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RESUMEN

Se caracterizaron células obtenidas del tejido adiposo subcutdneo de caninos para demostrar
su naturaleza de células madre mesenquimales (ad-MSCs). Las células se cultivaron y expan-
dieron bajo condiciones #7 vitro. Se determin la presencia de marcadores de superficie CD73,
CD90 y CD105 por citometria de flujo y PCR en tiempo real, siendo idéntico el perfil de
expresién obtenido al reportado en células madre mesenquimales humanas. Se demostré su
potencial de diferenciacién mediante andlisis de expresion génica por PCR en tiempo real
luego de inducirlas a procesos de diferenciacion osteogénica y adipogénica. La capacidad de
diferenciacién osteogénica se evidencié a través de la expresion de genes de tejido seo (coldgeno
tipo I 'y osteonectina) en una cinética de expresion concordante con los eventos moleculares
y celulares del desarrollo seo 77 vivo. El potencial adipogénico se evalué por la formacién
de vacuolas lipidicas intracelulares y la expresion del gen de lipoprotein-lipasa, acorde con el
proceso in vivo. Se concluye que las células mesenquimales obtenidas del tejido adiposo de
caninos cumplen los criterios morfoldgicos, de expresion de marcadores de superficie espe-
cificos y de capacidad de diferenciacién mesodérmica, confirmando su naturaleza de células
madre mesenquimales. Los resultados del presente trabajo indicaron que las ad-MSCs de los
caninos son un excelente modelo preclinico para el desarrollo de aplicaciones en medicina
regenerativa, tanto en medicina veterinaria, como en medicina humana.

Palabras clave: células madre mesenquimales caninas, diferenciacién osteogénica,

diferenciacién adipogénica.

ISOLATION, CHARACTERIZATION AND POTENTIAL DIFFERENTIATION OF
CANINE MESENCHYMAL STEM CELLS DERIVED FROM ADIPOSE TISSUE

ABSTRACT

Cells obtained from the canine subcutaneous adipose tissue were characterized to demonstrate
the nature of mesenchymal stem cells (adMSCs). The cells were cultured and expanded i
vitro conditions. The presence of the surface markers CD73, CD90 and CD105 by flow
cytometry and real time PCR was determined. The expression profile is identical to that
reported in human mesenchymal stem cells. The differentiation potential was demons-
trated by gene expression by real time PCR after induction osteogenic and adipogenic.

Osteogenic differentiation was evidenced by the expression of genes of bone tissue (type I
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collagen and osteonectin) in expression kinetics consistent with the molecular and cellular

events of bone development in vivo. In the adipogenic differentiation, were the formation

of intracellular lipid vacuoles and expression of lipoprotein lipase gene (LPS), according to

the in vivo process. We conclude that mesenchymal, cells derived from adipose tissue of

dog, meet the morphological criteria, expression of specific surface markers and mesoder-

mal differentiation capacity, confirming the nature of mesenchymal stem cells. The canine

mesenchymal stem cells are an excellent preclinical model for developing applications in

regenerative medicine that can be used both in veterinary and human medicine.

Key words: Mesenchymal canine stem cells, osteogenic differentiation, adipogenic

differentiation.

INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales (MSCs,
acrénimo derivado de Mesenchymal Stro-
mal/Stem Cells) son células de origen adulto
o somitico, indiferenciadas, dotadas de
la capacidad de originar células compro-
metidas en determinadas rutas de desa-
rrollo mesodérmico que se convertirdn
finalmente, por diferenciacién, en tipos
celulares especializados morfolégica y
funcionalmente (Friedestein ez 2/. 1970;
Friedestein et a/. 1976). En humanos, la
principal fuente para su obtencién ha sido
la médula ésea (Pittenger ez al. 1999; Proc-
kop et al. 1997; Reyes y Verfaillie 2001),
al igual que en caninos (Hodgkiss-Geere
et al. 2012; Jun et al. 2011).

Asi mismo, se han reportado aislamien-
tos de MSCs de otras fuentes, siendo el
tejido adiposo subcutdneo una novedosa op-
cién de obtencidn, tanto en seres humanos
(Aust ez al2004; Choi ez al. 2011; Nakagami
et al. 2006; Schafflery Buchler 2007; Zuk
et al. 2002), como en caninos (Calloni ez
al. 2014; Martinello ez a/. 2011; Neupane
et al. 2008; Reich ez al. 2012; Vieira ez al.
2010). El tejido adiposo posee un espacio
correspondiente a la fraccién celular vascular
estromal (SVF), considerada reserva de cé-
lulas estromales pluripotenciales obtenidas
luego de la digestién con colagenasa (Choi
etal.2011; Nakagami ez al. 2006; Schafflery
Buchler 2007; Zuk ez al. 2002), las cuales se

denominan ‘células madre mesenquimales
derivadas de tejido adiposo’ o ad-MSCs
(adipose derived Mesenchymal Stem cells),
con potencial de diferenciacién y carac-
teristicas en cultivo fenotipicas similares
a las MSCs obtenidas a partir de médula
4sea, como se ha demostrado en seres
humanos (Alfonso ez al. 2002; De Ugarte
et al. 2003; Gronthos et 2/. 2001; Gimble
y Guilak 2003a; Gimble y Guilak 2003b;
Nakagami ez al. 2006; Schafflery Buchler,
2007; Zuk et al. 2002). Las ad-MSCs se
pueden aislar ain en pequenos volimenes
de tejido, incluso empleando metodologias
no enzimdticas, como el uso de la siembra
directa del tejido en forma de explantes
(Beltran 2007).

