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Evaluacion de Células Troncales Mesenquimales Alogénicas en
Laminitis Cronica con Identificacion de los Receptores Purinérgicos
P2X en Biopsias de Tejido Lamelar

RESUMEN.

Introduccion: Laminitis es una enfermedad compleja del casco equino. Se caracteriza por el colapso del aparato
suspensor de falange distal (ASFD), la union entre el casco y la falange se debilita hasta que se pierde en su
totalidad, la falange distal es desplazada por la presion del peso del animal y fuerzas motoras hacia la suela del
casco, danando arterias y venas, destruyendo el corion de la suela y corona, causando profundo dolor y
claudicacién. Objetivos: Se espera demostrar que las células troncales mesenquimales de médula dsea
alogénicas, administradas en los caballos que sufren de laminitis crénica por medio de perfusidon regional son
capaces de controlar inflamacion y regenerar el tejido lamelar en estos caballos; y comprobar que receptores
purinérgicos P2X-7 se expresan en las biopsias de tejido lamelar de caballos con laminitis crénica y su expresidon
disminuye debido al tratamiento celular. Métodos: se evaluaron 9 caballos antes de la administracién de 30
millones de células troncales Mesenquimales (CTM) alogénicas y después de seis meses de su administracion
por medio de evaluacion clinica, clasificacién Obel, venografias, termografias, biopsias de tejido lamelar para su
estudio histoldgico, asi como inmunohistoquimicas para detectar los receptores P2X-7; los caballos fueron
divididos en grupos de una o tres dosis de CTM. Resultados: las células en cultivo mostraron inmunofenotipo
troncal bajo citometria de flujo, las venografias mostraron evidencias de una aparente angiogénesis después
del tratamiento, la termografia mostrd disminucidn significativa en la temperatura de la corona del casco,
existid una disminucion en los grados de claudicacién y dolor, el tejido lamelar mejord estructuralmente
después del tratamiento y las pruebas inmunohistoquimicas mostraron un descenso en la expresion de los
receptores sin ser estadisticamente significativo. Conclusion: Los resultados mostraron evidencia estadistica
que comprueba la mejoria clinica de todos los caballos tratados con células troncales mesenquimales
alogénicas derivadas de médula dsea sin sefales de reacciones de hipersensibilidad. Tres dosificaciones de 30
millones de células por dosis mensualmente, resultd ser el tratamiento mas efectivo, sin importar el origen de
la laminitis o el tiempo de curso con la enfermedad. Los receptores P2X-7 estdn presentes en el tejido lamelar
pero no se encontraron evidencias estadisticamente significativas de su baja expresion debido al tratamiento
celular.

PALABRAS CLAVE: Laminitis, células troncales mesenquimales, receptores purinérgicos P2X7, terapia alogénica.
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INTRODUCCION.

Laminitis es la enfermedad mas compleja del casco equino, provoca cambios patoldgicos tan severos
que terminan en la pérdida de la funcién motora. Como definicion, la palabra laminitis significa
inflamacion de la Iamina, que es parte de la unidn epidermis-dermis.(Krampf 2012) Puede describirse
de forma sencilla como, la imposibilidad de la falange distal para mantener su unién con las l[dminas
internas del casco (Pollitt 2004; French & Pollitt 2004) Se caracteriza por el colapso del aparato
suspensor de falange distal (ASFD), la unidn entre el casco y la falange se debilita hasta que se pierde
en su totalidad, la falange distal es desplazada por la presidn del peso del animal y fuerzas motoras
hacia la suela del casco, danando arterias y venas, destruyendo el corion de la suela y corona,
causando profundo dolor y claudicacion.(Krampf 2012; Collins 2010)

Dependiendo de los cambios patoldgicos y la apariencia de los signos clinicos, el curso de la
enfermedad puede subdividirse en etapas o fases. La laminitis en su fase aguda comienza con la
presencia de signos clinicos, entre los cuales se encuentra el aumento de temperatura en los cascos,
aumento en el pulso digital y claudicacién perceptible. Esta fase termina tan pronto como la falange
distal se desplaza dorso ventralmente dentro del casco o después de 72 horas de presentarse los
signos. (Laskoski et al. 2016; Paes Leme et al. 2010; Pollitt 2004) Después de este periodo la
enfermedad sera crdnica; sin embargo, no todos los equinos transitan a esta fase, algunos mueren
debido a la enfermedad desencadenante original o aparentan tener una recuperaciéon completa al
término de la fase aguda. (Krampf 2012)

Se considera crdnica, si los signos de la enfermedad permanecen por mds de 72 horas o una
vez que la falange distal presente desplazamiento dorso palmar/plantar debido a un colapso
mecanico del ASFD. (Fig. 1) (Belknap 2017; Krampf 2012; Mitchell 2010) La fase crénica puede durar
indefinidamente, con signos clinicos fluctuantes, desde los persistentes, moderados o dolor severo,
seguido de degeneracion de las uniones lamelares,
recumbencia, deformacién del casco y desprendimiento de
este. Se caracteriza por un colapso mecanico del ASFD, lo que
implica la pérdida de la conexién entre la capsula del casco y
la falange distal en diversos grados, su consecuencia, como se
ha mencionado, es la rotacién dorsopalmar/plantar de la
falange distal y su descenso distalmente en los casos severos;
como el corion coronario esta firmemente unido al casco, el
tejido de la banda coronaria desciende junto a la falange; lo

T o o o o e ante'rior origina una depresidn notable sobre .Ia region
demostrando rotacién dorso palmar de proximal a la banda de la corona y el margen proximal de la
falange distal. DHW-Pared dorsal del casco; capsula del casco se torna palpable. La profundidad de esta
depresion es indicativa del grado en el que la falange distal se
ha hundido dentro del casco. En casos de inflamacion
extensa, la banda coronaria se edematiza y se observa
abultada sobre el borde proximal de la pared del casco.
(Pollitt 2004; Mitchell 2010; Krampf 2012) El desplazamiento vertical de la falange ocurre cuando hay
pérdida de adhesién lamelar de manera circunferencial, este proceso sucede en pocos dias después
de la fase de desarrollo; estos caballos tienen un prondstico reservado y desfavorable; posterior al
desplazamiento distal proseguird la necrosis de las [dminas y desprendimiento completo del casco.

El crecimiento normal de la pared dorsal del casco se ve afectado, lo que desemboca en
sobrecrecimiento de los talones, de igual manera, cambios en la tasa de crecimiento del dorso del
casco dan origen a la aparicion de los “anillos de crecimiento”; éstos se dibujan paralelos a la corona.
El retardo en el crecimiento de la pared del casco de forma continua dard una apariencia de casco
plano, también llamado forma de “plato”, al no ser corregido, la pinza del casco se curva y comienza
a crecer en forma conocida coloquialmente como “zapato de Aladino”. (Belknap 2017; Krampf 2012)
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Deficiencias en el llenado venoso de vasos circunflejos, circunferenciales y lechos
sublamelares han sido reportadas en estudios angiograficos. (Fig. 2) (Baldwin & Pollitt 2010) Los
caballos estardan en recumbencia debido al intenso dolor; pero una reduccidon en el mismo sera
perceptible al momento en el que el proceso isquémico aumente el area de tejido necrdtico,
parecera que el cuadro clinico mejora hasta que el casco se desprende en su totalidad.

- oo S e oo

Plexo P Plexo
Sublamelar 7 X A Sublamelar

Papilas J X \ N Papilas

Terminales 0 N Terminales

Cuando la falange rota dorsoventralmente, el espacio entre su superficie dorsal y la pared
dorsal del casco se incrementa; esta area aparece con forma de cufia en un corte sagital, por lo que
se refiere a ella como la cufia lamelar (Fig. 1). (Collins et al. 2010; Krampf 2012) En casos de rotacion
moderada, el espacio es ocupado por tejido lamelar debilitado, pero si la membrana basal (MB) ha
sido eliminada, las células epidérmicas (CEs) comienzan un proceso hipertréfico para reducir la
separacion con la dermis (Fig. 3). Si la rotacion es severa, la cuiia lamelar consiste inicialmente de
tejido necrético, hemorragico e inflamado, la laceracion de la vasculatura contribuye a la formacion
de seromas; al estabilizarse la falange distal, el tejido dafiado comienza con un proceso de reparacién
y es reemplazado por epidermis hiperplasica e hiperqueratinizada. (KUWANO et al. 2005; Collins et
al. 2010)

Durante un estudio realizado por Kuwano vy
colaboradores en 2005 en caballos con laminitis crdnica,
evaluaron los cambios de la MB usando pruebas histolégicas,
inmunohistoquimicos y de microscopia electrénica. Mostraron
evidencia de separacion submural conteniendo un remanente
de ldminas epidérmicas secundarias (LES) degeneradas
sugiriendo la separacion de las [aminas epidérmicas (LEs) de las
[dminas dérmicas (LDs) y que esto ocurrié durante las primeras
fases de la laminitis. Sus hallazgos sugieren que el proceso de
reparacion es asociado a una proliferacién progresiva de
queratinocitos, ademds de una respuesta metaplasica de la
estructura original de la LE en un tejido parecido a una papila
terminal; éste cambio metaplasico derivaria en la generacion
de la linea blanca ectépica. (KUWANO et al. 2005)

La forma crénica de la enfermedad se caracteriza
histolégicamente por degeneracion displasica de las LES,
formacién excesiva de cuerno intertubular sobre las puntas de
las LDP y la proliferacién de cuerno tubular cornificado vy
queratinizado contribuye a la formacién de la cufia lamelar
(Fig. 3). Sin embargo, el desplazamiento vascular de la dermis
resultado del desplazamiento de la falange distal (Collins et al.
2010) limitaria la irrigacion de los tejidos epidérmicos, sobre todo a los cercanos a la pared del casco,
promoviendo un proceso de diferenciacién por sobre un proceso de proliferaciéon. Adicionalmente, el
proceso inflamatorio debido a la enfermedad sistémica o al dafio local del tejido, modulard el
proceso de diferenciacién-proliferacién de las células epidérmicas. Carter y colaboradores sugieren
que la diferenciacién de las células epidérmicas, en lugar de su proliferacién, contribuye a la
acumulacidn de epitelio laminitico, pero que la proliferacién en las fases tempranas podria contribuir
a la acumulacién inicial de tejido lamelar displasico. (Carter et al. 2011)
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Islas epidermales han sido localizadas en la regidn axial de las LES, son halladas en examenes
histoldgicos después de 7 dias de la induccién de laminitis con oligofructuosa (Fig. 4). Han sido
descritas en procesos de reparacion cutdnea
en humanos y se cree son importantes en los
procesos de re-epitelializacion. A pesar de
que, es posible que las islas epidermales que
se observan en cortes histoldogicos de
caballos con laminitis crénica, representan
un intento por re-epitelializar el defecto
generado por la separacion de dermis vy
epidermis, estas estructuras no se
encuentran conectadas a las LEPs, por lo que han perdido su capacidad de servir como un sistema de
unién. Con inestabilidad continua, estas islas podrian contribuir con la formacién de la cuiia lamelar.
(Carter et al. 2011; Laminitis n.d.)

Se ha propuesto que las lesiones en tejido lamelar son inducidas por factores
desencadenantes por diversas condiciones de enfermedad. Multiples procesos patofisioldgicos
reportados durante la inducciéon de laminitis incluyen: aumento en la produccion de citocinas y
guimiocinas proinflamatorias, reclutamiento de leucocitos circulantes, vasoconstricciéon que conduce
a hipoxia tisular, disminucién en la cantidad de epitelio y uniones de membrana basal, aumento en la
produccién de enzimas remodeladoras incluyendo metaloproteinasas (MMPs). Estas observaciones
sugieren que la laminitis es el resultado de la combinacion de inflamacién, disfuncién en la regulacién
de proteasas enddgenas involucradas en la remodelacién y la pérdida de las proteinas de adhesién.
Sin embargo, la secuencia del proceso patofisioldgico que conduce a la falla de las ldaminas no ha sido
establecido en ninglin modelo experimental, y debe determinarse si la inflamacion o la remodelacién
aberrante del tejido en laminitis son procesos independientes o conllevan una relacién. También
debe establecerse cuales de estos procesos ocurren en los modelos experimentales o en los
naturalmente adquiridos de laminitis. (Loftus et al. 2009)

