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ABSTRACT

The principal objective of this investigation was to establish a protocol that gave us access to equine
adipose derived stem cells in Costa Rica. To achieve this goal, the adipose tissue was extracted from
the proximal abaxial zone in the base of the tail. Once in the laboratory the fat was procesed enzi-
matically and mecanically to obtain the cellular pellet. This pellet was cultured in the bottle with
a supplemented culture media. The cells isolated from this culture had several particular charac-
teristics in culture: they adhere to the plastic, they had an elongated morphology (fibroblast-like),
the cell population was homogeneous during the culture process and passages. The cyrologycal
studies determined that the cells were granular, large size, with prominent nucleus and nucleolus
when stained with H/E and Giemsa. Also, they where positive to histochemical stains like PAS,
Alcian Blue and Tolouidine Blue, suggesting their mesenquimal origin due to the high muco-
polysaccharid content. Inmunophenotipically, the cells were aurtoAuorescent because the human
monoclonal antibodies (CD34, CD13, CD44 y CD45) did not react against the equine cells;
although, it was demostrated that the cells were alive after the recuperation protocol and that they
had the same morfologycal characreristics described in the cytologies. T'o determine if there is a
tumoral or inflammatory reaction 250000 cells were implanted iz vive in 5 inmunosupressed mice
and after a 22 day period there was no reaction to the implantation. Finally, three equine clinical
cases with tendinous and ligamentous lesions were treated to put in practice the reimplanration
protocol and to determine if there was any reaction. After a 5 day clinical follow up, none of the
cases reacted negativelly to the cells. When the ultrasonographic follow up was made 2 months
later we observed an antiinflammatory effect, a diminurion in the renosinovial sheath distention, a
improvement of the fiber alignment and the ecoscore, and a improvement of the lameness score in
all the clinical cases. These results indicate that cells isolated in our study share characreristics with
the adipose derived stem cells described in the literature, being this highly suggestive that with this
protocol is effective. With these results obtained we could determine that the adipose derived stem
cells described in the literature share many characreristics with the cells isolated in this study. The
aforementioned findings are highly indicative that the protocol proposed in this project can isolate
and culture stem cells effectively.
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RESUMEN

El objerivo principal de esta investigacién fue establecer un protocolo que permitiera tener acceso
a las células madre de origen adiposo equinas en Costa Rica. Para alcanzar este objetivo, sc extrajo
el tejido adiposo quirargicamente de la zona abaxial proximal de la cola. Una vez en el laboratorio
se someti6 el tejido adiposo equino a un riguroso procesamiento quimico y mecdnico. Cuando se
obtuvo el botén celular se sembré en una botella de cultivo. Las células aisladas presentaron las
siguientes caracteristicas duranre el culrivo: adherencia al pldstico, morfologfa elongada con digi-
taciones (tipo fibroblasto), poblaciones celulares homogéneas a lo largo del cultivo y los pasajes. Al
realizar estudios citolégicos se pudo determinar que estas eran altamente granulares, presentaban
un gran tamano, ntcleos grandes y nucleolos prominentes al tefnirlas con H/E y Giemsa. Ade-
més fueron positivas a tinciones histoquimicas como PAS, Azul de Toluidina y Azul Alsaciano,
sugiriendo su origen mesenquimal por su alto contenido de mucopolisacéridos. Inmunofenotipi-
camente las células fueron autofluorescentes, debido a que anticuerpos monoclonales humanos
(CD34, CD13, CD44 y CD45) no montaron una reaccion contra las células equinas; atin asi se
logré demostrar que estas estaban vivas posterior al protocolo de aislamiento y que cumplian con
las caracteristicas morfoldgicas determinadas con la citologia. Para determinar si existia algiin tipo
de reaccién tumoral o reaccién én vive, se procedid a implantar 250,000 células con cuatro pasajes
en ratones inmunosupresos; después de un periodo de 22 dias no se presentd ningtin tipo de reaccién
posterior a la implantacién. Por dltimo, se trataron tres pacientes equinos con lesiones en estructuras
tendinosas y ligamenrosas, con el fin de poner en prictica el protocolo de implantacién y determinar
si se daba alguna reaccién. Después de un monitoreo clinico de 5 dias, ninguno de los casos trata-
dos reacciond negarivamente a las células inyectadas. Mids bien, al realizar un seguimiento de los
pacientes a los dos meses, se observé un efecto antiinflamatorio, disminucién de la distensién de la
vaina sinovial, mejoramiento de alineamiento de fibras y el puntaje ecogrifico de la lesién, y me-
joramiento del grado de claudicacién en todos los casos clinicos. Estos resultados en conjunto nos
permiren determinar que las células madre de origen adiposo descritas en la literatura comparten
muchas caracteristicas con las células aisladas en nuestro estudio, siendo altamente indicativo que
el protocolo que se ha planteado en este proyecto es cfectivo.

