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RESUMEN

El uso de terapias en base a células madre mesenquiales (MSC), esta
ampliamente descrito en equino, sin embargo, la mayoria de estas terapias se
basan en el tratamiento de lesiones musculo esqueléticas, y en menor medida
como uso potencial en afecciones reproductivas. En este estudio se evaluo el
efecto de dos fuentes diferentes MSC obtenidas a partir del mismo donante sobre
sus principales caracteristicas biolégicas in vitro y sus propiedades anti
inflamatorias y anidamiento in vivo en yeguas con endometritis inducida post

monta (PMIE).

Se aislaron MSC equinas desde endometrio y tejido adiposo (ET-MSC y AT-MSC
respectivamente) a partir de los mismos donantes. Las células mostraron rasgos
caracteristicos de MSC incluyendo la adherencia al plastico, marcadores de
superficie, potencial de migracion, asi como la diferenciacion mesodérmica
clasica, ademas de lograr diferenciaciones neurogénica y cardiomiogénica. Se
evaluo la influencia del origen celular en su perfil trascriptbmico. Para esto se
aislé y secuencié el ARN celular y se obtuvieron vesiculas extracelulares (VE) a
partir de un medio de cultivo celular libre de VE, y se analiz6 su carga de
microARN (miARN) mediante secuenciacion. Se analiz6 y comparé la expresion
diferencial de ARNm y mIiARN-EV, asi como las vias y procesos mas
representados en cada origen celular. Se identificaron un total de 125 genes

regulados positivamente, 51 regulados negativamente y 31 miARN expresados

Xi



diferencialmente entre células de ambas fuentes. Sobre la base de la
secuenciacion del ARNm, las ET-MSC mostraron una mayor expresion de genes
involucrados en las vias de sefializacion Hippo, TGF- y pluripotencia. Junto con
esto, las vias involucradas en la reorganizacion de la matriz extracelular fueron
las mas representadas en la carga de miARN de las VE secretadas por ET-MSC.
El nicho desde el que se origind la MSC definié el perfil transcriptémico de las
células, incluida la secreciéon de VE especifica de linaje para garantizar una

comunicacién y homeostasis adecuada.

Posteriormente se evalu6 y comparo el potencial uso de MSC de ambas fuentes
como herramientas antiinflamatorias para PMIE, para esto se infundieron
intrauterinamente (IU) MSC marcadas en yeguas con PMIE para evaluar su
accion antiinflamatoria y anidamiento. Se indujo PMIE en nueve yeguas
ginecolégicamente sanas mediante la infusion 1U de 500 millones de
espermatozoides muertos en solucion salina. Se analizaron marcadores de
inflamacion en lavados uterinos y biopsias antes (fase 1) y 3 h después de la
infusion de espermatozoides (fase IlI). Las mediciones llevadas a cabo fueron:
conteo de células polimorfonucleres (PMN), proteinas IL-6 y TNF-a (ELISA en los
lavados) e inmunotincion en biopsias, transcritos de IL-1q, 6, 8, 10, TNF-ay COX-
2 (RT-gPCR de lavados). A las 24 h después de la deposicion de
espermatozoides (fase lll), se infundio a las yeguas 20 ml IU de solucién salina
que contenia 2x 107 AT-MSC (n = 3, grupo 1) o ET-MSC (n = 3, grupo 2). Las
células se marcaron previamente con el éster succinimidil diacetato de
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carboxifluoresceina (CFDA SE). Un tercer grupo (n = 3) recibié solo 20 ml de
solucion salina estéril. Después de 48 h se realizé otra biopsia / lavado y se
analizaron los mismos parametros descritos anteriormente. Para evaluar el
anidamiento, se tomaron biopsias adicionales en los dias 10 y 30 post inoculacion
de MSC y se analizaron mediante microscopia confocal. Los espermatozoides
muertos en solucion salina aumentaron notablemente los recuentos de PMN, la
expresion de IL-6 y TNF-a en el ELISA (p <0,05) y la inmunotincién. En la fase llI
se encontré una reduccion significativa (p <0,0001) de PMN en todas las
muestras, incluidas las yeguas control. Mediante ELISA se detectd una
disminucién (p <0,05) de IL-6 y TNF-a, en los grupos que recibieron MSC, pero
no en el grupo control. En el grupo tratado con AT-MSC, se encontr6 una
disminucién significativa en la expresion de (IL-1a, p = 0,0003; IL-6 p 0.04; IL-8,
p = 0.006, TNF-a p = 0.004). La expresion de IL-10 y COX-2 se mantuvo sin
cambios (p = 0,08). En las yeguas que recibieron ET-MSC, IL-6, IL-8 y TNF-a
disminuyeron significativamente (p = 0.01), IL-10 aument6 (p = 0.009), mientras
gue COX-2 e IL-1a no cambiaron significativamente su expresion. Mientras que
el andlisis de anidamiento, el marcaje con CFDA se encontré con moderacién en
todas las muestras analizadas hasta el dia 30, principalmente en el
compartimento estromal del endometrio. No se encontraron diferencias en el
patrén de anidamiento entre los origenes celulares. La inoculacion de MSC
redujo significativamente la inflamacion independientemente del origen de las

células y que las células realizan un recorrido limitado detectable después de un
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mes de infusion. Estos hallazgos pueden ser de ayuda para el disefio de nuevas

terapias antiinflamatorias de enfermedades uterinas en yeguas.
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ABSTRACT

The use of therapies based on mesenchymal stem cells (MSC) is widely
described in horses, however, most of these therapies are based on the treatment
of musculoskeletal injuries, and to a lesser extent as potential use in reproductive
conditions. In this study, the effect of two different MSC sources obtained from
the same donor on their main biological characteristics in vitro and their anti-
inflammatory properties and in vivo homing was evaluated in mares with post-

breeding induced endometritis (PBIE).

Equine MSC were isolated from endometrium and adipose tissue (ET-MSC and
AT-MSC respectively) from the same donors. The cells dislayed characteristic
features of MSC including adherence to plastic, surface markers, migration
potential, as well as classical mesodermal differentiation, in addition to achieving
neurogenic and cardiomyogenic differentiation. The influence of the cellular origin
on its transcriptomic profile was evaluated. For this, the cellular RNA was isolated
and sequenced and extracellular vesicles (EV) were obtained from a cell culture
medium free of VE, and their microRNA cargo (miRNA) was analyzed by
sequencing. The differential expression of mRNA and miRNA-EV was analyzed
and compared, as well as the pathways and processes most represented in each
cell origin. A total of 125 up and 51 downregulated genes were identified and 31
differentially expressed miRNAs between cells from both sources. Based on

MRNA sequencing, endometrial MSC strongly upregulated genes involved in the
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Hippo, TGF-B, and pluripotency signaling pathways. Alongside with this,
pathways involved in extracellular matrix reorganization were the most
represented in the miRNA cargo of EVs secreted by ET-MSC. The niche from
which MSC originated defined the transcriptomic signature of the cells including
the secretion of lineage-specific loaded EV to ensure proper communication and

homeostasis.

Subsequently, the potential use of MSC from both sources as anti-inflammatory
tools for PBIE was evaluated and compared, for this, labeled MSCs were infused
intrauterinely (IU) into mares with PBIE to evaluate their anti-inflammatory action
and homing. PBIE was induced in nine gynecologically healthy mares by iu
infusion of 500 million dead sperm in saline. Inflammatory markers were analyzed
in uterine lavages and biopsies immediately before (phase 1) and 3h after infusion
of sperm (phase Il). Measurements: polymorph nuclear cells count (PMN),
proteins IL-6 and TNF-a (ELISA in the lavages) and immunostaining in biopsies,
transcripts of IL-1a, 6, 8, 10, TNF-a and COX-2 (qPCR of pelleted lavages). At
24h after sperm deposition (phase 1), mares were instilled 1U with 20 ml of saline
containing 2x107 AT-MSCs (n=3, group 1) or ET-MSCs (n=3, group 2). Cells were
labeled previously with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA
SE). A third group (n=3) received 20 mL of sterile saline alone. After 48 h, another
biopsy / lavage was performed, and the same parameters described above were
analyzed. To assess homing, additional biopsies were taken on days 10 and 30
post MSC inoculation and analyzed by confocal microscopy. Dead sperm in saline
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markedly increased PMN counts, IL-6 and TNF-a expression in ELISA (p <0.05),
and immunostaining. In phase Il a significant reduction (p <0.0001) of PMN was
found in all samples, including control mares. ELISA detected a decrease (p
<0.05) in IL-6 and TNF-aq, in the groups that received MSC, but not in the control
group. In the AT-MSC-treated group, a significant decrease was found in the
expression of (IL-1a, p = 0.0003; IL-6 p 0.04; IL-8, p= 0.006, TNF-a p = 0.004).
Expression of IL-10 and COX-2 remained unchanged (p= 0.08). In the mares that
received ET-MSC, IL-6, IL-8 and TNF-a decreased significantly (p=0.01), IL-10
increased (p=0.009), while COX-2 and IL-1a did not significantly change their
expression. In the homing experiment CFDA label was found sparingly in all the
samples analyzed until day 30, mainly at the stromal compartment of the
endometrium. No differences in the homing pattern was found among cell origins.
The inoculation of MSCs significantly reduced inflammation independently of the
origin of the cells and that cells perform limited homing detectable after one month
of infusion. These findings can be of help for the design of new anti-inflammatory

therapies of uterine diseases in mares.
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l. INTRODUCCION

Los equinos, desde su domesticacion (entre los afios 5000 AC y 2000 AC), han
generado un impacto en la vida del hombre, siendo utilizados en multiples
actividades, que iban desde guerras, trabajos, medio de transporte, hasta su uso
como fuente de alimento y obtencion de subproductos. Hoy en dia el caballo es
utilizado principalmente en actividades deportivas, entretenimiento, consumo y
uso en terapias clinicas. Considerando lo anteriormente descrito, el valor de estos
animales estaria determinado por su uso, tipo racial, logros obtenidos,
rendimiento etc. En este sentido, no es una sorpresa el impacto econémico que
las actividades relacionadas con el equino tienen en los paises desarrollados. En
Chile, de acuerdo con los datos entregados por el VII Censo Nacional
Agropuecuario y Forestal (2007) la cantidad de equinos declarados asciende a
341.760 caballares aproximadamente, cantidad que contrasta con la de paises
vecinos, sin embargo, las actividades relacionadas con la industria equina dentro
del rubro silvoagropecuario aportan, de acuerdo a datos entregados por el banco

central de Chile, con un 3.4% del PIB nacional.

