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Resumen:

La laminitis crénica es una condicién incapacitante que afecta el corion laminar de los
cascos del caballo. Por lo general, se desarrolla como una lesion colateral de numerosas
enfermedades sistémicas primarias. Se cree que el evento fisiopatoldgico critico que hace
que un casco sea vuelva laminitico es la pérdida de células madre mesenquimales. Esta
pérdida perjudica en gran medida la capacidad del corion laminar para regenerarse.
Aunque el trabajo previo proporciona credibilidad a esta nocion, quedan cuestiones sin
resolver que deben abordarse antes de aceptarla como un hecho bien fundado. Aqui, se
reexamino el principio central del modelo fisiopatoldgico de la laminitis mediante la
infusion de células madre mesenquimales alogénicas derivadas de la médula 6sea (CMM-
AMO), a través de la vena palmar digital, en los cascos de los caballos afectados por
laminitis crénica. Los caballos fueron monitoreados clinicamente durante 6 meses,
evaluadndolos mensualmente utilizando la escala de Obel-Glasgow de cojera modificada
y la termografia de cascos. Se tomaron venogramas y biopsias laminares al principio y al
final del periodo de estudio para reunir evidencia sobre la remodelacion vascular y la
regeneracion del corion laminar. Los resultados mostraron que la infusion de CMM-AMO
promueve la remodelacién vascular y la regeneracion del corion laminar, lo que respalda
aun mas que la pérdida de células madre es el evento critico que conduce a la laminitis
cronica. Este trabajo también demostré que la infusion de CMM-AMO es segura ya que
los caballos tratados no desarrollaron manifestaciones clinicas negativas locales o
sistémicas en sintonia con reacciones de rechazo, al menos durante el periodo de 6 meses
en que se les dio seguimiento y bajo el esquema terapéutico propuesto.
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rico en plaquetas.

Recibido: 13/08/2020

Aceptado: 30/11/2020

Introduccion

La laminitis crénica es una condicion podal incapacitante en los caballos. Su prevalencia
oscila entre el 7 y el 14 % en todo el mundo®. La laminitis es el resultado colateral
negativo de numerosas enfermedades primarias digestivas, respiratorias, urinarias,
metabolicas, ortopédicas y reproductivas®®. Faleiros et al® y Leise et al® han elaborado
un modelo trifasico para comprender la progresion de la laminitis: la fase de desarrollo,
la fase aguda y la fase crénica.

Se ha propuesto que el corion laminar en los cascos de los caballos afectados por laminitis

cronica pierde sus capacidades para mantener procesos regenerativos®. Dado que las
células madre mesenguimales son las encargadas de llevar a cabo esta tarea, una pieza

722



Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(3):721-741

central del rompecabezas para entender la fisiopatologia de la laminitis crdnica es, por
tanto, la pérdida de células madre mesenquimales durante el proceso inflamatorio®. Esta
nocion no es incongruente ya que las células madre mesenquimales mantienen bajo
control estricto la homeostasis, la remodelacion y reparacion del corion laminar(-®),
promueven la regeneracion tisular mediante la secrecion de factores de crecimiento®12);
y citoquinas antiinflamatorias®***3'4, También protegen contra el dafio oxidativo y contra
la lesion por hipoxia / reperfusion al preservar la integridad endotelial y promover la
angiogénesis®.

En 2017, Angelone et al® fueron pioneros en un trabajo experimental dirigido a evaluar
si la pérdida de células madre mesenquimales era realmente una pieza fundamental del
mecanismo fisiopatol6gico que conduce a la laminitis cronica. Sus resultados
respondieron positivamente a su pregunta, solo hasta cierto punto. Desafortunadamente,
no pudieron atribuir de manera irrefutable la mejoria clinica y la evidencia venografica
de la angiogénesis observada en los caballos tratados Unicamente por las células madre
mesenquimales derivadas del tejido adiposo infundidas porque las células fueron
coinfundidas con plasma rico en plaquetas. Ademas, a pesar de que la evidencia previa
ha revelado que las celulas madre alogénicas no tienen efectos nocivos en la salud de los
caballos, incluso si pueden desencadenar respuestas inmunes en el caballo tratado contra
antigenos extrafios™®>2Y), ellos optaron por infundir primero células madre
mesenguimales autdlogas derivadas del tejido adiposo y luego alogénicas, confundiendo
asi la interpretacion de sus resultados. Por altimo, a pesar de que los caballos tratados
mejoraron significativamente cuando se evaluaron clinicamente y a pesar de la evidencia
presentada que apoya la angiogénesis en curso en los cascos laminiticos infundidos, la
regeneracion citolégica dentro del casco solo se puede inferir. El presente trabajo fue
disefiado para superar algunos de los escollos técnicos de la evaluacion experimental
pionera conducida por Angelone, al tiempo que se evalu6 el papel de las células madre
mesenquimales en el proceso fisiopatoldgico que subyace a la laminitis. Para hacer esto
con éxito, se infundieron células mesenquimales alogénicas derivadas de la médula 6sea
(CMM-AMO), suspendidas en medios de cultivo, en ambos cascos frontales de caballos
cronicamente afectados por laminitis, se monitore6 el progreso clinico de los caballos
infundidos a través de evaluaciones clinicas y venograficas. Ademas, el estudio incluyo
biopsias de los cascos para evaluar directamente la regeneracién del corion laminar y la
termografia de cascos para realizar un seguimiento de la temperatura de los cascos. En
general, los resultados mostraron que las infusiones de CMM-AMO: 1) restauran en gran
medida la citoarquitectura del corion laminar, 2) regeneran segmentos del lecho vascular
y 3) mejoran notoriamente la postura clinica de los caballos tratados, sin tener efectos
nocivos locales ni sistémicos en la salud de los caballos al menos hasta el momento en
que los caballos fueron monitoreados y bajo el protocolo de tratamiento ideado en esta
investigacion. Por lo tanto, estas observaciones respaldan que la pérdida de células madre
mesenquimales juega un papel fundamental en la patogénesis de la laminitis crénica; su
restitucion bien puede revertir la condicion. Como corolarios secundarios, los clinicos
deben investigar medidas dirigidas a prevenir la perdida de células madre mesenquimales
mediante la induccion de la tolerancia inmunolégica protectora de los cascos o mediante
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el fomento de la autoinmunidad beneficiosa de los cascos en caballos que cursan con
enfermedades primarias prolaminitis. Por ultimo, vale la pena enfatizar la necesidad de
investigar la posibilidad de usar células madre mesenquimales para controlar el dolor en
los caballos.

