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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo se enfocé en medir la variabilidad de distintas
citocinas involucradas en la uveitis recurrente equina por medio de ensayos
multiplex. Lo anterior se llevo a cabo tras obtener gelatina de Wharton de 26 partos
equinos y su posterior cultivo para conseguir células troncales mesenquimales de
corddn umbilical. Las células se caracterizaron por medio de diferenciacion celular
y citometria de flujo. Mas adelante se inyectaron 5 millones de células troncales en
P3 via subpalpebral, tanto a caballos enfermos como a un grupo control sano. Por
ultimo, se tomaron muestras lagrimales previo y posterior a su inyeccion para asi
comparar los factores solubles que se deseaban cuantificar.

Los resultados del ensayo multiplex no encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el conjunto de citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias en distintos tiempos y entre los grupos de estudio; se observd en un
caso mejoria clinica tras el paso de 7 dias postratamiento. Lo anterior puede
deberse a multiples causas, tales como la via de administracién elegida, la cantidad
de células troncales mesenquimales utilizadas, la cantidad de veces que se
inyectaron o los momentos en que se colectaron las lagrimas.

En conclusién, la inyeccion subpalpebral de células troncales mesenquimales de
cordon umbilical en la dosis y frecuencia utilizada, no parece ser tan eficiente para
controlar los signos de uveitis recurrente equina, en comparacion con otros trabajos
ya publicados. Esto abre camino a nuevas y distintas aproximaciones para encontrar
la via, dosis y frecuencia ideal de éstas para controlar esta y otras enfermedades.

PALABRAS CLAVE: Células troncales Mesenquimales, Uveitis Recurrente,

Equina.



ABSTRACT

The purpose was to investigate the variability of different cytokines involved in
equine recurrent uveitis by means of multiplex assays. This was carried out after
obtaining Wharton's gelatin from 26 equine births and its subsequent cultivation to
obtain mesenchymal stem cells from the umbilical cord. The cells were characterized
through cell differentiation and flow cytometry. Later, 5 million stem cells on P3 were
injected via subpalpebral, both sick horses and a healthy control group. Finally, tear
samples were taken before and after injection in order to compare the soluble factors
to be quantified later on using the multiplex.

The results of the multiplex assay did not find statistically significant differences
when comparing the set of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines at
different times and between the study groups; however, clinical improvement was
observed in one case after 7 days post-treatment. This can be due to multiple
causes, such as the chosen route of administration, the number of mesenchymal
stem cells used, the number of times they were injected or the times when tears
were collected.

In conclusion, the subpalpebral injection of umbilical cord mesenchymal stem cells
in the dose and frequency used does not seem to be as efficient to control the signs
of recurrent equine uveitis, compared to other published studies. This allows us to
develop new and different approaches to find the ideal route, dose and frequency of
these to control this and other diseases.

Key words: Stromal stem cells, Recurrent equine uveitis
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INTRODUCCION

Los novedosos tratamientos con células troncales mesenquimales (CTM) han
cautivado a la comunidad cientifica, sin embargo, la informacion con la que se
cuenta hoy en dia no ha sido suficiente para utilizarlas de manera cotidiana. En la
medicina veterinaria se han utilizado con menos restricciones que en la medicina
humana, considerada aun en fase experimental, esto no significa que puedan
utilizarse de manera arbitraria (Gugjoo, 2019). El efecto terapéutico que tienen ha
sido comprobado ya en modelos animales vy distintas enfermedades
inmunomediadas, pero necesitan responderse aun distintas preguntas antes
utilizarlas rutinariamente; como la via de administracion ideal, la cantidad de células
adecuada, los posibles efectos adversos y su eficiencia a largo plazo (Gilger, 2017).
La uveitis recurrente equina por definicion es la inflamacién del tracto uveal del ojo
equino, es una enfermedad inmunomediada y la principal causa de ceguera en la
especie. Por lo anterior este trabajo plantea que las células troncales
mesenquimales de cordon umbilical equino inyectadas subpalpebralmente podrian
tener un efecto inmunomodulador y en estos pacientes disminuira el proceso
inflamatorio que causa dicha enfermedad. Este trabajo pretende medir la
variabilidad de ciertas citocinas involucradas por medio de ensayos multiplex tras

su aplicacion.



REVISION LITERARIA Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
ANATOMIA DE LA UVEA
Para poder entender la uveitis recurrente equina (URE), se necesita profundizar en

las bases anatémicas de las estructuras que componen la Gvea dentro del ojo. Esta
se encuentra entre la esclera y la retina, se compone de células pigmentarias, fibras
elasticas, plexos nerviosos y una red densa de vasos sanguineos. Este tracto
altamente vascular se compone de tres estructuras oculares: el iris, cuerpo ciliar y
coroides (Gilger, 2017; Konig, 2009; Brooks, 2008).

Iris.-

Es la porcion anterior del tracto vascular, separando el espacio entre la cornea y el
cristalino en camara anterior y posterior. Funciona como un obturador al regular la
cantidad de luz que entra hacia el segmento posterior hasta la retina, por una
apertura central conocida como pupila. El iris es un anillo formado de tejido
altamente vascularizado, melanocitos y fibroblastos. Su estroma contiene racimos
de fibras de colageno, vasos sanguineos, células pigmentarias, fibras nerviosas y
de musculo liso. Posee dos musculos lisos, el esfinter y el dilatador del iris, los
cuales regulan la cantidad de luz que entra. Orientado circunferencialmente se
encuentra el musculo del esfinter del iris, recibe inervacién parasimpatica, y da la
forma horizontal caracteristica de la especie durante la miosis; este musculo se
encuentra cerca del margen libre del iris, a la periferia pupilar. Por otro lado, el
musculo dilatador del iris, se encuentra inmediatamente posterior al estroma, se
compone de fibras musculares radiales, formando una malla en su porcion posterior
y es inervado por fibras simpaticas. Los caballos presentan principalmente en el
margen dorsal del iris, en contadas ocasiones ventralmente, crecimientos
irregulares del epitelio posterior con capilares enrollados dentro conocidos como

corpora nigra o granula iridica. (Gilger, 2017; Ku, 2017; Konig, 2009; Brooks, 2008)



Cuerpo ciliar.-

La porcion media de la uvea, se encarga de la produccion del humor acuoso por
medio de la ultrafiltracion del plasma. Se encuentra posterior a la base del iris, y
tiene una forma triangular al verla transversalmente. Desde la cavidad vitrea se
divide en la pars plicata (anterior) y la pars plana (posterior), es un anillo desde el
cual crestas y procesos ciliares irradian hacia el cristalino, formando los bordes
laterales de la camara posterior. La pars plicata es la porcidn mas prominente, tiene
apariencia plegada dada por los procesos ciliares. Los caballos, quienes presentan
una camara anterior grande, tienen mas procesos que otras especies, asemejando
crestas romas. De los procesos se extienden las fibras zonulares hasta el ecuador
del cristalino y lo fijan en su posicion suspendida. Mientras la pars plana es la
porcidn posterior del cuerpo ciliar, es relativamente lisa y se extiende desde la pars
plicata hasta la periferia de la retina. La superficie interna del cuerpo ciliar, la cual
tiene contacto con el vitreo, esta revestida de una doble capa de células epiteliales;
la interna se conoce como epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar, converge con
la retina sensorial y la capa mas interna del epitelio del iris posterior. La segunda
capa celular es el epitelio pigmentado del cuerpo ciliar, contiguo al epitelio retinal
y la capa mas externa del epitelio posterior del iris. Debajo del epitelio del cuerpo
ciliar, cada proceso presenta tejido conectivo y un plexo vascular fenestrado que
permite la fuga de plasma al estroma del cuerpo ciliar, las capas epiteliales lo filtran
eliminando proteinas y células. Formando la base del triangulo, se encuentran los
musculos ciliares, musculos lisos orientados circunferencialmente e inervados
parasimpaticamente. Estos permiten que el cristalino cambie su forma y enfoque,
pero a diferencia de los carnivoros, en caballos presenta un acomodo pobre. Al
contraerse los musculos ciliares, las fibras zonulares se relajan permitiendo al
cristalino engrosarse pasivamente, dado por la inervacion parasimpatica, mientras
que impulsos simpaticos causan su relajacion. (Gilger, 2017; Ku, 2017; Kénig, 2009;
Brooks, 2008)
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Coroides. -

El aspecto posterior uveal envuelve la parte posterior del ojo entre la retina y la
esclera, siendo el aporte sanguineo principal de la retina en equinos. Se divide en
dos capas: la externalvascular y la interna/coroidocapilar. La externa forma una
conexion laxa entre la coroides y la esclera, sus vasos sanguineos proveen de
soporte a la capa interior neuronal de la retina, y se conocen como arterias ciliares
y venas vorticosas, las cuales mandan ramas a la capa interna. Esta capa se forma
de una densa red capilar responsable de la nutricién de la capa externa de la retina.
Dorsal al disco 6ptico hay un area en forma de media luna que tiene una capa
adicional reflectora entre la capa externa y la interna, el tapetum lucidum. El
tapetum varia de color (azul-verdoso al amarillo) dependiendo del color del pelaje y
el iris, dando una apariencia iridiscente al ojo. Posee bastones cristalinos altamente
reflectores, lo que multiplica el estimulo luminoso en los receptores sensibles a la
luz de la retina, mejorando la vision nocturna. En esta area corren arteriolas
coroideas para nutrir a la retina, las cuales, durante el examen, aparecen como
puntos pequefios, conocidos como estrellas de Winslow. (Gilger, 2017; Konig,
2009; Brooks, 2008)

La uvea al ser el mayor suministro de sangre en el ojo tiene contacto directo con
la vasculatura periférica, existe entonces la posibilidad de que enfermedades
sistémicas afecten también al globo ocular, por lo que la naturaleza diseié una
barrera para evitar este tipo de adversidades conocida como barrera hemato-
ocular. Esta impide que ciertas moléculas o células entren al ojo y pierda su estado
inmunoprivilegiado. La barrera consiste en una porcion hemato-acuosa, refiriendose
a uniones estrechas entre células epiteliales no pigmentadas del cuerpo ciliar y
vasos sanguineos no fenestrados del iris; y una porcién hemato-retinal, formada por
uniones estrechas de las células epiteliales pigmentadas de la retina y vasos
sanguineos no fenestrados. Debido a traumas o infecciones la barrera puede verse

involucrada y permitir el paso de una respuesta inmune, sangre y células causantes
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de dano considerable al globo ocular, siendo importante denotar que el ojo equino
no tolera ningun tipo de dafo. (Gilger, 2017 Brooks, 2008)

UVEITIS RECURRENTE EQUINA

El tracto uveal es responsable de la suspension y acomodo del cristalino, regulacion

del tamano pupilar, produccion del humor acuoso, drenaje y nutricion del ojo, asi

como de diversas respuestas inmunes. (Konig, 2009; Brooks, 2008)

Por definicion la uveitis es la inflamacion del tracto uveal del ojo, es un sindrome
multietiologico e inmunomediado por Th1. La uveitis a su vez se subdivide en
anterior cuando la inflamacion abarca al iris y cuerpo ciliar, mientras que la posterior
es al verse afectada la coroides y la retina. Sin embargo, comunmente en los
caballos todas las estructuras se inflaman, en estos casos se habla de una
panuveitis; la inflamacion puede ser aguda, crénica o recurrente, siendo esta ultima

conocida como uveitis recurrente equina o URE. (Gilger, 2017; Gerding, 2016)

La URE, también conocida como ceguera lunar, oftalmia periddica o iridociclitis
recurrente, es la causa principal de ceguera en caballos, sin predileccién de género
o edad. Es una panuveitis inmunomediada con una prevalencia en EUA aproximada
del 2-25%.