La eficiencia de un sistema productivo animal implica la correcta interrelacién de
todos sus componentes, los cuales pueden ser agrupados en: manejo, nutricion,

genética y reproduccién como sus ejes principales.

Samper (2000) propuso que el éxito de un sistema de reproduccion equina se

basa en tres factores: la fertiidad de la yegua, la del potro y el manejo
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reproductivo. En el caso de la hembra equina, los problemas de fertilidad
corresponden al tercer problema clinico mas relevante después de los colicos y
de las afecciones respiratorias, teniendo como principal consecuencia la

subfertilidad, asociados a diversas patologias uterinas.

Los tratamientos convencionales para este tipo de patologias incluyen,
principalmente, el uso de agentes antibacterianos y agentes echdlicos, con
diverso grado de éxito, sin embargo, se debe considerar dentro de un correcto
diagnéstico, factores tales como la naturaleza de la patologia (infecciosa o no),
tiempo trascurrido, dafios ultraestructurales del tejido afectado, presencia de

signologia clinica entre otros.

Hoy en dia, se han propuesto una serie de alternativas de tratamiento para estas
afecciones, que incluyen moléculas inmunomoduladoras, tales como el extracto
de pared celular de micobacterias (MCWE), el uso plasma rico en plaguetas
(PRP) y el tratamiento basado en células madre (dentro del contexto de la
medicina regenerativa). La medicina regenerativa se basa en la utilizacion de
células madre mesenquimales (MSCs) con el objetivo de restaurar estructural y

funcionalmente los tejidos u 6rganos afectados (Lopez y Jarazo, 2015).

El uso de terapias en base a MSC esta ampliamente descrito en equino, sin
embargo, la mayoria de estas terapias se basan en el tratamiento de lesiones en
tendones (Schnabel et al., 2009; De Mattos Carvalho et al., 2011; Marfe et al.,
2012; Godwin et al., 2012; Manning et al., 2013; Matrtin et al., 2014), lesiones de
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cartilago articular (Arufe, 2011; Carrade et al., 2011, Spaas et al., 2012),
ligamentos (Leppéanen et al., 2009; Renzi et al., 2013) y en menor medida en
lesiones de caracter reproductivas, asociadas principalmente al tejido
endometrial (Mambelli et al., 2013; Ferris et al. , 2014; Navarrete et al., 2020).
Los resultados obtenidos han sido prometedores, sin embargo, los mecanismos

de accioén de estas células no estan del todo claros.

La capacidad de las MSC para participar en procesos regenerativos, se atribuiria
a la produccion de moléculas y mediadores capaces de activar procesos de
reparacion intrinsecos, asociados con el dafio tisular (Perrini, et al., 2016). Las
vesiculas extracelulares (VE) podrian estar involucradas en este proceso como
un componente integral en la comunicacion célula-célula. Las VE contienen
varias moléculas activas como lipidos, proteinas, ARNm y miARN (Biancone, et

al., 2012; Bruno, et al., 2012).

Tras la extraccion del tejido, a partir de dos fuentes diferentes y posterior
aislamiento de MSC equinas, seria de suma importancia definir sus
caracteristicas biolégicas, como migracion, propiedades regenerativas,
antiinflamatorias e inmunitarias entre otras, y tratar de comprender como la fuente
de obtencion determinaria los resultados obtenidos. Adicionalmente, el analisis
de las caracteristicas moleculares de las MSCs es fundamental para conocer la
forma de aplicacion clinica mas eficiente tras una caracterizacion mas profunda.

De lo anterior podriamos desprender que las diferencias observadas,



dependiendo de la fuente de obtencidén de las MSCs, serian producto de los
cambios en el perfil transcriptomico de las células, perfil que determinaria, entre

otras cosas, la secrecion de problaciones de VE con carga de miARN especifica.

I. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. Patologia uterina.
Numerosos estudios han sefalado, que tanto factores intrinsecos como
extrinsecos confluyen en conjunto para regular el funcionamiento reproductivo de
una yegua. Sin embargo, y debido a esto, un gran nimero de yeguas presenta
problemas de subfertilidad, no quedando gestante entre temporadas y repitiendo
servicios dentro de la estacion reproductiva con la consiguiente pérdida

econdmica y genética (Doig et al., 1981).

Las causas de subfertilidad en yeguas son variadas, pudiendo ser o no
infecciosas, constituyendo por esta razon un fenédmeno multifactorial, sin
embargo, se considera que las patologias que afectan al Gtero serian la principal
causa de reduccion de la fertilidad, siendo esta el tercer problema clinico mas
importante después del colico y las enfermedades respiratorias (Traub-Dargatz

et al. 1991).

En yeguas la subfertilidad puede ser definida por medio de ciertos parametros,

dentro de los cuales se pueden mencionar: haber sido inseminada o servida en



mas de 3 ocasiones con un semen que contiene al menos 300x10° de
espermatozoides, normales y moviles durante la estacion reproductiva sin
presentar gestacion, presentar anomalias del tracto genital a la observacion o
palpacion, no presentar un celo normal durante la temporada o bien no gestar
durante varios periodos por causas desconocidas (Kenney, 1978). Tomando en
cuenta lo anterior, la probabilidad de gestacion es reducida y fluctia entre un 1 a
55% por ciclo estral, siendo muy dificil cambiar estos factores por el solo manejo

reproductivo (Samper, 2000).

Histologicamente a nivel uterino, el genital femenino a presenta tres capas: una
capa serosa externa o perimetrio, una capa muscular o miometrio (longitudinal
externa y circular interna) y una mucosa o0 endometrio, organizado
macroscopicamente en pliegues endometriales. EI endometrio esta constituido a
su vez por dos capas, el epitelio luminal y la lamina propia, el primero formado
por células cuboidales altas, asentadas en una membrana basal, el segundo

posee dos estratos: compacto y esponjoso (Kenney, 1978).

El estrato compacto estd compuesto de células ovaladas estromales, de gran
ndcleo y escaso citoplasma, el estrato esponjoso en cambio posee pocas células
dispersas, lo que le atribuye este aspecto. Aqui se ubican un gran namero de
glandulas endometriales, de epitelio secretor cuboidal, que poseen 2 a 3 ramas

primarias y aproximadamente 10 ramas secundarias, ademas, junto a las



glandulas en este segmento es posible ubicar vasos sanguineos y linfaticos

(Kenney, 1978). (Figura 1).

Figura 1. Seccién transversal del cuerno uterino equino. 1, mesometrio; 2,
perimetrio; 3, miometrio; 4, endometrio; 5, estroma endometrial; 6, epitelio
luminal; 7, estrato compacto de la lamina propia; 8, estrato esponjoso de la ldmina
propia; 9, glandulas endometriales; 10, capa circular interna del miometrio; 11,
capa media (vascular) del miometrio; 12, capa longitudinal externa del miometrio
Fuente: Doig y Waelchli 1993.

Segun Doig y Waelchli (1993), el endometrio equino experimenta cambios
histolégicos durante el afio dependiendo de la estacion, y dentro de la estacion
reproductiva durante las distintas etapas del ciclo estral. Asi, durante el anestro

fisiologico, el endometrio sufre algun grado de atrofia debido a la inactividad



ovarica (Kenney, 1978) y a la falta de influencia hormonal. Mientras que, durante
la estacion reproductiva en el estro, el epitelio luminal se torna alto y columnar,
llegando a presentarse pseudoestratificado, es frecuente la vacuolizacion y la
acumulacion moderada de polimorfonucleares (PMNs). El edema de la lamina
propia es facilmente apreciable, restdndole densidad a las glandulas, las que se
agrupan apareciendo poco tortuosas (Doig y Waelchli, 1993). En el diestro, segun
Kenney (1978), las células del lumen epitelial son altas o cuboidales reunidas en
una sola capa, infrecuentemente dos, la densidad aparente de las glandulas
aumenta, por la disminucion del edema y por la gran actividad que estas
presentan, alcanzando en este momento su mayor ramificacion y altura de su

epitelio.

Durante la estacion reproductiva equina, existen multiples factores que pueden
afectar, en menor o mayor medida la eficiencia reproductiva. Sin embargo, la
causa primaria que afecta la eficiencia reproductiva en yeguas esté vinculada a

procesos inflamatorios uterinos (Pasolini et al., 2016).