Para definir las MSCs, la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT,
Internacional Society for Cellular Thera-
2y) establecié que se debe demostrar su
morfologia fibroblastoide y la adherencia
al pléstico. De igual manera, expresar
como minimo los marcadores de superficie
CD105, CD90 y CD73 y no mostrar
expresion de marcadores de células hema-
topoyéticas como CD34 y CD45. Ademds,
deben ser capaces de diferenciarse a otros
linajes celulares mesodérmicos (Dominici
et al. 2006; Horwitz et al. 2002).

Los caninos pueden ser relevantes como
modelo animal para la obtencién de MSCsy
son ideales para instaurar nuevos tratamien-
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tos con células debido a la susceptibilidad
de desarrollar procesos degenerativos en su
sistema musculo-esquelético (Black ez al.
2008; Santoscoy y Herndndez 2005; Schaer
20006). Se ha estudiado el efecto tépico del
trasplante de MSCs homélogo en caninos
con heridas cutdneas, logrindose una répi-
da clausura de la herida e incremento en
la sintesis de coldgeno (Kim ez al. 2013).
Asi mismo, el potencial de diferenciacién
osteogénica de las MSCs puede permitir
la restauracién de la unién ésea; se han
hecho injertos éseos como tratamiento al
retraso de cicatrizacién con la finalidad de
brindar estabilidad mecdnica. Actualmente
se busca que un injerto natural que tenga
precursores osteogénicos y factores que
promuevan el crecimiento del nuevo tejido
(Santoscoy y Herndndez 2005).

Para llegar a una adecuada aplicacién
de este tipo de células es necesario tener un
conocimiento profundo de la naturaleza de
las mismas, mediante su caracterizacién,
antes de cualquier aplicacién clinica. Por
sus propiedades, las ad-MSCs ofrecen un
futuro prometedor en el tratamiento de
enfermedades en medicina veterinaria.

El tejido adiposo en caninos, como
fuente de ad-MSC:s con fines terapéuticos,
muestra una gran ventaja por su amplia dis-
tribucién corporal en caninos, permitiendo
la extraccién mediante técnicas quirtirgicas
poco complejas, circunstancia practica en
el campo veterinario, ain en animales de
razas pequenas o muy jévenes. Se ha de-
mostrado su capacidad de diferenciacion
a algunos linajes mesodérmicos (Calloni
et al. 2014; Reich ez al. 2012; Requicha
et al. 2012; Vieira et al. 2010).

La presente investigacion buscé deter-
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de expresion de marcadores de superficie
especificos y su diferenciacién a los linajes
osteogénico y adipogénico mediante la
técnica del explante directo.

MATERIALES Y METODOS
Animales experimentales

Las muestras de tejido graso subcutdneo
fueron obtenidas de la pared abdominal
de tres (3) caninos de diferentes razas en
buenas condiciones fisicas, con edades
entre 2 y 6 afios, y sin distincién de sexo
(Tabla 1), los cuales estaban programados
para la realizacién de laparotomia explo-
ratoria y esterilizacién. Para la extracciéon
de las muestras del presente estudio no
fueron sometidos a ningtin procedimiento
adicional.

Toma de las muestras

Las muestras de tejido adiposo fueron
obtenidas durante el procedimiento qui-
rargico, a partir de tejido subcutdneo de
pared abdominal. Se tomé 1 cm? de tejido
y se depositd en tubo estéril sin ningiin
aditivo, conservindose a temperatura
ambiente hasta su cultivo en el laboratorio
de células.

Cultivo del tejido adiposo

El tejido adiposo fue fragmentado con
bisturi y pinzas estériles, obteniéndose
muestras de tejido entre 0.2 y 0.5 cm?

TABLA 1. Caracteristicas de los caninos de los
cuales se obtuvieron las muestras de tejido
graso.

. o o Raza Sexo Edad
minar las condiciones para la obtencién - - ~
. . Yorkshire Terrier Macho 3 afios
y cultivo de ad-MSCs obtenidas de tres ) )
. . .y Gran Danés Hembra 2 aflos
razas de caninos, realizar su caracterizacion
de acuerdo con criterios morfoldgicos y Golden Retriever Macho 6 afios
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de longitud, las cuales fueron lavadas tres
veces con PBS adicionado de antibiético
(antibiético-antimicético, 100X, GIB-
CO) hasta retirar totalmente los restos
de sangre. Cada fragmento se empleé
como explante y fueron colocados en cada
uno de los 6 pozos de cajas pldsticas de
poliestireno para cultivo de células (cajas
Falcon), dejindolas sin tapar en la cabina
de flujo laminar por 15 minutos, para
permitir asi la adherencia del explante a
la superficie plastica. Posteriormente se le
adicion6 medio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium Low Glucose(DMEM Low gluco-
se, GIBCO) suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (Fetal bovine serum Lot.
1333147, GIBCO) y 1% de antibidtico-
antimicético (penicilina G sédica: 10.000
U/ml, sulfato de estreptomicina: 10.000
pg/mly anfotericina B: 25 pg/ml) (Beltrdn
2007; Caterson et al. 2002; Colter et al.
2001; Hung ez al. 2006; Lee ez al. 2004;
Schutze et al. 2005). Los explantes se
incubaron a una temperatura de 37°C en
atmésfera hiimeda con 5% de CO,. Se hizo
el cambio del medio de cultivo dos veces
por semana, hasta que las células alcanzaron
una confluencia del 70-90%. Se realizaron
pasajes celulares desprendiendo las células

con tripsina-EDTA al 0.25% (GIBCO).

Caracterizacion de las ad-MSCs

Con el fin de determinar si las células ais-
ladas del tejido adiposo canino eran MSCs
se determinaron tres caracteristicas basadas
en lo que sugiere la Sociedad Internacional
de Terapia Celular (Dominici ez al. 2006;
Horwitz et al. 2005):

1. Morfologia fibroblastoide y adherencia

al plastico en condiciones de cultivo.