Material y métodos

Animales

Para realizar este estudio se utilizaron caballos hembras (n= 5) y machos (n= 5) de
diferentes razas, edades y diferentes actividades afectados por laminitis crénica (Cuadro
1), ninguno de los caballos estaba bajo ningun tratamiento actual. Todos los animales
mostraban rotacion de la falange distal, pero no eran hundimientos. El recuento de células
sanguineas (RCS) se extrajo de la vena yugular y se utilizd para evaluar el estado
inflamatorio inicial. Todos los caballos se mantuvieron y trataron en sus correspondientes
establos habituales. Los animales tuvieron libre acceso al agua y se alimentaron con heno
de avena dos veces al dia. Los formularios de consentimiento informado fueron firmados
por los propietarios. Los protocolos de manejo y procedimiento clinico y experimental de
los caballos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
de la Facultad de Veterinaria (FMVZ-UNAM) (No. MC-2016/2-5; Evaluacion
terapéutica del uso de células troncales mesenguimales alogénicas, en el control del dolor,
inflamacion y estructura laminar en caballos con lamintis cronica”™).
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Cuadro 1: Caballos de diferentes razas, edades y de diferentes actividades afectados por laminitis crénica

Duracion . Obel- Obel-
No. Raza Sexo EE"ad Actividad Causg de la de la Prg r?o's tico .P.e 5.0 Eeso Glasgow  Glasgow Herraje
(afios) laminitis - inicial inicial final L .
laminitis inicial final

1 Cuarto de Yegua 7 Deporte  Colico 13 meses  Pobre 480 408 4 1 Ortopédico
Milla mexicano

2 Appendix Yegua 12 Servicio  Aborto +24 Malo 430 450 13 4 Ninguno

de policia meses

3 Pura Sangre Macho 8 Saltador  Dieta 1 mes Pobre 450 465 2 1 Ortopédico

4 Cuarto de Capon 3 Animal Recorte 12 meses  Pobre 320 360 7 2 Ninguno
Milla de

compaiiia

5 Cuarto de Macho 14 Deporte  Colico 24 meses  Malo 360 370 13 2 Ortopédico
Milla mexicano

6 Cuarto de Yegua 19 Servicio  Retencion +24 Malo 460 470 12 4 Ninguno
Milla de policia placentaria meses

7 Pura Sangre Yegua 5 Carrera Desconocida 12 meses Malo 496 490 11 4 Ortopédico

8 Cuarto de Capon 16 Deporte  Cambio de dieta +24 Malo 365 330 13 8 Estandar
Milla mexicano meses

9 Santa Yegua 8 Servicio  Desplazamiento 2 meses Pobre 455 460 2 0 Ninguno
Gertrudis militar del colon

10  Pura Sangre Macho 3 Carrera Correr 4 meses Pobre 400 470 4 0 Ortopédico

725



Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(3):721-741

Evaluacion de la cojera

Se realiz6 una evaluacion ortopédica mediante la observacion de las posturas estaticas y
dindmicas de cada caballo. Se utilizé la puntuacion de dolor de evaluacién multifactorial
modificada adaptada para caballos laminiticos que califica los signos de dolor y
comportamiento alterado combinando, respectivamente, los criterios de Obel y
Glasgow®™. Cuanto mas alta sea la puntuacion (méaximo 14), mayor sera el dolor.