Wagner sugirié en 2003 que la laminitis créonica debe tener un componente autoinmune;
aunque esta hipotesis estaba lejos de probarse ya que las enfermedades autoinmunes estan
caracterizadas por anticuerpos circulantes o la presencia de células T reactivas, aunado a un conteo
leucocitario elevado, aumento en las interleucinas, asi como de proteinas e inmunoglobulinas de la
fase aguda en suero. Pero en 2012 Steelman y Chowdhary encontraron evidencias de esto al ver
cambios en las concentraciones de IgM, IgA y proteinas de fase aguda como el fibrindgeno, fetuina A
y B, macroglobulina a-2 y antitripsina a-1 en plasma de caballos con laminitis crénica, proveyendo
soporte a la posible via autoinmune como una explicacion de la enfermedad. Steelman vy
colaboradores en 2013 investigaron los pardmetros de inmunidad humoral y celular a nivel sistémico
y local en caballos con laminitis crénica; sus resultados sugieren un papel importante de los
neutréfilos en el mantenimiento del estado inflamatorio crénico de laminitis, asi como el dafio en el
tejido, estos neutrofilos resultaron productores de gran cantidad de IFN-y, a pesar que los neutréfilos
no son reconocidos por la produccidn de ésta interleucina, algunas evidencias sugirieron que pudo
ser provocado por el estimulo de la IL-12. (Steelman et al. 2013) Debido a la habilidad de los
neutréfilos de liberar proteasas, especies reactivas de oxigeno y citocinas inflamatorias, es muy
probable que esto contribuya al dafio lamelar durante la fase crénica de laminitis. De hecho, algunos
cientificos han propuesto la hipdtesis de que los neutréfilos conducen la inflamacion sistémica y
laminar durante la fase aguda, particularmente en la induccion con nogal negro; es posible especular
que la presencia de los neutroéfilos en la fase cronica es el resultado de traumas repetidos en el tejido
durante la biomecanica del caballo. Todas estas evidencias no fueron suficientes para sostener una
hipdtesis autoinmune, pero sugieren que la inflamacidon en las ldminas puede estar ligada a los
queratinocitos y al infiltrado de neutréfilos en respuesta a lesiones continuas debido al
desplazamiento y soporte de la masa corporal del caballo diariamente. (Steelman et al. 2013; Leise
2018)
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Células Troncales Mesenquimales

La perfusidon regional endovenosa de células troncales mesenquimales (CTM) es una técnica
aprovechada actualmente por algunos investigadores y clinicos para el tratamiento de laminitis
empleando la vena digital lateral. Sin embargo, alin no existen los lineamiento de la enfermedad y su
patofisiologia no esta determinada, lo que limita la visién del tratamiento; existen escasos datos
publicados que evallen la efectividad de éstas células troncales como tratamiento en laminitis,
técnica de administracidn, tipo celular, nimero de células administradas, etc. (Schnabel et al. 2013).
De forma ideal, los caballos con laminitis deben ser tratados en la fase aguda, en un intento de
disminuir la respuesta inflamatoria, lo que requiere la administracion de células autdlogas o
alogénicas.

Las caracteristicas funcionales, su capacidad multipotencial y plasticidad de las CTM las
vuelven ideales para su aplicacién clinica. Su uso clinico, presente y futuro, abarca enfermedades del
sistema nervioso, esquelético, cardiaco y hematopoyético, entre otros. El empleo de CTM en
esquemas terapéuticos en humanos ya se ha realizado con éxito. Lazarus y cols., citado por Flores
(2006), han presentado evidencia al respecto, demostrando que las CTM de humano pueden ser
expandidas in vitro y trasplantadas en sujetos, sin causar efectos adversos; éstas células fueron bien
toleradas por pacientes y detectadas en distintos tiempos posteriores al trasplante. (Flores-Figueroa
et al. 2006) Otra alternativa en la terapia celular es el uso de las CTM para promover angiogénesis.
Diversos estudios han usado los modelos de isquemia y demostraron que estas células tienen un
efecto positivo en la recuperaciéon del flujo sanguineo. Se han propuesto dos mecanismos por los
cuales esto ocurre; por una parte, existe evidencia de generacién e incorporacion de nuevas células
endoteliales derivadas de CTM a los capilares en neoformacién, y por otro lado, se ha demostrado
que las CTM promueven la angiogénesis a través de diversas citocinas con éste propodsito (VEGF-A,
FGF-2, IL-6, PIGF y MCP-1). (Flores-Figueroa et al. 2006)

Las CTM tienen la capacidad de dar origen a diversos tipos celulares, como fibroblastos o
células reticulares, adipocitos, osteoblastos y condrocitos. En los afios 90’s, los investigadores usaron
el término célula troncal mesenquimal para describir cualquier tipo celular obtenido de los
compartimentos estromales de médula ésea, grasa y otros tejidos, eran células con capacidad de
adhesidén al plastico de placas de cultivo y capaces de diferenciarse en diversos tipos celulares in
vitro. Pero los cientificos tuvieron problemas para diferenciar éstas células in vivo, lo que origind
cuestionamientos a cerca de la capacidad terapéutica de estas células. En 2006, durante la reunién
de la International Society for Cellular Therapy, se creé un documento proponiendo a la comunidad
cientifica el uso del término células estromales mesenquimales multipotentes en lugar de célula
troncal mesenquimal, éste ultimo solo se reservaria a los casos en los cuales las células fueran
capaces de autorenovarse y diferenciarse en tipos celulares especificos in vivo. Arnold Caplan, quien
propusiera el nombre de célula troncal mesenquimal en 1991, dio a conocer en 2017 su postura y
pidid a la comunidad cientifica referirse a este tipo celular como “medicinal signaling cells”. A pesar
de las peticiones, existen gran cantidad de articulos publicados actualmente en diversas plataformas
cientificas aun con el nombre de Células Troncales Mesenquimales. Es importante mencionar que
bajo estas premisas, el presente trabajo habla de células estromales mesenquimales multipotentes
derivadas de médula 6sea de equinos, ya que el protocolo usado para su cultivo solo ha demostrado
en proyectos anteriores, diferenciacion in vitro.

Una célula troncal, es aquella que es capaz de dividirse indefinidamente y diferenciarse a
distintos tipos de células especializadas, no solo morfolégicamente sino también de forma funcional.
Las CTM son células multipotentes que inicialmente se creia eran células progenitoras en un tejido en
remodelacidon y actualmente son estudiadas por su potencial inmunomodulador en medicina
regenerativa. (Cassano et al. 2015)

En un principio, se reportaba que las CTM expresaban un bajo o nulo nivel de MHC-II, el cual
es utilizado para reconocimiento y activacidn inmune; en diversos estudios posteriores se observd
que las CTM poseian una expresion variable de MHC-Il en diversas especies. Cassano (2015) encontré
que la expresion de MHC-Il en CTM derivadas de médula dsea fue variable entre individuos y puede
cambiar adicionalmente con el pasaje celular. (Cassano et al. 2015) Ranera y colab. (2011)
caracterizaron las CTM en equinos, con la finalidad de identificar los marcadores celulares que eran
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compartidos con los humanos; concluyeron que los antigenos de superficie son fenotipicamente
similares entre humano y equino. (Ranera et al. 2011; Penny et al. 2012)

Diversas moléculas relevantes en la hematopoyesis son producidas por las CTM, incluye a
componentes de la matriz extracelular (colagena, laminina, trombospondina, tenacina, fibronectina),
citocinas (IL-6, IL-11, factor inhibitorio de leucemia LIF, factor estimulante de colonias de macréfagos
M-CSF, SCF, ligando de FLT-3, trombopoyetina Tpo, factor de crecimiento vascular endotelial VEGF,
factor de crecimiento de fibroblastos 1 FGF-1, proteina quimiotactica de monocitos MCP-1 y factor
de crecimiento de placenta PIGF. Estas células secretan varias citocinas como prostaglandina E,a
(PGE,), factor transformante B (TGFB), antagonista del receptor de interleucina 1 (IL-1ra), IL-6 e IL-10;
también secretan indolamina 2,3 desoxigenasa (IDO), la cual esta involucrada en el catabolismo del
triptéfano y es uno de los mecanismos por los cuales puede inhibir la proliferacidon de células T; en
conjunto, estas citocinas actlan generando un microambiente propicio para la reparacidn tisular.
(Flores-Figueroa et al. 2006; Cassano et al. 2015)

Entre sus caracteristicas funcionales generales se encuentran las siguientes (Vertes et al.
2015; Cassano et al. 2015; Flores-Figueroa et al. 2006; Lanza et al. 2004; Vazquez et al. 2012;

Schnabel et al. 2013):
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Las CTM tienen efectos diversos sobre las células del sistema inmune (Fig. 5), secretan
factores que concluyen en multiples niveles de regeneracién. Las CTM inducen la proliferacién de
células Treg €n modelos animales sobre artritis reumatoide y uveoretinitis, resultando en la supresién
de la poblacién T efectora. De manera in vitro, las CTM disminuyen la proliferacién de células T,
secreciéon de IFN-y e induce respuesta humoral por parte de las células Th2. De igual forma, la
diferenciacidn de células B hacia células plasmaticas se ha visto ser inhibida por CTM derivadas de
tejido adiposo; la proliferacién, secrecién y citotoxicidad del IFN-y por las células NK también se ve
reducida de manera importante. (Cassano et al. 2015; Vertes et al. 2015; Fortier 2005) CTM
alogénicas podrian ser una fuente rapida de células troncales para su administracién como terapia,
debido a sus caracteristicas inmunoprivilegiadas. (Fortier 2005) Este tipo celular troncal dirige la
poblacion de monocitos a su polarizacidn a una poblaciéon de macroéfagos tipo 2 (M2), el cual es un
fenotipo regenerativo esencial en la eliminaciéon del tejido dafado, sin creacién de mayor
inflamacidn. (Cassano et al. 2015)

Receptores Purinérgicos P2X7

Zamboulis y cols. (2013), estudiaron la distribucion de los subtipos de receptores purinérgicos en
distintos tejidos de caballos, al ser de gran interés por su relevancia en la transmision de sefiales
dolorosas, como lo es laminitis. Encontraron que los subtipos 1, 2 y 7 fueron evidentes en células de
musculo liso de pruebas inmunohistoquimicas en arteria y vena digital palmar. En cuanto a las células
epidérmicas basales de las laminas del casco, estas fueron positivas a los subtipos 1, 2, 3y 7. (D. E.
Zamboulis et al. 2013; D. Zamboulis et al. 2013) El subtipo 7 se expresd Unicamente y fuertemente en
las células de neurolemocitos. (D. Zamboulis et al. 2013) En otro estudio realizado por Zamboulis
(2013) en caballos con laminitis, encontraron mayor expresion de P2X7 en células epidérmicas
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parcialmente queratinizadas y en proliferacién, éstas se encontraban adyacentes al axis
queratinizado de la LEP, en caballos sanos no se observo su presencia (Fig. 6).

El término purinérgico hacia referencia a los nervios que utilizan ATP como su principal
neurotransmisor, actualmente, este término se refiere mas ampliamente a las sefiales impartidas por
nucledtidos y nucledsidos extracelulares en todo tipo de células. (Lazarowski & Schwarzbaum 2009)
Los receptores P2X son canales idnicos insertados en la membrana plasmatica y se activan por la
unién del ATP extracelular y una vez activados permiten el paso selectivo de cationes de pequefio
tamafio (Na+, K+ y Ca++). Se han identificado hasta la fecha, siete subunidades P2X diferentes,
denominadas P2X1 a P2X7, que se ensamblan formando homo o heterooligdmeros que dan lugar a
canales fusionados. El grado de activacidon de los receptores purinérgicos depende del tipo y la
concentracién de los nucleétidos extracelulares. (Portugal & Gualix 2009; Lazarowski & Schwarzbaum
2009; D. Zamboulis et al. 2013)

Los receptores purinérgicos estdn distribuidos en todos los tejidos a través del sistema
nervioso central y periférico, asi como también en los endotelios y epitelios, tunica muscular de la
vascular, leucocitos, plaquetas, mastocitos y macréfagos. Dentro del sistema nervioso central, éstos
receptores se encuentran tanto en neuronas pre y post sindpticas como en células de la glia. Han sido
asociados funcionalmente a la percepcidon del dolor y otras sensaciones. El receptor P2X7 esta
presente en células del sistema inmune, asi como en la glia reactiva, en donde juega un papel en los
procesos de inflamacidn y dolor. Otra caracteristica distintiva del P2X7 es que, en determinados tipos
celulares, la estimulacion prolongada del receptor conduce a la apertura de un poro en la membrana
qgue permite el paso de cationes. (Lazarowski & Schwarzbaum

2009; Portugal & Gualix 2009)

El papel del receptor P2X en células no excitables como
leucocitos y células epiteliales estd siendo ampliamente
reconocido. EI ATP enddgeno liberado por células endoteliales y
otro tipo de células epiteliales en respuesta a cambios en el
microambiente del tejido, como hipoxia o acidosis, resulta en
respuestas tales como proliferacion celular, diferenciacién vy
sobrevivencia.

a —_ La estimulaciéon de los receptores P2X7 incrementa la

: % expresion inducida de IFN-y de la NOS de tipo Il y la subsecuente
produccién de NO en la linea microglial de murinos BV-2.
(Portugal & Gualix 2009) Los receptores P2X en la muscular lisa

'.,« de vasos sanguineos han sido relacionados con una funcién
2 X ; - vasoconstrictora; el subtipo 7, de manera particular, tiene un
. rw papel importante en la regulacion local de la circulacion

sanguinea en diversos tejidos, incluyendo arterias coronarias y
: cerebrales, mesenterio hepdtico, vasos sanguineos de placentay
s, =0 umbilicales. Se sugiere que los subtipos encontrados en piel

tienen una funciéon importante como sensores de estimulos
externos; los receptores P2X7, son reconocidos por estar
an [Eiies ak un clbelle @on s involucrados en la apoptosis inducida por ATP y se cree que es
M muy probable su participacion en los procesos de diferenciacién
de los queratinocitos a su ultima etapa (terminal). La presencia
de estos receptores en las células epidérmicas del casco sugiere una relacion de éstos con el
crecimiento y diferenciacién celular. Por otra parte, el receptor P2X7 se relaciona a la
inmunomodulacién local de la funcién axonal de los neurolemocitos, lo realiza regulando la
liberacion de citocinas, esto toma particular importancia en lesiones nerviosas periféricas o
neuropatias. (D. Zamboulis et al. 2013)

Fig. 6 Expresion del receptor P2X7 en
ldminas de casco de un caballo sano (a) y
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JUSTIFICACION.