Se caracteriza por episodios de inflamacion intraocular recurrente, los cuales son
separados por periodos de quiescencia, periodos donde no hay signos de
inflamacién activa aparente. Estos rebotes de inflamacion se separan por semanas
o afnos. Usualmente la URE se desarrolla tras un episodio de uveitis primaria, ya
que cada caballo que desarrolla signos de uveitis esta en riesgo de desarrollar URE,
incluso pasados varios afos del primer cuadro con uveitis primaria. Mas se ha visto
que, si pasan 2 0 mas afnos sin episodio alguno, el riesgo de desarrollarla disminuye.
(Gilger, 2017; Gerding, 2016; Witowski, 2016; Brooks, 2008)
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Conforme su presentacion se ha clasificado en clasica, insidiosa y posterior;
adicionalmente, se separa segun su cronicidad en agudo/activo, quiescente o
cronico. La presentacibn mas comun es la clasica, involucrando episodios de
inflamacion ocular, seguido de periodos de quiescencia; después de un periodo
variable de tiempo, que puede ir de semanas a afnos, viene otro ataque, aun mas
severo que el anterior. La insidiosa frecuentemente ocurre en Appaloosas y caballos
de tiro, se caracteriza por ser subclinica, sin manifestar dolor, pero con una
inflamacion intraocular minima, pero persistente con efecto gradual y acumulativo
que conlleva a la degeneracidn de estructuras oculares y signos clinicos de URE
cronico. La posterior afecta el vitreo, retina y coroides, observandose comunmente

en Warmbloods, caballos de tiro y caballos europeos. (Gilger, 2017; Witowski, 2016)

Dentro de la cronicidad se pueden englobar los signos presentes. En la
activa/aguda se observa dolor e inflamacién interna manifestado con
blefaroespasmo, edema corneal leve a moderado, flama acuosa, hipopidén, miosis,
epifora, fotofobia, fibrina en la camara anterior, hiperemia conjuntival, inyeccion
escleral, hifema, rubeosis iridis, infiltrado celular vitreo y posible inflamacion retinal.
Mientras tanto en la quiescente externan comodidad, demostrando poca inflamacion
activa interna, sin embargo, pueden verse secuelas de inflamacion crénica como
sinequias, atrofia de corpora nigra, cambios en la coloracion del iris, cataratas y
degeneracion vitrea. Por ultimo, en la fase cronica los ojos tienen cambios severos
como atrofia/phtisis bulbi, cataratas maduras, luxacion del cristalino y pérdida de la
arquitectura normal pupilar. Otro signo en un episodio activo de uveitis es la
hipotension, de manera normal la presion intraocular (P1O) se encuentra entre 14-
32mmHg y puede bajar hasta 5-12mmHg; mientras que con la URE la PIO presenta
elevaciones intermitentes, ocasionando dificultades para diagnosticar glaucoma
concomitante. (Gilger, 2017; Brooks, 2008)

La miosis es el signo por excelencia, siempre presente en un episodio agudo, en

ocasiones incluso en la quiescente. Si no es controlada, ademas de causar dolor,
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provocara el desarrollo de sinequias, y cambios en los iris previamente
mencionados. Dentro de las secuelas mas comunes en el segmento anterior
podemos observar sinequias, pigmento en la capsula anterior del cristalino,
cataratas y luxacidon o subluxacion del cristalino. EI segmento posterior es
relativamente mas facil de observar si no tienen una vitritis severa. Es relativamente
comun encontrar degeneracion retinal como cicatrices corioretinales en el area no
tapetal cerca del disco optico, viéendose multiples areas focales circulares de
despigmentacion con un centro hiperpigmentado conocidas como “cicatrices en
agujero de bala” o “en forma de mariposa”. Llega a tal grado el dafio que generan
phtisis bulbi, desprendimiento de retina o cataratas que dan lugar a una ceguera
irreversible. (Gilger, 2017; Brooks, 2008)

El 80% de los casos se presenta unilateralmente, mas se ha observado que el
80% de los Appaloosas presentan bilateralidad con URE. Esta raza es 8.3 veces
mas propensa que cualquier otra raza; mientras que en los Standardbred se ve
esporadicamente. La uveitis en ellos es diferente, mostrando un curso insidioso,
pasando muchas veces desapercibido por los propietarios, no es hasta que el
médico veterinario examina al paciente y observa secuelas. El patron del pelaje y el
color del iris se asocian también a la predisposicion de esta raza. Aquellos con la
capa mas uniforme son mas resistentes que aquellos con la capa moteada o en
patrén leopardo; mientras que los que presentan 0jos marrones son mas
susceptibles que los que tienen colores claros o heterocrémicos. La leptospirosis
esta altamente relacionada con URE y en el caso del Appaloosa ocasiona un curso
clinico mas severo, utilizandose incluso como un prondstico de ceguera; la
posibilidad de quedar ciegos en menos de 11 afios del primer ataque uveitico es del
100% en caballos Appaloosa seropositivos, 72% en Appaloosa seronegativos, 50%
en no Appaloosa seropositivos y 34% en no Appaloosa seronegativos. Al presentar
un componente racial, l6gicamente presenta un componente genético. Se ha
demostrado en los Appaloosas que marcadores tanto en el locus del complejo de

manchas leopardo en el cromosoma 1, como en el Complejo mayor de
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histocompatibilidad tipo 1 (MHC-I) del cromosoma 20 estan asociados a URE
insidiosa. Recientes estudios han analizado los genes LP y MHC en Appaloosa de
EUA y 9 marcadores genéticos tanto del locus LP en la region ECA1, como de 13
microsatélites que abarcan la region MHCELA en ECA20 se mostraron asociados
con URE. Ademas, en Warmblood aleman se asocia fuertemente con el haplotipo
MHC-I, ELA-A9, ECA18 y ECA20. (Gilger, 2017; Witowski, 2016; Brooks, 2008)

La patogénesis poco se entiende, mas se sabe es inmunomediada, explicando
entonces la recurrencia de episodios inflamatorios, el efecto positivo a
inmunosupresores como corticoesteroides e inmunomoduladores y el poco éxito
con antibioticos. De manera normal el ojo se reconoce como un Organo
inmunoprivilegiado, no cuenta con células que forman parte del sistema inmune, y
mantiene un medio inmunosuprimido a través de factores expresados en el vitreo,
tales como el factor de crecimiento transformante B (TGF-B). Este privilegio se
atribuyd en un inicio a su separacion del sistema inmunoldgico sistémico por la
barrera hemato-ocular, falta de sistema linfatico y la presencia de un numero
limitado de leucocitos. Sin embargo, diferentes trabajos han demostrado que este
privilegio es un proceso mucho mas activo. La barrera hemato-ocular es un
endotelio especializado con uniones estrechas que controlan el trafico celular
estrictamente. Las células T virgenes, no pueden cruzar la barrera hemato-retinal,
debido al alto esfuerzo que seria abrirse camino en los vasos de la retina; entonces,
¢como es que la URE es el resultado de una pobre regulacion de la respuesta de
células T cooperadoras? Se proponen 3 mecanismos autoinmunes: activacion por
espectador, mimetismo molecular y propagacion de epitopos, no son mutuamente
excluyentes y seguramente interactuan entre si; inclinandose en éstos ultimos dos,
explicando entonces las recaidas por una respuesta contra autoantigenos oculares.
Estudios han confirmado que la mayoria de las células que infiltran el ojo en esta
enfermedad son linfocitos T CD4" que secretan citocinas proinflamatorias como
interleucina 2 (IL-2) e interferon gamma (IFN-y). (Gilger, 2017; Gerding y Witowski,
2016; Gilger, 2010)
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Los desencadenantes antigenicos de la uveitis autoinmune siguen en discusion,
gran evidencia implica respuestas contra antigenos de la retina en la etiologia y
progresion de la enfermedad. Muchos, aunque no todos los casos tienen respuestas
inmunologicas detectables, frecuentemente a la proteina intersticial de la union al
retinol (IRBP). El IRBP es una glicoproteina sintetizada por los bastones y se
encuentra en la matriz interfotorreceptora, se piensa transporta retinoides entre el
epitelio pigmentario retinal y los fotorreceptoras, rol critico en el proceso visual. Una
vez que el sistema inmunologico identifica al IRBP, se ha visto desencadena URE
y durante los ataques uveiticos la matriz interfotorreceptora desaparece por todo el
dafio ocasionado, sin embargo, el autoantigeno se sigue expresando, incluso
aumenta. Otro autoantigeno altamente mencionado es el antigeno-S (S-Ag), una
proteina fotorreceptora encontrada en bastones y la glandula pineal. Ejerce una
reaccion inhibitoria en la cascada de traduccion de la luz y presenta el mismo
comportamiento que IRBP, se mantiene aun con la destruccion del tejido. La
sinaptotagmina 1 y la proteina celular de unién al retinaldehido (CRALBP) se
descubrieron recientemente también implicados en uveitis. CRALBP probandose ya
en pacientes con UAH, 54% de los cuales fueron positivos y la sinaptotagmina 1
identificada recientemente como el primer autoantigeno asociado a membrana en
URE, mostré una disminucion en la mayoria de las retinas afectadas. Aunque se ha
demostrado que las células Th1 especificas a estos autoantigenos desencadenan
progresion y recaidas en URE, los procesos moleculares que conducen a la
degeneracion retiniana y tisular y, en consecuencia, a la ceguera siguen siendo
desconocidos. (Gilger, 2017; Deeg, 2007)

La etiologia, al igual que la patogénesis, no se tiene 100% establecida.
Traumatismos, neoplasias, toxinas, endotoxemia y patégenos han sido asociados.
Los patogenos que se han identificado capaces de iniciar un episodio uveitico son
Toxoplasma gondii, Brucella spp, Salmonella spp, Escherichia coli, Rhodococcus

equi, borreliosis, estrongilosis, onchocercosis, influenza equina, herpes virus tipo 1
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y 4, arteritis viral equina y anemia infecciosa equina; mas ningun patégeno se ha
visto tan relacionado como Leptospira interrogans, cuya patogénesis precisa de
induccion sigue sin dilucidarse. En 1985 se demostro una relacion antigénica entre
leptospira y la cornea equina, lo que sugiere cierto mimetismo molecular entre
bacteria y huésped. Se descubrié que un fragmento de ADN codifica epitopos de
reaccion cruzada hacia la cérnea equina. Este fragmento fue encontrado en otros
subgrupos patogeénicos de L. interrogans. Ademas, en el humor acuoso y vitreo del
0jo equino con uveitis, IgA e IgG contra lipoproteinas LruA y LruB de L. interrogans,
son significativamente mas altas que en el suero, indicando produccién de Ac’s
intraoculares que también reaccionan contra autoantigenos. Igualmente, antisueros
especificos a LruA y LruB, reaccionaron de forma cruzada a cristalino (a-cristalino
B y vimentina con LruA y la proteina retinal p-cristalino B2 con LruB
respectivamente), cuerpo ciliar y retina normales. (Gilger, 2017; Witowski, 2016;
Brooks, 2008)

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana cuyos principales reservorios de
las serovariedades asociadas con URE son venados, ganado bovino, porcino y
ratas. Los organismos se multiplican en el rindn de éstos y los liberan por la orina.
Leptospiras patogénicas solo sobreviven por periodos cortos en la tierra, pero
pueden vivir hasta semanas si existe agua con pH alcalino (6.2-8), baja salinidad y
una temperatura mayor a 22°C. La exposicion se da cuando los caballos toman
agua contaminada o su comida contiene orina contaminada. Caballos que pastan
cerca de granjas con ganado, en la misma existen venados o ratas y tiene
estanques cercanos a un rio tienen un riesgo mayor. La bacteria penetra las
membranas mucosas o piel lesionada y rapidamente llega al espacio vascular,
ocasionando una bacteremia que puede persistir por 8 dias, llegar a varios érganos
y la infeccién inducir una fuerte respuesta inmune detectada en el suero de 4-8 dias
después de la exposicion. El patogeno es eliminado rapidamente de la sangre y
organos por mecanismos propios del huésped, sin embargo, los organismos pueden

localizarse en el tracto genital y tubulos renales; una yegua infectada puede liberarlo
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por la orina por mas de 3 meses. Los signos en equinos son poco comunes, pero Si
los presentan incluyen abortos, depresion, fiebre, ictericia, anemia y anorexia por
unos dias. (Gilger, 2017; Brooks, 2008)

L. interrogans tiene clasificada mas de 20 serovariedades, los asociados
mayormente en URE son Pomona en EUA y Grippotyphosa en Europa. Mientras
que reportes esporadicos lo asocian con las serovariedades Autumnalis,
Icterohemmorrhagiae, Australis, Sejroe y Javanica. Examenes serolégicos de
leptospira deben realizarse, aunque los resultados pueden ser dificiles de
interpretar, ya que muchos caballos son positivos sin evidencia de enfermedad
ocular o sistémica y no todos los caballos positivos a leptospira tienen uveitis, aun
asi, titulos positivos desde 1:400 deben ser considerados factor de riesgo para
presentar URE. (Gilger, 2017; Gerding, 2016; Witowski, 2016; Brooks, 2008)