Evaluacion de la temperatura de los cascos

La inflamacion laminar conduce a incrementos en la temperatura de los cascos®?. La
termografia infrarroja puede utilizarse para estimar el cambio de temperatura a través de
la obtencion de imagenes de los cascos. Se utilizd la camara infrarroja FLIR XX5 (Flir™,
EE. UU.) para obtener imagenes en tiempo real de los cascos de la extremidad frontal de
los caballos una vez al mes durante seis meses. La temperatura de la banda coronaria se
registro in situ y se grafico individualmente. Se decidio utilizar la banda coronaria como
referencia anatdmica para medir la temperatura porque carece de la pared del casco. Esta
caracteristica hace que esta region sea adecuada para obtener lecturas de temperatura
confiables; la anatomia de la pared del casco en caballos con laminitis crénica puede
deformarse mucho. Las sesiones de obtencién de imagenes se realizaron a la misma hora
(8 AM), mientras se mantenian a los caballos parados en sus establos y antes de ser
paseados a mano. Los cascos siempre se limpiaban antes de la toma de imagenes. Las
vistas laterales y dorsales se tomaron a una distancia de 30 centimetros del casco. Las
imégenes codificadas por colores se obtuvieron con base a una escala lineal calibrada
construida en el programa de adquisicién de la camara.

Venografia

Los caballos se sedaron con clorhidrato de xilacina al 10 % inyectado a través de la vena
yugular. El nervio digital palmar lateral y medial se bloque6 utilizando lidocaina al 2 %
a nivel de los sesamoideos proximales; el area fue previamente afeitada y limpiada con
una solucion que contenia gluconato de clorhexidina al 20 %. Se colocé un torniquete con
un vendaje Esmarch en el menudillo. Luego se perford la vena digital lateral utilizando
un catéter mariposa 23G y el medio de contraste lopamidol (Scanlux, San Chemia,
México) se inyecto a través de ella lentamente. Para asegurar una distribucion adecuada
del lopamidol en todo el lecho vascular del dedo del caballo, el aspecto dorsal de la rodilla
se flexion6 dorsalmente y los talones se levantaron del suelo. Al final de la
administracion, los talones soportaron peso, se retird la jeringa y el catéter se sujetd con
unas pinzas Halsted. Se tomaron vistas latero-medial y dorso-palmar a 60 seg del medio
de contraste @Y,
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Biopsia laminar

El menudillo y la cuartilla se lavaron y secaron. Los caballos se sedaron y los nervios
abaxiales laterales y mediales se bloquearon siguiendo las pautas proporcionadas
anteriormente. Se coloco un torniquete en el menudillo usando un vendaje Esmarch para
reducir el sangrado. La pared dorsal del casco se perford con una piedra de pulir de 4.8
mm de diametro (Dremel, Bosch, EE. UU.), a 2 cm de la banda coronaria. La cavidad
realizada (9 mm de diametro) atraveso los estratos externos y medios de la pared del casco
hasta llegar a la linea blanca, un punto de referencia anatomico que indica proximidad al
corion laminar. La solucion salina se regé constantemente para evitar el
sobrecalentamiento durante la perforacion. Una vez en la linea blanca, se incidi6 el corion
laminar con un bisturi armado con una cuchilla del No. 11, orientada perpendicularmente
hacia la pared del casco. El bisturi se movio6 en el sentido de las manecillas del reloj
siguiendo el perimetro de la cavidad hasta llegar a la tercera falange. Luego, con un
tallador Frahm del No. 4, el tejido laminar se extrajo de la tercera falange®®?. Se obtuvo
una muestra laminar de forma cilindrica, que media aproximadamente 7 mm en la base y
7 mm de altura. La biopsia se fijo en paraformaldehido tamponado (4 %) durante 24 h,
luego se sumergi6é en una solucién tamponada de sacarosa (15 %) durante 24 h, y
finalmente se transfirié a una solucion tamponada de sacarosa al 30 % a 4 °C hasta su
evaluacion. El area quirtrgica se secé con gasas y se sell6 con metacrilato de metilo. El
torniquete se retird después de que el metacrilato de metilo se seco.

Histologia

Las biopsias se incrustaron en Tissue-Tek (Neg-50™, Richard-Allan Scientific, EE. UU.),
se congelaron en hielo seco y se cortaron longitudinalmente (30 um de grosor) en un
criostato (SLEE), a -25 °C. Las secciones en serie se montaron en portaobjetos con base
de gelatina y se almacenaron a -4 °C hasta su uso. Se obtuvo un total de 15 portaobjetos
por muestra. Se tomd un portaobjetos cada tres para tefiirlo con violeta de cresilo, base de
acido peryddico de Schiff y tincion tricromica de Masson. Los portaobjetos se cubrieron
con con Cytoseal™ 60 (Richard-Allan Scientific) y se observaron a través de un
microscopio Olympus BX51-WI. La integridad citolégica del tejido y el grado de
infiltracion inflamatoria se estimaron cualitativamente, y los campos representativos de
este material se fotomicrografiaron digitalmente, bajo microscopia de campo brillante,
utilizando el software Stereo Investigator™ (10X).