2. Caracterizacién del fenotipo celular
seguin la presencia de marcadores es-
pecificos.

INvESTIGACION

3. Potencial de diferenciacién in vitro
hacia otros linajes mesodérmicos (os-
teogénico y adipogénico).

Andlisis de las ad-MSCs por citometria
de flujo. Para la realizacién de los andlisis
por citometria de flujo, las células aisladas
fueron expandidas hasta alcanzar una con-
fluencia del 70% y fueron desprendidas
con tripsina hasta el pasaje 2. Las células
se llevaron a una concentracién de 5x10°
células re-suspendidas en 500 pl de PBS
y marcadas con 10 pl de cada uno de los
siguientes anticuerpos: CD 34 monoclo-
nal APC (Allophicocyanin, clon AC136,
Miltenyi Biotec), CD 90 monoclonal APC
(Allophicocyanin, Alexa fluor, clon F15-42-
1, AbD, Serotec) y CD 105 monoclonal
PE (Phycoerytrin, clon sn6, eBioscience).

La lectura se realizé en un citémetro
Dako® modelo CyAn ADP Analyzer. Para
cada corrida se utilizaron los controles de
isotipo correspondientes. Se usaron como
controles, células ad-MSCs sin marcar y
células mononucleares de sangre periférica
canina. Se analizaron aproximadamente
10.000 eventos en la regién que corres-
ponde a una poblacién celular con alta
complejidad y tamano, y a continuacién
se realizé el andlisis seleccionando en esta
poblacién para observar la expresién de
los antigenos CD34, CD90 y CD105 de

forma independiente.

Caracterizacion por transcripcion rever-
sa-reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (qRT-PCR). Para el ais-
lamiento de RNA tortal de los cultivos de
las células adherentes derivadas de tejido
adiposo se utilizé el reactivo Trizol (TRIzol
LS®, Invitrogen) segtin las recomendacio-
nes del fabricante. La cuantificacién del
RNA fue realizada por medicién con un
fluorémetro (Qubit®, Invitrogen) emplean-
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do Quant-iT® RNA Assay Kit (Invitrogen).
Se realiz6 la sintesis de cDNA y la posterior
PCR empleando el kit SuperScript™ III
Platinum® SYBR® Green One-StepqRT-
PCR Kit en la plataforma para PCR en
tiempo real LightCycler® 480 (Real-Time
PCR System, Roche). A un volumen
final de 20 pl por reaccién, con las en-
zimas transcriptasa reversa y tag DNA
polimerasa, dNTPs, SYBR® green, segtin
instrucciones del fabricante, empleando
1 ug de RNA total, se realizé inicialmente
la sintesis de cDNA a una temperatura de
50°C durante tres minutos. A partir del
cDNA obtenido por RT se determiné la
expresién del mRNA mediante la técnica
PCR en tiempo real con la metodologia
de deteccién de SYBR® green (Invitrogen)
empleando pares de cebadores especificos
(Tabla 2).

La qPCR inicié con una temperatura
de denaturacién de 95°C por 5 minutos,
seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a
95°C y 30 segundos a la temperatura de
melting (7] ). Para la generacién de la
curva de disociacion se inicié6 con 95°C
seguidos de 55°C con un incremento a
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95'C, 1°C cada ciclo por 15 segundos y
un enfriamiento final de 40°C durante
un minuto.

Con el fin de determinar el cardcter de
MSC:s de las células aisladas a partir del
tejido adiposo se analizé la expresion del
marcador de superficie CD73 el cual es ca-
racteristico de células madre mesenquimales
(Katz et al. 2005; Mclntosh et al. 2006;
Mitchell ez al. 2006; Rodriguez et al. 2005).
Como control de la reaccién se analizé la
expresion del gen constitutivo GAPDH de
la especie canina (Brinkhof ez a/. 2006). Para
evaluar la expresiéon del marcador CD73
se desarrollaron los cebadores especificos
disefiados con el sitio web del programa
Primer3 (http://biotools.umassmed.edu/
bioapps/primer3_www.cgi) partir de las
secuencias de este gen reportadas en el sitio
web del GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genbank) (Tabla 2).

Ensayos del potencial

de diferenciacion

Diferenciacion osteogénica. Las células
cultivadas con una confluencia 80% de
segundo pasaje fueron incubadas en medio

TABLA 2. Secuencias de iniciadores para marcador de superficie, marcadores de diferenciaciony

gen constitutivo GAPDH.

Nidmero de Localizacion
. Producto L.
Gen acceso del Secuencias Pb cromosémica en
GenBank Canis familiaris
Forward 5'GTACACCGCTATGGCCAGTC3"
¢b73 XM_832221  poerse 5'6GCTCGTAACTGEGTACTCES 143 Cromosoma 12
. Forward 5'GGTTCCCAGCACCATGAG3"
Osteonectina XM_849889 Reverse 5 TCAGCCACGGTTTCCTCTACS 123 Cromosoma 4
. . Forward 5TGTTCAGCTTTGTGGACCTC3"
Colageno tipo | NM_001003090 Reverse 5 CTCGGGTTTCCATACGTCTCS' 155 Cromosoma 9
Forward 5'GCAACAACATGGGCTATGAG3"
LPL XM_534584. g oerse5 TGGTTGGTCTETGCATCACTS' 151 Cromosoma 25
Forward 5TGTCCCCACCCCCAATGTATC3"
GAPDH f Reverse 5 CTCCGATGCCTGCTTCACTACCTTS 100 Cromosoma X
T Brinkhof et al. 2006.
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de induccién osteogénica: DMEM con
10% SFB, 1% antibidtico antimicético,
dexametasona 0.1 pM (Cat. No. 194560
MP?), dcido ascérbico 0.2 mM (MP°) y
B-glicerol fosfato 10 mM (MP®) (Beltran
2007; Vieira et al. 2007; Zuk et al. 2002).
El medio de induccién osteogénica fue re-
emplazado dos veces por semana. Durante
tres semanas las células fueron incubadas a
37°C, en atméstera himeda y 5% de CO,.