La patologia temprana de la URE involucra congestion de vasos de la uvea
anterior e infiltracion del tracto uveal por células inflamatorias. El iris y el cuerpo ciliar
son infiltrados primero por neutréfilos, los cuales escapan a la camara anterior
causando hipopion, y son reemplazados rapidamente por un gran numero de
linfocitos, fibrina, plasma, proteinas y macréfagos. Conforme se hace cronica y
presenta episodios recurrentes, el infiltrado linfocitario se hace evidente. Las células
T dominan la inflamacion en la URE y autoanticuerpos son detectados en suero y
tejidos oculares. Conforme continua el daio, el epitelio de los procesos ciliares y las
paredes de los vasos uveales se engrosa, se encuentra exudado en la uvea visto
facilmente ocupando espacio sobre los procesos ciliares y el epitelio posterior del
iris. El cristalino muestra un grueso exudado adherido a la capsula, particularmente
en el aspecto posterior en la URE temprana y sinequias en la capsula anterior de
manera cronica. Se van formando adherencias y la capsula del cristalino prolifera y
se desarrollan cataratas. Su luxacion es comun conforme se deteriora la zénula. De
igual modo, la recurrencia y cronicidad provocan muchos cambios en la retina y la

coroides adyacente. Se observan focos dispersos de infiltracion linfocitaria T,
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particularmente cerca del borde ciliar de la retina y la cabeza del nervio optico. El
epitelio pigmentado retinal puede sufrir hipertrofia o degeneracién focal, mientras
que el nervio 6ptico muestra hinchazon y con el tiempo se atrofia, secundario a un
glaucoma. La uvea misma desarrolla nédulos linfoides que actuan como un ganglio
linfatico accesorio dentro del ojo. Las células T predominan en estos nddulos
generando una respuesta inflamatoria local, las células B por otra parte, se
encuentran en menor cantidad en el centro de los nddulos, sin embargo, su
presencia puede sugerir produccion de inmunoglobulinas intraoculares y una
respuesta inmune humoral durante la URE, gran dafio que es visto en la retina se
atribuye a estas ultimas. (Gilger, 2017; Witowski, 2016; Rohrbach, 2005)

El diagnéstico clinico de URE se basa en la presencia de signos caracteristicos
y la historia documentada de episodios recurrentes. Ambas cosas necesarias para
diferenciarlo de otras causas de persistencia de opacidades oculares como
queratitis por herpes virus, queratitis inmunomediada, glaucoma y abscesos
estromales. Si el ojo tiene signos clinicos consistentes con uveitis es imperioso que
el médico veterinario distinga entre un cuadro primario o recurrente, al ser entidades
diferentes. Un examen ocular completo es necesario, se requiere inspeccionar toda
estructura anatomica ocular, en busca de masas, cambios pigmentarios, cicatrices,
opacidades, acumulacion de fluido en medios oculares y cambios en el fondo,
particularmente la region peripapilar. EI médico veterinario debera realizar el
examen en ambos 0jos, incluso si solo uno presenta malestar. El tonometro se
recomienda en todos los casos para descartar glaucoma o hipotonia. Un examen
completo también es importante en un caballo en confort para documentar signos
consistentes con secuelas como sinequias, pigmento en la porcion anterior del
cristalino, cataratas difusas y cicatrices peripapilares. Se debe obtener la historia de
episodios inflamatorios previos, altamente sugestivo a URE. En casos donde la
historia se desconoce, pero se sospecha de URE, al menos deben presentar tres
signos de la enfermedad. (Gilger, 2017)
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Las principales metas en el tratamiento de URE son preservar la visién, reducir
y controlar la inflamacion ocular tratando de limitar dafio permanente, controlar el

dolor y prevenir recurrencia. (Gilger, 2017; Witowski, 2016; Brooks, 2008)

Tratamiento meédico. -

Al ser la pérdida de vision una manifestacion comun a largo plazo en URE, el
tratamiento inicial debe ser agresivo y rapido para mantener la transparencia de las
estructuras oculares. Las dos metas son reducir el dolor, esto a través de
midriaticos/ciclopéjicos (ciclopentolato/fenilefrina), y reducir la inflamaciéon con
medicamentos sistémicos (corticoesteroides o AINES). Una pobre respuesta a los
midriaticos en general sugiere una inflamacion intraocular severa; controlarla es
necesario. Los corticoesteroides se usan para disminuir la inflamacién. El acetato
de prednisolona al 1% y la dexametasona al 0.1% son los mas usados. Ambos
medicamentos tienen excelente penetracién ocular. La frecuencia dependera de la
severidad, pero va desde cada hora hasta 1 vez al dia. Es imprescindible
asegurarse que no exista un dafio corneal antes de administrar corticoesteroides
topicos, ya que pueden potenciar infecciones y enzimas como colagenasas,
retrasando la epitelizacion en ulceras corneales y posiblemente potencializan el
desarrollo de queratopatias en bandas de calcio. Los AINES topicos pueden ser
usados, pero en general su efecto es mucho menor al de los corticoesteroides. El
tratamiento sistémico es el manejo mas potente para la URE, el flunixin de
meglumine PO o IV es el antiinflamatorio mas potente y con mejor efecto en el ojo,
a diferencia de la fenilbutazona y la aspirina; los corticoesteroides sistémicos solo
son recomendados en casos severos que no responden a otro medicamento
antiinflamatorio. La terapia inicial debe mantenerse al menos 1-2 semanas y deben
disminuirse paulatinamente al desaparecer los signos clinicos. En casos severos o
refractarios, las inyecciones subconjuntivales locales de acetato de triamcinolona
pueden indicarse. Este liberara el medicamento por 7-10 dias, sin causar
granulomas o abscesos como otros esteroides, mas puede predisponer a queratitis
fungales, de modo que deben usarse con extrema precaucion. Los episodios
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pueden ser progresivamente mas severos y refractarios en caballos. Estos
usualmente terminan ciegos, a pesar del tratamiento. (Gilger, 2017; Gerding y
Witowski, 2016; Brooks, 2008)

Antimicrobianos. -

Muchos reportan el beneficio de usar antibiéticos como tratamiento primario en la
URE. En casos sospechosos a leptospira (titulos elevados en suero o medios
oculares) se recomienda doxiciclina oral por 4 semanas (10-12mg/kg PO bid),
minociclina por 1 mes (4mg/kg sid) o enrofloxacina por 21 dias (7.5mg/kg PO sid).
Se piensa que estas terapias pueden matar organismos residuales responsables de
los episodios, pero no existen estudios que determinen si esto es cierto o si los
medicamentos han hecho algun otro efecto. Ademas, con la fuerte evidencia de que
la URE es una enfermedad inmunomediada, el uso de antimicrobianos es poco
probable que sea exitoso. Estudios en la administracidon oral de doxiciclina, indican
que falla para alcanzar concentraciones terapéuticas en el humor vitreo y acuoso
en caballos normales. Sin estudios que respalden lo anterior se recomienda utilizar
estos tratamientos con discrecién y solo como ultimo recurso. (Gilger, 2017;
Gerding, 2016)

Dispositivo de liberacion prolongada supracoroideo de ciclosporina.-

Estos implantes tienen varias ventajas sobre los métodos mas tradicionales,
incluyendo la liberacién constante de niveles terapéuticos de la droga directo al sitio
de accion eludiendo la barrera hemato-ocular y eliminando la necesidad de confiar
en que los propietarios y caballerangos traten al caballo. La tasa de liberacion se
encuentra por debajo de niveles toxicos, de modo que concentraciones mayores se
alcanzan en el ojo sin efectos adversos sistémicos. La ciclosporina A (CsA) es un
péptido que bloquea la transcripcion para la produccidn de IL-2, inhibiendo la
calcineurina e impidiendo la activacion de células T. Sin embargo, de manera
sistémica promueve efectos adversos renales, hepaticos y neurolégicos. Ademas,
en caballos, su seguridad, farmacocinética y toxicidad no han sido evaluados. En
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0jos equinos con uveitis inducida la CsA disminuyo la duracidn y la severidad de la
inflamacion, infiltrado celular, destruccion de tejido y el nivel de transcripcion de
citocinas proinflamatorias. En un estudio utilizaron caballos con URE y aunque éste
previno el desarrollo de episodios en 81% de los caballos, se notaron
complicaciones como hemorragias intraoculares, cataratas y desprendimiento de
retina. Caballos con ojos activamente inflamados que no pueden controlarse con
antiinflamatorios no son candidatos, ya que CsA tiene pobre efecto antiinflamatorio
y ojos inflamados son propensos a complicaciones posterior a la cirugia. Los datos
obtenidos sugieren que para los pacientes toma de 30-45 dias posteriores a la
implantacion para tener niveles oculares adecuados de CsA. De ocurrir episodios
inflamatorios se recomienda tratamiento tradicional médico. Se reporta que es
comun que los pacientes presenten episodios tras la cirugia, pero medicamentos en
menor cantidad son necesarios y la duraciéon es corta. Aun mas importante, el
implante supracoroideo no esta asociado a complicaciones relacionadas con
pérdida de la visibn como desprendimiento de retina. La duracion de entrega de
medicamento es aproximadamente de 36 meses. Se recomienda cambiar el
dispositivo antes de los 48 meses, existen casos donde los caballos pasado ese
tiempo no presentan problemas, debido probablemente a la tolerancia generada en
ese tiempo, pero se ha visto que dosis muy bajas de CsA y por ende muy bajas de
calcineurina activan linfocitos T in vitro, por eso es recomendable cambiarlos vy

mantener una dosis elevada de CsA. (Gilger, 2017, 2010)

Vitrectomia de Pars plana (VPP). -

Desde los 1980’s la VPP se ha utilizado como manejo de uveitis cronica endégena
en humanos. Su meta es mejorar la vision aclarando el medio y removiendo
fisicamente toda célula inflamatoria del vitreo. En 1991, VPP se describi6 como
manejo de URE y desde ese momento fue muy utilizado como tratamiento en
Europa con caballos positivos a leptospira, pero no se vieron los mismos resultados
en EUA. Similar a los humanos, los caballos presentaron complicaciones como

hipopion, hemorragia vitrea o retinal, desprendimiento de retina y formacion de
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cataratas; y por lo anterior actualmente no es un tratamiento convencional. (Gilger,
2017; Witowski, 2016)

El pronéstico en general es pobre sin tratamiento adecuado, los Appaloosa y
caballos seropositivos a L. interrogans tienen mayor riesgo de quedar ciegos, pero
si se controla pueden tener una buena calidad de vida. La educacion y asesoria al
propietario son vitales siempre que se detecten signos de URE, recalcando los
posibles escenarios y preparar al propietario en cuanto al gasto monetario,
tratamiento, progresion de los futuros ataques y el probable bajo rendimiento al

regresar a su fin zootécnico. (Gilger, 2017; Gerding, 2016; Brooks, 2008)

CELULAS TRONCALES
Las células troncales (CT) son un grupo especifico de células indiferenciadas que

cuentan con un potencial proliferativo elevado, mantienen la homeostasis en tejidos
y érganos gracias al recambio de las células muertas, reemplazandolas por células
diferenciadas. Al tener la capacidad de generar células diferenciadas que suplen a
las muertas y de mantener una poblacion original, deben cumplir con dos
caracteristicas: autorrenovacion, capacidad de division para perpetuarse a si
mismas y cuya progenie mantiene su potencialidad (capacidad de diferenciacién) y
estado inicial indiferenciado, asi como el potencial de diferenciacion a distintos
tipos celulares. Las CT se mantienen en los tejidos en estado de quiescencia,
importante para evitar el agotamiento de CT en los 6rganos. (Chavez, 2017-1;
Flores, 2006)

Las CTM se encuentran en el mesodermo en su origen embrionario, encargado
de dar origen al tejido conectivo, son capaces de adherirse al plastico, formar
colonias a partir de una sola célula (CFU-F), tienen forma fibroblastoide, dar origen
a osteoblastos, adipocitos y condroblastos y aislarse de tejidos adultos y neonatales.
Actualmente, las CTM pueden obtenerse de diferentes tejidos de dicho origen, como

meédula Osea, tejido adiposo, corddn umbilical, musculo esquelético, entre otros.
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Investigaciones recientes in vitro realizadas en células troncales mesenquimales de
cordon umbilical (CTM-CU) han reportado la capacidad de autorrenovacion vy
diferenciacion en hasta 5 linajes (adipogénico, osteogénico, miogénico,
condrogénico y fibroblastos). Las CTM-CU presentan un enorme interés bioldgico,
ya que no representan un problema ético como en el caso de las embrionarias y se
obtienen de tejidos desechados al momento del parto. (Chavez, 2017-1; Chavez,
2017-2; Lipeng, 2016; Ma, 2016; Hidalgo, 2015; Flores, 2006)

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) defini6 criterios basicos

para la identificacion de CTM:

1. Ser capaces de adherirse al plastico bajo condiciones normales de cultivo

2. Expresar marcadores de superficie, en humano proponen CD105, CD73 y
CD90 y carecer de MHC-II, CD45, CD34, CD14, etc.

3. Diferenciarse in vitro principalmente a células de linaje condrogénico,
osteogénico y adipogénico. Su diferenciacion puede extenderse mas alla del
mesodermo, presentan plasticidad al generar células de linaje ectodermal y
endodermal como hepatocitos, neuronas, cardiomiocitos y células del
mesodermo visceral. (Chavez, 2017-1; Chavez, 2017-2; Lipeng, 2016; Castro
e Hidalgo 2015; Barberini, 2014; Flores, 2006)