Microscopia electronica de transmision

Las muestras del corion laminar obtenidas de un caballo sano y uno laminitico se fijaron
en una solucién tampén que contenia 4 % de paraformaldehido / 2.5 % de glutaraldehido
(Electron Microscopy Sciences) durante 72 h. Después de tres lavados suaves con tampon
fosfato salino (0.1M; pH 7.2), las muestras se fijaron posteriormente con tetroxido de
osmio (1 %) durante 1 h, luego se deshidrataron e incrustaron en Epon 812. Se
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polimerizaron a 60 °C durante 24 h. Las secciones semidelgadas (150 nm) se montaron
en portaobjetos y se tifieron con azul de toluidina, se eligio el area de interés y se montaron
secciones ultradelgadas (70 nm) en rejillas de cobre, se contrastaron con acetato de
uranilo (2 %) y citrato de plomo (50 %) (Electron Microscopy Sciences) y se observaron
a través de un microscopio electrénico de transmision Jeol 1010 (60kV). La integridad
ultraestructural del tejido y el grado de infiltracion inflamatoria se estimaron
cualitativamente, y los campos representativos de este material se fotomicrografiaron
digitalmente.

Muestreo de medula 6sea y recoleccion, aislamiento y expansion de
células madre mesenquimales

Se recolectaron muestras (15 ml) de médula ésea (MO) (utilizando jeringas de 20 ml que
contenian 1,000 Ul de heparina/ml de MO) mediante puncién esternal de caballos sanos
machos y hembras (3-8 afios) de diferentes razas. Las muestras se almacenaron a4 —
8 °C y se transfirieron en condiciones asépticas a la instalacion de cultivo celular dentro
de una hora desde de la recoleccion. La médula 6sea se transfirio a tubos estériles llenos
de Ficoll Hypaque en una proporcion de 1:2. Las muestras se centrifugaron a 400 xg
durante 30 min y la fraccién mononuclear se aisl6 en un tubo estéril a 4 °C. La fraccidn
se centrifugd a 300 xg durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se desechd y las células se
resuspendieron y sembraron, a una densidad de 5x10* células/cm?, en matraces de 25 cm?®
que contenian DMEM:F12 (1:1) suplementados con suero fetal bovino al 20 %, 500 U/ml
de penicilina, 50 png/ml de estreptomicina y 2.5 ug/ml de amphotericina B. Las células se
incubaron a 37 °C y 5 % de CO? y los medios de cultivo se cambiaron cada tres dias hasta
alcanzar una confluencia del 80 %©@.

Subcultivo y escalamiento de células madre mesenquimales

Una vez alcanzada la confluencia del 80 %, las células se subcultivaron semanalmente de
la siguiente manera: la monocapa se lavo con DPBS y las células se separaron mediante
HBSS con 7.5 mg de tripsina porcina y 0.6 mg de EDTA. Las células se sembraron a una
densidad de 5x10* células/cm? en matraces de 75 cm? (primer subcultivo) y luego en 175
cm? (subcultivos posteriores) con DMEM F12 (1:1) suplementados con suero fetal bovino
al 20 %.

Citometria de flujo

Las células madre mesenquimales alogénicas de la médula ésea se caracterizaron
mediante citometria de flujo. Se utilizaron tres conjuntos de anticuerpos para
inmunofenotiparlos. Las CMM-AMO utilizadas para la infusion fueron positivas para los
marcadores de superficie CD73, CD90, CD105, CD28 y CD44 (CD28/CD44 especificos
para MSC equino), negativas para CD45, CD34, CD14 y CD79. La citometria de flujo se
realizo con base en protocolos previamente reportados®428),
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Administracion de CMM-AMO

Los caballos se sedaron y prepararon para la administracion de CMM-AMO como se
describié anteriormente (ver seccion venografia). Las CMM-AMO se diluyeron en
solucion salina fisiologica y se administraron (10-30x 10°%) en la vena digital palmar
lateral (o medial) en condiciones estériles a través de un catéter mariposa de calibre 21,
conectado a una jeringa de 20 ml, en el caballo de pie. El torniquete se retir6 20 min
después de la administracion de las células. EI dedo se mantuvo vendado durante un dia.
Las CMM-AMO se inyectaron tres veces en intervalos de un mes.

Resultados

Condicion clinica de los caballos tratados con CMM-AMO

Los caballos con laminitis cronica tuvieron puntuaciones de Obel-Glasgow que oscilan
entre 2 y 14 antes del inicio del tratamiento con CMM-AMO (Figura 1A). En contraste,
el caballo sano no mostro6 cojera o dolor, ni incrementos de temperatura de los cascos en
ningn momento durante el periodo evaluado. A medida que avanzaba el estudio, todos
los caballos tratados con CMM-AMO mejoraron su condicion clinica después del
segundo o tercer mes de haber recibido infusiones venosas de CMM-AMO. Al final del
periodo de seis meses, todos los caballos tratados con CMM-AMO disminuyeron sus
puntuaciones de Obel-Glasgow y mejoraron significativamente su movilidad y condicion
clinica. En general, los caballos con la peor condicion inicial fueron los que mas
mejoraron (Figura 1A). Todos los caballos tuvieron una mejora en la movilidad, calidad
y forma del casco, también mejoraron su comportamiento y las facciones de sus caras
(escala Grimace), teniendo una buena calidad de vida. Esta mejoria fue atribuible a la
infusion de CMM-AMO, ya que el caballo de simulacion tratado solo con el vehiculo no
mejoro durante el transcurso del tiempo experimental (Figura 1A).