En la primera, segunda y tercera sema-
nas se realizé la extraccién de RNA total
con TRIzol® para analizar, por gRT-PCR,
la expresién de los marcadores de dife-
renciaciéon dsea, osteonectina (Zuk et al.
2002) y coldgeno tipo I (Hodgkiss-Geere
etal. 2012; Jafarian et al. 2008; Panepucci
etal. 2004). A partir del cDNA obtenido
por RT, se determiné la expresién del
mRNA con la técnica PCR en tiempo real
usando el termociclador LightCycler® de
Roche y la metodologia de deteccién de
SYBR® green (Invitrogen). Para evaluar
la expresion de los marcadores osteonec-
tina y coldgeno tipo I se desarrollaron
los cebadores especificos disefados con
el programa Primer3® y a partir de las
secuencias de este gen reportadas en el

sitio web del GenBank.

Diferenciacion adipogénica. Las células
cultivadas con una confluencia 80% de
segundo pasaje fueron incubadas en me-
dio de induccién adipogénica: DMEM
suplementado con 10% SFB, 1% de
antibidtico antimicdtico, dexametasona
1.0 uM (Cat. No. 194560 MP®), 0.5 Mm
3-isobutil-metilxantina (MP°), 10 uM
Insulina (MP®) y 200 uM Indometacina
(MP®) (Beltran 2007; Zuk ez al. 2002). El
medio de induccién fue reemplazado dos
veces por semana durante tres semanas,
incubando las células a 37°C, en atmos-
fera himeda y 5% de CO.,,. Se utilizaron

INvESTIGACION

como controles negativos células incubadas
en medio convencional. En la primera,
segunda y tercera semana se realizé la
extracciéon de RNA total para analizar
por qRT-PCR la expresién del marcador
de diferenciacién adipogénica llamado
lipoprotein lipasa (LPL) (Schutze ez al.
2005; Vieira et al. 2007; Tuli et al. 2003;
Zhang et al. 2004).

A partir del cDNA obtenido por RT,
se determind la expresién del mRNA con
la técnica PCR en tiempo real usando el
termociclador LightCycler® de Roche y
la metodologia de deteccién de SYBR®
green (Invitrogen). Los anteriores pro-
cedimientos se realizaron siguiendo las
instrucciones de la casa comercial.

Para evaluar la expresién del marca-
dor LPL se desarrollaron los cebadores
especificos disefiados con el programa
Primer3 a partir de las secuencias de este
gen reportadas en el GenBank (Tabla 2).

La especificidad de los productos ob-
tenidos fue confirmada con las curvas de
disociacién. La expresion de GAPDH
canino, fue empleado como gen norma-
lizador para comparar la expresién génica
de los marcadores osteonectina, coldgeno
tipo I y lipoprotein lipasa. De manera
adicional se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 5%, tenida con bromuro
de etidio, para verificar el tamafo de todos

los productos obtenidos por qRT-PCR.

Analisis estadistico

Los niveles de expresién de los genes
CD73, coldgeno tipo I, osteonectina y
lipoprotein lipasa (LPL) fueron analizados
por una prueba paramétrica ¢ de Student.
Se compararon las mediciones de los ni-
veles de expresién génica arrojados por el
andlisis del programa del LightCycler. Para
evidenciar el nivel de expresién de los genes
especificos en el tiempo de induccién, se
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FIGURA 1. Aspecto morfoldgico en cultivo celular monocapa de MSCs caninas a partir de tejido
adiposo. A. Morfologia fibroblastoide de una célula en cultivo (100x). B. Cuarto dia después de iniciar
el cultivo: se observan células fibroblastoides contiguas al explante (10x). C. Séptimo dia de cultivo: se
observan células proliferando hacia la periferia (10x). D. Décimo dia de cultivo (40x). E. Dos semanas
de cultivo (15 dias): se observa una poblacion de MSCs con morfologia homogéneay una confluencia
del 80-90% (10x). F. Células dos dias después de la tripsinizacion, en su primer pasaje (40x).

R1aNO AND VERA. [SOLATION, CHARACTERIZATION AND POTENTIAL DIFFERENTIATION 121
OF CANINE MESENCHYMAL STEM CELLS. ..



Rev Fac Med Vet Zoot. 61(2), MAYO — AGOSTO 2014: 115-133

compararon los resultados entre la primera
y segunda semanas, y entre la segunda y
tercera semanas. En todos los andlisis se
utilizé un nivel de significancia menor de
0.05 (P<0.05) para determinar diferencias
estadisticas significativas. El andlisis de los
datos se realiz6 con el programa Excel®.

RESULTADOS

Establecimiento del cultivo
de ad-MSCs

El cultivo celular se establecié a partir de los
explantes durante los primeros 15 dias (Fi-
gura 1). Los cultivos primarios obtenidos
presentaron caracteristicas morfoldgicas
propias de estas células, con morfologia
fibroblastoide (Figura 1A) similares entre