Palabras claves: células madre mesenquimales, tejido adiposo, aislamiento, cultivo, tendinitis, desmi-
tis, equino,

Abreviaturas

MSC: Células madre mesenquimales.

ADSC: Células madre derivadas de tejido adiposo.
PLA: Lipoaspirado procesado.

SVF: Fraccién estromal vascularizada.

PAS: Periodic Acid Schiff.

AcMo: Anticuerpos monoclonales.

CD: Cluster designation.

PerCP: Activated Peridinin-chlorophyll-protein Complex.
APC: Allophycocyanin.

MHZ: Megahertz.

ES: Alteraciones en la ecogenicidad.

FAS: Punraje al alineamiento de fibras.
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INTRODUCCION

Por décadas las lesiones de tendén y li-
gamentos en equinos han sido una cau-
sa importante de descarte de animales
en la mayoria de los deportes ecuestres.
Aunque las investigaciones en esta drea
han sido extensas, la prcvalencia de le-
siones recurrentes es muy alta. Cuando
se realizan tratamientos tradicionales
y luego se exponen los tendones y los
ligamentos a los esfuerzos del entrena-
miento y la competencia, se han alcan-
zado porcentajes de recurrencia gue
pueden variar de un 43% a un 93%
(Gaughan er a/, 1991; Dyson, 1991a,
b; Gibson er al., 1997; Becker er al.,
1998; Stashak, 2002; er al, 2003;
Crowe et al., 2004; Dyson, 2004; Smi-
th; Kasashima ez #/., 2004; Ross & Dy-
son, 2003; Dahlgren, 2005).

Esta situacion es causada por varios fac-
tores predisponentes caracteristicos de
este tipo de tejido: primero, la estructura
tendinosa posee una capacidad regene-
rativa muy pobre, debido a su alto con-
tenido de coldgeno y a su bajo niimero
de células. Los tenocitos son los respon-
sables de mantener la integridad de la
matriz que los rodea. Cuando el balance
entre degradacién y produccién de nue-
vas moléculas es alterado se acumula el
dano, ya que estas células no dan abasto.
Esto eventualmente conlleva a la falla de
la estructura ligamentosa o tendinosa
(Dahlgren, 2005).

Por otro lado, las lesiones de tendén
sanan formando un tejido cicatrizal
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desordenado, que es mecdnica y bio-
quimicamerﬁc de inferior calidad que
el tendén normal. Ademds, no presen-
ta la elasticidad y la resistencia para
soportar las altas y repetitivas fuerzas
tensiles a las que se ven expuestas estas
estructuras (Dahlgren, 2005).

El uso de células madre para la rege-
neracién de lesiones de tendén ha sido
reportado como exitoso en animales de
laboratorio y en modelos de ingenieria
tisular. En estos experimentos se pudo
determinar que al tratar las estructuras
afectadas con células madre mesenqui-
males (MSC por sus siglas en inglés)
se daba un aumento significativo en la
celularidad, la capacidad de soportar
estrés mecdnico y el alineamiento de
las fibras coldgenas (Young ez /., 1998;

Abousleiman et 2/, 20006).