Las condiciones inflamatorias del utero pueden ser clasificadas como: aguda,
cronica, activa, subclinica, post parto, bacteriana, fungica, viral, inducida por la
monta, persistente, entre otras. Cada una de estas clasificaciones es valida, para
describir infecciones o afecciones inflamatorias en el Utero de la yegua (Hurtgen
2006). En este sentido, la endometritis se define como una inflamacién del

endometrio que puede ser aguda o cronica, infecciosa o0 no infecciosa, que es,



de acuerdo con los datos reportados, el tercer problema mas comun que
enfrentan los veterinarios equinos (Traub-Dargatz et al.,1991) y la causa principal
de infertilidad y subfertilidad en caballos (Allen, 1993). De acuerdo con el
esquema propuesto por Troedsson (1999), la endometritis en yeguas esta
dividida en: a) endometritis transmitida sexualmente, b) endometritis crénica de
caracter infeccioso, ¢) endometritis inducida post monta y d) endometritis cronica

degenerativa o endometrosis, concepto introducido por Kenney en 1978.

La endometritis transmitida sexualmente, conocida como metritis contagiosa
equina (MCE) es causada por Taylorella equigenitalis, patégeno altamente
contagioso, que causa una endometritis aguda y descarga vaginal abundante en
hembras infectadas a lo largo del ciclo estral (Watson, 2000), provocando
infertilidad temporal y ocasionalmente aborto a partir de los 60 dias de gestacion
(Watson y Stokes, 1990). La transmision de este padecimiento es esencialmente
venérea, aungue la transmision mecanica por medio de fomites (espéculos
vaginales, guantes de palpacioén rectal, articulos para la inseminacion y el manejo
higiénico inadecuado de los 6rganos genitales de yeguas y sementales) también
es posible. En el semental no existen signos clinicos, pero la T. equigenitalis
puede encontrarse en el area del pene, en el esmegma, prepucio y uretra

(Watson 2000).

La endometritis crénica de caracter infeccioso cominmente es el resultado de

una endometritis inducida post monta (PMIE), sin embargo, aquellas yeguas que



no tienen antecedentes de PMIE pueden presentar una infeccion uterina de estas
caracteristicas. Los principales patdégenos involucrados en esta patologia son:
Streptococcus zooepidemicus, Escherichia coli, o levaduras. De estos
organismos S. zooepidemicus es el mas comunmente aislado, siendo parte de la
microflora normal de la piel del caballo y es un contaminante habitual del Gtero
después del apareamiento. Por otro lado, E. coli se aisla frecuentemente en
yeguas que poseen defectos anatomicos en la region perianal y vulvar, que
predisponen a pneumovagina y contaminacion fecal (Le Blanc, 1997). El
establecimiento o no de una infeccion, asi como su persistencia, radica en el

sistema de defensa uterino que posea la yegua (Watson, 2000).

La endometrosis, es una condicion cronica definida como una fibrosis
endometrial estromal y/o periglandular, activa o inactiva (dependiendo del
porcentaje de focos fibréticos determinados por biopsia), incluyendo alteraciéon
glandular con focos fibréticos (Hoffmann et al. 2009) que puede afectar glandulas
individuales o grupos de ellas (Kenney 1978). La endometrosis esta dada por
cambios estructurales en el endometrio, que incluyen la ocurrencia de una
proliferacion focal progresiva de las glandulas uterinas, las cuales se encuentran
agrupadas en nidos rodeadas por numerosas capas de tejido fibrético, mientras
gue, en el interior de estos nidos, se forman quistes glandulares, disminuyendo a
su vez, el numero normal de glandulas. La fibrosis estromal es el proceso mas
relevante de la enfermedad, el cual resulta en alteracion de la circulacion linfatica

generando una extension linfatica (Katkiewicz et al. 2007).
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Para efectos de esta revision y posteriores consideraciones de este trabajo, el
foco sera en la endometritis inducida post monta, describiendo eventos
fisiopatoldgicos asociados a la patologia, diagnostico y tratamientos, haciendo
hincapié en las nuevas tecnologias de medicina regenerativa, especificamente

las vinculadas al uso de células madre.

2. Endometritis inducida postmonta (PMIE).

Tanto después de la monta natural como de la inseminacion artificial (1A), todos
los componentes del eyaculado: espermatozoides, plasma seminal, pero también
bacterias y otros elementos presentes en el eyaculado se depositan en el utero.
La yegua sana, experimenta una reaccion inflamatoria normal de caracter
temporal a nivel uterino, en respuesta a todos estos componentes, sin embargo,
esta reaccion remite en condiciones normales dentro de las primeras 24 a 48
horas. Lo anterior, permite que el ambiente uterino retorne a la normalidad, y que
el embridn que ingresa al Gtero alrededor del dia 5 y 6 post ovulacién pueda
implantarse sin problemas. A este grupo de yeguas se les conoce como yeguas
“resistentes” a la PMIE (Le Blanc et al., 2009). Sin embargo, aquellas yeguas que
no logran resolver esta inflamacion dentro de los 48 a 72 hrs son consideradas
como yeguas “susceptibles” (Le Blanc et al., 2009), a padecer una endometritis
post monta de caracter persistente (Brinsko et al., 2011, Hughes y Loy, 1969), en

donde la acumulacién de liquido intrauterino persiste durante cinco dias después
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de la ovulacién, comprometeria su éxito reproductivo de estas yeguas, con el

riesgo ademas, de padecer infecciones bacterianas concomitantes.

Cuando los espermatozoides o bacterias ingresan al Utero, gatillan sefales
guimiotacticas, resultando en el reclutamiento de PMNs hacia el lumen uterino
(Kotilainen et al. 1994). Una vez que estos se activan, se unen a los
espermatozoides o bacterias, a través de la unién mediada por receptores y
mediante la expulsion de su propio ADN, formando Trampas Extracelulares de
Neutrofilos (NETS) (Alghamdi y Foster, 2005), resultando en la fagocitosis de
espermatozoides o bacterias adheridas. Durante la activacion de PMNs, la
prostaglandina F2a (PGF2a) es liberada desde las membranas celulares, a
través del metabolismo del acido araquidénico mediante la via de las
ciclooxigenasas. Esta molécula no solo actia como mediador de la inflamacion,
sino que también promueve la contraccion de la musculatura lisa, incluyendo el
miometrio (Troedsson et al., 1995). Se cree que estas contracciones, remueven
fisicamente el fluido acumulado y productos inflamatorios perjudiciales desde el
Gtero (Troedsson 1999). Este mecanismo asegura que las condiciones normales,
a nivel uterino, se reestablezcan lo antes posible, sin embargo, existen yeguas
en las cuales este mecanismo al parecer estaria alterado a varios niveles,
resultando en una acumulacién de fluido intraluminal y productos inflamatorios,
los que podrian estar involucrados en el desarrollo de fibrosis endometrial

posterior (Rebordao et al., 2014).
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En 1969, se realizaron los primeros ensayos para evaluar la susceptibilidad a una
endometritis persistente de caracter infecciosa en yeguas. Los investigadores
observaron, que yeguas jovenes y fértiles, poseian una recuperacion mas rapida
tras una endometritis inducida experimentalmente, (con una cepa bacteriana) en
comparacion a aquellas yeguas de mayor edad y con un historial de infertilidad
(Hughes y Loy. 1969). A partir de entonces la susceptibilidad o resistencia a

endometritis persistente ha sido identificada de varias formas.

Para propositos experimentales la clasificacion de susceptibilidad o resistencia a
endometritis persistente (ya sea esta post monta o de origen bacteriano) se ha
basado en el score de biopsias endometriales solamente, o asociado al historial
reproductivo de la hembra (Watson y Thomson 1996, Cheung et al., 1985). En
este mismo sentido, existen varios criterios que han sido implicados en la
susceptibilidad a endometritis persistente, tales como la conformacién del area
perianal (Hemberg et al., 2005) caracteristicas anatdbmicas del utero, en donde
un utero “pendulante” que cae mas alla del borde de la pelvis seria menos
eficiente en eliminar una infusion liquida, comparada con yeguas que poseen un
Gtero que se posa en el borde pelviano (Ricketts y Alonso 1991, Carnevale y
Ginther 1992). Adicionalmente, yeguas con una retencién excesiva de fluidos
durante el diestro (Brinsko et al., 2003) o positivas al cultivo celular previo al
encaste, (Riddle et al., 2007) fueron mas propensas a tener problemas en

controlar la inflamacion uterina después de la monta.
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1.1 Respuestainflamatoria.
Los aspectos celulares y humorales de la respuesta inmune adaptativa han sido
estudiados en el tracto reproductivo de las yeguas. Las inmunoglobulinas (IGs) a
nivel uterino estarian involucradas en el desarrollo de la endometritis persistente
de origen bacteriano, las que también han sido identificadas en el Gtero de yeguas
susceptibles a endometritis, sin embargo, los resultados no han sido
concluyentes (Troedsson et al., 1993b), por lo tanto, alin no existen datos que
demuestren que la susceptibilidad esté directamente relacionada con IGs

alteradas en el utero.

La presencia de diferentes células inflamatorias durante la endometritis ha sido
caracterizada. La induccion de una endometritis, a través de IA en yeguas sanas,
provocé un incremento de las células T CD4+ pero no CD8+, durante las 6 a 48
horas tras la induccion (Tunon et al., 2000). En otro estudio, han identificado tanto
células CD4+ como CD8+, a partir de biopsias uterinas de yeguas con

endometritis de origen bacteriano (Huth et al., 2014).