256
R1
192
=
7128
w
64
0
0 256
A
R18
£
S R19
f=2]
s
w
[«
n
=10
g 10'7 R21
e R20
100

00 e e 1
CD34 APC Log Comp

INvESTIGACION

si, de tamafio uniforme, fusiformes, pe-
quenas que varfan en la extension de sus
prolongaciones (Figuras 1B y 1C). Entre
el séptimo y décimo dia del aislamiento
celular (Figuras 1Cy 1D) fue evidente la
uniformidad del cultivo celular, con una
poblacién homogénea en la cual se aprecié
un fenotipo derivado del explante a través
del tiempo como se pudo apreciar a los 10
dias de cultivo (Figura 1D) y que se hizo
mis notorio a los 15 dias (Figura 1E). Una
vez que el cultivo alcanzé una confluencia
de 80% se realizd el primer subcultivo.
Durante los cultivos subsecuentes se ob-
servé un fenotipo estable con predominio
de células fibroblastoides las cuales se
cultivaron con los medios de diferencia-
cién. Con un mayor nimero de pasajes
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FIGURA 2. Caracterizacion celular de ad-MSCs por citometria de flujo. El fenotipo de las células
indiferenciadas y adherentes fue determinado por citometria de flujo. Se usaron como controles,
células MSCs en cultivo sin marcar, células mononucleares de sangre periférica y los isotipos
correspondientes a cada fluorocromo. La definicion de las regiones que limitan el positivo del negativo
se realizo a partir de los controles utilizados. A. Poblacion celular en la que se realiz6 el estudio (SS,
FS). B. Controles negativos para cada marcador FITC y APC. C. CD105, marcador que identifica las
células mesenquimales (Eje Y) y CD34, marcador que identifica las células de linaje hematopoyético
(Eje X). D. CD90, marcador positivo para células madre mesenquimales (Eje X).
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(pase 2 al 6), se siguieron conservando
las caracteristicas morfoldgicas descritas
(Figura 1F). En los 15 dias siguientes a
la siembra del explante, hubo células de
morfologfa fibroblastoide, adherentes al
pléstico y contiguas al explante de tejido
adiposo (Figuras 1A y 2B).

Evaluacion de determinantes
antigénicos por citometria de flujo

El fenotipo de las células aisladas fue
determinado en una fase temprana del
cultivo celular, especificamente en el pasaje
dos. Las células obtenidas no presentaron
el antigeno de superficie CD34 (0%)
correspondiente al linaje hematopoyético,
mientras que presentaron un porcentaje

A 80000
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de células positivas para los antigenos
de superficie CD105 (98.51%) y CD90
(75%) (Figura 2).

Respecto de la expresién del mRNA
con el marcador CD73, como control de
amplificacién se evidenciaron los ampli-
cones de las amplificaciones de CD73
y GAPDH en un gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio (Figura 3B). El
gen CD73 se expresé en los cultivos no
sometidos a medios de diferenciacién
evaluados durante el tiempo del expe-
rimento; sin embargo, se observaron
variaciones en los niveles de expresién
en cada uno de los caninos. Las células
del canino de la raza Yorkshire Terrier
mostraron una reduccién de la expre-

70000 -+
60000 -+
50000 -+
40000 -+

m Yorkshire Terrier
m Golden Retriver

CD73/GAPDH

30000

m Gran Danés

20000
10000 -

(mRNA expresion relativa)

0 1!
Semana 1

143
100 pb

Semana 2

Semana 3

FIGURA 3. Niveles de expresion de mRNA de CD73 en los cultivos de ad-MSCs. A. La expresion de
mRNA de CD73 fue evaluada con PCR en tiempo real (qQRT-PCR). Los niveles de CD73 se normalizaron
con los niveles del gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa canino (cGAPDH) seleccionado como
control enddgeno. Se compararon las mediciones realizadas entre la primera y segunda semana,
y entre la segunda y tercera semana (* P>0.05). B. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio: se empled un marcador de peso molecular (M); linea 1: control negativo de la reaccion; linea
2: CD73 (143 pb); linea 3: GAPDH (100pb).
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si6n del CD73 en la segunda semana
de cultivo, mientras que las células del
Golden Retriever aumentaron nota-
blemente el nivel de expresién. En las
células del Gran Danés la expresién se
fue reduciendo durante el transcurso del
ensayo. En ninguna de las mediciones se
observé una ausencia total de expresion
de CD73. Al comparar las mediciones
entre la primera y segunda semana no
se observaron diferencias estadisticas
significativas. De igual forma no hay
diferencias significativas entre las medi-
ciones realizadas en la segunda y tercera
semana (P>0.05, Figura 3A).
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Diferenciacion en linajes
mesodérmicos

Todas los cultivos mostraron la adquisicién
del fenotipo y genotipo buscado por los
medios de induccién.

Diferenciacion en linajes
osteogénicos

Se evalué la visualizacién de los ampli-
cones de coldgeno tipo I y osteonectina,
en un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio (Figura 4B). La expresién del
gen de osteonectina se presenté en todos
los cultivos incubados con el medio de
induccién de osteogénesis. En todos los

100

=]
o

=23
o

N
o
v

Osteonectina/GAPHD

mRNA expresion relativa

)
o

Semana 1

Semana 2

m Yorkshire Terrier
m Golden Retriever

m Gran Danés

Semana 3

155 pb
123 pb

FIGURA 4. Niveles de expresion de mRNA de osteonectina en los cultivos de ad-MSCs. A. La
expresion de mRNA de osteonectina fue evaluada con PCR en tiempo real (qRT-PCR). Los niveles
de osteonectina se normalizaron con los niveles del gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), seleccionado como control endégeno. Se compararon las mediciones realizadas entre
la primera y segunda semana, y entre la segunda y tercera semana. (¥ P>0.05, ** P<0.05). B. Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio: se empleé un marcador de peso molecular (M); linea
1: colageno tipo | (155pb); linea 2: osteonectina (123 pb); lineas 3y 4: células control.
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cultivos se present6 un nivel similar de
la expresion de osteonectina entre la pri-
mera y la segunda semana de induccién,
asi como un aumento significativo en la
tercera semana de cultivo. Comparativa-
mente, hubo una diferencia a entre las
mediciones realizadas entre la segunda
y tercera semana de induccién (P<0.05,
Figura 4A).

La expresion relativa de mRNA del
gen de coldgeno tipo I se hizo respecto a
la cantidad de mRNA del gen constitutivo
GAPDH (Figura 5).