Estudios realizados en equinos han lo-
grado determinar que al utilizar célu-
las madre de diferentes origenes va a
producirse una mejoria estructural del
tendoén y ligamento (Nixon & Dahl-
gren, 2004; Dahlgren, 2005; Fortier
& Smith, 2007). Ademads de esto se
va a promover la sintesis de proteinas
relacionadas con la fibrilogénesis del
coldgeno y su organizacién (Nixon &
Dahlgren, 2004; Dahlgren, 2005). Por
otro lado, se ha demostrado que al uti-
lizar esta linea de terapia se disminuye
significativamente la recurrencia de las
lesiones, si se compara con los anima-
les tratados con terapias tradicionales o
no tratados (13% versus 56%) (Fortier
& Smith, 2007).
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El tejido adiposo se deriva del mesoder-
mo, y contiene una poblacién micro-
vascular de células endoteliales, mus-
culo liso y células madre. Estas pueden
ser enzimdticamente extraidas del teji-
do adiposo y separadas de los adipo-
sitos por centrifugacién y filtracién.
Una vez realizado este procedimiento,
una poblacién mds homogénea emerge
en condiciones de cultivo celular. Esta
poblacién (llamada células madre de-
rivadas de tejido adiposo, ADSC, por
sus siglas en inglés) comparte muchas
caracteristicas con las MSC de otros te-
jidos, incluyendo su potencial prolife-
rativo y su habilidad de diferenciacion
multilinear (Zuk et 2/, 2001; Zuk ez
al., 2002; Strem et al., 2005).

El objetivo principal del estudio fue
determinar si en Costa Rica era tec-
nolégicamente posible aislar y cultivar
células madre de origen adiposo. Para-
lelo a esto se procedié a implantar las
células madre en tres pacientes equinos
con lesiones tendinosas y ligamento-
sas, con el fin de determinar si se daba
algiin tipo de reaccién posimplante vy,
ademds, para monitorear el progreso
de la lesion en el tiempo. Es de vital
importancia comentar que en ningan
momento nuestra investigaciéon pre-
tendié determinar la efectividad de
esta terapia, ya que esta ha sido com-
probada por estudios cientificos inter-
nacionales (Young ez 2/, 1998; Nixon
& Dahlgren, 2004; Dahlgren, 2005;
Abousleiman ez al., 2006). Aunque los
resultados obtenidos en los casos clini-
cos no tienen un valor estadistico, el
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progreso clinico observado es un ali-
ciente para continuar irwestigando en
esta linea de terapia.

MATERIALES Y METODOS

Descripcién de casos y clasificacién
de las lesiones

Los casos clinicos se seleccionaron de las
lesiones de tendén referidas al Hospital
de Especies Mayores de la Escuela de
Medicina Veterinaria, Universidad Na-
cional, Costa Rica, ademds de otros ca-
sos de servicios ambulatorios privados.

El diagnéstico de la claudicacién se
realizé analizando la anamnesis y los
diferentes signos clinicos encontrados
por medio de observacién, palpacién,
movimiento, manipulaciones y analge-
sia diagndstica si era necesario (Adams,
1974; Stashak, 2002; Ross & Dyson,
2003; Hinchcliff ez 2/, 2004).

Para el diagnéstico definitivo y clasifica-
cién final de la lesién se utilizé un ultra-
sonido marca Aloka, con un transduc-
tor de 7,5 MHZ, ademids de un pad de
silicon marca Aquaflex. Las estructuras
tendinosas y ligamentosas se dividieron
en las zonas descritas por la literatura
(Stashak, 2002; Ross & Dyson, 2003).

La caracterizacién de las lesiones se
realizé utilizando los siguientes para-
merros: localizacién de la lesion, al-
teraciones en la ecogenicidad (ES de
0 a 4) y su patrén, el puntaje al ali-

neamiento de fibras (FAS de 0 a 3), v



los cambios en las caracteristicas de la
lesiéon conforme pasa el tiempo (Reef,
1998; Stashak, 2002; Ross & Dyson,
2003; Hinchcliff ez a/., 2004).