Investigaciones de la estructura del casco y funcién del aparato suspensor de la falange distal (ASFD),
han brindado informacién fundamental para comprender como es que la laminitis se desarrolla.
(Pollitt 2010) Los cambios patoldgicos estan confinados al ASFD, los mecanismos patofisioldgicos que
dan origen a laminitis comenzardn a llevarse a cabo bajo el casco, cambiando de forma
ultraestructural la histologia normal del ASFD, siendo evidentes Unicamente bajo el microscopio. La
comprension de la patofisiologia de la enfermedad es vital para establecer las terapias efectivas
contra la misma. (Belknap & Geor 2017, pt.Pathophysiology of Laminitis)

Existen diversas terapias disponibles Unicamente para controlar el dolor en caballos con
laminitis; debe elegirse y emplearse de acuerdo a la fase clinica de la enfermedad. La analgesia en la
fase croénica de la enfermedad es llevada a cabo usualmente bajo terapia de antiinflamatorios no
esteroideos; Paes Leme indicé en 2010 que el flunixin, ketoprofeno y fenilbutazona no evitaban el
dano a las ldminas, si éstos se administraban después de la aparicidon de los primeros signos clinicos,
es decir después de la fase de desarrollo.(Paes Leme et al. 2010) El tratamiento basado en herrajes se
encuentra ampliamente registrado en la literatura; se basa en el recorte y la aplicacion de herrajes
ortopédicos, existen gran variedad de técnicas para este fin, asi como diversidad en herrajes con
efectividad cuestionable; el objetivo del herraje es estabilizar la falange distal, reducir el dolor y
estimular el crecimiento de casco nuevo. (Laskoski et al. 2016)

El uso de células troncales en la medicina veterinaria estd comenzando; la aplicacidon de CTM
derivadas de médula dsea para problemas musculoesqueléticos (tendinitis, Osteoartritis, OCD, etc.)
estd descrito en la actualidad para diversas especies y de manera importante en el equino, sin
embargo, la eficacia y diversos angulos en su uso como terapia sigue bajo investigacion. La
optimizacion de éste tipo de terapia estd enfocado en el origen, aislamiento y procesamiento, asi
como la via de administracion, formulacién y dosis terapéuticas. La perfusién regional endovenosa de
CTM es utilizada actualmente por algunos investigadores y clinicos para el tratamiento de laminitis
empleando la vena digital lateral. Debe destacarse que existen pocos o nulos datos publicados que
evaluen la efectividad de éste tipo troncal como tratamiento en laminitis, técnica de administracion,
tipo celular, nimero de células administradas, etc. (Schnabel et al. 2013) En 2014, Morrison y cols.,
administraron CTM alogénicas derivadas de corddn umbilical en caballos con laminitis crdnica,
administraron 20-30 millones de células via perfusidon regional intraarterial y endovenosa (a. y v.
digital palmar); aquellos caballos que recibieron el tratamiento dentro de los primeros 30 dias
posteriores a la presentacion aguda obtuvieron un 100% de éxito y por ultimo reportaron que en los
casos con mas de 90 dias de laminitis, solo obtuvieron un 50% de éxito. (Morrison et al. 2014)
Angelone y cols. (2017), dieron a conocer los resultados de su investigacion, en ella trataron caballos
con laminitis crénica usando CTM derivadas de tejido adiposo en combinacidn con plasma rico en
plaquetas (PRP), cada animal fue tratado bajo tres administraciones en intervalos de un mes, de 15
millones de CTM; obtuvieron como resultado que sus pacientes mostraron mejoria clinica y la
mayoria de ellos regresaron a su actividad, en las venografias se mostré recuperacion de la
vascularizacién acorde con la mejoria en la funcién motora, atribuible a la terapia celular. Sefialaron
gue no observaron efectos adversos a causa de la terapia alogénica. (Angelone et al. 2017)

La distribucidn de receptores purinérgicos fue llevada a cabo por Zamboulis y cols. (2013) en
distintos tejidos de caballos, al ser de gran interés por su relevancia en la transmisidon de sefiales
dolorosas, como lo es laminitis. Encontraron que los subtipos 1, 2 y 7 fueron evidentes en células de
musculo liso de pruebas inmunohistoquimicas en arteria y vena digital palmar; el subtipo 3 se
encontrd en células de musculo liso de arteria Unicamente. El subtipo 1 fue el mas predominante en
el tejido vascular. Las células endoteliales expresaron los subtipos 2 y 3. (D. E. Zamboulis et al. 2013;
D. Zamboulis et al. 2013) En cuanto a las células epidérmicas basales de las laminas del casco, estan
fueron positivas a los subtipos 1, 2, 3 y 7.(D. E. Zamboulis et al. 2013; D. Zamboulis et al. 2013) El
subtipo 7 se expresd Unicamente y fuertemente en las células de Schawnn (neurolemocitos). (D.
Zamboulis et al. 2013) En otro estudio realizado por Zamboulis (2013) en caballos con laminitis,
encontraron mayor expresion de P2X7 en células epidérmicas parcialmente queratinizadas y en
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proliferacién, éstas se encontraban adyacentes al axis queratinizado de la LEP, en caballos sanos no
se observo.

Los receptores P2X en la muscular lisa de vasos sanguineos han sido relacionados con una
funcidn vasoconstrictora; el subtipo 7, de manera particular, tiene un papel importante en la
regulacién local de la circulacidon sanguinea en diversos tejidos, incluyendo arterias coronarias y
cerebrales, mesenterio hepatico, vasos sanguineos de placenta y umbilicales. Se sugiere que los
subtipos encontrados en piel tienen una funcidon importante como sensores de estimulos externos;
los receptores P2X7, son reconocidos por estar involucrados en la apoptosis inducida por ATP y se
cree que es muy probable su participacion en los procesos de diferenciacién de los queratinocitos a
su ultima etapa (terminal). La presencia de estos receptores en las células epidérmicas del casco
sugiere una relacidon de éstos con el crecimiento y diferenciacién celular. Por otra parte el receptor
P2X7 se relaciona a la inmuno modulacién local de la funcién axonal de las células de Schwann, lo
realiza regulando la liberacidn de citocinas, esto toma particular importancia en lesiones nerviosas
periféricas o neuropatias. (D. Zamboulis et al. 2013)
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HIPOTESIS

Las células troncales mesenquimales de médula dsea alogénicas, administradas en los caballos que
sufren de laminitis crénica, por medio de perfusidn regional endovenosa, son capaces de controlar
inflamacidn y regenerar el tejido lamelar en estos caballos, resultando en una mejoria clinica.

Los receptores purinérgicos P2X subtipo 7 se expresan en las biopsias de tejido lamelar de
caballos con laminitis crénica y no asi en tejido lamelar sano. Por lo que la terapia con CTM resultaria
en la disminucién de su expresion.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso terapéutico de células troncales mesenquimales alogénicas de médula ésea para
controlar la inflamacion y regenerar el tejido lamelar lesionado en caballos con laminitis crénica.

Demostrar la presencia de receptores purinérgicos P2X subtipo 7 en tejido de caballos con
laminitis crénica y su probable funcién como indicador de éxito en la terapia celular en laminitis para
este estudio.

OBJETIVOS PARTICULARES

> Obtener Células Troncales Mesenquimales de médula ésea equina, y demostrar su
naturaleza troncal mesenquimal.

> Correlacionar los cambios vistos en las termografias con el avance clinico y por ende con la
terapia celular.

> Correlacionar los cambios vistos en las venografias con el avance clinico y por ende con la
terapia celular.

> Correlacionar los cambios histopatoldgicos de las biopsias lamelares de los pacientes con la
terapia celular y mejoria clinica.

> Demostrar la presencia de los receptores purinérgicos P2X subtipo 7 en las muestras
lamelares con laminitis crénica.

> Correlacionar los cambios en la expresion de los receptores purinérgicos P2X subtipo 7 con la
terapia celular al finalizar el estudio.

> Correlacionar los cambios clinicos (mejoria clinica) en los pacientes con laminitis, con el
tratamiento de células troncales mesenquimales.
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METODOLOGIA.

Obtencidn, Aislamiento y Cultivo de Células Troncales Mesenquimales de Médula
Osea Equina

Las células troncales mesenquimales (CTM) fueron extraidas de aspirados de médula dsea de
caballos con un rango de edad entre 3 y 8 afos, clinicamente sanos, sin cirugias o patologias
infecciosas recientes, descartando Anemia Infecciosa Equina utilizando el Equine Infectious Anemia
Antibody Test Kit (ViraCHEK®/EIA, Laboratory Pack. San Diego, California. USA). El procedimiento de
biopsia fue realizado en las instalaciones de DITEQ, Hipédromo de las Américas, México. Los
donadores fueron sedados previamente con xilacina (1.1 mg/kg IV), se rasurd el area del esterndn
para posteriormente realizar antisepsia con yodo povidona y alcohol; con ayuda de una aguja
hipodérmica de calibre 25G se administraron entre 2-3 ml de lidocaina al 2% subcutdneos, justo en la
zona de puncién en el esterndn localizando la cuarta o quinta esternebra palpable, guiado por
ultrasonido, con una navaja de bisturi del nimero 15 se cred una incision vertical de 0.5cm
atravesando piel y musculo. Una aguja de aspirado de médula ésea Rosenthal (Kendall, Texas USA) se
insertd justo en el sitio de incisidn, con una jeringa conteniendo heparina de sodio a una
concentracién de 2000 Ul/ml, se extrajo la muestra de médula dsea para ser transportada dentro de
las cuatro horas posteriores al laboratorio de la Unidad de Ingenieria de Tejidos y Medicina
Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR), en condiciones de refrigeracién para su
caracterizacién y expansion in vitro.

Las muestras fueron procesadas en una campana de flujo laminar vertical (Forma Scientific,
Inc. Ohio, EUA), la muestra se colocé en tubos de poliestireno de 50ml (Falcon, Becton Dickinson,
USA) vy se cred una dilucién con solucién salina fosfatada buferada PBS (Invitrogen Co. Gibco. NY,
EUA) a concentraciéon 1:1. Posteriormente se adicioné Ficoll Paque™ (Amersham Bioscience,
Picataway, NJ) en una relacion 1:3 para separar el paquete de células mononucleares, las muestras
son centrifugadas a 300Xg durante 30 minutos; las células fueron separadas y lavadas con PBS para
ser resuspendidas en medio de cultivo DMEM F12 (Invitrogen Co. Gibco®, NY, EUA) adicionado con
10% de Suero Fetal Bovino (FBS, Gibco®, USA) y antibidticos/antimicdticos al 1% (penicilina 10,000
Ul, estreptomicina 10,000 pg y anfotericina B/Nistatina 25 pg). Inicialmente son sembradas en cajas
de cultivo T25 de poliestireno (Becton Dickinson) hasta confluencia celular, los siguientes pases
celulares en cajas T75 o T150, por un lapso de cuatro semanas en incubacion a 37°C y mantenidas
bajo una atmdsfera de 5% de CO,. El medio de cultivo fue renovado cada tercer dia hasta obtener
una poblacién de 30-40X10° células.

Las CTM son preparadas en alicuotas de dosificacién conteniendo 30X10° células y
preservadas en tubos de polipropileno de 2ml (Criovial, Corning®, NY. USA) bajo condiciones de
congelacion a -195°C en el INR.

Citometria de Flujo

Se tomd una porcién de la muestra celular ya separada del Ficoll y lavada con PBS 1X pH 7.4,
aproximadamente 25X10" células de médula ésea son colocadas en tubos Falcon con 10uL de
anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromo; se emplearon anticuerpos contra marcadores
de humano debido a que no hay en el mercado especificos contra caballo. Se utilizaron anticuerpos
monoclonales dirigidos contra marcadores troncales y hematopoyéticos, anti CD34-PE (Beckton
Dickinson), CD45-APC (Beckton Dickinson), CD14-FITC, CD90-PE (BD, Pharmigen™), CD 105-FITC (BD,
Pharmigen™) y CD73-PE, (BD, Pharmigen™). Los controles negativos se realizaron empleando los
anticuerpos isotipo K 1gG1-FITC contra ratdn (BD, Bioscience), isotipo K 1gG1-PE contra ratéon (BD,
Bioscience) e isotipo K IgG1-APC contra raton (BD, Bioscience). La incubacion fue llevada a cabo
durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. Los datos fueron analizados por el software Cell
Quest PRO™ (Becton Dickinson, USA) con una media de 75,000 eventos y una emisién de laser de
88nm. La emisidon de fluoresceina FITC se midié en FL1, PE en FL2, APC en FL3 y 7AAD en FL4.
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Seleccién Pacientes en Tratamiento

Seleccionamos 9 equinos con laminitis crdnica, (laminitis mayor a 72 horas de inicio o con evidencia
de rotacidén dorso ventral de falange distal por estudios radiograficos) todos fueron evaluados y
tratados en su lugar de origen. (Ver Anexo 1)

Se realizéd un examen fisico general, examen de aparato locomotor completo (estatica y
dindmica), incluyendo clasificacién de claudicacidon (Grado de Obel) con registro fotografico y en
video, intensidad del pulso digital, temperatura de los cascos, evaluacion de banda coronaria
buscando edema o adreas de depresion, forma de la suela del casco, concavidad o protrusién, tamafio
y conformacién del pie. Los equinos debian estar fuera de cualquier tratamiento para laminitis, la
enfermedad primaria debia estar apropiadamente controlada y no presentar evidencias de
desprendimiento de casco o absceso subcérneo. La recomendacion a los propietarios fue colocar un
herraje ortopédico por un herrador especialista.