Los niveles de expresién de coldgeno
de tipo I aumentaron de la primera a la
segunda semana de induccién, con una
diferencia estadistica significativa (<0.05,
Figura 5). En la tercera semana aunque
se observa un descenso en la expresién de
este gen, no hay diferencias significativas
que indiquen la pérdida de la expresién
de coldgeno tipo I. Las células que no se
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cultivaron en medios inductores, no mos-
traron amplificacién de los marcadores de
diferenciacién. Estas células constituyeron
el control negativo durante las tres semanas
de induccién.

El perfil de expresién de osteonectina
y coldgeno tipo I de las células incubadas
en el medio de cultivo inductivo, indica
la adquisicién del fenotipo osteobldstico.

Diferenciacion de linajes
adipogénicos

La capacidad de diferenciacién adipo-
génica se determiné por la formacién
de vacuolas lipidicas intracelulares que
corresponden a la formacién de depésitos
de triglicéridos evidentes por la tincién
Oil Red O (resultado no mostrado). Los
fragmentos amplificados se evidenciaron

mediante electroforesis en gel de agarosa
(Figura 6B).

Colageno 1/ GAPHD

(mRNA expresion relativa)

Semana 1

Semana 2

m Yorkshire Terrier
M Golden Retriever

M Gran Danés

Semana 3

FIGURA 5. Niveles de expresion de mRNA de colageno tipo | enlos cultivos de ad-MSCs. La expresion
de mRNA de colageno tipo | fue evaluada con PCR en tiempo real (qRT-PCR). Los niveles de colageno
tipo | se normalizaron con los niveles del gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
seleccionado como control endégeno. Se compararon las mediciones realizadas entre la primera y
segunda semanas, y entre la segunda y tercera semanas. (* P>0.05, ** P<0.05).
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mRNA expresion relativa

Semana 1

mGran Danés
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FIGURA 6. Niveles de expresion de mRNA de LPL de los cultivos de ad-MSCs. A. La expresion de
mRNA de LPL fue evaluada con PCR en tiempo real (qRT-PCR). Los niveles expresion del gen LPL se
normalizaron con los niveles del gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), seleccionado
como control endégeno. Se compararon las mediciones realizadas entre la primeray segunda semanas,
y entre la segunda y tercera semanas (* P>0.05). B. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio: se empled un marcador de peso molecular (M); linea 1: células control; linea 2: LPL (151 pb).

En las curvas de disociacién hay incre-
mento de la expresiéon de LPL en la segunda
semana de induccién en las ad-MSCs de
los tres caninos, que declina ligeramente
hacia la tercera semana, excepto por las
ad-MSC:s del Yorkshire terrier, donde el
nivel de expresién aumenta ligeramente.
No hubo diferencias estadisticas signifi-
cativas en las mediciones de expresion del
LPL entre la primera y segunda semana
de induccién, asi como tampoco en las
mediciones realizadas entre la segunda y
tercera semana (>0.05, Figura 6A). Las
células cultivadas sin inductores de adipogé-
nesis, no presentaron expresion de LPL en
las mediciones semanales del mRNA. Las
células cultivadas adquirieron el fenotipo
adipogénico por la actividad constante de
LPL durante el todo tiempo de induccidn.

DISCUSION

Se determind que se puede obtener durante
cirugfa abdominal de rutina, tejido adipo-
so subcutdneo de la pared abdominal de
caninos, procedimiento que es superior a
la liposuccién como lo reportaron Vieiray
Reich en caninos (Reich ez al. 2012; Vieira
2010) y Zuk en seres humanos (Zuk ez
al. 2002). La metodologia del explante
directo resulta 6ptima, observindose una
expansion del cultivo, en contraste con
los métodos de digestion enzimdtica que
reportan otros estudios en caninos (Reich
et al. 2012; Vieira et al. 2010), equinos
(Del Blue ¢z al. 2008) y humanos (Choi ez
al. 2011; Nakagami ez al. 2006; Schaffler
y Buchler 2007; Zuk ez al. 2002). En el
presente estudio la recuperacién de las

ad-MSCs caninas fue del 100% (3/3),
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en contraste con el estudio de Beltran,
en seres humanos que también emple
la metodologia del explante directo, cuya
recuperacion fue del 80%, (Beltrdn, 2007).

Igual a lo reportado por Guercio ez al.
(2013) quienes dicen que no se ha re-
portado que la edad del perro influya
directamente sobre la capacidad de di-
ferenciacién de ad-MSCs, en el presente
estudio tampoco se reporté diferencia en
los caninos de 2, 3 y 6 afios.

Las células obtenidas de tejido adiposo
canino presentaron morfologia fibroblas-
toide, adherencia al plastico, continuidad
en cultivo cumpliendo con el primer
criterio de la ISCT, lo que se asemeja a
las células mesenquimales obtenidas de
médula ésea canina (Calloni et 2/. 2014;
Hodgkiss-Geere et al. 2012; Huss ez al.
2000; Reich ez al. 2012) y a las células
mesenquimales de médula 6sea humana
(Colter et al. 2001; Lee et al. 2006; Pit-
tenger ez al. 1999; Song et al. 2004; Tuli
et al. 2003).

El presente estudio establecié la ex-
presién de marcadores propios de cé-
lulas madre mesenquimales segin los
criterios de la ISCT. Mediante medicién
por citometria de flujo se evidencié que
habia expresién del marcador CD90 en
75.4% de las células de segundo pasaje,
lo cual se acerca al resultado obtenido por
Vieira et al. (2010) y Reich ez al. (2012),
que reportaron 87% y 94.8% en cani-
nos, respectivamente. Por su parte, Kang
(2008) también reporta la expresién de
un 99.63% en células de 4°. pasaje para
el mismo marcador. Probablemente el
origen de la muestra de tejido adiposo,
su posterior tratamiento enzimdtico de los
otros estudios y el pasaje adelantado de los
mismos sean factores determinantes en una
menor expresion de CD90. El marcador
CD105 se expresa en 98.51%, lo que es
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consistente con lo exigido por la ISCT
sobre el perfil de expresion de las MSCs y
con el resultado obtenido por Takemitsu
(2012) por citometria de flujo en células
de médula ésea y tejido adiposo canino.