Las CTM-CU se obtienen del tejido del cordon umbilical, conocido como la
gelatina de Wharton. Se ha observado un rango de rendimiento que va de 10,000-
4,700,000 células/ml; mas de lo que se obtiene de tejido adiposo y médula ésea.
Presentan autorrenovacién por largo tiempo, alta capacidad de expansion y
estabilidad fenotipica. Las CTM-CU producen cantidades moderadas de MHC-| y
no expresan el MHC-II (caracteristica importante inmunomoduladora, dandole la
oportunidad de escapar al reconocimiento de células T) ni moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86, convirtiéendolo en una perfecta eleccion para
trasplantes alogénicos. (Lipeng, 2016, Barberini, 2014)
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El uso de CTM en caballos ha sido demostrado en heridas, cartilago, hueso y
tendon, no obstante, en ellos se han estudiado mas las CTM de médula 6sea. Sin
embargo, las adiposas son abundantes y accesibles, aunque las de membrana
amnidtica y corddn umbilical son fuentes prometedoras, al ser menos
inmunogénicas y poder colectarlas de manera poco invasiva. Al igual que las CTM
humanas, el criterio de seleccion en las CTM equinas se basa en el criterio minimo
de ISCT. Deben adherirse al plastico y diferenciarse en linajes mesenquimales. En
cuanto a la inmunotipificacion por citometria de flujo, se ha visto que son positivos
a CD44, CD90, CD29, CD105, poco MHC-I y negativos a CD14, CD34, MHC-II,
CD45 o moléculas coestimuladoras. (Dias, 2016; Hidalgo, 2015; Barberini, 2014;
Carrade, 2013, 2012)

CAPACIDAD INMUNOMODULADORA DE CTM

Hace casi 2 décadas se realizaron los primeros estudios de las propiedades

inmunomoduladoras de las CTM. Estos demostraron que las CTM de médula ésea
eran capaces de inhibir la proliferacion de linfocitos T activados, hoy en dia se sabe
gue son capaces de modular la funcion también de células NK, monocitos, células
dendriticas y linfocitos B. Dentro de las expectativas en el uso de las CTM, se
pretende el tratamiento de enfermedades inflamatorias, degenerativas vy
autoinmunes, en las cuales el sistema inmune de un individuo reconoce como
extrafios antigenos expresados por el propio organismo y las ataca; resultando en
inflamacion y dafios en tejidos y 6rganos; aplicandose ya en modelos animales con
enfermedades reumaticas, musculoesqueléticas y heridas. (Chavez, 2017-1;
Chavez, 2017-2; Lipeng, 2016)

La capacidad inmunorreguladora se cree se lleva a cabo a través de la secrecion
de factores, quimiotaxis y mediante el contacto directo célula-célula, modificando el
microambiente del tejido dafiado. Los cultivos de CTM liberan factores con efectos
terapéuticos clasificados en 6 categorias: inmunomodulacion, antiapoptosis,

angiogénesis, soporte a ceélulas troncales vecinas en crecimiento y diferenciacion,
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anticicatrizal y quimioatraccion. Las CTM en reposo tienen la capacidad de
expresar, aunque en baja cantidad, algunas moléculas inmunorreguladoras. Sin
embargo, expuestas a un ambiente inflamatorio, en donde se encuentran
concentraciones elevadas de citocinas, como |IFNy, factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) e interleucina 1 (IL-1); activan, inducen o incrementa la expresion de
moléculas inmunorreguladoras como TGF-B1, Factor de crecimiento de los
hepatocitos (HGF), prostaglandina E, (PGEy), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8
(IL-8), interleucina 10 (IL-10) e indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO). Estas moléculas
también son empleadas por células reguladoras del sistema inmune y a través de
ellas se modula la activacion, proliferacion, diferenciacion y funcion de las
poblaciones celulares involucradas en la respuesta inmune innata y adquirida.
Aunado a lo anterior, los factores troficos secretados por las CTM contribuyen a la
regeneracion de los tejidos dafados, dado que promueven la proliferacién de
fibroblastos, células endoteliales, células progenitoras residentes en los tejidos, y la
angiogeénesis. En conjunto, las moléculas inmunorreguladoras y los factores tréficos
favorecen la regeneracion de los tejidos dafiados por la inflamacion en las
enfermedades autoinmunes u otras patologias que involucren inflamacién. (Chavez,
2017-1; Chavez, 2017-2, Lipeng, 2016; Ma, 2016; Castro, 2015)

La respuesta inmune innata es el primer sistema de defensa del organismo,
actua de forma inmediata e inespecifica. Las células NK forman parte de este
sistema y se encargan de atacar células infectadas con virus, microorganismos
intracelulares y células cancerosas. Al activarse liberan citocinas y adquieren
actividad citotoxica; se ha demostrado que las CTM a través de la produccién de
IDO y PGE,, principalmente, son capaces de disminuir su proliferacion, potencial
citotdxico y secrecion de citocinas de NK activadas. (Chavez, 2017-1; Lipeng, 2016)

Las células dendriticas (DC) forman parte de la inmunidad adquirida,

considerandose las células presentadoras de antigeno mas especializadas del

organismo; su principal funcion es la captura, procesamiento y presentacion de
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antigenos a los linfocitos T virgenes y de memoria. Se encuentran en un estado
inmaduro en piel y mucosas, regiones del cuerpo que estan en contacto con el
ambiente; ahi los antigenos son fagocitados por DC inmaduras, después inician el
proceso de maduracion y migran a nodos linfaticos, culminando en la presentacion
de antigenos a linfocitos T virgenes. Al madurar incrementan la produccion de HLA-
I, CD1a, CD40, moléculas coestimuladores CD80 y CD86 y el marcador de
maduracién CD83. Todo esto es necesario para activar linfocitos T e iniciar una
respuesta adaptativa. Se ha demostrado que las CTM son capaces de afectar a las
DC en tres niveles: a) disminuyen la diferenciaciéon de los monocitos hacia DC
inmaduras, b) afectan su capacidad de maduracioén y c) pueden revertir las DC
maduras hacia un estado inmaduro. Todo lo anterior ocasiona una menor capacidad
de estimular linfocitos T e incluso pueden generar tolerancia, involucrandose en este
proceso IDO y PGE;. (Chavez, 2017-1; Lipeng, 2016; Carrade, 2013)

Las principales células efectoras de la respuesta inmune adaptativa son los
linfocitos B y T. Son células capaces de reconocer antigenos especificos, algunas
poblaciones tienen “memoria®, es decir, son capaces de reconocer y actuar
rapidamente sobre antigenos que previamente hayan entrado al organismo,
ayudando a su rapida eliminacién. Los linfocitos B, responsables de la inmunidad
humoral, estan especializados en la produccion de anticuerpos. Mientras que los
linfocitos T se subdividen principalmente en CD4"/cooperadores, los cuales se
encargan de coordinar la respuesta inmune celular a través de la secrecion de
citocinas y los linfocitos T CD8’/ citotoxicos. En el caso de los linfocitos B, se ha
demostrado que las CTM disminuyen su proliferacion y afectan su diferenciacion,
disminuyendo la produccién de inmunoglobulinas (IgM, 1gG, IgA). (Chavez, 2017-1;
Lipeng, 2016)

En experimentos in vitro, se ha demostrado que las CTM son capaces de

disminuir la proliferacién de linfocitos T CD4" y CD8", ademas de afectar su
diferenciacion y funcion efectora. Dependiendo del microambiente en el que se
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encuentren los linfocitos T CD4" (Th0) son activados por la presencia de patégenos
o sefiales de dafio y son capaces de diferenciarse en distintas subpoblaciones: Th1,
Th2, Th17 o células T reguladoras (Treg); cada una tiene la capacidad de secretar
determinadas citocinas a través de las cuales llevan a cabo su funcion; esencial
para la eliminacion de patdégenos y para el mantenimiento de la homeostasis
inmune. Diversos estudios sugieren que las CTM son capaces de modular la
diferenciacion, funcion y balance de estas subpoblaciones, encaminado a favorecer
el desarrollo de una respuesta inmune antiinflamatoria. Asi, las CTM favorecen la
diferenciacion de linfocitos Th2 y Treg, estas secretan moléculas
inmunorreguladoras como interleucina 4 (IL-4), IL-10, TGF- y PGE,, que en
conjunto incrementan una respuesta inmune antiinflamatoria, a su vez, disminuyen
la diferenciacion de poblaciones proinflamatorias tipo Th1 y Th17. Estudios en
modelos animales, e incluso humanos, han comprobado algunos de los
mecanismos inmunorreguladores empleados por las CTM in vitro. Los linfocitos
Treg son capaces de suprimir la respuesta inmune y mantener la tolerancia
inmunoldgica. Se generan en el timo o en la periferia al convertirse a partir de células
T virgenes, diferenciandose en Th3 o Tr1, esto es promovido por TGF-31 e IL-10.
Su diferencia fenotipica es que las Th3 son Foxp3® y las Tr1 son Foxp3". Fosp3 es
un factor de transcripcion que se expresa constitutivamente en células Treg,
reconociéndose como el regulador principal de éstas, ya que promueve el efecto
regulador al mejorar la expresion del receptor para IL-2, suprimiendo la IL-2, IL-4 e
IFN-y. Todo lo anterior lo controlan por el nivel exdgeno de IL-2, la union de IL-2 a
CD25 potencia la expresion de genes asociados a ceélulas Treg y regula la
inflamacion suprimiendo la proliferacion de células T efectoras o alterando la funcion
de células presentadoras de antigeno. Las CTM dan lugar a Treg tipo Th3 son
Foxp3*. (Chavez, 2017-1; Lipeng, 2016; Ma, 2016)

La evidencia sugiere que las CTM equinas, como las de humano y roedor,

mejoran la regeneracion y funcion de tejido por la capacidad proliferativa que tienen,

sintetizan factores de crecimiento, citocinas antiinflamatorias e inmunomoduladoras
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(PGE2, TGF-B1, IL-6, 6xido nitrico (NO), IDO e IL-10); estimulandose por TNF-a. e
IFN-y. Se han observado que pueden existir diferencias entre las especies en
términos de mecanismos inmunomoduladores. Por ejemplo, las CTM de raton
secretan NO para suprimir células T, mientras que las humanas utilizan IDO. Se ha
sugerido que las CTM equinas de tejido adiposo, médula ésea, sangre de cordon y
tejido de corddn son similares en términos funcionales in vitro. Al activarse, sin
importar su origen, aumentan la secrecion de PGE; e IL-6, aumentando el efecto
inhibidor en la proliferacion de linfocitos T y produccion de citocinas. El parametro
en donde difirieron fue en la produccion de NO, las de médula ésea y sangre de
cordon si lo producen, mientras que las adiposas y de tejido umbilical no lo hicieron.
TGF-p1 fue producido en los 4 tipos, sugiriendo que la secrecidn basal de éste por
las CTM puede ser suficiente para inhibir la proliferacion de células T in vitro. La
capacidad inmunomoduladora fue amplificada al incubarlas en células T activas, en
comparacion con aquellas inactivas. Por esto, se sugiere que las CTM al entrar a
un nicho inflamatorio dominado por TNF-a e IFN-y pueden activar y regular
negativamente la respuesta linfocitaria y promover la curacion. (Barberini, 2014;
Carrade, 2012)

Al secretarse TGF-B1 por las CTM, un potente inmunosupresor, secretado
también por linajes de linfocitos; suprime la proliferacién de células T, activacion de
células B, maduracion y presentacion de antigenos por DC, citotoxicidad de NK,
efecto fagocitico de macrofagos y la conversion de células T virgenes a Th3 Foxp3™.
La PGE; es un lipido derivado de la conversién del acido araquiddnico por la accion
enzimatica de COX1 y COX2, es expresada por CTM estimulando la secrecion de
IL-4 e IL-10, asi como para inducir células Treg. Reduce la produccién de IFN-y de
las NK y limita la habilidad fagocitica de macréfagos e interfiere en la activacion
temprana de células B. Posee la capacidad de provocar inflamacion, sin embargo,
es un mediador de las CTM que ayuda como antiinflamatorio en combinacién de
otras citocinas. La IL-10 regula negativamente la expresién de citocinas Th1 y
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pueden estimular la expresion y secrecion de antigeno leucocitario humano-G5
(HLA-G5), la cual estimula la secrecién de IL-10 positivamente. También esta
involucrada en la disminucion de la maduracion y la funcion de DC. Las galectinas
son una familia de proteinas que se unen especificamente a B-galactosidasa.
Participan como inmunoestimuladores o inmunosupresores. Las CTM expresan
galectina-3, molécula que regula la proliferacion, adhesion y migracion de linfocitos
T. De igual modo, se ha visto que en ambientes inflamatorios expresan altos niveles
de galectina-9, demostrandose su participacion en la reduccion de la proliferacidon
de linfocitos B y T activados. (Ma, 2016; Castro, 2015)