Estudios Venograficos y Termograficos

Las venografias fueron tomadas utilizando un equipo radiografico digital convencional de la regién
del casco de ambos miembros toracicos en el dia 0 (antes del tratamiento) y 6° mes, utilizando la
toma dorso-palmar, latero-medial y latero-medial en flexion (Britta 2016). El caballo fue sedado con
xilacina (1.1 mg/kg IV) y el bloqueo perineural abaxial se realizé con lidocaina sin epinefrina al 2%
administrando 4 ml medial y lateral. La region de la cuartilla fue rasurada y la antisepsia se efectud
con clorhexidina y alcohol. La administracion de 15 ml del medio de contraste Scanlux® (Sanochemia
Pharmazeutika AG, Alemania) se efectud en la vena digital palmar lateral o medial, préxima a la
corona del casco, usando un catéter mariposa calibre 25G. Un torniquete con venda Smarch (Bantex,
México) fue colocado en el menudillo del miembro toracico antes de la administracién del medio de
contraste.

Las termografias se llevaron a cabo utilizando el termdgrafo (FLIR Systems, E40, USA) en
ambos miembros tordcicos, la primera medicién es realizada antes de iniciar con el tratamiento a
base de CTM, el estudio se repiti6 mensualmente hasta concluir en el sexto mes posterior al
tratamiento, llevando el registro mensual de los cambios en la temperatura del casco, con enfoque
en la banda coronaria, procurando una distancia de 30cm entre el aparato y el miembro del caballo.
Se solicitd que antes de realizar la termografia, el caballo se mantuviera en su caballeriza, sin haber
realizado algun tipo de ejercicio o estar bajo el sol de manera directa.

Obtencién de Biopsias De Tejido Lamelar Equino

Adquirimos biopsias de tejido lamelar (protocolo modificado Ranera B., 2011) para ser examinadas
por medio de microscopia, antes de administrar las CTM vy al finalizar el sexto mes de evaluacidn.
Estas se practicaron en uno de los miembros tordcicos afectados, la seleccién del miembro tuvo
como criterios el examen locomotor, los cambios conformacionales del casco, los resultados de la
termografia y del estudio venografico.

El casco seleccionado para biopsia fue lavado con jabdn y agua corriente para eliminar los
residuos de suciedad; el caballo fue sedado con xilacina (1.1 mg/kg IV) y el bloqueo perineural abaxial
se realizé con lidocaina al 2% administrando 4 ml mediales y laterales. La antisepsia se practicd con
clorhexidina y alcohol. Utilizando un mototool (Dremel 3000, México) con fresa de dxido de aluminio
(3.1mm, Dremel) y fresa para grabado (3/32 pulgadas 2.4mm, Dremel) se perford el casco hasta
alcanzar la linea blanca y el tejido epidérmico mas blando. Una navaja nimero 11 o 15 fue requerida
para realizar cortes en la periferia de la zona de biopsia para después extraer la epidermis-dermis
completamente con un scaler dental de punta diamante. Las muestras fueron lavadas con
solucidn salina fisiolégica para retirar los remanentes de sangre, la biopsia se colocé en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas para después ser inmersa en solucién sacarosa al 15% vy
posteriormente 30%; fueron llevadas para su procesamiento al Laboratorio De Fisiologia Celular en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas en Ciudad Universitaria, UNAM.
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Evaluacion Histoldgica del Tejido Lamelar

Las biopsias fueron cubiertas por Tissue-Tek (Neg-50, Richard-Allan Scientific™) y congeladas en hielo
seco para su corte en el criotomo (Slee Medical MNT, Alemania) a -25°C con un grosor y avance de
30um. Los cortes fueron colocados en laminillas preparadas con grenetina y sulfato de cobre; se les
conservd en refrigeracidn a -4°C hasta su procesamiento inmunohistoquimico.

Las laminillas seleccionadas se colocaron en PBS 1X pH 7.4 durante 5 minutos para rehidratar
el tejido y posteriormente inmersas en el colorante Violeta de Cresilo, seguido de un tren de etanol
(70%, 96% y 100%), preservadas con xilol y Cytoseal™ 60 (Richard-Allan Scientific). La visualizacién
para la evaluacién y clasificacion histoldgica se practicé en el microscopio Olympus BX51-WI
acoplado a unidad de disco giratorio (DSU), Software Stereo Investigator® (MBF Bioscience, USA).

Pruebas Inmunohistoquimicas en Tejido Lamelar (Deteccion de P2X7)

El estudio inmunhistoquimico (metodologia modificada, Zamboulis 2013) en biopsias de tejido
lamelar se efectlo para observar la expresion de receptores purinérgicos P2X subtipo 7.

La rehidratacion del tejido se realizé en PBS 1X pH 7.4 tres veces, en intervalos de 15
minutos, a temperatura ambiente. Las laminillas fueron cubiertas con solucidn BLOXALL™ (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) durante 10 minutos a temperatura ambiente, terminado este
periodo, el BLOXALL™ fue retirado y las preparaciones lavadas con PBS 1X tres veces en intervalos de
5 minutos. Se adiciond la solucion Immunoretriever (Bio SB, Santa Barbara, CA, USA) y se incubd
durante 30 minutos a una temperatura de 60°C, seguido de lavados con PBS 1X en intervalos de 5
minutos para posteriormente adicionar la solucion de bloqueo (PBS 1X; 10% suero de cabra, Vector
Laboratories; 5% Tritén X-100 Sigma-Aldrich®) a las laminillas e incubar a 25°C por 30 minutos. Es
retirada la solucién de bloqueo para ser afiadido el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-P2X
subtipo 7 (APR-008, Alomone, Israel) en concentracion 1:200, incubacién a 25°C durante hora y
media; seguido de tres lavados con PBS 1X. El anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo (Anti
Rabbit Biotin AP182B, Millipore®, México) fue agregado a cada preparacion en una concentraciéon
1:200 durante 1 hora a 25°C, seguido de tres lavados con PBS 1X. Se administrd la solucidn
Avidina+Biotina (Avidin/Biotin blocking kit, VECTASTAIN, Vector Laboratories) durante 1 hora a 25°C
para finalmente revelar con diaminobencidina (DAB substrate kit, Vector Laboratories). El control
negativo fue el tejido de un caballo sin laminitis y el segundo control negativo se realizd en un tejido
de caballo con laminitis, con omisién del anticuerpo primario. La contra tincidn se realizé con Violeta
de Cresilo.

Administracion de Células Troncales Mésenquimales

Los pacientes fueron asignados a dos grupos de manera aleatoria: Grupo 1 (tratamiento Unico) y
Grupo 2 (tres tratamientos). Caballos pertenecientes al grupo dos, recibieron tres administraciones
de CTM alogénicas en intervalos de un mes. Por el contrario, los pertenecientes al grupo uno,
recibieron una dosis de CTM. La administracidon del tratamiento fue al menos tres a cinco dias
posteriores a la extraccién del tejido lamelar.

Se administraron 30 millones de células troncales suspendidas en medio de transporte y
solucidn salina fisioldgica aforada a 15ml, por medio de perfusidon endovenosa, colocando un catéter
mariposa calibre 25G en la vena digital palmar en la regidn de la cuartilla, préxima a la banda
coronaria. Previamente, se colocd la presidon del torniquete en la regidn del menudillo con venda
Smarch Smarch (Bantex, México), la sedacidn se practicd con xilacina (1.1 mg/kg IV) y el blogueo
perineural abaxial se realizd con lidocaina sin epinefrina al 2% administrando 4 ml mediales y
laterales. La regidn de la cuartilla fue rasurada y la antisepsia se efectud con clorhexidina y alcohol. El
torniquete permanecié 20 minutos después de la infusién de las CTM. El paciente fue valorado
clinicamente mensualmente.
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Andlisis estadistico

Para la evaluacidén estadistica de las variables consideradas (Termografias, Grados Obel,
Clasificacidn Histoldgica y Grados de expresion inmunohistoquimica), el software GraphPad Prism 7®
fue el programa de eleccidn. La evaluacion del estudio termografico requirié una prueba ANOVA
Sidak con un nivel de confianza del 95%; se obtuvieron medias aritméticas de la temperatura del
dorso y lateral del casco en ambos miembros tordcicos, obteniendo finalmente la media de
temperatura del caballo antes del tratamiento (temperatura basal) y la media de su temperatura
después de seis meses, se analizaron a todos los pacientes y por grupo de tratamiento. El analisis
estadistico de la clasificacién Obel, se realizd con la prueba T student prueba pareada y ANOVA Sidak
con nivel de confianza de 95%, para conocer si existe una diferencia en el Obel asignado inicialmente
contra el Obel al final del tratamiento para todos los caballos tratados y por grupos de tratamiento.
Los datos de clasificacidn histoldgica antes y después del tratamiento se analizaron con una prueba T
student pareada y ANOVA Sidak, nivel de confianza del 95%; el grado asignado se basé en la
clasificacion modificada de Pollitt (1996) y Paes Leme (2010) encontrada en el Anexo 3 de este
trabajo, se realizaron las pruebas por grupos y con la exclusidon de dos caballos debido a cambios
degenerativos en las biopsias finales. Las pruebas T student pareada y ANOVA Sidak se llevaron a
cabo en la evaluacion de la expresidn los receptores purinérgicos antes y después del tratamiento en
todos los caballos, con un nivel de confianza del 95%; los tejidos lamelares sometidos a prueba
inmunohistoquimica fueron evaluados de forma semicuantitativa, se les asigné un “grado de
expresion” en relacion al porcentaje de tejido con expresion de P2X7 al observarse en cinco campos
del tejido de manera aleatoria bajo el microscopio, se realizaron las pruebas por grupos y con la
exclusidon de dos caballos debido a cambios degenerativos en las biopsias finales. Las pruebas de
clasificacion histolégica e inmunohistoquimica no pudieron realizarse en dos caballos (C4 y C8) de
manera completa al faltar la biopsia lamelar final. La correlacidon existente entre la expresidon de
receptores P2X-7 en tejido lamelar y la clasificacién o dafio histoldgico antes y después del
tratamiento con CTM, requirid la prueba de Correlaciéon de Pearson con un nivel de confianza del
95%.
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RESULTADOS

Identificacién de Células Troncales Mesenquimales de Médula Osea por Citometria
de Flujo.

La Citometria de Flujo fue llevada a cabo en las células en cultivo en el cuarto pase celular para
identificar el inmunofenotipo de las poblaciones celulares listas para su administracién como terapia
celular. Se analizaron 6 marcadores de superficie, tres de ellos reconocidos como marcadores de
células troncales mesenquimales derivadas de médula dsea en equinos: CD73 (ecto-5'-nucleotidasa),
CD90 (Thy-1) y CD105 (endoglina); y tres marcadores indicadores de un fenotipo celular
hematopoyético: CD14, CD34 y CD45. Los porcentajes de expresidn de los marcadores analizados se
encuentran en la Fig.7, contiene los resultados en muestras de médula dsea de equinos
seleccionados como donadores hallando que el fenotipo de las poblaciones celulares analizadas
presentan marcadores indicadores de un estado no diferenciado, el marcador CD90 presenté mayor
porcentaje con una media de 33.82% + 5.473e.s.de expresion en las poblaciones analizadas; asi
mismo, se obtuvo una expresidn baja a marcadores de linaje hematopoyético, CD14 presentd una
media de 1.23% * 0.7674e.s., CD34 1.443% + 0.7159e.s. , finalmente CD45 1.217% + 0.6649e.s. A
pesar de no contar con mayor porcentaje de expresion en los marcadores CD73 y CD 105, estos se
encontraron presentes en el analisis por citometria. Los anticuerpos monoclonales de IgG usados
como control, no mostraron inmunoreactividad.
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Estudios Venograficos

Las radiografias tomadas a los pacientes en estudio previo a la terapia celular, mostraron evidencias
de rotacién dorso palmar de la falange distal en diferentes grados, lineas de aire en la muralla del
casco, algunos pacientes presentaron evidencias de osteolisis en el extremo distal de falange distal,
claras evidencias de laminitis crénica. El estudio angiografico con medio de contraste realizado
previamente a la terapia celular en cada uno de los pacientes, mostré deficiencias en el llenado del
plexo coronario, plexo sublamelar, en las papilas terminales, circunfleja y en el plexo palmar; ésta
deficiencia puede verse en mayor o menor medida en cada uno de los pacientes, pero el llenado
incompleto del plexo coronario y sublamelar fue una constante en los pacientes.

