO2 Dióxido de carbon 

DMSO Dimetil Sulfóxido 

h Horas 

MTT Prueba de reducción de bromuro de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio a formazán 

nm Nanómetros  

µM     Micromolar  

SNC Suero Normal de Cabra 

TA Temperatura ambiente  

DAPI 4´, 6-diamino-2-fenilindol 
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RNA Ácido ribonucléico 

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real  

cDNA Ácido desoxiribonucléico complementario  

ng Nanogramos  

µl Microlitros 

pb Pares de bases 

µm Micrómetros 

µg Microgramos 
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