Los trasplantes autdlogos de CTM son muy usados en medicina veterinaria ya
que no ocasionan efectos adversos, pero presentan problemas de logistica ya que
el cultivo celular es prolongado, sin mencionar que en pacientes geriatras la
cantidad, proliferacion y diferenciacién disminuye considerablemente. La terapia
alogénica en caballos ofrece ventajas, se inyectarian rapidamente las CTM en caso
necesario, eliminando el tiempo de aislamiento y expansion, permitiendo tener un
banco; en otras palabras, una poblacién celular mas homogénea, con capacidad
comprobada de diferenciacion y proveyendo tratamiento inmediato. (Dias, 2016;
Barberini, 2014; Carrade, 2011)

ANTECEDENTES
Actualmente hay muchos estudios que evaluan la terapia de CTM en el mundo, el

interés crece debido a su papel en la reparacién de tejidos e inmunomodulacion sin
causar respuestas aloreactivas por células T u otras células inmunes. Se han
realizado tratamientos en modelos animales con CTM-CU, en algunos casos las
células cultivadas se administran directamente en el area lastimada con inyecciones
subcutaneas o intravenosas, asi como de manera indirecta en una membrana de
polivinilo alcohol en heridas de piel. Por sus caracteristicas, las CTM-CU se han
empezado a usar ampliamente en enfermedades autoinmunes. (Dias, 2016; Lipeng,
2016)
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Estudios a largo plazo en medicina veterinaria han demostrado no ocasionar
efectos adversos al administrar CTM en diferentes animales. Pocos estudios
controlados en medicina veterinaria han demostrado efectos adversos, viéndose
unicamente inflamaciones localizadas tras su administracion in vivo. En varios
hospitales estadounidenses se aplican de manera rutinaria en casos de tendinitis,
heridas, osteoartritis, entre otros y no es comun ver efectos adversos severos en los
pacientes. De cualquier manera, in vivo los resultados son variables, probablemente
debido a la falta de estandarizacion en la dosis, la ruta de administracion, fuente y
mediciones finales. Sin embargo, las CTM-CU equinas ya han demostrado que, al
ser inyectadas intraarticular, intralesional, intramuscular e intradérmicamente, no

inducir respuestas inflamatorias. (Dias, 2016; Carrade, 2013)

Se demostro que las articulaciones sanas no responden de manera adversa ante
inyecciones con CTM-CU alégenas en comparacion con CTM autdlogas. EI mismo
grupo de trabajo, determinado en comprobar que las CTM-CU no causaban
reacciones desfavorables, realizé multiples inyecciones intradérmicas in vivo. Se
colectaron CTM-CU a partir de partos de Cuartos de Milla, cada caballo en el estudio
recibid 12 inyecciones intradermales en la tabla del cuello de 1 millén de
células/100uL, junto con un control positivo y otro negativo, pasadas 4 semanas se
volvieron a inyectar con el mismo protocolo. Se evaluaron las zonas de inyeccion
diariamente, por un dermatologo veterinario certificado, y se tomaron biopsias el dia
2, 3 y 7 posterior a las inyecciones. No se encontraron evidencias clinicas de una
respuesta sistémica negativa a multiples inyecciones de CTM-CU, ni en la
evaluacion externa ni histolégicamente se encontraron cambios dérmicos,

permitiendo pensar que si son inmunoprivilegiadas. (Carrade, 2011)
Otro estudio colecté CTM-CU de Pura Sangre Inglés (PSI) para trasplantar 3

millones en diferentes puntos del musculo gluteo superficial de distintos caballos.
Se realizaron biopsias 30 dias antes de la inyeccion y al dia 2 y 7 posterior a la
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inyeccion. Por medio de US y junto con las biopsias verificaron la integridad de las
fibras musculares, sin ser capaces de observar degeneracion o necrosis de los
miocitos. En algunos casos al segundo dia observaron una inflamacion aguda, pero
todas resolvieron al séptimo dia, atribuyéndolo entonces al trauma de la inyeccion
misma. (Dias, 2016)

Las ratas con uveitis autoinmune experimental (UAE) exhiben una recurrencia
espontanea, evidenciando una inflamacion intraocular posterior crénica,
deteriorando la retina, similar a lo que sucede en los humanos. En ratones ya se
demostré que la aplicacion unica al inicio de la UAE reduce significativamente la
inflamacion, asi como la frecuencia de recidivas. Mientras que una segunda dosis
fallé en el efecto terapéutico aplicado en el segundo ataque. De modo que se trato
de verificar la eficacia de la terapia con CTM administradas en una fase tardia de la
enfermedad y con dosis dobles. A ratas libres de patégenos se les indujo UAE,
mientras tanto se obtuvieron, cultivaron y definieron las CTM de médula ésea segun
la ISCT. Posterior a la induccion se administraron via IV SID 5 millones de CTM
alogénicas suspendidas en 1ml de Solucién salina tamponada de fosfatos (PBS).
Esto se realiz6 por tres dias consecutivos: los dias 4-6 como tratamiento inmediato,
20-22 como tratamiento tardio y en ambas fechas para aquellos con doble dosis.
Se examinaron hasta el dia 40 por medio de una lampara de hendidura, graduando
la inflamacion del 0-4; se realiz6 también la ultima electrorretinografia y se
enuclearon los ojos para su examinacion histologica. Los resultados fueron
significativos tanto en el tratamiento unico como el doble, el tratamiento tardio
demostré mejores resultados en los ultimos 20 dias que la dosis unica al inicio.
Histolégicamente se encontro dafio severo en la retina y una infiltracion inflamatoria
severa en el grupo control, las terapias con CTM significativamente disminuyeron
las graduaciones histologicas y mejoraron el grosor retinal, sin embargo, no se
encontro diferencia significativa entre la terapia unica y la doble. Se observo ademas
que la aplicacion tardia ocasiona que el dafo a fotorreceptores suceda mas
lentamente. En la electrorretinografia los potenciales osciladores disminuyeron de
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amplitud conforme pasé el tiempo en el grupo control, mientras que con el
tratamiento mejoraron los potenciales. En contraste las tres terapias con CTM
demostraron una mejor estructura retinal, reduccion significativa de puntos
reflejantes en el vitreo, asi como las masas en la retina. Se demostré que una sola
dosis de CTM administrada al inicio de la enfermedad fue suficiente para inhibir el
progreso y recurrencia de la enfermedad, siendo también efectiva la dosis una vez
desarrollada la enfermedad. En este experimento, se encontré6 que, aunque el
tratamiento temprano fue ventajoso sobre el tardio para reducir las recidivas y
proteger la estructura retinal y funcion; el tardio también de manera efectiva alivia la
severidad, disminuye inflamacion, interrumpe el dafo en las capas externas
retinales y mejora la funcion de la retina. Ambas terapias disminuyen la pérdida de
fotorreceptores, demostrando propiedades neuroprotectoras reduciendo el estrés
oxidativo y secretando factores neurotrdpicos, e inhibiendo la respuesta inmune.
(Zhao, 2016)

Distintas enfermedades autoinmunes podrian verse beneficiadas al utilizar CTM.
La URE es muy similar tanto clinica como patolégicamente con la uveitis
autoinmune humana (UAH), ocupando el 10% de las causas de ceguera en
humanos (Simeonova, 2016). Las principales causas de discapacidad en el mundo
se deben a afecciones inmunomediadas, la URE es considerado el unico modelo
natural para la UAH. Aunque aun no se comprenden del todo, permite suponer que
se encuentran involucrados, sino los mismos, mecanismos inmunes muy parecidos,
siendo la infiltracion de células mononucleares el sello en ambas especies (Papotto,
2014; Simeonova, 2016).

JUSTIFICACION
Dado que la enfermedad autoinmune, uveitis recurrente equina, no cuenta con

tratamientos resolutivos, su pronostico es pobre y es la principal causa de

33



incapacidad por ceguera en equinos; el uso de las células troncales mesenquimales
de corddn umbilical equino representa una opcidén viable para disminuir los

episodios inflamatorios, al tener capacidad inmunomoduladora.
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HIPOTESIS
Si las células troncales mesenquimales de corddn umbilical equino inyectadas
subpalpebralmente tienen un efecto inmunomodulador, entonces en caballos con

uveitis recurrente equina disminuira el proceso inflamatorio.
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OBJETIVO GENERAL

Medir la variabilidad de citocinas involucradas en la uveitis recurrente equina por
medio de ensayos multiplex, tras la aplicacion de células troncales mesenquimales
de corddn umbilical equino por via subpalpebral y asi cuantificar factores solubles y

correlacionarlos clinicamente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Coleccion de cordones umbilicales equinos posterior al nacimiento de los

potros para la obtencion de células troncales mesenquimales a partir de la
gelatina de Wharton.

b. Cultivar las células troncales mesenquimales a partir de 1 gramo de tejido
mediante digestidon enzimatica y su posterior caracterizacion mediante
citometria de flujo, para verificar su linaje celular.

c. Medir los cambios en las citocinas en muestras lagrimales, previo y tras la
inoculacion subpalpebral de las células troncales mesenquimales de cordon

umbilical.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Instituto Nacional de Rehabilitacion, el Hospital DITEQ
(Clinica de Diagndstico y Terapéutica Equina) en el Hipédromo de Las Américas, el
Rancho Sayavedra, 3 ranchos privados en la CDMX y el Estado de México y el
Banco de Sueros de la FMVZ-UNAM.

Obtencion y cultivo de células troncales mesenquimales

La coleccion se realizé en el Rancho Sayavedra, a partir de 26 partos en pradera
de yeguas PSI, de 5-20 afos de edad, se consiguieron muestras de cordones
umbilicales para obtener CTM de la gelatina de Wharton.

Por cuestiones de seguridad los cordones umbilicales fueron tomados hasta
expulsarse la placenta. Lo anterior no representd un riesgo de contaminacion del
cordon debido al arreglo que presentan las membranas placentarias; los cordones
descansaban dentro del amnios mientras la placenta envolvia ambas estructuras.
Con guantes estériles se tomaba el corddén envuelto aun en el amnios y se corta un
trozo de 10-15 cm de largo. Posteriormente se envolvia en un campo estéril para
mantenerlo limpio antes de prepararlo para su traslado al Instituto Nacional de
Rehabilitacion (INR).

El cordon envuelto era ubicado en una mesa y toda manipulacidon posterior se
realizaba usando guantes quirurgicos y utilizando la técnica de “mano limpia mano
sucia”. Con la mano limpia se tomaba el cordén y se desenvolvia del amnios,
mientras que con la mano sucia se cogia todo el instrumental necesario. Este era
lavado dos veces con una mezcla de solucién yodada y alcohol, entre cada lavado
se enjuagaba con SSF. Terminado el segundo lavado se procedia a cortar con
tijeras Metzenbaum, previamente esterilizadas, una porcion aproximada de 5 cm 'y
se procedia con un ultimo y tercer lavado. La muestra se guardaba en un tubo
Falcon de 50 ml con 25ml de PBS y antibidtico al 10% (anfotericina B y
estreptomicina, Invitrogen Co. Gibco. NY, EU). Se mantuvo en refrigeracién a 4° C
hasta su procesamiento en el laboratorio de la Unidad de Ingenieria de Tejidos,
Terapia Celular y Medicina Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion,
ese lapso nunca fue mayor a 12 horas.
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C d
Figura 1. Recoleccion de cordones umbilicales inmediatamente posparto. a) Posterior al

nacimiento se espera a que salgan las membranas placentarias, b) Recoleccién del corddn, c)

proceso de lavado, d) muestra lista para su procesamiento.

En el laboratorio las muestras se procesaron para su posterior cultivo y
caracterizacion de forma estéril en una campana de flujo laminar (Forma Scientific,
Inc. Ohio, EUA). Se limpid6 el exterior del tubo Falcon con una gasa impregnada de
alcohol al 70% y dentro de la camara de flujo laminar se destapd. La muestra fue
colocada en una caja de Petri y se lavd nuevamente con alcohol al 70%. Una vez
que se extrajo el exceso de liquido, se separé la gelatina de Wharton del resto del
tejido del cordon umbilical con ayuda de pinzas estériles y hojas de bisturi del
numero 20. Conforme se separo el tejido deseado, se ubicaba en otra caja de Petri
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con PBS, al obtenerse alrededor de 1 gramo de tejido, se cortd finamente para

facilitar la digestion enzimatica.

Figura 2. Corddn umbilical equino en Tricromica de Masson. Se observan las dos venas y la
arteria que lo componen, y alrededor de los vasos se encuentra el tejido conocido como gelatina
de Wharton.