Las células madre fueron implantadas
en tres equinos con lesiones en diferen-
tes estructuras tendinosas y ligamento-
sas. El primer animal tratado fue una
yegua costarricense de paso de 8 afios,
con una ruptura parcial (traumdrtica)
en el tendén flexor digital profundo,
en la regién 3B, del miembro posterior
izquierdo, ES=4, FAS=3, y adherencias.
El segundo caso tratado fue un animal
castrado de raza inglesa, de salto, de 10
anos, el cual presentaba una lesién en
el borde lateral de la rama medial del
ligamento suspensorio del miembro
posterior izquierdo, en la seccién distal,
ES=2, FAS=2, y distensién marcada de
la vaina tenosinovial. Por dltimo se pro-
cedié a realizar un implante celular en
un animal castrado de raza drabe-crio-
llo de rally, con una lesién en el tendén
flexor digital superficial, en la regién 3A,
del miembro posterior izquierdo, ES=3
y FAS=3. Esta dltima implantacién fue
heteréloga, mientras las dos primeras
fueron autélogas.

Extraccién del téjido adiposeo

Se depila la zona abaxial proximal de
la cola, y realizando una desinfeccién
preliminar se procede a bloquear la re-
gion. Luego se prepara quirdrgicamen-
te el drea con alcohol-yodo. La incisién
se realiza en la piel y al llegar al tejido
subcutdneo, se efectda diseccién roma
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para extraer de esta manera de 20 a 30
gramos de tejido adiposo (Dahlgren,
2005). El tejido es extraido asépti-
camente y se¢ coloca en una solucién
isoténica, ademds, el paquete se debe
mantener en refrigeraci(’)n hasta que se
lleve al laboratorio a procesar (Herrero
& Hun, 2002).

Aislamiento, cultivo y recuperacién

de las células

La muestra de tejido adiposo con el
medio de transporte se manipula den-
tro de un ambiente controlado en una
camara de flujo laminar. Ah{ se extrae
la muestra del medio de transporte y se
procede a picarla en pequefios trozos y
se lavan extensivamente con soluciones
isoténicas.

Luego de este proceso, el tejido adipo-
so es sometido a enzimas disgregantes
(colagenasa) para de esta manera sepa-
rar las células deseadas, esto se cono-
ce en la literatura como lipoaspirado
procesado (PLA) (Zuk ez 2/, 2001;
Strem ez al., 2005). El PLA es filtra-
do por medio de una gasa microporo.
Luego de la filtracion este se centrifuga
descartando posteriormente el sobre-
nadante para obtener asi el botén ce-
lular conocido como fraccién estromal
vascularizada (SVF) (Zuk et a/., 2001;
Strem er al, 2005; Gimble & Guilak,
20006).

La SVF se resuspenderd en 5 ml de

Ham’s F12 suplementado y se colocard
en una botella de 25 cm?, incubdndose
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en una camara de CO2. Las células se
mantienen en este medio hasta alcan-
zar niveles subconfluentes de estas y

luego se procede a recolectarlas (Strem
et al, 2005; Gimble & Guilak, 2006).

Al alcanzar la concentracién deseada
se procede a separarlas de la botella de
cultivo por medio de tripsina (Herre-
ro & Hun, 2002; Strem et al, 2005).
Las células aisladas se colocan en 1 ml
o 1,5 ml de solucién isotdénica en una
jeringa y se mantienen en refrigeraciéon
hasta que se implanten en el tenddn o
ligamento afectado (Dahlgren, 2005).

Identificacién de las células aisladas
Morfologia de las células en cultivo

Para determinar la morfologia y el com-
portamiento de las células en cultivo
se procedié a comparar la morfologia
de los diferentes cultivos a lo largo de
su expansién en la botella de 25 ecm?® y
después de los pasajes. Para observar su
morfologia y comportamiento se utili-
zaron un microscopio de luz invertido
y un microscopio de contraste de fase.