El reconocimiento de antigenos, y el reclutamiento de células inflamatorias hacia
el sitio de la inflamacion, son iniciados por citoquinas producidas por una variedad
de tipos celulares, incluyendo linfocitos y macréfagos, pero también se ha
reportado que intervienen en su produccion células epiteliales, fibroblastos y
células estromales (Parham, 2005). Dentro de estas citoquinas, la familia de las

interleucinas (IL) son criticas en el desarrollo y control del proceso inflamatorio.
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Las citoquinas pro inflamatorias, IL-1a y IL-1B son liberadas desde el comienzo
de la inflamacion, promoviendo a su vez, el aumento en la transcripcion de otras
citoquinas, evento que provoca la activacion y reclutamienro de células
inflamatorias. Otra citoquina pro inflamatoria importante, es el interferon gamma
(IFN-y), el cual esta relacionado con la respuesta inflamatoria tanto innata como
adaptativa, ademas posee propiedades antibacterianas, y facilita la migracion de
células inflamatorias a través del endotelio vascular. Por otro lado, la liberacion
de IFN-y promueve el aumento de Oxido nitrico inducible (iNOS), el cual jugaria
un rol importante en la fisiopatologia de la endometritis persistente (Troedsson y

Woodward, 2016).

Para controlar la respuesta inflamatoria, es critica la existencia de un balance
apropiado, entre los efectos pro y anti inflamatorios. Asi, en respuesta a un
estimulo inflamatorio, citoquinas anti inflamatorias son liberadas, tales como IL-
10y el antagonista del receptor (RA) de IL-1 (Dinarello, 1991, Barnes, 1998), esta

altima modula la accién de IL-1, uniéndose al receptor de IL-1a e IL-1.

Fumuso et al., 2003 indicé que, tanto en hembras resistentes como susceptibles
a endometritis persistente, existe un aumento en la expresion de ARNm de las
citoquinas pro inflamatorias IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
24 horas después de inducir una endometritis utilizando IA con espermatozoides
muertos. Este mismo grupo en el afio 2007, publico un articulo en donde

indicaban que en yeguas susceptibles existi6 un aumento en la expresion del
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ARNmM de otra citoquina pro inflamatoria (IL-8), mientras que la IL-10 disminuyo
su expresion comparado con hembras resistentes, a las 24 h de haber inducido

una endometritis.

Recientemente, dos estudios evaluaron el patrén de expresion de citoquinas pro
y anti inflamatorias en el ambiente uterino, medido en diferentes momentos tras
la inoculacién de Escherichia coli o espermatozoides, tanto en grupos de yeguas
resistentes como susceptibles a endometritis persistente. Christoffersen et al.,
2012 mostraron que en yeguas resistentes, hubo un aumento en la expresion de
IL-18, IL-6, IL-8 y TNF-a 3 horas después de la inoculacién con E coli, mientras
gue, en yeguas susceptibles, hubo una significativa menor expresion de TNF-a e
IL-6, a su vez este grupo de hembras, mostraron una mayor expresion de IL-1RA.
Otro dato, en este mismo estudio, se observd que en el grupo de yeguas
susceptibles la respuesta inflamatoria se prolongo a lo largo de todo el estudio
(72hrs), con incremento en los niveles de expresion de IL-183, IL-8, IL-1RA y la
relacion IL-1B/IL-1RA, mientras que en el grupo de yeguas resistentes los niveles
retornaron a sus valores basales a las 12 horas. Lo anterior, se ve reforzado con
el estudio realizado por Woodward et al., 2013a, en este estudio se demostro,
gue en yeguas susceptibles existié una menor expresion de las citoquinas IL-10,
IL-1RA e IL-6, (las cuales actian modulando la inflamacién durante las fases
iniciales de la misma) cuando se le compard con yeguas resistentes, a las 6 horas

de ser expuestas a IA con espermatozoides muertos.
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Estas investigaciones sugieren que a nivel endometrial, la expresién de
transcriptos para citoquinas pro inflamatorias en yeguas resistentes se auto
regularia, normalizandose la expresion de estas dentro de un periodo de tiempo
corto, mientras que en aquellas que son susceptibles, existiria una prolongada
expresion de estas citoquinas, soportando la hipétesis que la expresion
desbalanceada de genes de citoquinas inflamatorias a nivel endometrial, podria

jugar un rol en la patogénesis de la endometritis persistente.

Aquellas citoquinas, que se encuentran vinculadas en la patogénesis de fibrosis,
en otras especies diferentes a yeguas Yy a tejidos diferentes al endometrial, tales
como pulmones, higado o rifiones, podrian ser consideradas como posibles
modelos, que ayuden a explicar los mecanismos involucrados en el
establecimiento de patologias endometriales crénicas, tales como la

endometrosis.

Dentro de este contexto, se pueden adscribir citoquinas tales como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), y factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF), que estan asociadas a funciones pro fibréticas como por
ejemplo la estimulacién y migracion de fibroblastos, sintesis de matriz proteica,
apoptosis de células epiteliales, diferenciacion de miofibroblastos, siendo
ademas potentes activadores de la sintesis de colageno (Atamas, 2002; Olman,

2009).
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Trabajos realizados por (Rebordao et al., 2013), en endometrio equino, indican
gue durante la fase luteal, existe una mayor expresion de los marcadores de
fibrosis TGF-B e Inhibidor tisular de metaloproteinasa 1 (TIMP-1), cuando los
explantes de endometrio fueron expuestos in vitro a CTGF. Adicionalmente,
observaron un incremento en la trascripcion del gen del receptor para TGF-f1 y
de colageno tipo | y Ill, lo que sugiere una relacion con el depdsito patolégico de
colageno caracteristico de fibrosis. De acuerdo a lo indicado en este estudio,
existen variaciones en la expresion de estos marcadores pro fibrosis cuando

cambian las condiciones hormonales.

1.2 Mecanismo de limpieza.
Independiente del origen de la endometritis, ya sea esta post monta o de origen
bacteriano, en ambas al parecer existe una falla en los mecanismos fisicos de

limpieza del Gtero.

Un estudio realizado por Troedsson et al.,, 1993a, se evalué la actividad
miometrial, mediante el uso de electrodos implantados a nivel miometrial en
yeguas resistentes y susceptibles a infeccion uterina cronica. En el caso de las
yeguas susceptibles, se observd diferencias en la frecuencia, duracion e
intensidad de la actividad miometrial, comparado con las yeguas resistentes.
Estas diferencias fueron mas marcadas entre las 10 y 20 horas después de la

inoculacion intrauterina de bacterias. Este déficit de la actividad miometrial podria
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ser una de las principales causas en la patogénesis del retraso de limpieza

uterina.

Estudios que apoyen este fenomeno relacionan al 6xido nitrico (NO), el cual seria
producido en exceso, a partir de la NO sintetasa inducible (iNOs) (Li et al., 2010)
durante la inflamacién como una posible causa de la falla en la limpieza del Gtero.
En sistemas biologicos la enzima NO actlia como relajante del musculo liso, en
ensayos in vitro se ha demostrado, que el tejido endometrial es incapaz de

responder a estimulos eléctricos en presencia de NO (Liu et al., 1997).

Estudios realizados en yeguas susceptibles a PMIE observaron no solo un
incremento en la acumulacion intrauterina de NO, (Alghamdi et al., 2005,
Woodward et al., 2013b) sino que también un aumento en la expresion de ARNm
para iINOS (Alghamdi et al., 2005, Christoffersen et al., 2012) posterior a la

inseminacion.

1.3 Plasma seminal y su vinculacién con la PMIE.
Con respecto a los mecanismos que intervienen en el proceso inflamatorio
fisiol6gico post monta, la funcion del plasma seminal en el eyaculado seria actuar
como un inhibidor o modulador inflamatorio a nivel uterino, contribuyendo a la
presentacion de una endometritis transitoria. Lo anterior queda demostrado

cuando el plasma seminal es incluido en la dosis de semen, el cual genera un
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proceso inflamatorio menor que cuando el plasma es removido y reemplazado

por un extensor comercial de semen (Troedsson et al., 2002).

Durante el desarrollo de PMIE, el plasma seminal al parecer, estaria asociado
con el trasporte selectivo de espermatozoides in utero, discriminando aquellos
muertos de los vivos (Katila, 1995), hecho que queda demostrado en parte,
cuando se observo que la incorporacion de plasma seminal reducia la unién entre
espermatozoides vivos y células inflamatorias in vitro (Alghamdi et al., 2004). Sin
embargo, la fertilidad no se vio alterada cuando las yeguas son inseminadas
incluso sin plasma seminal (Katila, 1995), aunque la fertilidad fue
significativamente menor cuando las yeguas fueron inseminadas en presencia de
una endometritis inducida post monta sin la inclusibn de plasma seminal
(Alghamdi et al., 2004). Esto se atribuye al efecto detrimental del medio ambiente
inflamatorio sobre las caracteristicas motiles del espermatozoide, los que
ademas se unen a PMNs formando grandes clusters de PMNs vy
espermatozoides. Finalmente, los datos sugieren que el plasma seminal protege
selectivamente a los espermatozoides viables de la union a PMNs y de la

fagocitosis (Troedsson et al., 2006).