El marcador CD73, en los estudios de
Vieira ez al. (2010) y Takemitsu (2012), se
manifestd el 1% y el 3.8%), respectivamen-
te, mediante la metodologia de citometria
de flujo. En el presente estudio se evalud la
expresion de CD73 a través de la medicion
de niveles de mRNA, el cual se presentd
en las células aisladas durante tres sema-
nas de cultivo en el medio sin factores de
induccidn, en los tres animales. Llama la
atencién que Vieira ez al. trabajaron sélo
con perros de raza Golden Retriever, y en
el presente estudio en el cual estd incluido
un perro de esta raza, la expresién génica
fue evidente también en las razas Yorkshire
Terrier y Gran Danés. Otro aspecto que
podria tenerse en cuenta es la metodologfa
empleada. En todos los estudios usaron
la citometria de flujo para la presentacion
del marcador de superficie celular. En
nuestro ensayo evaluamos la expresion
génica evidenciando la transcripcién del
gen CD73 a mRNA, la cual se presenté
en todas las células. La presencia de este
marcador coincide con reportes de MSCs
de médula 6sea humana (Hung ez al.
20065 Lee e al. 20006) y de tejido adiposo
humano (Schaffler y Buchler 2007; Zuk
et al. 2002).

Las ad-MSCs obtenidas en el presen-
te estudio no presentaron expresion del
marcador CD34, al igual que las MSCs
aisladas de médula sea canina del estudio
de Hodgkiss-Geere (2012), en el cual
también se empled la citometria de flujo
para su medicién. En MSCs humanas
también se reporta ausencia de marcadores
de linaje hematopoyético en aislamientos

de tejido adiposo (Beltrdn 2007; Zuk ez
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al. 2002) y de médula ésea (Chen ez al.
1997; Hung ez al. 2002; Tuli ez al. 2003).

CD34 es un antigeno asociado a pro-
genitores hematopoyéticos en el humano.
Es una glicoproteina integral de membrana
que regula la adhesion de las células madre
hematopoyéticas al estroma en humanos
(Satterthwaite ez 2/. 1992). En caninos, la
descripcion del antigeno CD34 se ha rea-
lizado en los tltimos afos por McSweeny
(1998) y se ha logrado identificar en
estudios sobre progenitores en médula
6sea (Huss ez al. 2000; Niemeyer et al.
2001). Las células madre mesenquimales
comprenden una poblacién diferente a las
células hematopoyéticas; por lo tanto, no
presentan marcadores de superficie de este
linaje celular. Este es uno de los criterios
de la ISCT para la caracterizacién de
MSCs (Dominici et al. 2006; Horwitz
et al. 2005).

En el presente estudio, las células aisla-
das tuvieron la capacidad de diferenciarse
hacia los linajes mesodérmicos osteogénico
y adipogénico, lo que evidencid, una vez
mds, su naturaleza como células madre
mesenquimales, al igual que las MSCs
obtenidas en otras especies en las cuales se
demostré la capacidad de diferenciacién
como en felinos (Calloni ez al. 2014;
Martin et al. 2002), bovinos (Calloni et
al. 2014; Bosnakovski ez al. 2005) y seres
humanos (Reyes y Verfaillie 2001); las
MSC:s de caninos expresan de marcadores
de linajes celulares y cambios morfoldgicos
(Requicha ez /. 2012; Vieira ez al. 2010).

La deteccién de marcadores de os-
teonectina (Figura 4) y coldgeno tipo I
(Figura 5), demuestra que la diferenciaciéon
osteobldstica se present6 en las células con
medio de cultivo de induccién. Con el
medio inductivo de osteogenesis, aument6
la presencia de mRNA de osteonectina en
la tercera semana de induccién (Figura

INvESTIGACION

4A) indicando el aumento de células
que presentaban la activacién del gen de
osteonectina, como marcador tardio de
la maduracién ésea. Igualmente Vieira ez
al. (2012), midié a los 5 dias de cultivo
en medio de induccién, los marcadores
osteopontina y coldgeno tipo 1. El pre-
sente trabajo corrobora el de Vieira ez al.
(2012) en la expresion de coldgeno tipo
I desde la primera semana de induccién.
El reporte de expresién de osteopontina
y osteonectina en dicho trabajo, establece
la adquisicién del fenotipo osteobldstico
de las MSCs derivadas de tejido adiposo
canino, y se demuestra que iz vitro las
ad-MSCs siguieron una secuencia de
maduracién y cambio, similar al proceso
que se desarrolla en el organismo.

Los osteoblastos tienen tres estadios
de maduracién en donde hay sintesis de
diferentes componentes orgdnicos con
la activacién sucesiva de una serie de
genes. En la proliferacién y sintesis de
los componentes orgdnicos de la matriz
6sea hay produccién de coldgeno tipo 1.
En los cultivos de ad-MSCs con el medio
inductivo de osteogénesis, la presencia de
mRNA del coldgeno tipo I fue evidente
desde la primera semana de induccién, con
aumento significativo en su expresion en
la segunda semana (Figura 5A) a causa de
una mayor activacién del gen de coldgeno
tipo I. En la fase de mineralizacién, después
de la maduracién de la matriz 6sea, hay
una produccién continua de osteonectina,
relacionada con la regulacién de la adhe-
sién celular entre la matriz y las células.
(Kraus ez al. 2006; Minamide ezt 2/. 2007).