Tinciones citolégicas

Una vez montadas en un portaobjetos
se procedié a realizar un panel de dis-
tintas tinciones, entre las que estdn:
Hemartoxilina/Eosina, Giemsa, PAS,
Azul Alsaciano, Azul de Toluidina

(metacromadrica).
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Citometria de flujo

La caracterizacién inmunofenotipica
de las células se realiza mediante la téc-
nica de doble y triple marcaje de in-
munofluorescencia directa, empleando
AcMo combinados con fHuoresceina,
ficoeritrina, PerCP y APC.

El anilisis se efectudé en un citdmetro
de flujo (FACScalibur, Becton Dickin-
son, San José, C.A.), mediante los pro-
gramas CELLquest y PAINT-A-GATE
(Becton Dickinson, San José, C.A.),
explordndose al menos 10,000 células
por antigeno. El panel de AcMo inclu-
ye los siguientes anticuerpos monoclo-
nales al diagnéstico: CD34, CD13,
CD44 y CD45.

Implantacién en ratones

En este experimento se inyectaron sub-
cutaneamente 250,000 ADSC,
cuatro pasajes, en un grupo de cinco
ratones inmMuNosupresos con corticos-
teroides. Después se esperaron 22 dias
para determinar si se formaba algiun

con

tipo de masa o reaccién para luego es-
tudiarla histolégicamente.

Reimplantacién de las células aisla-
das en los casos clinicos

En el paciente equino, el sitio de lalesién
debe ser depilado y preparado quirtrgi-
camente para realizar la inyeccion asép-
ticamente. El transductor de 7,5 MHZ



se introduce en un guante estéril con
gel por la parte interna y se anuda a la
cabeza del transductor, luego se proce-
de a utilizar gel de ultrasonido estéril o
_alcohol externamente en la extremidad
para realizar el ultrasonido palmar de
la zona afectada y asi localizar el sitio
exacto de la lesién (Dabareiner er af.,
2000).

Luego de esto se introduce una aguja
calibre 20 de 1,5 pulgadas de largo ha-
cia la lesién guidndola por medio del ul-
trasonido. Normalmente se recomienda
dejar un poco de gas en la jeringa para
poder liberarlo dentro de la estructura y
asi localizar con mayor facilidad la aguja,
esto debido a las caracteristicas ecogéni-
cas del gas. Una vez en el sitio se dejara
que drene fluido o suero acumulado,
después las células se reimplantardn en
el tendén (Dabareiner ez af., 2000).

Una vez realizada la implantacién se
P
procederd a monitorear clinicamente
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si se da algiin tipo de reaccién en el si-
tio de la implantacién. Se chequeardn
la temperatura local, la inflamacién
de la estructura, el grado de claudi-
cacién y la temperatura central de los
animales.

RESULTADOS

Aislamiento, cultivo y recuperacién

de las células

Después de aplicar el protocolo de ais-
lamiento a las muestras de grasa, las
células presentaron una morfologia re-
dondeada. Una vez en cultivo, después
de aproximadamente 5 dias, las célu-
las aisladas se elongaron, presentando
morfologia tipo fibroblasto (Figura 1).
Aproximadamente 13 dias después las
células alcanzaron confluencia en la bo-
tella de 25 cm?®. Al realizar los conteos
con la Cidmara de Neubauer, se obtuvo
una concentraciéon de 3 a 6 millones de
células por botella de cultivo.

Figura 1. Células tipo fibroblasto en cultivo
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Identificacién de las células aisladas
Morfologia de las células en cultivo

Una vez en cultivo se presentaron
como una poblacién homogénea de
células elongadas, filiformes, granula-
res y con digitaciones (tipo fibroblas-
to). Estas mantuvieron su morfologia
por periodos de culdvo relativamente
prolongados (1 mes).

Tinciones citolégicas

Al realizar las tinciones de H/E y Gie-
msa se pudo determinar que se trataba
de células de gran tamano, granulares,
nucleos grandes y nucleolos prominen-
tes (Figura 2). Al realizar histoquimica
con las tinciones de PAS, Azul Alsacia-
no y Azul de Toluidina, las células fue-
ron tenidas positivamente (Figura 3) .