La presencia de la proteina CRISP-3 en el plasma seminal, al parecer seria la
responsable de la reduccién en la union de espermatozoides viables y PMNs.
Esta proteccion selectiva, incrementa la supervivencia de los espermatozoides

viables en un ambiente uterino hostil, asegurando que un nimero adecuado de
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espermazoides alcancen el oviducto para la fertilizacién, mientras se excluyen
espermatozoides no viables. (Troedsson et al.,, 2014). En este sentido la
lactoferrina, glicoproteina presente tanto en el plasma seminal como en el
endometrio, demostrd promover, in vitro, la unidon de espermatozoides no viables
a PMNSs, lo que sugiere uno de los roles de la lactoferrina es mejorar la interaccion
célula a célula entre PMN y espermatozoides, facilitando la eliminacién de

espermios muertos desde el Utero (Troedsson et al., 2014).

1.4 NETs y su relacion con la fisiopatologia de la PMIE.
A pesar de los extensos estudios, en torno a la fisiopatologia de la endometritis
aun permanecen desconocidos aquellos mecanismos involucrados en la
evolucion crénica de la enfermedad. En respuesta a algun estimulo, tales como
semen o bacterias, neutrofilos pasan desde el torrente sanguineo, cruzando el
endotelio vascular alcanzando el Utero (Zerbe et al., 2004; Katila, 2012). Estas
células constituyen la primera linea de defensa del sistema inmune innato,
actuando a través de diversos mecanismos (Brinkmann, 2011; Souza et al.,

2011).

Actualmente, existe un nuevo paradigma en la inmunidad innata, que va mas alla
de la liberacién de enzimas liticas y fagocitosis, los PMNs poseen la habilidad
para expulsar su propio ADN en respuesta a un estimulo infeccioso, formando lo

gue se denomina NETs; (Brinkmann et al., 2004; Neeli et al., 2009). NETs
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consisten en un gran complejo de moléculas tales como proteinas nucleares y
citoplasmaticas asociadas a ADN. Todas y cada una de estas proteinas poseen
fuertes propiedades antimicrobianas y/o inmunomoduladoras, en respuesta a
procesos infecciosos y pro inflamatorios respectivamente (Fuchs et al., 2007;
Logters et al., 2009; Brinkmann y Zychlinsky, 2012). En el sitio de infeccién, NETs
toman contacto con el patdgeno eliminandolo, a través de un proceso activo
denominado como NETosis (Weinrauch et al., 2002; Fuchs et al., 2007; Pilsczek
et al.,, 2010; Brinkmann, 2011; Windt et al., 2012), confinando la infeccion y
evitando su diseminacion (Beiter et al., 2006). Durante este proceso, ocurre
ruptura de la envoltura nuclear y de la membrana citoplasméatica de los PMNs,
liberando los componentes de NETs (histonas, elastasa, catepsina G,

mieloperoxidasa, etc).

Las funciones que se le atribuyen a NETs han abierto el debate en cuanto al rol
deseable que cumplen como primera linea de defensa controlando la infeccion,
sin embargo, también pudiese tener efectos adversos en tejidos susceptibles,
debido a la liberacion de moléculas que podrian dafiar aiun mas el tejido inflamado
colindante, contribuyendo al desarrollo de fibrosis (Logters et al., 2009; Marcos

et al., 2010).

Rebordao y colaboradores (2014), mostraron que algunas cepas bacterianas de
S. zooepidemicus, Escherichia coli o Staphylococcus capitis, conocidos por

causar endometritis en yeguas, fueron capaces de inducir la liberacion in vitro de
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NETs por parte de PMN. Adicionalmente, ha sido reportado la formacién in vitro
de NETs por parte de PMN equinos en presencia de células espermaticas de
potro (Alghamdi y Foster 2005; Alghamdi et al., 2009). Sin embargo, no existe
evidencia en equinos que ayude a entender el mecanismo por el cual los NETs

unidos a bacterias y/o espermios son removidos desde el Utero.

Para entender de mejor forma el rol de NETs en la modulacion de la respuesta
inflamatoria y en la patogénesis de la fibrosis, Rebordao et al., (2013) estudiaron
el efecto de la exposicién de explantes de endometrio equino a los componentes
proteicos de NETs tales como catepsin G, elastasa y mieloperoxidasa. Como
resultados, indicaron que aquellos explantes de endometrio de yeguas en fase
folicular sometidos a una larga exposicion (48h) a mieloperoxidasa y elastasa
elevaron la sintesis de TIMP-1, conocido por modular la expresion de genes
involucrados en el desarrollo de fibrosis (Gressner et al., 2007; Zhu et al., 2012).
Adicionalmente en este estudio se indic6 que durante la fase luteal aquellos
explantes de endometrio expuestos a catepsina G aumentaron no solo la
expresion de TIMP-1 sino que también de TGF-B, el cual es considerado como
un potente promotor de fibrosis en higado, pulmones, piel y rifiones (Olman,

2009).

A pesar de todos estos antecedentes, aun no es posible establecer con claridad
alguna relacion de la influencia del ciclo estral, formacion de NETs por parte de

PMNs y el establecimiento de fibrosis endometrial en yeguas. Sin embargo, es
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posible establecer que en el endometrio equino existen acciones contrapuestas
de los NETs en donde por un lado existe una accion contra las bacterias en el
sitio de la infeccidén, mientras que por otro lado también podria inducir productos

dafiinos que conducen a endometrosis.

3. Diagnastico.

El diagnostico de endometritis en la yegua representa uno de los desafios
cruciales en la practica clinica en esta especie, donde se ha logrado establecer
que la progresion hacia un estado cronico de la enfermedad radica en la
incapacidad de indentificar el agente causal, dado que una gran proporcion, las
yeguas afectadas no siempre muestran signos clinicos evidentes (Cadario,
2014).

Tradicionalmente el diagnostico de endometritis se basa en el historial de la
yegua, en los hallazgos clinicos y en exadmenes histolégicos, citoldgicos y
microbiolégicos (LeBlanc y Causey, 2009). En relacion con lo anterior, el
diagnéstico mediante ultasonografia, podria ser util en aquellas yeguas que
presentan un retraso en el mecanismo de limpieza uterina, en donde la presencia
de liquido intraluminal persiste en el Utero por mas de 12 horas post monta o IA.
Las yeguas que estan predispuestas a padecer esta condicién pueden demostrar
un patron anormal de edema durante la etapa del diestro (Troedsson et al., 1995).
El edema excesivo (grado 5/5) (Tabla 1) y/o un fluido intraluminal hipoecoico

visible en la examinacién ultrasonogréfica previo a la ovulacion, sugiere una alta

-23-



probabilidad de que la yegua experimente PMIE (Samper, 2000). Ademas,

también se ha considerado como buen predictor de susceptibilidad a PMIE, la

presencia de mas de dos centimetros de fluido uterino observados

ecograficamente durante el estro (Brinsko et al., 2003).

Sin embargo, se describen casos de endometritis subclinica los cuales no

muestran los signos tipicos de endometritis tales como acumulacion de liquidos

en el Utero (LeBlanc y Causey, 2009) haciendo mas complejo el diagnostico.

Tabla 1. Sistema de puntuacién subjetiva para edema endometrial en la yegua.

Fuente: Samper y Pycock, 2007.

Puntaje Descripcion

0 Sin edema, ecotextura homogénea.

1 Bajo nivel de edema uterino detectable.

2 Moderada cantidad de edema, principalmente en cuerpo uterino.

3 Edema obvio a través de todo el Gtero.

4 Méaxima cantidad normal de edema en utero, a veces poca cantidad
de fluido libre en lumen, mayor edema en cuerpo uterino.

5 Edema uterino anormal, irregular y desorganizado.

La biopsia endometrial es reconocida internacionalmente como un método de

diagnéstico fiable, sin riesgos para la salud del animal, y de utilidad en el

-24-



pronéstico de la condicion endometrial en la yegua, no obstante, el tiempo que
transcurre entre la toma de la muestra y la entrega de los resultados hace que
esta técnica sea inapropiada en la instauracion de un tratamiento inmediato

(Buczkowska et al., 2014; Snider et al., 2011).

Las biopsias endometriales se recolectan usando un intrumento esterilizado,
indicado para este tipo de procedimiento, que pasa a través del cuello del Gtero
hasta alcanzar el lumen uterino. Luego se inserta un brazo en el recto para guiar
la pinza de biopsia a la ubicacion deseada, que generalmente es en la base del
cuerpo del utero (Buczkowska et al., 2014). Una vez cerrada la pinza, se retira'y
la muestra se coloca inmediatamente en medios seleccionados, dependiendo de

Su uso posterior.

En la préctica, cuando se realiza este procedimiento, solo se obtiene una muestra
de tejido endometrial, sin embargo, existen estudios que revelan que no siempre
el diagnéstico es certero cuando se toma una sola muestra para el analisis. Uno
de esos estudios fue realizado en un recinto de faena, en donde no fue posible
establecer un diagnostico con suficiente exactitud, en base a los cambios
degenerativos en el endometrio de yeguas (Fiala et al., 2010). Otro estudio post
mortem, revelé que la evaluacion de inflamacion por técnicas citologicas e
histologicas no entregaron el mismo resultado dependiendo del sitio de la

obtencion de la muestra. (Overbeck et al., 2013).
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La técnica de biopsia consiste en la extraccion de una pequefia porcion del
endometrio (en ocasiones puede contener parte de la capa muscular circular
interna) y su posterior analisis histopatologico. Esta técnica ha sido utilizada
desde la década de los 70 y segun Kenney (1978) esta indicada en los siguientes
casos:

e Yeguas secas de temporadas anteriores.

e Yeguas repetidoras.

e Yeguas con alteraciones uterinas (detectables con ultrasonido o por

palpacioén trasnrectal).

e Examen ginecoldgico.

e Yeguas que no muestran estro durante la estacién reproductiva.

e Piometra o mucometra (posterior al tratamiento).

e Yeguas con muerte embrionaria reciente.

e Yeguas que requieren cirugia genital (no emergencia).

e Yeguas receptoras de un programa de transferencia de embriones.

e Yeguas en programas de investigacion cuando el potrillo es relevante.