En contraste, la temperatura de los cascos en caballos laminiticos oscilo entre 27 °C y
35.5 °C (promedio de 33.26 °C + 2.58) antes de que comenzara el tratamiento con CMM-
AMO. Como referencia, la temperatura en los cascos del caballo sano oscilé entre 27 °C
y 30 °C (promedio 28.56 °C + 0.79). El tratamiento con CMM-AMO no tuvo un impacto
importante en la temperatura de los cascos (Figura 1B). En unos caballos tratados, la
temperatura del casco tendi6 a disminuir ligeramente (1 a 3 °C) después de las infusiones
de CMM-AMO (promedio de 32.27 °C + 1.78). En otros, los cambios de temperatura
fueron muy variables durante el transcurso del experimento. Sin embargo, en todos los
casos, los caballos tratados con CMM-AMO vy el caballo de simulacion (promedio de
33.01 °C + 1.29) nunca alcanzaron valores saludables estables de temperatura de los
cascos.
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Figura 1: Evolucion clinica de los caballos después de haber sido tratados con células
madre mesenquimales alogénicas de la médula 6sea (CMM-AMO)
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Evolucién clinica (A) y la temperatura de los cascos (B) de los caballos tratados con CMM-AMO, el
caballo sano y el caballo de simulacién, segin lo monitoreado por la escala de Obel-Glasgow y la
termografia infrarroja.

Patron vascular del lecho venoso posterior al tratamiento con CMM-
AMO

Los cascos del caballo estan irrigados por un lecho vascular altamente anastomosado
formado por el plexo coronario y las papilas, el plexo venoso sublaminar, las papilas
terminales, los vasos circunflejos y los plexos venosos de la planta y el talon (Figura 2A).
En caballos laminiticos, los rodales de dislocacion cronica de la falange distal
interrumpieron significativamente este patrén vascular ordenado. Como se ve en la Figura
2B, los cascos préacticamente se vuelven avasculares; todo el lecho vascular mostré
defectos graves de llenado de medios de contraste, excepto los vasos madre en el plexo
coronario y del talén, donde los vasos se veian irregulares y algo congestionados. En
general, la gravedad del dafio vascular se correlaciono con la gravedad de los sintomas
(no se muestra). En contraste con los hallazgos venograficos descritos para el paisaje
vascular en cascos laminiticos, las imagenes de los cascos obtenidas al final del sexto mes
de haber comenzado el tratamiento con CMM-AMO revelaron, en todos los caballos,
independientemente de la condicion clinica inicial y el grado de dafio vascular, indicios
de recuperacion vascular. Cominmente, los vasos madre del plexo coronario y del talon
se ensancharon y se observaron con frecuencia imagenes de brotes vasculares, al igual
que vasos que atravesaban trayectorias algo "aberrantes” (Figura 2C). En otras palabras,
un proceso de angiogénesis esta claramente en camino. Sin embargo, ninguno de los
caballos tratados mostré una recuperacion completa del patron vascular, a pesar de que
su mejoria clinica era evidente. Por Gltimo, el caballo de simulacién no mostr6 mejoria
clinica, ni patrones venograficos de recuperacion vascular (no mostrados).
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Patrones vascular del casco e histologico del corion laminar de los
caballos tratados con CMM-AMO

Los caballos infundidos con CMM-AMO, pero no el de simulacién, mejoraron su
condicion clinica y los patrones vasculares de sus cascos al final del sexto mes de
tratamiento. Para evaluar si esta recuperacion podria estar asociada a la restauracion del
tejido de los cascos, se realizo una biopsia y se evalu6 histologicamente el corion laminar
de un caballo sano, simulado/laminitico y laminitico; el segundo y el tercer grupo fueron
muestreados antes y al final del tratamiento, seis meses después de la primera biopsia
tomada. Los resultados representativos se muestran en la Figura 2. En el casco del caballo
sano (Figura 2D), se observaron laminillas epidérmicas y dérmicas primarias
interdigitando regularmente. Las laminillas epidérmicas y dérmicas secundarias, por otro
lado, corrian en direcciones opuestas, pero paralelas una al lado de la otra. Las laminillas
secundarias mostraban extremos redondeados gracias a la cubierta de la célula basal que
avanzaba continuamente hasta la punta. Los nucleos de las células basales epidérmicas se
yuxtapusieron opuestamente a la membrana basal (no se muestra). Finalmente, la
membrana basal formé una capa delgada y continua debajo del revestimiento de los
epitelios (Figura 2G) y el colageno se organizo regularmente en haces paralelos a través
de la dermis (Figura 2J). En marcado contraste, la histologia de los cascos en caballos con
laminitis cronica mostré una pérdida virtual de la arquitectura laminar (Figura 2E),
hiperplasia de células basales con numerosos perfiles celulares picnéticos, (Figura 2H),
tejido conectivo abundante, asi como infiltracion perivascular de células mononucleares
(no mostrada). No se observd membrana basal (Figura 2H) ni colageno (Figura 2K).
Finalmente, los cascos de los caballos infundidos con CMM-AMO, pero no el de
simulacion, recuperaron la disposicion laminar, la integridad de la monocapa epitelial
sobre una membrana basal regular y continua y la organizacion y presencia de colageno
(Figura 2F, 1 y L). No se detectd evidencia de infiltracion perivascular mononuclear
significativa.