Figura 2. Citologia de las células aisladas por medio de la tincién de Giemsa

-

Figura 3. Histoquimica realizada a las células aisladas

G
Tincién metacromatica
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Citometria de flujo

Luego de realizar un panel de AcMo
con CD34, CD13, CD44 y CD45, se
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obtuvieron los siguientes resultados:
células autofluorescentes, viables, al-
tamente granulares y de gran tamano

(Figura 4).

Figura 4. Citometria de flujo de las células aisladas
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Implantacién en ratones

Al implantar subcutdneamente las cé-
lulas en los ratones inmunosupresos no
se presentd formacién de ninglin tipo
de masa tumoral o reaccién alguna,
por lo que no se envié ninguna mues-
tro a histologia.

las células

Reimplantacién de
aisladas en los casos clinicos

Luego de realizar la implantacién in-
tralesional de las células aisladas, se dio
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un seguimiento clinico monitoreando
calor, dolor y el grado de claudicacién
de los pacientes por un periodo de 5
dias. Durante este tiempo no se ob-
servd que se produjera ningin tipo de
reaccion inflamaroria congruente con
un rechazo. Dos meses después se pro-
cedié a realizar un seguimiento ultraso-
nogrifico y clinico. En el caso 1, el ES
pasé de 4 a 2, el FAS de 3 a 2, hubo
una marcada disminucion de la efu-
sion de la vaina tenosinovial. En este
caso en particular hubo una mejorfa en
el soporte que la estructura le daba al

aly
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animal. Adn asi, por la gravedad y el
tipo de lesién, a los dos meses, el ani-
mal claudicé, esté no fue el caso cuatro
meses después. En el caso 2, tanto el ES
como el FAS se presentaron completa-
mente normales, ademds ya no habia
efusién en la vaina tenosinovial ni ren-
quera. Hasta hoy, este animal continta
saltando y no ha tenido recaida. Por

altimo, en el caso 3 el ES pas6 de 3
a 2, el FAS pasé de 3, a 2 (Figura 5).
Aunque el tenddén no estaba comple-
tamente sano, ya el animal no presen-
taba claudicaciéon en el momento del
chequeo. Este animal ha continuado
compitiendo en alto rendimiento (ra-
lly) sin tener recaidas, ademds de que
ha ganado varias competencias.

Figura 5. Imagen ultrasonogrifica del tendén flexor digital superficial del caso 3
con una tendinitis de 9 semanas de duracién. a) Imdgenes transversas y longitu-

dinares de la tendinitis el dia de la implantacién de las células madre. La lesién

estd marcada por las x, y + .b) Imdgenes transversas y longitudinares del tendén
flexor digital superficial 60 dias posimplantacion.

a)




b)
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Cuadro 1. Resumen de los resultados obtenidos en la investigacion.

RESULTADOS

Caracteristicas morfolégicas

Células elongadas con digitaciones (tipo

fibroblasto).

Caracteristicas de cultivo

Adherencia al plistico y cultivos con po-
blaciones celulares homogéneas. Mantie-
nen morfologia estable por periodos pro-
longados de cultivo, en diferentes medios
de cultivo y poscongelacidn.

Tinciones histopatolégicas

H/E y Giewsa: células de gran tamano,
granulares, nicleos grandes y nucleolos
prominentes.

PAS, Azul Alsaciano y Azul de Toluidina:

positivas a todas las tinciones.

Citometria de flujo

Células autofluorescentes, viables, granu-
lares y de gran tamano.

Reaccion en ratones

Negativo.

Resultados clinicos

Efecto antiinflamarorio, disminucién de
la distension de la vaina sinovial, mejo-
ramiento de alineamiento de fibras, del
puntaje ecogrifico de la lesién y del grado
de claudicacién.
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DISCUSION

Las células aisladas en este estudio lo-
graron ser cultivadas una vez que se
sometid la grasa a un estricto protoco-
lo con enzimas disgreganres, filtracién
y ccntrifugacic’)n. De este proceso se
obtuvo una poblacién de células tipo
fibroblasto (células alargadas con digi-
taciones, granulares y de nicleo promi-
nente) muy similares morfolégicamen-
te a las ADSC reportadas por distintos
grupos de investigadores (Zuk er 4/,
2001; Smich et al., 2003; Strem ez al.,
2005; Gimble & Guilak, 2006).