La biopsia endometrial permite diagnosticar principalmente dos tipos de procesos
patolégicos: inflamatorios y degeneracion tisular (Kenney, 1975). Una limitacién
de la técnica es que no permite conocer especificamente el agente etioldgico, por
lo tanto, la biopsia debe evaluarse en el contexto de una evaluacién reproductiva

completa y precisa, examenes minuciosos rectales y vaginoscopicos, cultivo y
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citologia endometrial, ultrasonografia e incluso evaluacion endocrinolégica que
puedan agregar informacién que ayuden en la interpretacion de la biopsia

(Kenney, 1978).

3.1 Clasificacién histopatolégica del endometrio.
Historicamente se han planteado numerosas clasificaciones para los multiples
hallazgos histopatologicos endometriales, siendo una de ellas la descrita por
Kenney (1978), que incluye tres categorias: I, Il y Ill, las cuales se basan
principalmente, en una estratificacion de los hallazgos inflamatorios, su relacion
con los tipos celulares, su cantidad, ubicacion y distribucion dentro del
endometrio. Posteriormente Doig et al., (1981) proponen una caracterizacion de
cuatro categorias; A, B, C y D, las que se basan en gran medida en la fibrosis
periglandular y su relacién con la edad y nimero de partos. Finalmente, Kenney
y Doig (1986), proponen una caracterizacion de cuatro categorias: I, lIA, 1IB y I,
las que reunen ambos aspectos: la fibrosis periglandular, la inflamacion, ademas
de todos los antecedentes de la historia y el examen ginecolégico, que ayuden a
definir la categorizacion del endometrio problema. Esta constituye la clasificacion

actual de los cambios histopatologicos del endometrio equino (tabla 2).

Una alternativa para el diagnodstico de endometritis es la medicion de las

proteinas de la fase aguda (APP) las que son muy sensibles, pero no especificas
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como marcadores sistémicos de inflamacion. El suero amiloide A (SAA) es una
proteina que aumenta rapidamente después de un dafio tisular, infeccion o
inflamacion, mientras que en equinos sanos, las concentraciones son muy bajas

o indetectables (Crisman et al., 2008, Jacobsen et al., 2007).

Estudios realizados por Tuppits et al., (2014) no encontraron diferencias en la
concentracion de SAA antes y después de la realizada la IA. Sin embargo,
Christoffersen et al., (2010) observé un incremento en la concentracion de SAA
después de la infusion intrauterina de altas dosis de E Coli durante la fase de
diestro del ciclo estral, sin embargo, estos resultados son dependientes de la
dosis del in6culo y de la fase del ciclo estral en la que se encuentre la hembra.
Otra proteina es la haptoglobina (Hp), que se encuentra en concentraciones
basales en equinos sanos (0,2-1 g/l), aumentando su concentracién hasta 10
veces durante la inflamacion (Jacobsen et al., 2007). Krakowski et al., (2011) en
su estudio sugiere que un aumento en las concentraciones de SAA y Hp previos
a la ovulacion e IA podria ser un indicador de una endometritis subclinica latente,
la cual no seria diagnosticada por métodos como la ultrasonografia. Sin embargo,
Sikora et al., (2016) no observaron una asociacion entre las concentraciones de
APP vy la infertilidad en yeguas, tras evaluar muestras sanguineas provenientes

de yeguas fértiles e infértiles tomadas 12 y 24 horas después de la ovulacion.
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Tabla 2. Escala de graduacion endometrial propuesta por Kenney en el afio 1978

y su posterior modificacion. Fuente: Kenney y Doig, 1986.

Kenney, 1978

Kenney y Doig, 1986

Grado |
¢ Ninguna alteracion o

alteraciones leves.

Grado |
Ninguna alteracion o
alteraciones leves.

No hay atrofia ni hipoplasia.

Grado Il

e Infiltracion difusa leve a
moderada en estrato compacto
o focos aislados en estrato
compacto y esponjoso.

e Lagunas linfaticas diseminadas
o alteraciones palpables en las
paredes del Gtero.

e Atrofia endometrial.

Grado IIA
Infiltracion inflamatoria difusa
leve a moderada en estrato
compacto o focos en estrato
compacto y esponjoso.
Numerosas glandulas con
fibrosis (1 a 3 capas de fibrosis)
0 >2 nidos/ 5,5 mm.
Lagunas linfaticas que causen
alteraciones palpables en las
paredes uterinas.
Atrofia parcial durante la

temporada de monta.
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Grado IIB
Yeguas grado IIA que han
estado mas de 2 afios vacias.
Combinacion de dos o mas
hallazgos de la categoria IlA.
Endometritis moderada difusa o
focal.
Fibrosis periglandular (4 a 10
capas de fibrosis)

2 — 4 nidos/ 5,5 mm por campo.

Grado Il
Endometritis moderada a grave
con presencia de plasmocitos.
Fibrosis grave (> 5 nidos/ 5,5
mm).

Lagunas linfaticas que causen
alteraciones palpables en las

paredes del Gtero.

Grado llI
Combinacién de dos o mas
hallazgos de la categoria IIB.
Endometritis  moderada a
severa con presencia de
plasmocitos.

Fibrosis diseminada (> 5 nidos/

5,5 mm)

-30-



e Fibrosis periglandular (> 10
capas de fibrosis).

e Graves lagunas linfaticas.

e Atrofia total durante Ia

temporada de monta.

4. Tratamiento.

Varios son las estrategias de tratamiento tendientes a reducir los riesgos y
severidad de PMIE, las cuales varian en dosis, frecuencia, via de administracion
y duracion del tratamiento (Watson, 2000; LeBlanc, 2010). Existen tratamientos
preventivos que favorecen la limpieza uterina tras un proceso inflamatorio, como
lo son el uso de agentes écbolicos, ya sea oxitocina (10-25 IU EV o IM) o
cloprostenol (250 ug IM), 4 a 8 horas después de la reproduccién, o mediante
lavados uterinos (Pycock 2009; Knutti at el., 2000). Asi mismo se ha
recomendado irrigaciones mucoliticas antes de la infusién de antimicrobianos
(por via sistémica o localmente), para eliminar la biopelicula bacteriana y mejorar

la obsorcion de las drogas por la mucosa uterina (LeBlanc et al., 2009).

El uso de glucocorticoides disminuye la respuesta inflamatoria de citoquinas,
guimioquinas y otras proteinas asociadas con la inflamacion tales como IL-1,

INOS, COX- 2 y moléculas de adhesion. Del mismo modo pueden regular
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positivamente la expresion de citoquinas anti inflamatorias tales como IL-10 e IL-

1RA. (Hamalainen et al., 2008; Barnes, 1998).

El uso de dexametasona in vitro bloquea la produccion de IL-1 a través de
mecanismos traduccionales y post traduccionales (Knudsen, 1987) y ha sido
utilizada en el tratamiento de endometritis post monta en yeguas, sin embargo,
el uso de dexametasona podria deprimir las contracciones del miometrio al
suprimir la COX-2 y el bloqueo posterior de PGF-2a, por lo tanto, el tratamiento

debe ser acompafiado con el uso de drogas echolicas.

El uso de extracto de pared celular de micobacterias (MCWE) es usado como un
inmuno modulador, estimulando la liberacién de sefiales inflamatorias haciendo
mas efectiva la respuesta y el posterior resultado. Actualmente se ha usado en
tratamientos contra el cancer, enfermedades respiratorias (Filion y Phillips, 2001,
Yuksel et al., 2011) y como adyuvantes en vacunas (Berinstein et al., 1991). Su
uso en yeguas ha disminuido la incidencia de endometritis después de ser
desafiadas con una cepa bacteriana (Rogan et al., 2007), disminuyendo, ademas,
los niveles de citoquinas pro inflamatorias en yeguas susceptibles, haciéndolos
comparables con los de yeguas resistentes a las 6 y 24 horas post servicio
(Fumuso et al., 2003 Woodward et al., 2015). Por otro lado, el uso de MCWE
incrementa la expresion de ARNm de IL-10, citoquina anti inflamatoria en yeguas

susceptibles 24 horas post servicio (Fumuso et al., 2007). Sin embargo, el
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mecanismo de accion de estas drogas inmuno moduladoras siguen siendo poco

claros.

La medicina regenerativa se presenta actualmente como una alternativa en
tratamientos que buscan la regeneracion tisular. Esta nueva aproximacion se
basa en el uso de sustancias biolégicas, que usan la capacidad natural del cuerpo
para sanar, ademas de promover la liberacion de factores de crecimiento locales
(Pineda, 2013). Esta técnica se enfoca en el uso de estrategias terapéuticas que
ayuden a reemplazar aquellos tejidos dafados, mejorando asi su funcion nativa

(Gurtner et al., 2007).

Los tratamientos que se utilizan en la actualidad en la especie equina son
escasos, siendo en su mayoria el uso de plasma rico en plaquetas (PRP) y en
menor grado el uso de MSCs, las que principalmente se han enfocado en la

reparacion de lesiones del sistema musculo esquelético (Pineda, 2013).