La venografia realizada al sexto mes de evaluacion post-tratamiento mostré mejoria en el
llenado venoso de los plexos inicialmente afectados en ambos grupos de tratamiento, siendo
claramente perceptibles en el estudio radiografico; otros plexos y ramas venosas aparentan mayor
calibre comparado con el estudio inicial, especialmente en el plexo coronario, circunfleja y plexo
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palmar. Existié una disminucidn en la presencia de las lineas de aire en la muralla vistas inicialmente.
No existié un retroceso en cuanto a la rotacidn dorso palmar de la falange distal, ésta permanecié o
continud, esto ultimo mayormente ocurrid en aquellos casos en los que no se dio seguimiento
oportuno con un herrador ortopedista. En los pacientes con evidencias de osteolisis previas, no se
revelaron evidencias de que su proceso osteolitico continuara, aunado a la aparente mejoria en la
irrigacién de la region distal del casco.

En las figuras 8 a 10, se muestran las evidencias fotograficas de los estudios angiograficos, en
éstas se puede constatar lo anteriormente descrito, de manera adicional se colocé la imagen del
casco antes y después del tratamiento concerniente al miembro en cuestion, en estas imdagenes se
evidencia el cambio en la estructura externa del casco, reduciendo la cantidad de grietas y cefios en
la muralla.

ot i e

Fig. 8 Caballo 3, integrante del grupo de un solo tratamiento. Arriba se muestran el estudio venografico inicial, en las tomas
dorso palmar, latero-medial y latero-medial en flexion de manera secuencial. Abajo se muestra el estudio realizado al término
del estudio. Puede observarse un aumento en el calibre de los plexos venosos proximales y plexo palmar, asi como mayor
cantidad de ramas en el plexo sublamelar (flechas).

Fig. 9 Caballo 6, integrante del grupo de tres tratamientos. Arriba se muestran el estudio venogréfico inicial, en las tomas dorso
palmar, latero-medial y latero-medial en flexion de manera secuencial de izquierda a derecha. Abajo se muestra el estudio
realizado seis meses posteriores del primer tratamiento. Puede observarse un aumento en el tamafio de los vasos sanguineos y
se tornan mas evidentes los plexos de la corona, sublamelares, circunfleja y plexo palmar (flechas). El proceso osteolitico de la
falange distal mostrado en el estudio inicial no es evidente en el estudio a los seis meses, tal como se muestra en las imagenes.
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Fig. 10 Caballo 9, integrante del grupo de tres tratamientos. Arriba se muestran el estudio venografico inicial, en las tomas dorso

palma a O-media atero-meadial en exion de manera se enclal de gqulerda a derecha. Abajo se mue a el e dio

Estudio Termografico del Casco Equino

En el cuadro siguiente esta contenida la informacidn resultante de las termografias de los caballos en
el estudio. Se muestra un aparente descenso en la temperatura en la zona de la corona del casco,
con excepcioén del caballo 1y 3, los cuales parecen mantener su temperatura en el rango basal.

Tratamientos 3 3 1 1 3 3 1 1 3
C1 Cc2 c3 C4 c5 Cé6 c7 c8 Cc9

ANTES 33 344 334 356 346 338 354 339 351
DESPUES 33,3 31,8 336 31,5 341 33 33,6 309 33,7
Salida del proyecto 5° MES 2° MES
Antes Después Antes Después Antes Después
T 1T 1T 1
381
p=0.0118** p=0.3565 p=0.0171**
361
(@) v
~ OO o] -ly
L o ik
2341 Ogl% <] of Ly
2 0o O I o “I v Grafica 1. ANOVA termografias (x y
s I SEM) mostrando los resultados en los
£327 O tres grupos analizados. a=0.05
301
28"
Pacientes en Grupo 3 Grupo 1
estudio Tratamientos Tratamiento
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La Grafica 1 muestra los resultados la prueba ANOVA para el analisis por grupos. El primero
estd conformado por todos los caballos tratados, antes y después de la administracién de las células
troncales, como puede observarse existe una disminucidn en la temperatura de la corona
estadisticamente significativa (p= 0.0118) después de la administraciéon del tratamiento
independientemente de la cantidad de dosificaciones suministradas. El grupo de un solo tratamiento
presenta una disminucién en la temperatura posterior al tratamiento (p=0.0171), en contraste con el
grupo de tres dosificaciones en el cual la disminucién de la temperatura no es estadisticamente
significativa.

Prueba Sidak Intervalos de Confianza

Antes 1 Tx - Después 1 Tx : *

Antes 3 Tx - Después 3Tx

Antes - Después I——

t T T T T 1
-1 0 1 2 3 4 5
Diferencia de medias entre grupos

Grafica 2. ANOVA Sidak de termografias, mostrando los intervalos de confianza en los tres
grupos analizados. a=0.05

En la Grafica 2 se representan los intervalos de confianza para los tres grupos, evidenciando
que el grupo de tres tratamientos no muestra un cambio significativo en la temperatura comparado
con el grupo de una sola dosificacidn.

Evaluacién de la Clasificacion Obel Previo y Posterior a la Terapia Celular.

En el cuadro inferior se muestran los datos recabados de los pacientes, tomando el valor de Obel
inicial y el final en el sexto mes de evaluacién. La tabla muestra un evidente descenso en el grado
Obel de todos los pacientes, exceptuando al caballo 8 ya que este presentd en su segundo mes de
evaluacidén un absceso subcérneo.

CABALLO TX OBEL OBEL
INICIAL FINAL
C1 3 3 0 ,
ANALISIS GRADOS OBEL
Cc2 3 4 1
c3 1 1 0 4
ca 1 3 0 *5 MES ESTUDIO 3
& & E L Il OBEL INICIAL
c6 3 4 1 2
B OBEL FINAL
Cc7 1 4 3 1
c8 1 2 3 *2 MES ESTUDIO
c9 3 3 2 0

Cl C2 C3 C4 G5 C6 C7 C8 (9

* Indica el mes en el que el caballo salié del protocolo.
TX: Tratamientos administrados
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Clasificacion Obel
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Grafica 3. Prueba T student pareada (x y SEM).
Clasificacion Obel. a=0.05

La Graéfica 3 representa los resultados de la prueba T, demuestra una diferencia significativa
(p=0.0025) al disminuir los grados Obel después de la administracion del tratamiento, sin importar el
grupo de tratamiento asignado. Demostrando y respaldando la mejoria clinica vista en los pacientes.

Antes Después Antes Después Antes Después

5 L
{ I I
P=0.0057** p=0.5091 p=0.0053** Prueba Sidak Intervalos de Confianza
49 0OOO v [oX @]
I :
J_ Antes 3Tx - Después 3 Tx - e
31 T olele :
Antes 1 Tx - Después 1 Tx F @ J
21 ) o
1 o | v Antes - Después ——
t T T 1
2 0 2 4 6
O. O Diferencia de medias entre grupos
IPaciemes en es(udiol lGrupo 1 Tratamienml Grupo 3
Tratamientos
Grafica 4. ANOVA Grados Obel (x y SEM) mostrando los Grafica 5. ANOVA Sidak de Grados Obel, mostrando los
resultados en los tres grupos analizados. a=0.05 intervalos de confianza en los tres grupos analizados. a=0.05

Los resultados de la prueba ANOVA se ven reflejados en las graficas 4 y 5; el andlisis de todos
los caballos mostré una disminucién en el grado Obel de manera significativa (p= 0.0057). El grupo de
caballos que recibid tres dosificaciones de células troncales mostré una disminucion significativa en
el grado Obel (p= 0.0053) comparado con el grupo de un tratamiento, tres dosificaciones resultaron
en una mejoria clinica mas evidente comparado con el grupo de un solo tratamiento. La Gréfica 5
presenta los intervalos de confianza sefialando lo anteriormente descrito.

Evaluacién Histoldgica del Tejido Lamelar

Obtuvimos biopsias de tejido lamelar en un caballo sin laminitis y en 9 caballos con laminitis crénica,
éstas se extrajeron previamente a la terapia celular y nuevamente a los seis meses de su
administracién con la finalidad de observar los cambios histolégicos atribuibles a la terapia celular. El
tejido lamelar obtenido después del tratamiento en los caballos con laminitis crénica mostrados en el
cuadro a continuacién, muestran cambio estructural sustancial comparado con la estructura
histolégica previa al tratamiento, la arquitectura se torna similar a la de un caballo sin laminitis como
lo muestra la histologia del caballo control, mejorando la presencia, cantidad y orientacion de las
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[dminas epidérmicas secundarias, se observa disminucion de tejido con infiltrado perivascular, las
células epidérmicas presentaban nucleo abaxial a la membrana basal y se encontré menos cantidad
de ldminas epidérmicas secundarias separadas de la membrana basal. El caballo 6, mostré un
deterioro en el tejido lamelar, probablemente causado por un deficiente método de conservacion, ya
gue estos hallazgos no concuerdan con la clasificacion Obel del mismo caballo durante su ultima
evaluacidn, asi mismo el tejido obtenido en la biopsia se presentd estructurado y firme.

Microfotografias de cortes histoldgicos de caballos con laminitis cronica antes y después del
tratamiento celular.

CABALLO
CONTROL

)u‘ 1'4( ”}" ']

(¢7:1:7:{K Ko} No. ANTES DEL TRATAMIENTO DESPUES DEL TRATAMIENTO
TRATAMIENTOS Aumento 4X Aumento 4X
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Microscopio Olympus BX51-WI acoplado a unidad de disco giratorio (DSU), Software Stereoinvestigator®.

En la tabla siguiente se muestra la asignacion en la clasificacion de la alteracién histolédgica en
biopsias lamelares de los caballos, previo y después del tratamiento. El grado asignado se baso en la
clasificacién modificada de Pollitt (1996) y Paes Leme (2010) encontrada en el Anexo 3 de este
trabajo. Como puede notarse, existen dos caballos de los cuales no se obtuvo biopsia final
comparativa de las ldminas del casco. Asi mismo, dos caballos pertenecientes al grupo de tres
tratamientos (C6 y C9) mostraron progresion en el dafio lamelar, aumentando su grado en la
clasificacion.

ANTES DEL DESPUES DEL
CABALLO TX TRATAMIENTO TRATAMIENTO
a1 3 2 1 Analisis Clasificacion Histoldgica
2 3 4 2
4
c3 1 4 1
ca 1 3 X 3 —
cs 3 2 1 B ANTES DEL
c6 3 4 2 —  TRATAMIENTO
c7 1 4 3 . [ODESPUES DEL
1 TRATAMIENTO
c8 1 2 X
c9 3 3 4 0 U el
X: No pudo evaluarse el tejido lamelar Cl C2 C3 C4 G5 C6 C7 C8 (9

TX: Tratamientos administrados
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Histologias
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Grafica 6. Prueba T student pareada (x y SEM).
Histologias a=0.05

En la Grafica 6 se observan los resultados de la prueba T en todos los caballos, mostrando
una disminucién en el grado asignado en la clasificacion histolégica, es decir, el tejido lamelar
después del tratamiento muestra menos lesiones histoldgicas comparado con el tejido lamelar en
fase de laminitis crdénica sin tratamiento, pero esta mejoria no es estadisticamente significativa (p=
0.0606).

Prueba Sidak Intervalos de Confianza

Antes 3 Tx - Después 3T x ,

Antes 1 Tx - Después 1 Tx F

Antes - Después F

y T 1

-2 0 2 4

Diferencia de medias entre grupos

Grafica 7. ANOVA Sidak de Histologias, mostrando los intervalos de confianza en los tres
grupos analizados. a=0.05

La Grafica 7 representa los intervalos de confianza de la prueba ANOVA Sidak con un nivel de
confianza del 95%, demostrando que no hay una diferencia entre el grupo de una sola dosificacién y
el grupo de tres tratamientos.
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Grafica 8. Prueba T student pareada. Histologias,
excluyendo caballo 6 vy 9. a=0.05
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La Gréfica 8 muestra los resultados de la prueba T excluyendo los resultados del caballo6y 9,
vya que las biopsias finales podrian presentar cambios degenerativos debido a una inadecuada
preservacion de las muestras, se discutira mds adelante.

Los resultados muestran una diferencia estadistica significativa (p=0.0014) entre la
clasificacidn histoldgica previo al tratamiento contra la clasificacion después del tratamiento. El tejido
lamelar presenté un descenso en grado de dafio histolégico posterior al tratamiento celular.
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Grafica 9. ANOVA histologias excluyendo C6 y C9 (x y SEM)
mostrando los resultados en los tres grupos analizados.
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Grafica 10. ANOVA Sidak de histologias excluyendo C6 y C9,
mostrando los intervalos de confianza en los tres grupos

analizados. a=0.05

Los resultados de la prueba ANOVA se ven reflejados en las gréficas 9 y 10; el analisis de
todos los caballos mostré una disminucién en el grado de dafio histolégico reflejandose al bajar
grados en su clasificacion de manera significativa (p= 0.0235). No se encontraron pruebas estadisticas
suficientes para decir que grupo de tratamiento fue mejor o que presentd una diferencia en la
disminucién en la clasificacién histolégica. La Grafica 10 contiene los intervalos de confianza
sefialando lo anteriormente descrito.
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Prueba Inmunohistoquimica (Deteccidon de P2X7)

Las pruebas inmunohistoquimicas realizadas en las biopsias de tejido lamelar para identificar los
receptores purinérgicos P2X7 mostraron que los tejidos de caballos con laminitis crénica revelaron la
presencia de P2X7 en células epidérmicas adyacentes al axis de la lamina epidérmica primaria (LEP).
En las microfotografias de los tejidos lamelares obtenidos después la terapia celular se muestra una
disminucién aparente en la expresién de receptores P2X7 comparado con el tejido lamelar antes del
tratamiento. Los tejidos controles no manifestaron receptores P2X7.