La digestion enzimatica de la gelatina de Wharton se realizé en una solucion de
10 ml de medio de eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con 100ul de colagenasa
(Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EU), incubandose por 1 hora
a 37.5°C. Se centrifug6 a 300 g por 7 minutos a 37°C, se elimino el excedente y se
agregaron 4 ml de DMEM para resuspender las células e incubarse en cajas T25
(Falcon, Becton Dickinson, NJ, EU). El medio, 4 ml de DMEM, 10% de suero fetal
bovino (SFB) y 1% anfotericina B y estreptomicina, se cambiaba cada tercer dia y
se cultivaron a 37°C y 5% de CO.. Los pases se realizaban al alcanzar las cajas de
cultivo un 80% de confluencia, desprendiendo las células de las cajas de cultivo con
una solucién de tripsina y PBS (Gibco, Invitrogen Corporation, NY, EU), volviéndose

a cultivar en las mismas condiciones hasta su tercer pase.
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e f

Figura 3. Procesamiento de muestras umbilicales para primocultivos en el INR. a) Las
muestras se mantienen en refrigeracion hasta ser procesadas, b) El corddn es expuesto dentro
de la camara de flujo laminar, c) separacion de 1 gramo de gelatina de Wharton, d) digestion

enzimatica, e) toma de medio de cultivo y f) suspension celular en cajas T25.

40



Caracterizacion de células troncales mesenquimales

Analisis de citometria de flujo

Antes de realizar el tercer pase se realizd un analisis de citometria de flujo. Las

células fueron contadas por medio de una camara de Neubauer, una porcion fue

utilizada para el analisis, otra para la diferenciacion y el restante continué en cultivo.

Se utilizaron aproximadamente 250 mil células por tubo, fueron resuspendidas en 1

ml de PBS e incubadas por 45 min con 3 ul de anticuerpo capaz de reconocer
marcadores de superficie como CD90, CD73, CD105, CD45, CD34, CD14 y MHC-
Il. La lectura de las muestras se llevo a cabo con el software Cell Quest Pro (Becton
Dickinson FACS Calibur).

Procedimiento completo para realizar dicha técnica:

Marcar los tubos

Eliminar el medio de las cajas con las muestras que se van a preparar
Lavar las cajas con PBS y posteriormente tripsinizar (tripsina y PBS en una
relacion 1:1) e incubar por 6 minutos

Verificar que las células se desprendieron, aspirarlas con una pipeta y
ponerlas en un tubo de 15 ml con 4ml de medio

Centrifugar a 1500 rpm por 7 minutos

Decantar y resuspender el pellet con 3ml de PBS y hacer un conteo celular
con una camara de Neubauer

Tanto en el tubo control como los que tendran anticuerpos colocar 250,000
células, todas ellas en 1ml de PBS

Marcar las células con 3 ul de cada anticuerpo e incubar por 45 minutos
Posteriormente, centrifugar todos los tubos 1500 rpm por 5 minutos
Decantar, agregar 1ml de PBS

Realizar la lectura correspondiente en el citometro de flujo
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Diferenciacion de células troncales mesenquimales

Se emplearon cajas de 12 pozos para hacer pruebas por duplicado, se cultivaron
50 mil células por pozo y en un inicio se cultivd con medio DMEM, 5% de SFB y 1%
de antibidtico, pasados 2 dias se inicié con el medio de diferenciacion.

Para la induccién del linaje adiposo se utilizaron 10 ml de DMEM afadiéndole 50
ul SFB, 0.5 ul dexametasona, 5 ul de isobutilmetilxantina, 5 ul de insulina, 50 ul de
indometacina y 50 ul de Pen-Gen; adaptandose el protocolo a partir de distintas
combinaciones. El medio se cambiaba cada tercer dia por 21 dias, mas se
intercalaba medio de mantenimiento cada 3 cambios adipogénicos. La
diferenciacion se evaluo por medio de la tincion Rojo Nilo.

La induccion del linaje osteoblastico se realizé a partir de DMEM en combinacion
con 10 nmol/L de dexametasona, 10 umol/L de acido ascorbico, 10 mmol/L de -
glicerofosfato, 10ng/ml BMP-7 y 1% de SFB. El medio se cambi6 cada tercer dia
por 21 dias y se evalud la diferenciacion con la tincion Von Kossa (Hidalgo, 2015).

Por ultimo, el linaje condrogénico se logré adicionando al medio insulina, acido
ascorbico, 100 ng/ml de TGF- y 100 ng/ml de BMP-2. El medio se cambié cada
tercer dia por tres semanas, evaluandose con la tincion de Azul Alciano (Pérez,
2018).

Criopreservacion

Conforme alcanzaban confluencia los pases, se criopreservaron al menos en 2
viales de 8 yeguas entre P2 y P4 para su posterior caracterizacion o uso en los
pacientes.
- Retirar el medio de la caja de cultivo
- Lavar las cajas con PBS y tripsinizar con 4 ml (solucion tripsina y PBS en una
relaciéon 1:1) e incubar por 6 minutos
- Una vez las células desprendidas, aspirarlas con una pipeta y ubicarlas en
un tubo de 15 ml con 4ml de medio

- Centrifugacién 300 xg por 7 min y posterior obtencion del sobrenadante
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- Resuspension del pellet y contar celularidad con camara de Neubauer
utilizando azul tripan

- Las células son colocadas posteriormente en un criotubo (1ml de medio de
criopreservacion por cada 5 millones de células), el medio en el que se
criopreservan consiste en 10% de dimetilsulféxido (DMSO) y 90% de SFB

- La curva de enfriamiento inicia al colocarles el medio a 4°C, pasan
posteriormente a un congelador a -20°C por 1 hora. Terminado ese lapso

pasaban a un congelador a -80°C

Individuos

Todos los animales utilizados en el grupo control fueron caballos de carreras, PSI,
que habitaban en el Hipédromo de las Américas y se realizé cada muestreo en el
Hospital DITEQ. Mientras que los caballos pertenecientes al grupo experimental

residian en ranchos privados.

Criterios de inclusion

Grupo control
- Individuos clinicamente sanos

- Examen fisico general y oftalmologico sin anormalidades

Grupo experimental
- Caballo con un episodio de URE
- Presentar signos caracteristicos como miosis, hiperpigmentacién del iris,
blefaroespasmo, edema corneal, flama acuosa, hipopion, hifema, epifora,
fotofobia, fibrina en la camara anterior, hiperemia conjuntival, inyeccion

escleral
Tanto los caballos control como aquellos afectados con URE fueron sometidos a un

examen fisico general y oftalmolégico completo estricto, manteniendo la

uniformidad con una hoja de examinacion general.
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Caballo:

Nombre:

Sexo:

Edad:

Rancho/Cuadra:

Observaciones:

EXAMEN FiSICO GENERAL

Fecha:

Fecha:

FC

FR

Mucosas

TLLC

Motilidad

Temperatura

Pulso digital

EXAMEN OFTALMOLOGICO

Ol

oD

Ol

oD

R. Amenaza

R. Pupilares

R.P.Consensual

Pba. Schirmer

S. Corneal

T. Fluoresceina

Pba. Jones

T.R. B.

Oftalmoscopio

(Fondo de 0jo)

Ojo en Tx

Tratamiento

Xilacina (ml):

Macroscopicamente:

Cuadro 1. Hoja de examinacion fisica general y oftalmoldgica.
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Muestra lagrimal e inyeccion de CTM

Mediante el examen fisico general y el oftalmologico, se verifico que los
controles estuvieran realmente sanos y los pacientes enfermos si tuvieran
unicamente URE

Dependiendo del temperamento del individuo se sed6 con xilacina a una
dosis de 0.3-0.5 mg/kg

Se procedia a enguantarse y tomar un tubo capilar sin aditivos, previamente
esterilizado, para la toma de 50-100 ul de lagrima del canto medial.
Inmediatamente después de su toma se guardd en un tubo Eppendorf esteéril
previamente marcado para su inmediata congelacion a -80°C

Posterior a la primera coleccidon de lagrima, se cambian los guantes y se
colecta cuidadosamente con una jeringa para insulina el tratamiento (PBS o
CTM en los controles y CTM en los experimentales), preservando en todo
momento la esterilidad

Con una torunda empapada en alcohol se limpié cuidadosamente el area,
para evitar que el alcohol entrase al 0jo y se procede a introducir una aguja
de 25 G en la zona subpalpebral, después se conectaba la jeringa y se
inyectaba el contenido. Se retiraba todo y se presionaba la zona con una
torunda seca evitando cualquier sangrado

En todos los individuos se inyecté un volumen de 0.1-0.2 ml, las muestras
con CTM contenian 5 millones de células en P3

Exactamente 30 min después de la inyeccion se realizé la segunda colecta
de lagrima

La tercera y ultima colecta se realizaba una semana después del
procedimiento anterior

La unica indicacion en el caso de los controles era no trabajar al dia siguiente;
mientras que los caballos enfermos se quedaban en caballeriza con sus
medicamentos si eran tratados, y si no lo eran se les aplicaba topicamente

un midriatico para controlar el dolor esa semana.

45



e f

Figura 4. Evaluacion oftalmoldgica e inyeccién de CTM. a) Examen fisico general, b) examen
oftalmoldgico, c) toma de lagrima, d) coleccion del tratamiento, e) inyeccién subpalpebral y f)

inyeccién de 0.1-0.2 ml.
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Ensayo Multiplex

El kit que se utilizé con la finalidad de comparar si ocurre algun cambio significante

en las citocinas lagrimales pre y pos exposicion a la inyeccion de CTM fue el
“‘Milliplex MAP Kit: Equine Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel” (Merck
Millipore, EU). Se cuantificaron por duplicado 6 citocinas: IL-1a, IL-6, IL-2, IL-10,
IFN-y y TNFa.

Previo a correr las muestras del Luminex y se calibré el equipo (Bio-Plex 200,
Bio-Rad Laboratories, EU), de igual modo el kit se atemperé por 1 hora a una
temperatura ambiental de 20°C, mientras tanto se prepararon los reactivos
necesarios, donde el estandar fue diluido 2 veces mas para alargar la curva.
Se adicionaron 200 pl de “wash buffer” en cada pocillo de la placa, se cubri6
y mezclo en un agitador de placas por 10 min a 20°C. Al terminar se decanto
el contenido y se removio el exceso golpeando la placa sobre una cama de
servilletas absorbentes.

Se adicionaron 25 pl de cada estandar y los controles previamente
preparados en los pocillos designados y 25 ul de “Assay buffer” en los pozos
restantes, donde se pondrian las muestras. Se afadieron 25 pul de solucion
matriz en todos los pozos de la placa, y se agregaron 25 ul de muestra
lagrimal en su respectivo pocillo y por ultimo se adiciond la mezcla de
microesferas, 25 ul en cada pozo; la placa se cubrié con papel aluminio y se
dej6 incubar toda la noche, un total de 18 horas a 4°C, en un agitador de
placas.

La mafana siguiente se volvié a atemperar por una hora el kit, mientras la
placa pasé por la estacién de lavado automatico y se calibraba el equipo.
Terminado el lavado se adicionaron 25 ul de anticuerpos de deteccidn en
cada pozo, se cubrid la placa y se dejo incubar por 1 hora en el agitador de
placas a 20°C.

Se adicionaron 25 pul de estreptavidina-ficoeritrina a cada pocillo, la placa se

cubrid nuevamente con aluminio y se incubd en agitacion por 30 min a 20°C.
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- Posteriormente se vuelve a lavar la placa en la estaciéon de lavado y al
terminar se adicionaron en todos los pozos 150 ul de “Sheath fluid”, por 5
minutos se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente.

- Finalmente se realizé la lectura de las concentraciones de cada muestra

lagrimal en el Bio-Plex 200 empleando el software Bio-Plex Manager.

a b
Figura 5. Ensayo Multiplex. a) toma de muestras lagrimales y b) lavado de placa.
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Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados de la concentracion de citocinas, se utilizo
estadistica no paramétrica de acuerdo con los resultados obtenidos de las pruebas
de homogeneidad de varianza (analisis de residuos) y de distribucion normal
(prueba Shaphiro-Wilk) incluidos en el programa estadistico Prism 8.0 (GraphPad,
Software Inc., USA).