Los concentrados plaquetarios, comunmente representados como PRP, son
parte de las nuevas estrategias terapéuticas autélogas, la cual combina plasma
y componentes bioativos derivados de plaquetas (citoquinas, quimioquinas,
factores de crecimiento y enzimas) (Anitua et al., 2019), capaces de crear una
ambiente natural que promueva la modulacién de procesos inflamatorios,
angiogénesis y respuesta inmune, asi como promover la sanacién y reparacion
de tejidos dafados (Boswell et al, 2012; Deppermann y Kubes, 2018). Dentro de

estos componentes bioactivos podemos mencionar: factor de crecimiento
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derivado de plaquetas (PDGF), TGF-B, factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), factor de crecimiento insulinico (IGF) y factor de crecimiento

epidérmico (EGF) (Mariani et al., 2020).

Algunos resultados preliminares en equinos, sugieren que el tratamiento
intrauterino con PRP mejora el resultado en yeguas subfértiles, actuando como
inmunomodulador de la respuesta inflamatoria, medido a través de citologia
(conteo de PMN), acumulacion de fluido y concetracion uterina de NO (Reghini

et al., 2014; Metcalf, 2014).

Otra alternativa que ha ido tomando fuerza en los ultimos afios es el uso MSCs,
en el tratamiento de endometritis y degeneracion uterina. La inflamacion post
servicio fue modificada despues del tratamiento con MSCs, las cuales ademas
migraron exitosamente dentro del endometrio en yeguas con cambios
degenerativos a nivel endometrial (Ferris et al., 2014, Mambelli at al, 2013). Lo
mismo fue observado por Navarrete et al. (2020) en donde fue posible observar
el efecto modulador de las MSCs tras ser administradas localmente, en un
modelo in vivo de induccién de la inflamacion. Lo anterior muestra que la terapia
con MSCs es una alternativa promisoria en patologias endometriales en yeguas
debido a su alta capacidad de auto regeneracion, baja inmunogenicidad, efectos
paracrinos, antiinflamatorios, = inmunomodulatorios,  antiapoptoticos y
neuroprotectivos (Maia et al.,, 2015). Sin embargo, es necesaria mayor

investigacion con respecto al uso de MSCs como potencial tratamiendo de
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infertilidad en yeguas, en donde se incluyan la eficacia y el mecanismo de accion

exacto de estos tratamientos.

5. Células madre mesenquimales.

Las MSCs son células multipotentes, que fueron reportadas por primera vez en
la década de los 60, a partir de cultivos celulares derivados de médula 6sea en
humanos (Friedenstein, 1966). En este estudio se report6 el cultivo exitoso de
células con aspecto fibroblastico con capacidad de formar colonias. Pero no fue
hasta los afios 90 en que se asocid y popularizé a estas células con el término:
Célula Madre Mesenquimales (Caplan, 1991; Horwitz et al., 2005), haciendo
referencia al origen mesodermal de este tipo celular del cual derivan todos los
componentes del sistema musculo esquelético (musculos, ligamentos, tendones
y cartilago), haciendo referencia ademas a la capacidad de las células
mesenquimales a migrar durante el desarrollo embrionario temprano hacia la

capa ectodérmica y endodérmica del embrion (Caplan, 1991).

Hoy en dia algunos autores consideran que este término seria inapropiado al
considerar un origen diferente, a partir de células perivasculares o pericitos
(Crisan at al., 2008), en contraposiciéon al origen medular considerado durante los
altimos 35 afios. Por lo tanto, las MSCs eventualmente podrian ser liberadas

desde el espacio perivascular, en donde se encuentran formando parte de la
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membrana basal que rodea los vasos sanguineos, en respuesta a una injuria

capilar o como respuesta a una reaccion inflamatoria (Caplan, 2008).

En el afio 2006, la Sociedad Internacional para la Terapia Celular, publicé un
criterio general en donde definieron las caracteristicas usadas para la
identificacion de MSCs (Dominici et al., 2006), estas son: 1) adherencia al plastico
en condiciones de cultivo, 2) potencial de diferenciacion hacia linajes
mesodermales: osteogénico, condrogénico y adipogénico y 3) expresion de
moléculas del clusters de diferenciacién (CD) tales como CD29, CD44 y CD90y
falta de expresién de CD34, CD79 y complejo mayor de histocompatibilidad Il
(MHC-II) (De Schauwer et al., 2011). Sin embargo, las caracteristicas que definen
a las MSCs son aun inconsistentes entre los investigadores y varios métodos han
sido desarrollados para aislar y expandir MSC, ocasionalmente con resultados
diferentes entre ellos (Dominici et al., 2006).

La capacidad de diferenciacion a linajes mesodérmicos es una caracteristica que
demuestra la funcionalidad de las MSCs (Horwitz et al., 2005). Las MSCs bajo
estimulos especificos in vitro, tienen la capacidad de diferenciarse a osteocitos,
condrocitos y adipocitos (Dieudonne et al., 2013; Amable et al., 2014). Sin
embargo, las vias de sefializacion que rigen la diferenciacién de las MSC no se
encuentran del todo claras, pero si se han logrado dilucidar algunos reguladores
moleculares y sus mecanismos de accién (Kolf et al., 2007). En las tres lineas de
diferenciacion mesodérmica, hay factores de transcripcion maestros que deben
ser activados para dirigir la diferenciaciéon de MSC hacia alguno de estos linajes.
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Las MSC también se han podido diferenciar hacia linajes no mesodérmicos,
como neuronas, células del pancreas endocrino, hepatocitos, células endoteliales

y cardiomiocitos (Schéffler y Buchler, 2007).

Las MSCs han sido obtenidas desde humanos y una amplia variedad de especies
animales incluyendo roedores, caninos, porcinos, bovinos y equinos, siendo
aisladas a partir de muchos tejidos adultos. En equinos, las MSCs han sido
aisladas y caracterizadas principalmente a partir de tejido adiposo (AT-MSC)
(Vidal et al., 2007; Ranera et al., 2012; Esteves et al., 2017), médula 6sea (BM-
MSC) (Frisbie y Smith, 2010; Eslaminejad et al., 2009) cordén umbilical (UCT-
MSC), sangre de cordon umbilical (CB-MSC), células derivadas de fluido
amniético (AMC) (lacono et al., 2012; Lange-Consiglio et al., 2011; Coli et al.,
2011) y tejido endometrial (ET-MSC) (Cabezas et al., 2017, Navarrete et al.,

2020), entre otros.

El endometrio humano es un tejido altamente dinamico, que sufre
aproximadamente 400 ciclos menstruales durante el ciclo de vida femenino. El
nivel de regeneracion de este tejido solo es comparable con otros que poseen
una alta tasa de recambio celular, tales como la epidermis, epitelio intestinal y
meédula 6sea. Los primeros estudios que han contribuido al conocimiento reciente
de las células madre derivadas de endometrio han sido publicados recientemente

(Mutlu et al., 2015).
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En el afio 2004 un grupo de investigacion logro identificar y caracterizar por
primera vez células madre en el tejido endometrial (Chan et al., 2004; Taylor,
2004). Este estudio demostré que el 0.22% del epitelio endometrial y el 1.25% de
las células estromales endometriales exhibian clonogecidad, sugiriendo la
presencia de células madre progenitoras en el endometrio humano (Chan et al.,

2004).

Estudios recientes, en MSCs derivadas de endometrio o fluido menstrual en
humanos, demostraron que estas poseian una mejor capacidad de diferenciarse
in vitro hacia linajes mesodermales, siendo utilizadas con éxito en ensayos
clinicos, para tratamientos de infarto al miocardio sin efectos negativos en los
pacientes (Bockeria et al., 2013). También se ha detectado en ratones la
presencia de poblaciones de células madre en tejido epitelial y estromal tanto en
endometrio (Schwab et al., 2005; Gargett, 2007), como en el oviducto (cercano a
la region ampular) (Wang et al., 2012). Esta evidencia sugiere el rol potencial que
este tipo de células podrian tener, atencion que hasta ahora estaba centrada en

el tejido adiposo como principal fuente de MSCs (Faezeh et al., 2015).

A partir de los datos expuestos anteriormente existe gran evidencia de la
presencia de MSCs en el endometrio de mujeres, ratonas, cerdas y vacas y
yeguas (Gargett 2007; Chan et al., 2004; Miernik y Karasinski, 2012; Cabezas et
al.,, 2014, 2017. Navarrete et al., 2020), lo que sugiere un gran desafio

considerando el potencial uso en terapias alogénicas utilizando células madre,
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basados en su baja inmunogenicidad y potencial inmunosupresor asociado

ademas a los procesos regenerativos (Ryan et al., 2005, Mutlu et al., 2015).

La medicina regenerativa requiere de una fuente exdgena de células. Sin
embargo, la mayoria de los tejidos tienen una sub poblacién de células
precursoras que son usadas para la repoblacién de células perdidas, ya sea por
Su proceso natural 0 como consecuencia de la reparacion de una lesion. Muchos
son los ejemplos de células precursoras que exhiben multipotencia, como lo son
las células de cerebro (Jiang et al., 2002), cartilago (da Silva Meirelles et al.,
2006; Barbero et al., 2003), hueso travecular (N6th et al., 2002), placenta (Yen et
al., 2005), higado, pulmones, bazo, timo (da Silva Meirelles et al., 2006),

pancreas (da Silva Meirelles et al., 2006, Hu et al., 2003) entre otros.