Microfotografias Inmunohistoquimicas Receptores Purinérgicos P2X subtipo 7 en tejido lamelar de
caballos con laminitis cronica.

CABALLOS
CONTROL

No. ANTES DEL TRATAMIENTO DESPUES DEL TRATAMIENTO
TRATAMIENTOS 10X 10X
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Los tejidos lamelares sometidos a prueba inmunohistoquimica, fueron evaluados de forma
semicuantitativa. Estos mostraron una aparente disminucidon en la expresidon de receptores
purinérgicos basados en el grado de expresidn en la tincidon, como puede verse en la tabla y grafica
correspondiente; los caballos 5 y 9 mostraron un aumento en la expresion de estos receptores en la
biopsia final.

Grado de Porcentaje De CABALLO ANTES DESPUES
Expresion Expresién En TX TRATAMIENTO TRATAMIENTO
P P .. Cc1 3 4 1
Tejido
0 0 c2 3 2
1 <5 c3 1 3 1
ca 1 2 X
2 15
c5 3 1 3
3 20
C6 3 3 2
4 225
c7 1 3 2
c8 1 3 X
c9 3 3 3
Analisis Inmunohistoquimico X: No pudo evaluarse el tejido lamelar

TX: Tratamientos administrados

4
3
2 2 ANTES TX
I DESPUES TX
1
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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f 4 [ X ]
L:: 31 L ]
Gréfica 11. Prueba T student pareada 5 2 ° E
(¢ y SEM). Inmunohistoquimicas. 2
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Todos los caballos fueron considerados en el analisis con la prueba T representado en la
Gréfica 11. Se muestra una disminucion en la expresién de los receptores purinérgicos subtipo 7 en
los tejidos lamelares posterior al tratamiento, aunque esta disminuciéon no es estadisticamente

significativa (p= 0.0782).
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Grafica 12. ANOVA Inmunohistoquim

icas (x y SEM)

mostrando los resultados en los tres grupos analizados.
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Grafica 13. ANOVA Sidak Inmunohistoquimicas, mostrando
los intervalos de confianza en los tres grupos analizados.
a=0.05

Los resultados de la prueba ANOVA para conocer la diferencia entre grupos de tratamiento y
saber que tratamiento fue mas eficiente se ven reflejados en las gréficas 12 y 13; no existen
diferencias significativas entre grupos. La Gréfica 13 contiene los intervalos de confianza sefialando lo

anteriormente descrito.
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Grafica 14. Prueba T student pareada (x y SEM).
Inmunohistoquimicas excluyendo C6 y C9. a=0.05

La Gréfica 14 contiene el resultado de la prueba T pareada para la expresién de los
receptores purinérgicos excluyendo los resultados de los caballos 6 y 9 cuyo tejido podria estar
dafiado por una técnica de conservacion deficiente. Aparece una disminucidn en la expresion P2X7
después del tratamiento con células troncales sin ser estadisticamente significativa.
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Grafica 15. ANOVA Inmunohistoquimicas excluyendo C6 y Grafica 16. ANOVA Sidak Inmunohistoquimicas excluyendo C6
C9 (x y SEM) mostrando los resultados en los tres grupos y C9, mostrando los intervalos de confianza en los tres grupos
analizados. a=0.05 analizados. a=0.05

Prueba Sidak Intervalos de Confianza

La prueba ANOVA en la que se excluyen los caballos 6 y 9 pertenece a las graficas 15y 16; no
existen diferencias significativas entre grupos de tratamiento. La Grafica 13 contiene los intervalos de
confianza sefialando lo anteriormente descrito.

Al no mostrar resultados estadisticamente concluyentes a pesar de la disminucidon en los
grados de expresion de los receptores purinérgicos P2X subtipo 7, se realizé un estudio de
correlacién de Pearson, con esta prueba se esperd comprobar la relacion existente entre el dafo
histolégico lamelar y la presencia de los receptores en el tejido.

Correlacion de Pearson

- r= 0.6825*
1 .s' p=0.0214*

Inmunohistoquimica Antes

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Histologia Antes

Grafica 17. Correlacion de Pearson. Inmunohistoquimica
Antes del tratamiento e Histologia Antes del tratamiento.
a=0.05

La Grafica 17 contiene el resultado de la correlacidon de Pearson, demuestra la existencia de
una relacién dependiente entre el grado de lesidn histoldgica antes del tratamiento y la expresidn de
los receptores purinérgicos por medio de inmunohistoquimica previo a la terapia celular (r= 0.6825).

Los resultados de correlacion entre la expresién de purinérgicos después del tratamiento y la
clasificacion histoldgica después del tratamiento no mostraron una correlacidon estadisticamente
significativa. La prueba se realizd de igual forma excluyendo los caballos 6 y 9, no se hallaron
evidencias suficientes para probar una relacién entre ambas variables. Las graficas de lo
anteriormente descrito estan disponibles para consulta en el Anexo 4.
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DISCUSION

Como pudo verse en los resultados del analisis de citometria de flujo, se obtuvieron poblaciones con
un porcentaje alto al menos a un marcador (CD90 media de 33.82% + 5.473e.s.) indicador de un
inmunofenotipo indiferenciado, lo que concuerda con lo reportado por Ranera y cols. (2011), por el
contrario, los marcadores de superficie concernientes a fenotipos hematopoyéticos se encontraron
bajos, CD14 presentd una media de 1.23% + 0.7674e.s., CD34 1.443% * 0.7159e.s., finalmente CD45
1.217% + 0.6649e.s. como puede verse en la fig. 7. A pesar de ser anticuerpos dirigidos contra
marcadores de superficie humano y no ser especificos contra caballo, se ha buscado anteriormente
la compatibilidad que existe entre los anticuerpos humanos y los pertenecientes a equinos, ya que no
existen en el mercado anticuerpos especificos a la especie de interés. El resultado de este andlisis
arrojo los siguientes resultados para algunos anticuerpos en mencién: CD14 humano y equino 74%,
CD34 humano y equino 68%, CD45 humano y equino 39%, CD90 anti-equino 99%. (Roldan 2015) Por
lo anterior se puede inferir un grado de confiabilidad en la citometria realizada a las poblaciones
celulares a utilizar como tratamiento en los caballos del proyecto. Nuevamente debe mencionarse
gue de manera estricta, en nuestro trabajo se administraron células estromales mesenquimales
multipotentes derivadas de médula dsea de equinos, ya que el protocolo usado para su cultivo solo
ha demostrado en proyectos anteriores, diferenciacion in vitro y no asi in vivo.

Después de la administracion de las células troncales mesenquimales en los pacientes no se
encontraron sefiales de respuestas de hipersensibilidad debido al trasplante celular; en el caso que
los pacientes tuvieran dolor debido a la obtencién de la biopsia lamelar, se administré fenilbutazona
(4.4 mg/kg PO/SID) por tres dias. De manera particular el caballo 8 presenté un absceso subcérneo
en el segundo mes de evaluacidn, éste suceso mas que asociarse a la administracién de las células
troncales, podria explicarse por un manejo inadecuado de la antisepsia durante la toma de biopsia
lamelar o aun mas probable a causa del mismo proceso laminitico.

Como se observa en las graficas 3-5 y tablas de concentracion de datos para la clasificacion
Obel antes del tratamiento y después del mismo, los caballos se encontraban entre los grados mas
altos de Obel (3 y 4), independientemente del tiempo en curso de laminitis en cada paciente. Los
caballos 4 y 8 no concluyeron los seis meses de observacion debido a diferentes causas, el individuo
C4 fue vendido como reproductora ya que no presentaba signos de laminitis y el individuo C5 fue
trasladado a Mérida, ademas de presentar un absceso subcérneo en su Ultimo mes de evaluacion; se
considerd el Obel final registrado al 52 y 22 mes respectivamente. La prueba T student demostré una
disminucién estadisticamente significativa (p=0.0025) en el grado de claudicacién debido al descenso
en los grados Obel después del tratamiento, sin considerar la cantidad de dosificaciones
administradas. Las evidencias clinicas muestran una mejoria evidente, estas se encuentran en
registro fotografico y en video. Al tener una mejoria clinica notoria, debemos considerar que en este
punto, las células troncales mesenquimales administradas disminuyeron la inflamacidn, el tejido
lamelar debe encontrarse mejor estructurado, aunado a una mejor vascularizaciéon en esta regidn
distal, para comprobar algunos de estos supuestos, se realizaron los estudios venograficos,
histolégicos y termograficos. Para conocer que grupo de caballos presentd una mejoria clinica debido
al numero de tratamientos y seleccionar el mas eficiente, se realizé la prueba ANOVA, en este caso el
grupo de tres tratamientos mostré un descenso significativo (p=0.0053) en su claudicacion y dolor; lo
que indica que tres dosificaciones de células troncales en intervalos de un mes, fueron mas eficientes
para conducir a una mejoria clinica.

Las evidencias mostradas en el estudio venografico de los caballos (fig. 8 a 10), infieren un
aparente aumento en vascularizacidn por estimulo de la angiogénesis, observandose vasos de mayor
calibre, antes del tratamiento los vasos sanguineos se encontraban ausentes o poco evidentes; estos
cambios angiograficos fueron visibles en todos los estudios sin importar el grupo de tratamiento al
que pertenecieran los caballos; analizar que tratamiento fue mejor en este respecto es dificil, ya que
cada caballo se encontraba en una etapa de laminitis diferente en cuanto a dafio y duracion como
laminitis crénica, por lo que solo puede compararse consigo mismo. Cabe sefialar que mdultiples
textos que tratan sobre procedimientos angiograficos (Rucker 2010; Baldwin 2010), remarcan que la
sola administracidn del medio de contraste, por el volumen administrado, podria distender los vasos
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sanguineos lo que podria ocasionar un aparente aumento en la vascularizacidn; aun asi, en este caso
indicaria que el medio de contraste después del tratamiento tendria mayor posibilidad de distender
o alcanzar vasos sanguineos mds distales y de menor calibre, lo que de forma indirecta indicaria un
cambio importante en el sistema debido al tratamiento. Otro punto a tomar en cuenta, es la mencién
por algunos autores que el origen quimico de algunos medios de contraste podria provocar
vasodilatacién lo que resultaria en un error durante la interpretacién como angiogénesis. Las
venografias fueron realizadas con el mismo volumen de medio de contraste, marca del medio y
técnica en ambos casos, antes y después del tratamiento para todos los caballos, por lo que el
aumento en la vascularizacidon hallado en todos los pacientes se debe al tratamiento con CTM
alogénicas y no asi por el estudio angiografico per se.

Es importante mencionar que el casco, tal como se muestra en las figuras del apartado
mejora de manera notable en su arquitectura y textura, los cefios y pigmentos blanquecinos se ven
reducidos en su apariencia, asi como las grietas en la muralla. El herrador fue una constante para
todos las caballos ingresados, pero no todos los duefios siguieron la indicacidn, las visitas sugeridas
cada 20 a 25 dias se extendian en lapsos mas largos o incluso preferian la visita por otro herrador de
su confianza, por ello algunos caballos en las fotografias se ven mucho mas altos de talones y largos
de pinzas, lo que biomecanicamente no colabord en balance de las cargas y generé mas tension en
las estructuras lamelares del casco y facilitd la progresién de la rotacién dorso palmar de la falange
distal por el tenddn flexor digital profundo. En este respecto, la rotacion dorso palmar de la falange
no retrocedid en su proceso en ninguno de los equinos, el eje podofaldngico permanecié roto. La
falange mantuvo el mismo angulo o en su defecto continto el proceso de rotacién, debido a la
ausencia de un herraje ortopédico adecuado ademas de la asimetria de los cascos. La rotacién dorso
palmar por si misma dafia los capilares y tejido del corion en su avance hacia palmar, lo que podria
disminuir la visualizacidon de capilares o vasos sanguineos en las zonas adyacentes en la venografia
después del tratamiento, podria inferirse una mejoria en la vascularizacidn de haberse detenido la
rotacion de la falange distal con ayuda de herrajes ortopédicos. Esto ultimo solo es una posibilidad
gue con dificultad, mas no de forma imposible, podria demostrarse en un préximo estudio.

Obtener el tejido lamelar de los caballos con laminitis crénica implico realizar el orificio de
biopsia en la misma zona en ambas muestras. Antes del tratamiento, la distancia de la muralla al
tejido lamelar fue en promedio 2,4 cm comparado con un promedio de 1,9 después de seis meses, la
distancia se redujo, lo que podria traducirse en una disminucién en la cuia lamelar y el trabajo del
herrador. El tejido lamelar con mayor dafio, debido al tiempo que tenia el equino con laminitis (9-10
afios) o a la falta de balance y simetria del casco lo que conlleva a un estrés biomecanico constante,
en su mayoria era de consistencia laxa, fragil, facil de cortar pero al mismo tiempo facil de segmentar
y por tanto obtener tejido incompleto de no realizarse cuidadosamente.