De manera particular, se utilizé la prueba U de Mann Whitney para comparar la
concentracion de citocinas entre los medios empleados (PBS y CTM) en el grupo
control. Posteriormente, se retomo esta prueba para comparar la concentracion de
citocinas entre el grupo control y el experimental. Adicionalmente, se realizo la
prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de comparacion multiple de Dunn
para determinar posibles cambios la concentracién de citocinas a diferente tiempo
(basal, 30 minutos y 7 dias) en ambos grupos. En todos los casos se consider6 un

valor de p < 0.05 como significativo.
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RESULTADOS

Todos los primocultivos se sembraron inicialmente en cajas T25, alrededor del
tercer dia se podian apreciar cumulos y células dispersas, su morfologia inicial era
redondeada y pequefa, formando cumulos de casi 100 um, no era hasta que se
adherian que se podia observar una forma fibroblastoide, la adhesién no se
presentaba hasta pasado el 5° dia de cultivo. Se observé una lenta proliferacion
inicial, pero alcanzaban el 80% de confluencia cerca de cumplir 2 semanas de
sembrarse. Una vez que se realizaba el P1 en cajas T75 la proliferacion era rapida

en comparacion con el primocultivo.

c d

Figura 6.CTM equinas. a) Primocultivos de células mesenquimales obtenidas a partir de gelatina
de Wharton de PSI, b) cumulos de células en los primeros dias del cultivo, ¢) primeras células
fibroblastoides adheridas a la caja, vistas antes de cumplir una semana y d) confluencia al 80%,

listas para realizar el siguiente pase.
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La identificacion de marcadores de superficie se realizé por medio de citometria
de flujo para demostrar la presencia de marcadores positivos a células troncales
mesenquimales. De manera regular se deben expresar marcadores como CD90,
CD73y CD105, mientras los reguladores negativos son CD14, CD34, CD45 y MHC-
ll. Aunque se colectaron 26 cordones umbilicales, solo se trabajaron con 8
muestras, desde su diferenciacion hasta su inyeccion en los caballos y todas las
muestras mostraron una expresion disminuida de CD105. El resto de las muestras
fue criopreservada en P1.

Cuadro 2. Expresién de marcadores de células troncales mesenquimales provenientes de
gelatina de Wharton equino. Fenotipo negativo ante marcadores CD34, CD14, CD45 y MHC-II
en las CTM como se esperaba y la expresion positiva de CD90 y CD73 es comparablemente

visible, no asi con CD105.
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Cuadro 3. Histogramas que muestran la presencia o falta de expresion de marcadores de
superficie. La sombre morada es el control, mientras que las lineas de colores indican si las
células son positivas o negativas a dicho fenotipo. Se expone una evidente falta de marcadores
de células troncales mesenquimales al observar la linea verde fosforescente (CD45), turquesa

(CD34) y rosa (CD14); en comparacion con las células positivas en rojo (CD73) y azul (CD90).

52



Las células troncales mesenquimales fueron sembradas en cajas de 12 pozos y
al terminar los 21 dias en cultivos de diferenciacién se realizaron distintas tinciones.
La diferenciacion del linaje adiposo se evalu6 por medio de la tincién Rojo Nilo para
detectar vacuolas de acidos grasos dentro de las células. El linaje osteoblastico se
detecté con la tincion Von Kossa, especifica para depodsitos de calcio (café).
Finalmente, el linaje condrogénico se valoro con la tincion de Azul Alciano, la cual
detectd la presencia de mucopolisacaridos sulfatados presentes en la matriz
extracelular de dicho tejido.

C

Figura 7. Tinciones positivas posterior a la diferenciacion de CTM. a) Azul Alciano en
diferenciacién condral, b) diferenciacion osteoblastica con Von Kossa y c¢) Rojo Nilo en

diferenciacién adiposa.
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Todos los caballos utilizados en el grupo control eran atletas del Hipédromo de Las
Américas. En total se utilizaron 7 machos y 5 hembras PSI con un rango de edad
que va de 2-7 afnos. De manera aleatoria se inyectaron a 6 de ellos con PBS y la

otra mitad con células troncales mesenquimales.

El primer caballo del grupo experimental, Don Wizard, Warmblood, 12 afos,
retinto macho castrado. Presentd signos de uveitis e inici6 tratamiento
(betametasona, ciclosporina A, antibiodtico y lagrima artificial). Posteriormente inicié
el protocolo y se tomo la decision de inyectar unicamente el ojo izquierdo, a lo largo

de la semana, no se observaron cambios clinicos.

Endrick, Frison, 15 afos, macho entero; fue el segundo caballo del grupo
experimental, presentaba un cuadro agudo de uveitis en el ojo izquierdo, contaba
con tratamiento previo (prednisolona y ciclosporina A). En comparacion con Don
Wizard presentaba signos serios como dolor, edema, vascularizacion, epifora y
blefaroespasmo.

A la semana, en la segunda visita para la tercera toma de muestra, clinicamente
presentd cierta mejora, todos los signos anteriores disminuyeron, pero no de

manera significativa; mostraba mejor estado animico.
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Figura 8. Endrick pretratamiento. a) Se muestra el blefaroespasmo y epifora, b) se muestra el
edema y la vascularizacion; los margenes palpebrales se ven verdes debido a la tincidn previa

con fluoresceina.

a b
Figura 9. Endrick postratamiento. a) Se muestra el blefaroespasmo del ojo izquierdo, pero no

se apreciaba tan pronunciado como la semana anterior. b) Ligera disminucién del edema.

Faraon, Pony, 21 afos, tordillo, macho entero; fue el tercer y ultimo equino del
grupo experimental, a diferencia de los anteriores presentaba un cuadro agudo, pero
no habia sido tratado. Ambos ojos presentaban miosis, epifora, edema vy
neovascularizacion corneal, inyeccion escleral y conjuntival, ambos ojos fueron
tratados con CTM y se mantuvo por una semana con un midriatico topico.

En la segunda visita ambos ojos se encontraron midriaticos, sin dolor, menor
epifora, edema e inyeccion conjuntival y escleral. Tres dias posterior a la segunda
visita inicio tratamiento médico, pero ya presentaba aun menor edema y se le veia

mucho mas comodo.
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Figura 10. Faradn pretratamiento, presentaba un cuadro con signos agudos de uveitis de

ambos ojos, observandose edema,neovascularizacion e hiperemia conjuntival.

Figura 11. Fara6n postratamiento, en la segunda visita se le not6 mas comodo y el edema

disminuyé al igual que la hiperemia.
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La comparacion entre los medios empleados (PBS y CTM) para el grupo control no
mostro diferencias en ninguna de las citocinas medidas. No obstante, al comparar
la concentracion de éstas en diferente tiempo (basal, 30 minutos y 7 dias), se
encontré que la concentracion de IL-1a con el uso de PBS como vehiculo, mostro
diferencias estadisticamente significativas entre la medicion basal y la realizada 7

dias después.

Debido a que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos medios, las mediciones se consideraron dentro de un solo grupo (control) y
se contrastaron con los datos obtenidos en el grupo experimental. Al respecto, es
importante destacar que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar estos grupos en cuanto a la concentracion ni en cuanto a

las mediciones realizadas en los tres momentos descritos previamente.
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Cuadro 4. Citocinas en donde se midieron medidas por técnica (mediana y rango) (<Nivel de cuantificacién). Nétese que IL-1a (*)
medida 7 dias post-tratamiento mostré una disminucion estadisticamente significativa en comparacién con la medicion basal

(P=0.0356). Todos los valores son reportados en pg/mL.
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Por otra parte, al realizar la comparacion entre el conjunto de citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias a diferente tiempo en ambas condiciones, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Cuadro 5. Graficas de barras muestran la comparacion en la concentracién de citocinas pro-
inflamatorias (a-c) y citocinas antiinflamatorias (d-e), en condiciones basales (a y d), 30 minutos
(bye)y 7 dias pos tratamiento (c y f). En todos los casos se presentan los valores promedio (+
EE).
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DISCUSION

En este trabajo se trato de verificar que el uso de CTM ayudaria a disminuir el
proceso inflamatorio en URE, sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre el grupo control y el experimental a lo largo del tiempo. La
seguridad de las CTM alogénicas utilizadas como terapia por distintas vias de
administracion esta relativamente bien aceptada (Joswig, 2017); sigue sin
determinarse la dosis ideal para cualquier aplicacion médica o la frecuencia, mas
se ha demostrado que la inyeccion sistémica de CTM adiposas y de médula dsea
no inducen una respuesta inflamatoria sistémica en individuos sanos (Kol, 2015;
Owens, 2016). Su administracién puede ser via intraperitoneal, intravenosa,
subconjuntival e incluso tépica. Distintas investigaciones confirman que tanto la via
subconjuntival como la intravenosa resultan en mejores resultados clinicos al
disminuir la inflamacién (Shukla, 2019). En este trabajo nos concentramos en la
aplicacidon subpalpebral y no en la conjuntiva bulbar como suele recomendarse,
confirmandose su probable baja eficacia al no encontrar cambios importantes entre
las 3 tomas de muestras, ni de las citocinas proinflamatorias como las
antiinflamatorias. Ha sido descrito antes, mas no tenemos conocimiento de que
exista otro trabajo que haya intentado abordar la URE por esta ruta en caballos
(Bertone, 2004).

Se han evaluado distintas rutas de administracion, buscando la ruta menos
invasiva y con mejores resultados ante distintas enfermedades (Shukla, 2019). Se
ha comprobado la eficiencia de CTM en modelos de raton tras quemaduras
quimicas en la cdérnea administradas subconjuntivalmente al promover la
regeneracion del epitelio corneal, reducir la inflamacion, la neovascularizacion y
aumentar la expresién de citocinas antiinflamatorias (Ke, 2015; Zakirova, 2019); en
modelos de ojo seco en ratas, las aplicaron topicamente y reportaron una
disminucion de la inflamacién y reepitelizacion corneal (Beyazyildiz, 2014). En
ratones inyectados con CTM humanas subconjuntivalmente, disminuyeron

significativamente el TNF-a e inhibieron la respuesta Th1 en quemaduras corneales
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(Martinez, 2019; Jia, 2018). Un estudio demostrd que una inyeccién subconjuntival
de CTM es mas eficaz que la membrana amni6tica humana en daho corneal
(Ghazaryan, 2016). En gatos con queratitis eosinofilica proliferativa felina se
aplicaron CTM de tejido adiposo, obteniendo resultados sumamente alentadores,
en comparativa con casos refractarios a tratamientos convencionales (Villatoro,
2018). En caballos se ha observado la efectividad de células troncales
mesenquimales de médula 6sea (CTM-MO) autélogas en pacientes con queratitis
inmunomediada equina, se inyectaron subconjuntivalmente y 3 de 4 individuos
tratados respondieron favorablemente, demostrando mejoria en los signos clinicos
pasadas 3 semanas de tratamiento. Demostrando que pueden ser una alternativa
de tratamiento viable para pacientes que no han mostrado una mejoria con las

opciones terapéuticas tradicionales (Davis, 2019).

La administracion de distintos farmacos via periocular esta ganando importancia
como alternativa para lograr niveles sostenidos de farmacos en diferentes dolencias
oculares, mas la biodisponibilidad de la mayoria de los farmacos por esta via no
estd claramente establecida en el caballo (Martins, 2012), la inyeccion
subconjuntival es una via de administracion clinica facil y comun (Yao,2012). El que
no se encontraran cambios en las citocinas lagrimales de manera significativa en el
estudio multiplex ni clinicamente, puede deberse a multiples causas mas alla de la
via de administracion elegida. La cantidad de células utilizadas, la cantidad de veces
que se inyectaron CTM o los momentos en que se colectaron las lagrimas, son

algunas de muchas variables que deben tomarse en cuenta.

Debido a los resultados obtenidos se supone facilmente que la via subpalpebral
no es la indicada, sin embargo, también podria deberse a la fase de la enfermedad,
puesto que la mayoria de los reportes indican una eficacia significativa al aplicarlas
en la fase aguda, las primeras horas de malestar son aparentemente vitales. Parece
entonces apropiado comparar esta via de administracién con la via subconjuntival

y la intravenosa en futuros trabajos.
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Las CTM han demostrado ser superiores a los corticoesteroides y los
inmunosupresores en ratas con UAE, fueron tratadas via intravenosa con las células
y se compararon con inyecciones de dexametasona via intraperitoneal. Las CTM
redujeron significativamente la gravedad y la incidencia, sin observarse diferencias
significativas entre la terapia preventiva, terapéutica y doble. Por otro lado, los
grupos de tratamiento con dexametasona no mostraron ninguna mejora significativa
a largo plazo y la terapia con CTM redujo notablemente la gravedad cuando se
administr6 antes de la estabilizacion de la enfermedad, suprimiendo casi por
completo la expresion clinica de la uveitis (Zhang, 2014). Proponiéndose en futuros
trabajos administrarlas de manera preventiva, una vez que cedan los signos de
enfermedad, en espera de que el siguiente cuadro tarde mas en llegar y no sea tan

severo.