Por ultimo, se realizaron observaciones microscépicas electrénicas para evaluar mas a
fondo la integridad epitelial en los cascos de los caballos infundidos con CMM-AMO. En
el caballo sano (Figura 2M), las células basales se unen entre si por numerosos
desmosomas. Sus nucleos eucrométicos mostraron formas irregulares caracterizadas por
hendiduras. También presentaron una disposicion citoplasmatica conspicua de
tonofilamentos. La ldmina basal densa en electrones a la que estaban unidos era delgada,
regular y continua. Los cascos laminiticos (Figura 2N), por su parte, mostraron escasos
desmosomas, espacios intercelulares electrolicidos abundantes. Las células basales
tendieron a mostrar ndcleos con grupos de cromatina. Los agregados de tonofilamento
citoplasmaticos también fueron frecuentes, y no se observo evidencia de membrana basal.
Los cascos en caballos infundidos con CMM-AMO (Figura 20) mostraron una marcada
reduccidn de los espacios intercelulares electroltcidos. Los desmosomas se convierten en
un hallazgo regular y los nucleos celulares vuelven a su forma regular y disposicion de
cromatina.
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Figura 2: Patrones vascular del casco e histoldgico del corion laminar después de
aplicado el tratamiento con CMM-AMO
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A-C. Venografias representativas de cascos de caballos sanos (A), laminiticos (B) e infundidos con
CMM-AMO (C). Observe la respuesta vascular en los cascos de los caballos infundidos con CMM-AMO.
CP, Plexo Coronario; SP: Plexo Sublaminar; DPA: Apice de la Falange Distal; TP: Plexo terminal; CV:
Vasos circunflejos; A: Arco Terminal de los vasos digitales palmares; B: Plexo del talon; SVP: Plexo
venoso plantar. D-L. Fotomicrografias representativas de secciones sagitales del corion laminar de un
caballo sano (D, G, J), laminitico (E, H, K) e infundido con CMM-AMO (F, |, L) tefiidos con violeta de
cresilo (ndcleos celulares; D-F), PAS (Membrana basal; G-I) o técnicas histoquimicas de Masson
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(Colageno; J-L). Observe la restauracion del corion laminar en caballos infundidos con CMM-AMO.
PEL: Laminillas Epidérmicas Primarias; PDL: Laminillas dérmicas Primarias; SEL: Laminillas
Epidérmicas Secundarias; SDL: Laminillas dérmicas Secundarias; BM: Membrana basal. M-O.

Micrografias electrénicas representativas que muestran caracteristicas ultraestructurales de células basales
en caballos sanos (M), laminiticos (N) e infundidos con CMM-AMO (O). Observe la recuperacion de la
disposicion de cromatina y tonofilamentos, asi como la de desmosomas en caballos infundidos con
CMM-AMO. Nu: Nucleo; Tf: Tonofilamentos; Ds y puntas de flecha: Desmosomas; *: edema; Las
flechas en los recuadros sefialan la membrana basal. Consulte el texto para obtener una descripcién
detallada de la Figura 2.