Se utilizé una clasificacion para asignar un nimero al grado de dafio encontrado en el tejido
lamelar de los caballos tratados, esta clasificacion fue basada en la propuesta por Pollit y puede
consultarse en el Anexo 3, en este cuadro se describen detalladamente las caracteristicas histoldgicas
en cada grado asignado. La mayoria de los caballos presentaron grados altos de dafio histolégico (3 y
4), es decir que la arquitectura del tejido lamelar se encontraba comprometida, las laminas
epidérmicas primarias estaban ausentes o en orientacién longitudinal, con células epidérmicas
hiperplasicas de tamafio reducido, |[dminas secundarias cortas o ausentes, abundante infiltrado
perivascular, hemorragias, tejido conectivo abundante, gran distancia entre el tejido epidérmico y
dérmico, células en apoptosis y en etapas de proliferacion.

Estadisticamente se realizd la prueba T student sin importar el grupo de dosificacion para
comprobar una disminucion en la clasificacion histolégica de dafio. Para esta prueba no se
consideraron los datos de los caballos 4 y 8, ya que estos no concluyeron los seis meses de
observacién y la biopsia final no pudo obtenerse. El resultado no arrojé resultados estadisticamente
significativos (p=0.0606), a pesar de que se muestra en la grafica 6 un descenso en el grado
histolégico de dafio, aunado a las evidencia en microfotografia disponibles en el apartado de
Resultados de Pruebas Inmunohistoquimicas. Los tejidos de los caballos 6 y 9 mostraron cambios
degenerativos antes del corte en el criostato, relacionados a un protocolo de conservacion deficiente
en cualquiera de sus etapas, las fotografias obtenidas del tejido muestran mejor estructura y textura
firme durante su obtencién en la ultima evaluacién de los pacientes, incluso existio dificultad para
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retirar el tejido lamelar debido probablemente a su mejor adherencia a la falange distal. Otro punto a
este respecto es la clasificacion Obel, en multiples escritos (Laskoski 2016; Belknap 2017; De Laat
2013; Pollitt 2004) se ha comprobado la relacion directa existente entre Obel y dafio histoldgico, a
mayor dano en las ldminas epidérmicas y dérmicas del casco, mayor sera el nivel de claudicacion y
dolor. Y como se seialé anteriormente, el Obel descendié de manera considerable, incluso en estos
caballos el ultimo dia de evaluacién. Por estas razones, se repitié la prueba T excluyendo los caballos
6 y 9; en esta ocasion se demostrd una diferencia estadistica significativa (p=0.0014), indicando una
mejoria en la estructura lamelar de los caballos debido al tratamiento, sin importar el nimero de
dosificaciones administrado. La prueba ANOVA mostré nuevamente la mejoria en la estructura
lamelar de los pacientes (p=0.0235), pero no se hallaron evidencias que sefalaran que grupo de
tratamiento fue mas eficiente al generar un cambio en la estructura lamelar. El grupo de tres
tratamientos fue el mas cercano (p=0.06), al aproximarse a la significancia estadistica, por lo que este
numero de dosificaciones debe considerarse como un punto de referencia en futuros estudios.

La mejoria del tejido lamelar debido a la terapia celular puede tener varias vias de
explicacion, pero todas ellas por determinarse en futuros proyectos. Entre esas vias se encuentra la
posibilidad de que las células administradas se queden en el tejido de manera permanente
ejerciendo su funcidn inmunomoduladora, desinflamatoria, angiogénica y liberadora de factores de
crecimiento favoreciendo la regeneracion tisular. En caso de que estas células no permanezcan en la
zona dafada, recluten otras células troncales mesenquimales de médula dsea del propio caballo para
mantener el efecto, o en su defecto favorezca la proliferacidon y permanencia de las células troncales
epidérmicas p63 endémicas de casco, las cuales son reconocidas por mantener el pool celular normal
en el casco equino (Carter 2011).

Debido a que en articulos publicados se identificd la presencia de receptores al dolor crénico
P2X7 en tejido lamelar de caballos con laminitis y no asi en tejidos lamelares de caballo sano, se
realizaron pruebas para detectarlos en los tejidos de caballos con laminitis crénica y observar su
comportamiento debido al tratamiento celular, esperando que ya que se encontrdé una mejoria
estructural importante en los tejidos lamelares después del tratamiento celular, la expresién de los
receptores se redujera al disminuir la inflamacidn y lesién en el tejido lamelar debido a la terapia. La
prueba inmunohistoquimica fue evaluada al traducir la expresién de los receptores purinérgicos
vistos al microscopio, en grados de expresion dependiendo del porcentaje de tejido tefido. La tincidn
mostré la presencia de receptores purinérgicos en células epidérmicas halladas paralelas al axis de
las [dminas epidérmicas primarias, similar a lo reportado por Zamboulis (2013). La prueba T student
realizada no mostré una diferencia significativa, no se hallaron evidencias de disminucion en la
expresion de receptores purinérgicos debido al tratamiento. Lo anterior se comprobd nuevamente
en la prueba ANOVA, no se encontraron evidencias estadisticas respecto a que un grupo de
tratamiento fuera mejor que el otro. Las pruebas se realizaron excluyendo a los caballos 6 y 9,
nuevamente los resultados no demostraron la disminucidn estadistica en la expresidon de los
receptores purinérgicos P2X-7 debido al tratamiento o a la mejoria del tejido lamelar. Debido a esto
se analizd la relacién entre el dafio histolégico y la expresion de los receptores purinérgicos por
medio de un estudio de correlacidn de Pearson, como se esperaba se encontrd una relacién directa
como se mostrd en la Grafica 17, entre mayor daiio en las laminas del casco equino, mayor expresién
de receptores purinérgicos en el tejido lamelar, traduciéndose en mayor respuesta inflamatoria
debido a la lesidn tisular. La misma prueba se realizé con los valores de dafio histoldgico después del
tratamiento y el grado de expresién de purinérgicos después del tratamiento, sorprendentemente no
se encontrd la relacidon esperada, la prueba indicd que son variables independientes. La posible
respuesta en este punto, podria hallarse en el manejo del caballo de manera individual, ya que al
encontrarse en su lugar de origen no se puede hablar de un medio controlado para todos los
individuos en experimentacion, las visitas del herrador involucrando el tipo de herraje y recorte del
casco, el trabajo ocasional, el tipo de suelo de su hogar, podrian colaborar en la permanencia de
microtraumatismos y accién de fuerzas biomecdnicas sobre el tejido lamelar que prologaria el estado
inflamatorio crénico en diferentes grados, lo que podria justificar que algunos caballos no mostraran
un descenso mas notable en la expresion de receptores P2X-7, los cuales son asociados a inflamacidn
crénica, como se vio en el apartado introductorio.
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El caballo 5 por ejemplo, mostré un aumento en la expresion de receptores purinérgicos, sin
presentar un progreso en el dafio histoldgico, esto podria ser explicado por la visita del herrador dias
antes de la ultima evaluacion, quién recortd en exceso la suela de los miembros tordcicos del equino,
dejando una capa sumamente delgada entre la queratina del casco y el corion, el contacto del casco
con cualquier tipo de superficie carecia de amortiguamiento, este contacto y la exposicidn del corion,
generaria una respuesta inflamatoria que podria traducirse en una mayor cantidad de P2X-7. Pese a
esto, mas estudios deben realizarse y con un nimero de individuos en experimentacién mayor, lo
qgue ayudaria a dar mas certeza a los hallazgos en el proyecto.

En este proyecto solo se tienen pruebas de una mejor estructura lamelar histolégicamente
debido al tratamiento, pero no se realizaron procedimientos que constaten la integridad de la
membrana basal, la cual seria la indicadora de una estructura lamelar integrada y semejante a la
normal. Para evaluar el colageno del tejido lamelar se realizaron tinciones PAS por sus siglas en inglés
Periodic Acid Schif (resultados no mostrados), pero debido al grosor de las muestras las tinciones no
fueron las dptimas y los resultados por tanto indtiles a este fin. Solo se puede inferir que existieron
cambios benéficos en la membrana basal y sus componentes, ya que el cambio en la estructura
lamelar presentd cambios cercanos a la arquitectura normal, los cambios en longitud y orientacién
de las [dminas epidérmicas secundarias no podria haber ocurrido sin los cimientos, es decir, sin una
membrana basal y proteinas de adhesidn que mantuviera el tejido epidérmico-dérmico en unién y
aposicion.

La prueba ANOVA mostré una disminucion estadisticamente significativa (p=0.0118) en la
temperatura de la corona de los miembros toracicos de los caballos en el proyecto debido al
tratamiento y comparado con la temperatura antes de la terapia, sin importar la cantidad de dosis
suministradas. La misma prueba ANOVA indicé que el grupo de un solo tratamiento mostré un
descenso estadisticamente significativo (p=0.0171) comparado con el grupo de tres tratamientos,
este Ultimo también mostré un descenso en la temperatura pero de manera estadistica, un solo
tratamiento fue eficiente en este respecto. La disminucion en la temperatura puede hacer referencia
a la disminucion en la inflamaciéon del tejido lamelar, probablemente debido al efecto
inmunomodulador de las células troncales administradas. También podria traducirse en incremento
de la irrigacidn tisular justo en esta porcidn distal del miembro toracico de los equinos, optimizando
el flujo sanguineo disminuyendo el estasis sanguineo, asi como restituyendo el retorno venoso. Debe
mencionarse que la temperatura tomada con el equipo de termografia varia rdpidamente y por
infinidad de circunstancias. Exposicion al sol, bafios, trabajo, caballos colgados en piso duro, camas
himedas, trabajo del herrador, etcétera, antes de la visita para su evaluacion mensual modificaban
los valores obtenidos hasta en 32C. Por lo que tomar esta variable como un indicador de “mejoria” es
controversial y debe realizarse en conjunto con otras pruebas como las realizadas en nuestro trabajo
o en el mejor de los casos bajo un ambiente controlado para los equinos en experimentacion.

La doctora Lisa Fortier en el XL Congreso Anual del AMMVEE, hablé sobre la transmisidn de
Parvovirus tres semanas posteriores de la administracion de las células troncales mesenquimales en
un equino seguido de su muerte por insuficiencia hepatica, en el presente trabajo no se presentd la
muerte de animales debido a enfermedad o eutanasia asi como la ausencia de signos de enfermedad
infecciosa. Debe recordarse que los caballos seleccionados como donadores solo fueron analizados
para AIE (Anemia Infecciosa Equina). No puede descartarse la posibilidad de transmisién de cualquier
enfermedad de este mismo origen o el hecho de que el trasplante celular y la nueva informacién
genética transmitida por este método podrian provocar la activacién de genes inactivos en el
individuo receptor, lo que podria resultar en efectos benéficos o perjudiciales, asi como la
transmisiéon de oncogenes. Por lo anterior, la posibilidad de adquirir los factores de crecimiento y los
productos de las células troncales para ser administrados sin la célula, es un area de investigacién
actualmente atractiva.

El factor biolégico es un punto a considerar, cada equino bajo experimentacidn es un ser con
caracteristicas bioldgicas diferentes y particulares, cada uno de ellos presenta una respuesta
inmunoldgica e inflamatoria diferente de otros, lo cual influird inevitablemente en la respuesta a las
células troncales administradas, el tiempo de permanencia, su actividad y respuesta bioldgica, asi
mismo a los tiempos de reparacion y regeneracion de la estructura lamelares. La terapia celular
resulté efectiva en caballos con laminitis crénica, pero debe considerarse que los caballos en el
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proceso de estudio no se encontraban en un medio controlado, ademas de los diversas variables
involucradas ya que se desconoce en la mayoria de los equinos en el proyecto si la causa de laminitis
es de origen metabdlico o de un sindrome inflamatorio, lo cual mostraria resultados interesantes en
cuanto al tiempo requerido para ver un efecto en el tejido lamelar dependiendo del origen.

Publicaciones similares son escasas, es dificil comparar nuestros resultados debido a que
existen diferencias importantes. Son muy pocos los reportes en laminitis crénica, en su mayoria los
articulos se enfocan en la fase aguda de la enfermedad, los estudios de dafio histolégico son de
biopsias de tejido lamelar de caballos con laminitis obtenidas después de la eutanasia, tampoco
existe la comparacion del tejido lamelar debido a algun tratamiento ya que las biopsias obtenidas de
caballos en pie solo se han reportado en caballos sanos. (Ranera 2011) En su mayoria, las
investigaciones enfocadas en la patofisiologia y tratamiento de laminitis, utilizan modelos
experimentales de induccién de laminitis con sobrecarga de carbohidratos y no el modelo “natural”
de la enfermedad como lo hace nuestro trabajo.