La expresién de estos marcadores de
expresion osteobldstica en MSCs también
se ha reportado en diferentes especies:
MSCs de tejido adiposo en humanos
(Beltrdn 2007; Zuk et al. 2002); en MSCs
de médula ésea humana (Chen ez 4/l. 1997;
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Hung ez al. 2002; Tuli ez al. 2003); en
MSCs de médula 6sea bovina (Bosnakovski
et al. 2005) y en MSCs de médula 6sea
murina (Peister et 2/. 2004).

La posible adquisicién de caracteris-
ticas osteobldsticas iz vivo, similar a lo
que ocurre iz vitro, aporta perspectivas
alentadoras que permitirfan aprovechar
su potencial de restauracién tisular, como
se demostrd en caninos con lesiones en el
craneo con la administracién directa de
MSCs acompafiadas de matrices como hi-
droxiapatita/fosfato tricdlcico (HA/TPC)
(Bruder et al. 1998; Umeda et al. 2007).

Morfolégicamente las células mos-
traron cambios durante el tiempo de
cultivo. Inicialmente presentaron morfo-
logia fibroblastoide, pero adquirieron una
forma poligonal desde la primera semana
de cultivo, asi como la demostracién de
depésitos de calcio y mineralizacion de la
matriz a través de tinciones histoquimicas
(resultados no mostrados). Este resultado
también es concordante con los criterios
de la ISCT y lo publicado en ad-MSC
caninas por Requicha ez 4/. (2010) y Vieira
et al. (2012).

La diferenciacién adipogénica se
comprobé por la expresién del gen de
lipoprotein lipasa (LPL) y la adquisicién
de un fenotipo diferente en cultivo. La
lipoprotein lipasa (LPL) es una enzima
que desempena un papel fundamental
en el metabolismo lipidico a través de la
hidrélisis de los triglicéridos transportados
por los quilomicrones y las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL). Durante
este proceso se liberan dcidos grasos que
pueden ser re-esterificados bajo la forma
de triglicéridos para ser almacenados, tal
como sucede en el tejido adiposo. En este
sentido, la LPL acttia como un mediador
importante en el mantenimiento de la
homeostasis energética y la acumulacién
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de la grasa en el tejido adiposo en el or-
ganismo. A nivel intracelular se forman
vacuolas ricas en triglicéridos las cuales,
en las ad-MSCs en estudio, se hicieron
evidentes y estuvieron desde la primera
semana. Fueron positivas para la tincién
de Oil Red O trascurridas tres semanas
de induccién (resultados no mostrados).
La LPL se expresa principalmente en
los tejidos adiposo y muscular. Por lo
tanto, su expresion indica diferenciacién
celular a linaje adipogénico en las MSCs
aisladas. No se hallé ninguna diferencia
estadistica significativa entre las medicio-
nes realizadas a lo largo de tres semanas
de induccién (Figura 6); sin embargo,
la expresién de LPL se apreci6 desde la
primera semana de cultivo, al igual que el
cambio morfoldgico de las células. Vieira
(2012) también reporta la expresion de
LPL desde la primera semana de cultivo
con el correspondiente cambio morfolé-
gico de las células, las cuales presentaban
formacién de vacuolas intracelulares que
se tefifan con Oil Red O. Sin embargo
también midieron otros marcadores como
Leptina y FABP4 que complementan el
estudio de este cambio. Debe quedar claro
que, aunque el tejido original del cual se
recuperaron las MSCs es el adiposo, se
demostré que las células recuperadas son
células indiferenciadas por su morfologia
fibroblastoide y la ausencia de alguno de
los marcadores de diferenciacién adipo-
génica, lo cual se comprobé puesto que
células no diferenciadas fueron usadas
como control negativo.

Se ha reportado la expresién de LPL
en MSCs obtenidas de médula 6sea
humana (Quintero et 2/. 2005; Rim et
al. 2005; Song y Tuan 2004), murina
(Peister et al. 2004) y en MSCs de tejido
adiposo humano (Beltrdn 2007; Zuk ez
al. 2002).
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CONCLUSIONES

Se establecié una metodologia para ais-
lamiento y cultivo de células estomales
o mesenquimales provenientes de teji-
do adiposo canino (ad-MSCs), que se
identifican de acuerdo con pardmetros
fenotipicos y funcionales, y representan
una fuente disponible de células madre
mesenquimales de fécil acceso, dada su
amplia distribucién corporal en caninos
y aun en otras especies.

Aunque el presente estudio no evalué el
efecto del origen anatémico del tejido adi-
poso, un estudio reciente muestra mejores
resultados del tejido adiposo de cavidad
abdominal con un evidente efecto en el
potencial de diferenciacién de las MSCs
(Requicha ez al. 2012).

Las células aisladas tienen capacidad
de diferenciacién a dos linajes celulares
de tejidos mesodérmicos, osteogénico y
adipogénico, comprobdndose de esa forma
la multi-potencialidad de las MSCs.

Las ad-MSCs cultivadas tuvieron un
perfil de expresién de moléculas marca-
doras de membrana tipico de las MSCs:
CD105+, CD90+, CD34-, evaluado
por citometria de flujo y confirmacién
de la presencia de CD73+ mediante
qRT-PCR.

El tejido adiposo es una fuente de cé-
lulas stem (estromales), que tiene ventaja
sobre otras fuentes por ser de ficil accesibi-
lidad, obteniéndose en grandes cantidades
con procedimientos poco invasivos, lo que
representa una herramienta potencial para
el tratamiento de diversas patologias, tanto
en el campo de la medicina veterinaria,
como en el de la medicina humana.

Esta investigacién en MSCs es la pri-
mera que se realiza en el pais en caninos
y brinda perspectivas para su eventual
aplicacién en tratamientos en medicina
regenerativa.
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