En este caso se quiso evitar la obtencion de humor acuoso, debido a que es un
procedimiento en extremo invasivo en o0jos que cuentan con un cuadro inflamatorio,
ocasionando un mayor dafo. Es por eso que se eligié la medicién de lagrimas, en
humanos existe evidencia de que se producen cambios en las lagrimas debido a la
UAH (Carrefio, 2017). Hace una década el porcentaje de articulos publicados sobre
biomarcadores de lagrimas en enfermedades sistémicas represento casi el 50% del
total de articulos publicados en 10 afios, demostrando un interés exponencial como
fuente potencial de nuevos biomarcadores en diversas patologias (Cutler, 2010). Se
ha demostrado incluso, tras obtener muestras lagrimales y humor acuoso de
pacientes con glaucoma y comparar los niveles de citocinas, que todas las
muestras, excepto la IL-2, mostraron niveles significativamente mas altos en

lagrimas en comparacién con el humor acuoso (Csdsz, 2019).
Las lagrimas proporcionan un entorno extracelular 6éptimo y fundamental para

numerosas funciones oculares, sabiéndose que, la pelicula lagrimal normal contiene

varias citocinas pro y antiinflamatorias. La tecnologia basada en perlas ha permitido
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la cuantificaciéon simultdnea de multiples citocinas y quimiocinas en muestras
lagrimales tan pequenas como 1 pl (Carrefio, 2010). Se ha sugerido que las lagrimas
podrian usarse para controlar el estado in vivo de la superficie ocular; sin olvidar
gue su recoleccion es indoloro y no invasivo. En humanos con uveitis se han medido
citocinas lagrimales, tanto en pacientes sin tratamiento sistémico en el momento de
la recoleccion, como algunos con antiinflamatorios no esteroideos, algun agente
inmunomodulador y la combinacion de dos o mas inmunomoduladores.
Concluyéndose que las lagrimas de pacientes con uveitis tienen un perfil diferente
de concentraciones de citocinas en comparacién con sujetos normales (Carrefo,
2017).

La produccion de citocinas proinflamatorias esta regulada por el dafio de la
superficie ocular, produciéndose tanto por células linfociticas que se infiltran en la
superficie ocular como por las propias células de la superficie ocular. (Sgrignoli,
2019). La inflamacién ocular que impulsa la patogénesis se ha asociado con un
perfil de citocinas de tipo Th1 y recientemente con Th17. Ademas, la IL-6 se
encuentra elevada en distintos tejidos oculares, perpetuando la inflamacion vy
promoviendo células Th17. Aunque sus roles no se han comprendido del todo, lo
anterior sugiere que tanto la IL-6 como la IL-17 juegan un papel inmunologico
importante en la URE (Regan, 2012; Mesquida, 2017; Diedrichs-Mdhring, 2018). En
el ensayo se buscaron ambas citocinas, mas no fueron detectadas, por lo anterior,
no fueron tomadas en cuenta en los resultados. La falta de deteccion no es
sorprendente, puesto que otros trabajos también indican que es poco comun
encontrarlas, incluso en pacientes con la fase aguda de la patologia. Existe la
posibilidad de que dichas moléculas pudiesen detectarse en otro momento de la
enfermedad, en pacientes sin tratamiento previo, se encuentran unidas a distintos
tejidos o simplemente porque la lagrima en este tipo de pacientes no es un
biomarcador factible, por lo que se requieren mas investigaciones al respecto.

63



Se ha visto que en ojos afectados por la URE los niveles de IL-10, asi como de
IL-1a, IFN-y, IL-6 e IL-17 son altos (Saldinger, 2019); sin embargo, de las moléculas
que logré detectar el ensayo multiplex, no presentaron cambios estadisticamente
significativos y no concuerdan con lo reportado anteriormente. En el caso de la
recoleccion de humor acuoso en pacientes con distintos padecimientos, entre ellos
la URE, la IL-10 y IL-6 se encontraban elevadas, incluso en ojos tratados con
esteroides tépicos (Curto, 2016). Se necesitan mas estudios al respecto, buscando
primero, si existe cierta normalidad en caballos sanos y posteriormente en distintas
patologias como la expuesta. Existen muchas variables que pueden haber
ocasionado tales resultados, sin mencionar, que se desconoce de donde provienen
las citocinas lagrimales de los pacientes; si difundieron, fueron secretadas por
linfocitos infiltrados o del mismo tejido ocular (Carreno, 2017). Se requiere
determinar si las citocinas en lagrima realmente son un reflejo de lo que expresan
el resto de los tejidos oculares afectados, incluso sistémicos en dado caso. De ser
asi, abriria una puerta diagnodstica con grandes ventajas, que, junto con las CTM
como tratamiento, permitirian divisar un horizonte lleno de posibilidades en la clinica

oftalmologica.

Por otro lado, debido a la disponibilidad limitada de anticuerpos comerciales
especificos de especie y reacciones cruzadas, muchas veces las poblaciones
celulares son bastante heterogéneas al compararlas con los requisitos que ha
impuesto la ISCT en humanos (Maia, 2013). Hasta ahora no se cuenta con criterios
uniformes para la caracterizacion de CTM de origen animal, las CTM equinas
cumplen con la adherencia al plastico y la pluripotencia (Gugjoo, 2019). Las
muestras con las que se trabajo presentaron una inconsistencia homogénea de
negatividad en el marcador CD105, puesto que en humanos deberia ser altamente
positivo. Estos resultados coinciden con otros trabajos que han declarado que, en
caballos, la molécula CD105 presenta fluctuaciones; inestabilidad expresada no
solamente en tejido de cordodn, sino también en sangre de cordén umbilical y sangre

periférica. De igual forma, el marcador CD73 ha presentado cambios en
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comparacion con las humanas, sin embargo, en este trabajo fue considerado
positiva (De Schauwer, 2011, 2014; Tessier, 2015). Se ha propuesto que estas
diferencias se pueden deber a las distintas fuentes de tejido, los anticuerpos
utilizados, ya que no todos son reactivos a moléculas de caballo y los métodos de
recoleccion (De Schauwer, 2011; Gugjoo, 2019). Aunque los lineamientos de la
ISCT son de ayuda, se cree que se debe buscar una nueva uniformidad dentro del
criterio de CTM en medicina veterinaria, puesto que existen también fluctuaciones
en otras especies, y la falta de uniformidad complica el progreso de las
investigaciones de esta rama (De Schauwer, 2012; Penny, 2012).

La diferenciacion fue exitosa, sin embargo, la adipogénica no fue considerada
sencilla, la literatura menciona que esto se ha visto mas de lo que es publicado en
este tipo celular y algunos refieren que es logrado facilmente utilizando suero de
conejo en el coctel de diferenciacion. En este caso no fue necesario, sin embargo,
es una situacion que para posteriores experimentos debe tomarse en cuenta para

evitar demoras (De Schauwer, 2011; Penny, 2012).

Se han utilizado modelos de uveitis en cobayos, ratas, ratones, monos y caballos
para entender los mecanismos de esta enfermedad tan compleja y heterogénea
(Bose, 2016). La importancia de estudiar la URE, se debe a que es el equivalente
equino, y unico modelo espontaneo, de UAH (Degroote, 2017), mas no existe
modelo animal que sea capaz de replicar todas las caracteristicas implicadas en la
UAH (Simeonova, 2016). Mas de la mitad de los caballos con URE en algun punto
perderan la vista, y los tratamientos actuales, aunque sean agresivos, solo retardan
el proceso inflamatorio. Por ello, al saberse ya que el dafo es resultado de una
activacion de células T, se busca como alternativa el uso de CTM. Utilizadas ya en
enfermedades inflamatorias e inmunomediadas al inducir un cambio en los

subconjuntos de células T proinflamatorias hacia las supresoras (Saldinger, 2019).
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En equinos se han aislado CTM de tejidos tales como sangre periférica, periostio,
tejido adiposo, médula 6sea, endometrio, membrana sinovial, ligamento periodontal,
pulpa dental, foliculo piloso y anexos fetales, como sangre de corddn umbilical y la
gelatina de Wharton (Gugjoo, 2019; Maia, 2013). La médula ésea, tanto en equinos
como en humanos, es considerada la principal fuente, no obstante, disminuye
significativamente con la edad. En humanos se ha comprobado que la tasa de éxito
del aislamiento de obtencién de CTM a partir de sangre umbilical es menor que el
rendimiento del tejido umbilical, cercano al 100% (Secco, 2008; De Schauwer,
2014). La gelatina de Wharton presenta altas tasas de proliferacion, son
clonogénicas, pueden diferenciarse en distintos tejidos, no son teratogénicas y son
bien toleradas (Fong, 2016). La coleccién de las CTM-CU no representd riesgo
alguno para la yegua o el potro, no fue invasiva, fue indolora, no figuré un problema
ético; ciertamente fue una fuente copiosa de células, su expansion, almacenamiento

y congelacion se realizaron sin mayor contratiempo.

Al obtenerse muestras de animales de granja se suele cuestionar el nivel de
contaminacion que puedan presentar, debido al entorno no estéril de donde se
obtienen y el posible contacto con heces. Se reportd ya, que los cordones no
presentan contaminacion alguna tras la inmersion nocturna a 4°C posterior a su
coleccion con 5% de penicilina/estreptomicina y 2% de anfotericina B (Passeri,
2009). En este caso, una sola muestra de primocultivo presenté contaminacion tras
el reposo protocolario de casi 12 horas en antibiotico, el cambio de medio permitio

su eliminacion, mas se decidio retirar dicha muestra del resto del proyecto.

El principal obstaculo fue la obtencién de casos de la URE, aunque es una
enfermedad comun, no suele verse diario. Sin tomar en cuenta que muchos de los
casos que llegaron no completaban los requerimientos de inclusion y por ende solo
se trabajé con 3 caballos, de los cuales 2 se encontraban ya con tratamiento, capaz
de modificar la deteccion de los marcadores que se buscaron. El segundo obstaculo
fue la obtencion de datos a partir de las lagrimas con el ensayo multiplex, la curva

66



tuvo que realizarse 2 veces, alargandola, ya que era tan pequefa la cantidad de
moléculas que se deseaba detectar, que el equipo no permitia su lectura, y hubo
datos que nunca fueron detectados. El tercer obstaculo fue mencionado durante la
diferenciacion de las CTM, se ha observado que dependiendo del origen que estas
tengan, se comportan diferente y con las que se trabajé no salen de la regla. Su
diferenciacion a tejido adiposo fue dificil al inicio, al igual que la minima expresién
de ciertos marcadores moleculares, que, aunque pretenden darles valor y
estabilidad a los estudios al compararlo con trabajos humanos, se ha observado
qgue las células que vienen de animales, en este caso caballos, no se comportan de

igual manera a las humanas.
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CONCLUSIONES

La inyeccion subpalpebral de CTM con la dosis y frecuencia utilizada, no parece ser
tan eficiente para controlar los signos de URE, en comparacién con otros trabajos

ya publicados.

En prospectiva se requieren de distintas aproximaciones para medir las citocinas,
y encontrar la via, dosis y frecuencia ideal de dichas células para controlar los signos
de enfermedad. Se han observado avances en distintos escenarios, confirmando
existe entonces la manera de aprovecharlas en diversos padecimientos. Las CTM
tienen un potencial colosal que aun no se termina de comprender, este estudio abre
oportunidades de crecimiento para intentar nuevas rutas que no solo puedan
mejorar la calidad de vida de los caballos, sino también en un futuro de humanos
con UAH.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS

cm centimetros

CRALBP Proteina celular de unién al retinaldehido

CsA Ciclosporina A

CT Célula troncal

CTMm Células troncales mesenquimales

CTM-CU Células troncales mesenquimales de corddn umbilical
CTM-MO Células troncales mesenquimales de médula 6sea
DC Células dendriticas

DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco

DMSO Dimetilsulfoxido

g gramos

g unidades g

HGF Factor de crecimiento de los hepatocitos

HLA-G5 Antigeno leucocitario humano-G5

IDO Indolamina-2,3-dioxigenasa

IFNy Interferon gamma

IL-1 Interleucina 1

IL-2 Interleucina 2

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-10 Interleucina 10

INR Instituto Nacional de Rehabilitacion
IRBP Proteina intersticial de la union al retinol
ISCT Sociedad Internacional de Terapia Celular
L litros

mg miligramos

MHC-I Complejo mayor de histocompatibilidad tipo |



MHC-II
min
ml
mm
NO
P#
PBS
PGE:;
PIO
PSI
S-Ag
SFB
TGF-B
TNF-a
Treg
UAE
UAH
URE
VPP
°C

ng

pum

Complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il
minutos

milimetro

milimetros

Oxido nitrico

Numero de pase

Solucidn salina tamponada de fosfatos
Prostaglandina E,

Presidén intraocular

Pura Sangre Inglés

Antigeno S

Suero fetal bovino

Factor de crecimiento transformante 3
Factor de necrosis tumoral alfa
Células T reguladoras

Uveitis autoinmune experimental
Uveitis autoinmune humana

Uveitis recurrente equina

Vitrectomia de la pars plana

Grados centigrados

microgramos

microlitros

micréometros
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