Investigaciones en esta drea han logra-
do demostrar que después de aplicarse
este protocolo disgregante y de filtra-
cién al tejido adiposo se va a aislar un
alto porcentaje de MSC. Esta pobla-
cién homogénea va a presentar una
baja contaminacién de células endo-
teliales, pericitos y células de musculo
liso (Zuk et al., 2001).

Estos datos han permitido determinar
que los protocolos con colagenasa po-
seen una alta especificidad para aislar
las ADSC. Inclusive Boquest et al.
plantean que como método de valida-
cién final para determinar si se realizd
un aislamiento exitoso de ADSC, las
células que se adhieren a la botella de
cultivo adquieren una morfologia tipo
fibroblasto después de aplicado dicho

protocolo.

Junto a lo expuesto, se ha reporta-
do que las ADSC van a mantener su
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morfologia tipica después de realizar-
se varios pasajes y estando en culrtivo
por largo tiempo (Zuk er af, 2001;
Rubio et @/., 2005). Esta situacién es
congruente con investigaciones realiza-
das posteriormente, donde se tuvieron
células en diferentes medios de culti-
vo y hasta por cuatro pasajes sin variar
sus caracteristicas morfoldégicas, ni su
comportamiento en ¢l cultivo. Inclusi-
ve se logré mantener una poblacién de
células madre congeladas por aproxi-
madamente dos meses y al desconge-
larlas y cultivarlas de nuevo, las células
no variaron su morfologia (datos no

publicados).

En el primer paso de la identificacién
celular se realizé un panel de tinciones
para tratar de definir algunas carac-
teristicas importantes. Para la identi-
ficacion bdsica se procedié a tedir las
células con Giemsa y Hemaroxilina/
Fosina. Al evaluar las células presenta-
ban las siguientes caracteristicas morfo-
légicas: gran tamano, ntcleos grandes,
nucleolos prominentes y granulaciones
citoplasmadrticas, siendo todas estas ca-
racteristicas comiinmente halladas en
células primitivas o progenitoras. Su
gran cantidad de nucleolos y granula-
ciones sugieren, ademds, que son célu-
las muy activas.

Ademads de estas tinciones se realizé his-
toquimica, con el fin de determinar si
estas células eran lo suficientemente di-
ferenciadas hacia tejidos mesenquimales
para ser positivas. PPara este propdsito se
urtilizaron las tinciones de PAS, Azul de



Toluidina y Azul Alsaciano, estas van a
tefiir positivamente mucopolisacdridos
y mucopolisacdridos dcidos que nor-
malmente se van a encontrar en tejidos
de origen mesenquimal (Banks, 1986).
Las células aisladas fueron positivas a
todo ¢l panel de tinciones histoquimi-
cas realizado, lo que sugiere que estas
son de origen mesenquimal.

Para tratar de determinar el inmunofe-
notipo de estas células se procedié a
realizar una citometria de flujo. En este
caso, ¢l panel de anticuerpos monoclo-
nales incluyé CD13, CD44, CD34, y
CD45. En este caso, la literatura repor-
ta que los primeros dos son positivos
en las ADSC v los altimos dos son ne-
gativos (Zuk et al., 2001; Strem ez al.,
2005; Fortier & Smith, 2007). De esta
manera, se pretendia tener controles
negativos, ya que los dos tltimos an-
ticuerpos monoclonales se encuentran
en células de origen hemdtico.