Discusion

La laminitis crénica es una enfermedad inflamatoria que afecta los cascos del caballo.
Angelone et al® propusieron que la pérdida de células madre mesenquimales es el evento
fundamental que subyace a la fisiopatologia de la laminitis cronica. Aunque sus resultados
respaldan su afirmacion, no pudieron atribuir de forma irrefutable sus hallazgos clinicos
y venograficos a las células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo infundidas
porque las células fueron coinfundidas con plasma rico en plaquetas. Ademas,
confundieron la interpretacién de sus resultados porque infundieron primero células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo alogénicas y luego autélogas en los
caballos laminiticos. Por Gltimo, no proporcionaron pruebas directas de la regeneracion
del corion laminar en los caballos recuperados. El presente trabajo supera todos estos
problemas técnicos al infundir solo CMM-AMO, suspendidas en medios de cultivo, en
ambos cascos frontales de caballos afectados crénicamente por laminitis. De acuerdo con
la prediccion de Angelone, la infusién de CMM-AMO en la vena digital lateral de los
cascos laminiticos mejor6 significativamente las condiciones clinicas de todos los
caballos tratados, al tiempo que restaur6é considerablemente las caracteristicas
citoarquitecturales del corion laminar de los cascos. Esto estuvo acompafiado de una
reduccion de la infiltracidn inflamatoria perivascular de las células mononucleares, como
también lo predijeron Angelone et al®® con base en sus resultados biol6gicos moleculares;
ellos encontraron una mayor expresion de ARNm de citoquinas antiinflamatorias y
proteinas antioxidantes. La especificidad de estos hallazgos esté respaldada por el hecho
de que el caballo de simulacién, infundido solo con medios de cultivo, permanecio
sintomatico y sus cascos mostraron el deterioro histolégico caracteristico del corion
laminar al final del tiempo experimental. A pesar de que los presentes resultados apoyan
circunstancialmente que las CMM-AMO promueven la regeneracion del tejido de los
cascos al reducir, en parte, la inflamacién local, en este caso, esta nocidén alin espera
confirmacion directa mediante la estimacion de citoquinas proinflamatorias en el corion
laminar de los caballos laminiticos tratados y no tratados con CMM-AMO. Hasta donde
se sabe, hasta la fecha, no existe una forma confiable de realizar tales estimaciones®®3.
En cualquier caso, como ya se ha comentado, estos resultados respaldan los reportados
por Angelone et al®, quienes sugirieron que las células madre mesenquimales
promoverian la regeneracion del corion laminar al ejercer no solo acciones
antiinflamatorias, sino también inhibiendo la degradacion de la matriz extracelular
mediada por MMP, amortiguando el dafio de ROS y reclutando células endoteliales y
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madre locales y circulantes. Ciertamente, la evidencia venografica obtenida por esta
investigacion de caballos tratados también apoya el llamado de Angelone.

Un hallazgo clinicamente relevante fue que, a pesar de que los caballos infundidos con
CMM-AMO mejoraron su condicion clinica y restauraron en gran medida la
citoarquitectura de los cascos, la temperatura de los cascos se mantuvo elevada en los
caballos tratados. A primera vista, se podria pensar que estos hallazgos descartan el
monitoreo de la temperatura como un procedimiento sensible para seguir el progreso del
tratamiento. Sin embargo, el hecho de que la restauracion vascular sea parcial en todos
los caballos tratados al final del periodo experimental sugiere lo contrario. Por un lado,
este hallazgo podria indicar que sigue habiendo algln grado de inflamacion que promueve
que la temperatura se mantenga alta a traves del tejido relativamente avascular en los
cascos aun en regeneracion. Sin embargo, es probable que la temperatura de los cascos
mas alta de lo normal no esté relacionada con una inflamacion duradera, ya que se
encontré que la cojera y el dolor se redujeron significativamente en los caballos
infundidos con CMM-AMO. Alternativamente, la falta de recuperacién completa del
lecho vascular puede poner en peligro la disipacion de calor de los cascos. Aunque, hasta
donde se sabe, tal funcion no se ha atribuido a la red vascular de los cascos del caballo,
es bien sabido que los lechos vasculares pueden funcionar como dispositivos de
enfriamiento en otras partes del cuerpo del mamifero [para la Teoria del Radiador ver
Falk, 1990@Y]. En cualquier caso, el monitoreo a largo plazo del lecho vascular y
temperatura de los cascos en los caballos tratados podria ayudar a evaluar esta posibilidad.

La angiogénesis es un proceso por el cual los vasos sanguineos se forman nuevamente
brotando de los vasos precursores existentes®34, De acuerdo con los resultados de
Angelone, se obtuvo evidencia venografica de angiogénesis en curso de los plexos
coronarios y del talén de caballos laminiticos tratados con CMM-AMO. Estos datos
pueden interpretarse de tres maneras no excluyentes mutuamente. Primero, pueden
mostrar que los vasos sanguineos de los cascos dafiados conservan su capacidad de
producir células endoteliales, capaces de recrear vasos funcionales; por lo tanto, la
infusion de CMM-AMO puede liberar células madre vasculares locales. En segundo
lugar, las CMM-AMO infundidas se comprometen con el linaje de células endoteliales,
impulsando asi la angiogénesis en los cascos de los caballos tratados una vez sembradas.
En tercer lugar, las CMM-AMO infundidas pueden favorecer el reclutamiento de células
madre autdlogas circulantes que se comprometen con el linaje endotelial. Aunque la
evidencia actual apoya que las CMM promueven la angiogénesis®¥, las otras alternativas
siguen abiertas a la investigacion. Por lo tanto, los futuros estudios de etiquetado de linaje
celular seguramente ayudarian a desenredar este enigma. En cualquier caso, lo que parece
estar claro es que, bajo las condiciones experimentales utilizadas, los plexos coronarios y
del talén contienen nichos que facilitan el desarrollo de la angiogénesis dadas las
condiciones adecuadas. Este proceso parece recapitular la secuencia embrionaria ya que
la vasculogénesis en el casco embrionario procede siguiendo un gradiente proximal a
distal @9,
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Otro hallazgo interesante en este trabajo es que la restauracion de tejidos, hasta el punto
en que se tomo la Gltima biopsia de caballos infundidos con CMM-AMO, fue notable, sin
evidencia de curacion viciosa, ni cicatrices de ningun tipo, al menos en el sitio muestreado
de todos los caballos evaluados. Tal observacion sugiere que los cascos de los caballos
pueden mantener un ambiente bioquimico similar al observado en las etapas
ontogenéticas. Esta posibilidad gana apoyo a partir de la observacion en el cerebro, donde
el hipotalamo adulto exhibe un tremendo potencial de plasticidad debido a la presencia
de moléculas de glicano polisialiladas que facilitan la remodelacion del tejido®®3". Los
estudios dirigidos a comparar la composicion molecular del tejido conectivo de los cascos
a diferentes edades pueden proporcionar evidencia para evaluar el mérito de este
supuesto.