En 2014, Morrison y cols., administraron CTM alogénicas derivadas de cordén umbilical en
caballos con laminitis crénica, administraron 20-30 millones de células via perfusidon regional
intraarterial y endovenosa (a. y v. digital palmar) con ayuda de un torniquete a nivel del menudillo, el
cual permanecié de 25 a 30 minutos posteriores a la administracién. Reportaron que la
administracién de células alogénicas no mostré reacciones adversas al probarse via intradérmica
antes de su administracion por perfusién regional. Seifalaron que las vias venosas y arteriales son
efectivas para el depdsito de las células troncales y que observaron mejoria clinica en 87% de los
casos clinicos tratados (p=0.0464) antes de 71.5 dias con laminitis, para los caballos con mas de 71.5
dias con laminitis el porcentaje de éxito fue de 53% (p=0.0464), cada uno de ellos recibié de 1 a 4
dosis por miembro afectado. Aquellos caballos que recibieron el tratamiento dentro de los primeros
30 dias posteriores a la presentacién aguda obtuvieron un 100% de éxito y por ultimo reportaron que
en los casos con mas de 90 dias de laminitis, solo obtuvieron un 50% de éxito. (Morrison et al. 2014).
No se menciona en el articulo el tipo de analisis estadistico seleccionado para evaluar la mejoria
clinica, en nuestro trabajo el andlisis con la prueba T pareada y ANOVA para la clasificacion Obel
mostré mejoria clinica estadisticamente significativa (p=0.0025) de todos los caballos en el estudio
sin importar el tiempo con la enfermedad y a pesar de que las CTM administradas en el estudio de
Morrison no fueron de médula dsea. La administracién de las células fue Unicamente por via
endovenosa para disminuir la probabilidad de trombos complicaciones por su causa como la pérdida
de casco, por el contrario al trabajo de Morrison quien también realizé la administraciéon de las
células via arterial; para los caballos que tratd con laminitis créonica severa, menciond que no existié
mejoria debido a que la cufia lamelar y la rotacién dorso palmar de la falange distal permanecio sin
cambios en los estudios radiograficos, lo que concuerda con lo encontrado en este trabajo; Morrison
no realizd biopsias de tejido lamelar por lo que no pudo comprobar el proceso regenerativo de las
[dminas a pesar de no disminuir la rotacién de la falange distal .

En otro articulo, Angelone y cols. (2017), dieron a conocer los resultados de su investigacion,
en ella trataron 9 caballos con laminitis crénica usando CTM derivadas de tejido adiposo en
combinacion con plasma rico en plaquetas (PRP), cada animal fue tratado bajo tres administraciones
en intervalos de un mes, de 15 millones de CTM resuspendidas en 15ml de PRP, usando un
torniquete justo en la regidn del menudillo (articulacion metacarpofalangica) y administradas en la
vena digital lateral o medial; la primera administracién de CTM era alogénica y las siguientes dos
administraciones eran de origen autdlogo, el PRP siempre fue autélogo. Efectuaron examenes
clinicos cada cuatro horas durante tres dias posteriores a la administracién y posteriormente cada 8
horas, realizaron venografias antes y después del tratamiento para evaluar la condicion de la regién
del casco. Como resultado del tratamiento sus pacientes mostraron mejoria clinica y la mayoria de
ellos regresaron a su actividad dentro de los seis meses posteriores al tratamiento, en las venografias
se mostro recuperacion de la vascularizacidn acorde con la mejoria en la funcién motora, atribuible a
la terapia celular. Sefialaron que no observaron efectos adversos a causa de la terapia alogénica, de
los nueve caballos, solo dos mostraron signos de laminitis después de un afio del tratamiento.
(Angelone et al. 2017) La mejoria clinica demostrada por andlisis estadistico a los seis meses
posteriores al tratamiento coincide con lo reportado por Angelone, lamentablemente no realizd
pruebas estadisticas sobre esta variable. Los cambios en la recuperacién de la vascularizacion,
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también fueron vistos en el nuestro trabajo (Fig. 8-10) y coinciden con la mejoria motora de los
pacientes mencionada en su articulo; al igual que en su investigacidn no se vieron signos clinicos de
hipersensibilidad debido a la administracién de las células, aunque en este caso Angelone usé una
combinacion de CTM de origen adiposo con plasma rico en plaguetas, mientras que en nuestro
trabajo las células tuvieron como origen médula désea sin adicién de otro componente en el
tratamiento para tener mayor certeza de los efectos de las CTM alogénicas sobre el tejido lamelar.
Adicionalmente, Angelone menciona que observé mejoria en la condicién corporal de caballos
tratados, esto también fue observado durante el avance del proyecto, fue evidente sobre todo en
cinco caballos con mayor tiempo de enfermedad, presentaron aumento de peso promedio de 30,4kg
ademads de una mejor actitud o estado animico (dato subjetivo mencionado por las personas
responsables de los caballos).

En ninguno de los trabajos anteriores se llevd registro de un grupo control o negativo, en
nuestro trabajo tampoco tuvimos un grupo control, exceptuando el caballo sano del que se extrajo la
biopsia de tejido lamelar sin laminitis y el estudio venografico. A pesar de ver los cambios en la
disminucién de la temperatura del casco, la aparente angiogénesis en las venografias y la mejoria en
la arquitectura histoldgica de las laminas del casco en una comparativa del antes y después del
tratamiento en todos los caballos con laminitis crénica, la presencia de un grupo control en el que se
administrara solucién salina fisioldgica o medio de transporte de las células sin las células, daria
mayor certeza respecto los resultados obtenidos, ya que en este punto no podemos asegurar que
ninguno de estos factores haya podido influir en los resultados presentados.

CONCLUSIONES

A El tratamiento con células troncales mesenquimales alogénicas con origen en médula dsea
de equinos parece ser un tratamiento prometedor para caballos con laminitis crénica,
nuestros resultados sugieren un proceso regenerativo en el tejido lamelar.

A Los resultados obtenidos en el andlisis estadistico de termografias, venografias, clasificacion
Obel vy clasificacién histolégica, mostraron evidencia estadistica significativa en la
disminucién de la temperatura del casco, aparente aumento en la vascularizacion en la
region distal del casco, disminucién en el dolor y claudicacion de los pacientes, asi como un

proceso regenerativo en el tejido lamelar de los caballos sugerente de la eficacia del
tratamiento con células troncales mesenquimales alogénicas con origen en médula ésea sin
sefiales de reacciones de hipersensibilidad en los caballos tratados.

A Tres dosificaciones de 30 millones de células por dosis mensualmente, resulté el tratamiento
mas efectivo con base en las pruebas estadisticas.

A A pesar de hallarse receptores purinérgicos P2X-7 en el tejido lamelar y ver la disminucién en
su expresion en el tejido después del tratamiento, la evaluacién de los receptores
purinérgicos no resultd estadisticamente un parametro indicador en la mejoria del tejido
lamelar, diversos factores modifican la expresién de éstos, pero no debe descartarse en
futuros estudios con mayor cantidad de pacientes o ambientes controlados.

A Los factores biomecanicos son determinantes en cuanto a la velocidad o éxito del
tratamiento, los retrasos en la mejoria clinica y probablemente en la regeneracién del tejido
lamelar de algunos equinos debido a un herraje ortopédico incorrecto no pueden
descartarse y deben considerarse para estudios futuros. El herraje ortopédico es un punto
importante en el tratamiento contra laminitis.

A Un mayor nimero de pacientes, ambiente controlado y herraje ortopédico podrian dar
mayor certeza a los resultados histolégicos e inmunohistoquimicos en futuras
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investigaciones, ademas del analisis ultraestructural de la membrana basal en el tejido
lamelar de los caballos tratados para comprobar la regeneracién a este nivel.

A La adicidn de un grupo control en el cual solo se administre medio de transporte sin contener
las células, daria mayor certeza en futuros estudios del proceso regenerativo en caballos con
laminitis debido a la terapia celular y no asi por el medio de transporte en el que estdn
suspendidas las células o por el estimulo del proceso de dosificacion en los caballos.

PERSPECTIVAS

En nuestro trabajo las células listas para su administracién fueron mantenidas en alicuotas bajo
congelacion, la creacién de un banco de células troncales mesenquimales de origen alogénico es una
idea atractiva, permitiria tener el tratamiento disponible rapidamente en respuesta a la demanda de
los equinos con laminitis sin la necesidad de esperar un aproximado de 4 semanas como lo es en los
tratamientos con células troncales autélogas.

No puede descartarse la posibilidad de transmisién de cualquier enfermedad viral o el hecho
de que el trasplante celular y la nueva informacién genética transmitida por este método podrian
provocar la activacidn de genes inactivos en el individuo receptor, lo que podria resultar en efectos
benéficos o perjudiciales, asi como la transmisién de oncogenes. Por lo anterior, la posibilidad de
adquirir los factores de crecimiento y los productos de las células troncales para ser administrados
sin la célula, es un area de investigacién actualmente atractiva.

Los resultados de este trabajo podrian abrir puertas a nuevas investigaciones en el dmbito
veterinario o incluso en medicina humana en area regenerativa a nivel epitelial, en aquellas
enfermedades cutdneas en las que se han perdido proteinas de adhesion en membrana basal o dafo
directo en membrana basal.
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ANEXOS

Anexo 1.

Tabla: Datos de los pacientes en estudio

TIEMPO
EDAD SEXO RAZA No. DE CAUSA APROXIMADO GRADO
PACIENTE TRATAMIENTOS LAMINITIS CON LAMINITIS OBEL
c1 8 H Cuarto milla SAA 1 afio 3
Aborto, 4
15 H SRD Retencion 9 afios
Cc2 placentaria
c3 8 M PSI SAA 8 meses 1
ca 7 H Cuarto milla Desconocido 2 semanas 3
2 MC Cuarto milla Postquirurgico 1 afo 3
c5 Desmotomia
Cc6 14 M SRD Desconocido 2 afios 4
19 H SRD Retencion 9 afios 4
c7 1 placentaria
cs 5 M Cuarto milla 1 Desconocido 2 afos 2
8 H Cuarto milla 5 afos 3
c9 Apendix 3 Desconocido
SAA: Sindrome Abdominal Agudo
H: Hembra

M: Macho entero
MC: Macho castrado
SRD: Sin Raza Definida

Anexo 2.
Tabla: Donadores de Médula Osea

CABALLO DESCRIPCION

1 PSI MACHO ENTERO, 2 ANOS, 450KG
2 PONY MACHO CASTRADO, 8 ANOS, 350KG
3 PSI YEGUA, 3 ANOS, 380KG
4 PONY CASTRADO, 10 ANOS, 396KG
5 PONY CASTRADO, 11 ANOS, 435 KG
6 PONY CASTRADO, 4 ANOS, 380KG
7 PSI ENTERO, 2 ANOS, 450 KG
8 PSI HEMBRA, 2 ANOS, 450 KG
9 PSI ENTERO, 3 ANOS, 480 KG

PONY: Caballo criollo del hipédromo

Todas las muestras fueron recolectadas en las instalaciones del Hipédromo de las Américas, DITEQ.
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Anexo 3.
Clasificacion de Alteraciones Histologicas en Laminitis

CLASIFICACION DE ALTERACIONES HISTOLOGICAS EN LAMINAS DE CABALLOS CON LAMINITIS CRONICA

GRADO CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS
1] LD'y LE* homogéneas e intercaladas. Dirigidas oblicuamente del axis de las LP correspondientes.
Apice redondeado y adherido firmemente al tejido conectivo y membrana basal.
Células basales con nucleo oval y apical a membrana basal.
Ausencia de infiltrado inflamatorio perivascular.

1 Alargamiento de las LEP®.
Terminacién “puntiaguda” de las LES".
Células basales con nucleo redondo y elongadas.
Nucleo adyacente a membrana basal.
Separacién de membrana basal. Burbujas pequefias de MB desprendida.
Ldminas secundarias distorsionadas y reducidas en tamafio.
Poco o nulo infiltrado perivascular.

2 Degeneracion de las LEP.
Zonas de necrosis celular.
Separacion de LEP y LDP. Membrana basal retraida junto con LDS’
Hiperplasia de células basales en LE.
Zonas amorfas sin MB adyacentes al axis de LEPs.
Ndcleos de células basales picndticos, caridlisis, cariorrexis. Sefiales de apoptosis.
Tejido conectivo abundante.
Infiltrado perivascular escaso.

3 Agregados de MB libre, adyacentes a las LEPs
Pérdida de la orientacidn de las LES
Células epidérmicas basales libres, sin union a la dermis.
Hiperplasia marcada de células epidérmicas basales.
Laminas separadas completamente de MB y sus uniones de tejido conectivo.
Abundante infiltrado perivascular. Presencia de células leucocitarias.
Tejido queratinizado abundante, mayor distancia hasta la punta de la LDP’ .
4 Pérdida de la arquitectura de las ldaminas.
Material amorfo localizado entre las ldminas.
Abundante tejido conectivo.
Ndcleos de células basales picndticos, caridlisis, cariorrexis.
Infiltrado inflamatorio perivascular marcado.
Hiperplasia de células epidérmicas abundante sin estructura de LEP.
Modificado de Pollitt (1996), Paes Leme (2010)
Lamina dérmica
Lamina epidérmica
Lamina epidérmica primaria

Laminas epidérmicas secundarias
Laminas dérmicas secundarias

Lamina dérmica primaria
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Graficas. Resultados de Correlacidon de Pearson

Inmunohistoquimica Después

Inmunohistoquimica Después
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