Después de realizar este estudio se de-
terminé que la mayoria de las células
presentaron
sucede cuando no hay una reaccién

autofluorescencia; esto
entre los anticuerpos monoclonales y
las células a evaluar. En este caso en
particular, probablemente al ser los
anticuerpos antihumanos no se pudo
montar una respuesta por parte de los
anticuerpos a los de las células equinas.
Atn asi, esta prucba pudo determinar
que eran cé¢lulas muy grandes, granula-
res y que eran viables después de apli-
cado el protocolo de aislamiento.
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Es importante mencionar que se han
realizado estudios posteriores utilizan-
do tejido adiposo humano y el mismo
protocolo de aislamiento. En estos se
han podido aislar células con las mis-
mas caracteristicas, las cuales ademads
son positivas al CID13 y CID44 y nega-
tivas al CD34, CD45 y CD117 (datos
no publicados).

Al implantar las células aisladas en
ratones se pretendfa evaluar si existia
algin tipo de reaccién inflamatoria o
formacioén de alguna masa tumoral. En
este caso se ha reportado que al utilizar
ADSC frescas no se presenta ningun
tipo de reaccién o tumoracién (Rubio
et al., 2005). Estos datos fueron con-
gruentes con lo sucedido en este expe-
rimento después de aproximadamente
22 dias. En posteriores estudios con
células madre humanas hemos logrado
demostrar que estas no producen nin-
gln tipo de reaccién adversa, aunque
los animales no hayan sido inmunosu-
presos (datos no publicados).

En el caso de los pacientes equinos, al
implantar las células intralesionalmen-
te se determiné que no hubo ningin
tipo de reaccién inflamatoria obvia
después de realizado el procedimien-
to. Al contrario, se pudo observar que
hubo una mejoria marcada en algunos
pardmetros. Aunque el ndmero de ca-
sos tratados en esta investigacion no
tengan un valor estadistico, si poseen
un gran valor clinico.
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Todos estos hallazgos en conjunto nos
permiten determinar que las ADSC
comparten caracteristicas importantes
con las células aisladas en nuestro estu-
dio, siendo altamente indicativo que a
partir del protocolo que se ha planteado
en esta investigacion realmencte se puede
conseguir aislar y cultivar células madre
mesenquimales de origen adiposo.

Los Objc‘tivos principalcs de este estu-
dio fueron determinar si en Costa Rica
era técnica y tecnoldgicamente posible
aislar células madre de origen adiposo e
implementar un protocolo para alcan-
zar la meta de llevar las células del culti-
vo a la lesién del tendén afecrtado. Nun-
ca fue nuestra meta realizar un estudio
para determinar la eficacia de esta linea
de terapia. Esta decisién se tomd debi-
do a que la capacidad regenerativa de
las MSC ya ha sido descrita por diferen-
tes estudios en el dmbito internacional
(Young ez a/., 1998; Nixon & Dahlgren,
2004; Dahlgren, 2005; Abousleiman ez
al., 2006; Fortier & Smith, 2007).

Ademds de regeneracién en tendones
y ligamentos, las ADSC han probado
tener un gran potencial clinico para la
regeneracién de cartilago, hueso, me-
niscos, problemas autoinmunes, lesio-
nes nerviosas y problemas isquémicos.
Otros estudios han determinado su
potencial de diferenciacién en cardio-
miocitos, musculo esquelético, tejido
adiposo, células endoteliales y precurso-
res nerviosos (Zuk er af., 2001; Zuk er
al., 2002; Huang er /., 2003; Smith er
al., 2003; Ji Gang ez 2/., 2004; Rubio ez
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al., 2005; Strem et «/., 2005). En Costa
Rica se han tenido experiencias positi-
vas en el tratamiento de casos clinicos
de osteoartritis y problemas autoinmu-
nes (datos no publicados).

Es de vital importancia que los cono-
cimientos adquiridos con este trabajo
sean tomados como base para poder
continuar realizando investigaciones
tanto #7 witre como in vive, ya que
esta linea de terapia posee una gran
cantidad de aplicaciones clinicas en el
tratamiento de patologias comtinmen-
te encontradas en la prdctica médica
cotidiana. Esto es vdlido no solo en
equinos, sino en muchas otras especies
animales, incluyendo al ser humano.
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