En un estudio previo® se encontré que una mezcla de CMMa combinada con PRP mejora
la condicion clinica de los caballos afectados por laminitis cronica. Como reconocieron,
no pudieron determinar si la mejoria clinica observada en los caballos tratados se debio a
CMMa o PRP o respondié a un efecto sinérgico de ambos, ya que no probaron la
administracion de ninguno de los dos por separado. En el presente trabajo, aunque las
celulas madre no son de la misma clase, claramente la mejora clinica y la restauracion
tisular pueden atribuirse mejor a las CMM-AMO infundidas, ya que la infusion del
vehiculo (es decir, los medios de cultivo) no tuvo un efecto notable en ninguno de los
parametros evaluados en el caballo de simulacion (los estudios futuros deben aumentar el
namero de caballos de simulacion para fortalecer estas observaciones). Sin embargo, lo
que nuestro estudio no revelo, es como las CMM-AMO promueven la regeneracion tisular
ya que la reconstitucion vascular fue solo parcial [ver Angelone®, King®?, Gu®®, para
consideraciones teoricas]. En este sentido, las CMM-AMO podrian haber migrado del
lecho vascular reconstituyente y colonizar territorios relativamente avasculares. Ademas,
las CMM-AMO pueden producir y liberar factores solubles o exosomas®®3%4D  que
podrian vigorizar las células madre locales para proliferar, diferenciar y restituir el tejido
dafado. Por ultimo, las CMM-AMO pueden promover el reclutamiento de células madre
circulantes autélogas y su invasion de las regiones avasculares de los cascos. Los estudios
de linaje combinados con biopsias adicionales tomadas en lugares de los cascos distantes
al sitio de administracion ayudarian a evaluar estas posibilidades. También podrian
ayudar a descartar un posible sesgo durante la biopsia tomada, ya que las biopsias podrian
haberse obtenido inadvertidamente de lugares donde el frente de la vasculogenesis estaba
activamente en curso.

Se debe hacer una consideracion final con respecto al uso de células madre alogénicas.
Se podria pensar que la posibilidad de inducir reacciones inmunoldgicas aumentaria
mediante el uso de células alogénicas*?. Los resultados en el presente estudio y los
publicados por otros®43%4) apoyan que la infusion de células madre alogénicas es lo
suficientemente segura ya que los caballos tratados no presentaron evidencia de rechazo
hasta el momento en que fueron evaluados. En contraste, aunque muchos consideran que
el uso de células madre autologas es mas seguro, estudios recientes muestran que pueden
desarrollar mutaciones de novo en el ADN mitocondrial que produce neoepitopos
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inmunogénicos®®, aumentando asi la posibilidad de rechazo inmunolégico®®-49),
Ademas, se ha demostrado que las células madre/estromales derivadas del tejido adiposo
que recapitulan la expresion de biomarcadores de envejecimiento muestran una
plasticidad reducida de las células madre®®, lo que impide su uso potencial como fuente
autologa de celulas terapéuticas; este también podria ser el caso de las células alogénicas.

Conclusiones e implicaciones

En conclusion, las infusiones de CMM-AMO mejoraron las condiciones clinicas y
promueven la restauracion histolégica de los cascos en caballos laminiticos. El
procedimiento fue inocuo, independiente del sexo y efectivo al menos hasta por un
periodo de 6 meses. Los estudios futuros deben aumentar el tamafio de la muestra y el
tiempo de seguimiento para apreciar realmente los beneficios a largo plazo del
tratamiento y si se necesitan infusiones adicionales de CMM-AMO. También se debe
evaluar un método de administracion menos invasivo, aunque estudios previos
demostraron que la administracion a través de esta via no afecta a la eficiencia y eficacia
terapéutica de las células madre si la dosis se calcula correctamente. También se deben
evaluar los efectos del herrado y el recorte del casco. Finalmente, el uso de CMM-AMO
para el manejo del dolor es otro tema que merece investigacion con base en los resultados
actuales. En cualquier caso, los datos aqui obtenidos respaldan que la pérdida de células
madre mesenquimales es de hecho el evento critico que conduce a la laminitis crénica.
Por lo tanto, las medidas dirigidas a inducir tolerancia inmunoldgica contra el tejido
mesenguimal de los cascos pueden ayudar a prevenir dicha pérdida. En este sentido, la
infusion de antigenos mesenquimales obtenidos de los cascos laminiticos en la cdmara
anterior del ojo puede ser un camino para investigar en los proximos afios®.
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