Actualmente, el foco de interés en el campo veterinario esta centrado en el uso
de MSC para dafios ortopédicos y en términos de investigacion para el desarrollo
de tecnologias de uso clinico, dentro de las cuales destacan las realizadas en
equinos. Las MSC han sido utilizadas en estudios de enfermedad cardiaca en
perros, sin embargo, estos han sido principalmente como un modelo para

trastornos cardiacos en humanos (Memon et al., 2005).

Dentro del campo ortopédico equino, las MSCs han sido usadas
experimentalmente en un limitado niumero de casos clinicos, para el tratamiento
quirdrgico de quistes de hueso subcondral, reparacién de fracturas éseas (Kraus

y Kirker-Head, 2006) y reparacién de cartilagos (Brehm et al., 2006; Wilke et al.,
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2007), sin embargo, el uso mas frecuente ha sido en el tratamiento de lesiones
inducidas por sobre esfuerzo, tales como lesiones en el tendon flexor digital
superficial (Smith et al., 2003; Nixon et al., 2008; De Mattos Carvalho et al., 2013;
Godwin et al., 2012) laminitis (Morrison et al., 2014), osteoartritis (Nicpon et al.,
2013) y en menor medida en tratamientos de lesiones reproductivas (Mambelli et

al., 2013; Falomo et al., 2015).

En lo referente a las lesiones reproductivas en yeguas, los estudios se han
centrado en el tratamiento de endometrosis. Mambelli et al., (2013) infundi6
células derivadas de médula 6sea, marcadas con fluoréforos transcervicalmente
en el Utero de yeguas con endometrosis, las cuales fueron detectadas hasta una
semana post administracion, sin embargo, no fue posible la deteccién posterior
debido al parecer al caracter degenerativo de la lesion. No existen hoy en dia
estudios suficientes y adecuadamente controlados que permitan tener una
comprension mas profunda de la posibilidad de regenerar endometrio en yeguas
con MSCs, situacién que también es valida para la medicina regenerativa en
lesiones de tendones, ligamentos y articulaciones en equinos (Berry-Miller,

2012).

5.1 Mecanismo de accién propuesto paralas MSCs.
Los mecanismos de reparacion y defensa ante una injuria han evolucionado
hacia respuestas de caracter rapido y eficiente. Sin embargo, estos mecanismos
muchas veces se ven alterados, provocando eventos indeseables tales como
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enfermedades autoinmunes o la generacidon de cicatrices queloides, mediante
reacciones inflamatorias vinculadas a mecanismos de regeneracion (Li y Fu,
2012). Ante esta situacion dual, en donde participa el control inmunolégico y la
regeneracion del sitio dafiado, se ha propuesto a las MSCs, controlando ambos
eventos de manera coordinada (lyer y Rojas, 2008; Holmes, 2010). Esta
situacion, si bien es cierto se da todo el tiempo en embriones y neonatos, en
individuos adultos al parecer no existe suficiente capacidad de actuar en el
momento correcto, teniendo que muchas veces sufrir las consecuencias

anteriormente descritas.

Las MSC ejercen su accion mediante mecanismos diferentes, ain no claramente
definidos, que incluyen la secrecion de una gran cantidad de factores de
crecimiento como TGF-B, EGF, VEGF, otros mediadores no proteicos como IDO,
INOS, PGE2 y también citoquinas (IL-1RA, IL-10) (Perrini, et al., 2016; Branly, et
al., 2018), promoviendo la regeneracion de la lesion, a través de 4 mecanismos
troficos fundamentales 1: deteniendo la formacion de tejido cicatrizal, 2:
inhibiendo la apoptosis celular producto de la isquemia provocada por el dafio
vascular, 3: estimulando la formacion y estabilizacibn de nuevos vasos
sanguineos, y por ultimo 4: secretando factores tréficos, que causan la
replicacion de tejido intrinseco (Caplan y Dennis, 2006, Lin et al., 2014, Caplan y

Correa, 2011, Sorrell et al., 2009).
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Evidencias recientes indican que las VE secretadas por las MSCs,
desencadenarian respuestas especificas en las células blanco a través de 3
mecanismos principales, 1: Activando vias de sefalizacion de la célula diana (sin
fusion de membrana), mediante moléculas de adhesion de elevada especificidad
y los receptores presentes en la superficie de la celula diana (Clayton et al.,
2004), 2: Incorporando su contenido mediante endocitosis en las células diana y
procesado de su contenido en el compartimento endosomal (Fevrier y Raposo,
2004), y 3: Transfiriendo tanto proteinas y moléculas de sefializacién, como

ARNmM y miARN mediante la fusion de la membrana (Mittelbrunn et al., 2011).

Los miARN son pequefios ARN de alrededor de 22 nucleétidos que no codifican
para proteina. Estas pequefias moléculas de ARN estan codificadas en el
genoma celular y son transcritos a ARN en el nacleo, dando lugar a los llamados
pre-microARN, los cuales son procesados y exportados al citoplasma donde, ya
como mMIARN maduros, realizan su funcién. Los miARN regulan la expresion
génica a nivel postranscripcional mediante unién con la regién 3" UTR del ARNm
de sus genes diana. Es decir, los mIARN pueden disminuir la expresion de
determinadas proteinas, aquellas con las que existe cierta complementariedad
en unas regiones especificas de su secuencia. Para ello, los miIARN maduros se
integran en una compleja maquinaria llamada RISC (RNA induced silencing
complex) - Dicer, guiandola hacia las secuencias de ARNm diana, e induciendo

su degradacién o inhibiendo la traduccién a proteina (Diaz et al., 2016).
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El hecho de que se encontraran miARN en sangre, unido a su alta estabilidad en
este fluido y que fueran relativamente sencillos de cuantificar mediante técnicas
de biologia molecular tan extendidas como la gqRT-PCR, ha supuesto un hito en
la busqueda de biomarcadores de diferentes tipos de enfermedad. Actualmente
los miIARN son unos de los nuevos biomarcadores con mayor potencial para su
implementacion clinica en un futuro proximo (Devaux et al., 2013; Sayed et al.,

2014).

Una de las caracteristicas de los miARN que los hacen tan interesantes es la
posibilidad de modificar de forma muy especifica su expresién, lo que los hace
una prometedora herramienta terapéutica. Numerosos modelos preclinicos han
mostrado que la sobreexpresion o la inhibicion de miARN pueden alterar las
respuestas patoldgicas en las enfermedades cardiovasculares (Condorelli et al.,

2014).

Lo anteriormente sefialado considera que el mecanismo de accion propuesto
para las MSCs posee muchas implicancias, capaces de influenciar tanto las
respuestas innatas como adaptativas, ejecutando acciones antiinflamatorias y

regenerativas (Bernardo y Fibbe, 2013).

Existe evidencia, basada en modelos murinos de injuria, que demuestran que
MSCs alogénicas, con posterioridad a la administracion sistematica, son capaces
de anidarse e injertarse en el sitio del dafio (Ortiz et al., 2003). En este sentido,

las MSCs son capaces de suprimir la proliferaciéon de células B (Corcione et al.,
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2006) y células natural killer (NK) (Sotiropoulou et al., 2006), mejorando la
respuesta inmune aguda a la injuria. Al atenuar la funcién de estos tipos celulares,
las MSCs, probablemente, reducirian la respuesta profibrética que ocurriria en
caso de una exposicion prolongada de la inflamaciéon durante el proceso

regenerativo (Redd et al., 2004).

El ambiente inflamatorio activa las MSCs para iniciar su funcién
inmunomoduladora, incluyendo un incremento en la actividad de COX-2 y una
sobreexpresion de PGE2 (Németh et al., 2009), con efectos regulatorios sobre la
fibrosis en el sitio dafiado. La expresion de PGE2 promueve, ademas, un efecto
fibro-regulatorio indirecto, interactuando con células del sistema inmune que
residen en el sitio del dafio. En respuesta a PGE2, células T y macrofagos
(Németh et al., 2009) son reprogramados, derivando en una mayor expresion de
IL-10, una importante citoquina antiinflamatoria, con multiples funciones que
limitan o atentan el mecanismo inflamatorio de células inmune (Moore et al.,
2001) como por ejemplo, inhibiendo la migracién de PMNs al sitio de la injuria,
previniendo el dafio tisular oxidativo posterior a la liberacibn de especies
reactivas al oxigeno (ROS) (Sato et al., 1999). IL-10 también tiene un efecto
directo sobre la fibrosis, regulando positivamente la expresion de TGF-f1 en
macrofagos y células T, ademas promueve la reprogramacion de los fibroblastos
presentes en el sitio de la injuria, favoreciendo la remodelacion de la matriz

extracelular, regulando positivamente la expresion de matriz de
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metaloproteinasas (MMPSs) y regulando negativamente la sintesis de colageno

(Reitamo et al., 1994).

Esta citoquina también previene el exceso de depdsito de coldgeno, atenuando
la expresién de citoquinas pro inflamatorias tales como IL-6 e IL-8 (Liechty et al.,
2000). Como resultado de estos mecanismos, la expresion de IL-10 contribuye a
la resolucion del estado inflamatorio, acelerando el estado de proliferacion tisular

(Peranteau et al., 2008).

El proceso inflamatorio sirve como respuesta protectora de caracter sistémico o
localizado, producto de una infeccion, injuria o destruccion tisular, ademas sirve
para eliminar patégenos y preservar la integridad del huésped. Horas posteriores
al comienzo de la inflamacién, moléculas expresadas por patégenos o asociadas
a la injuria tisular son reconocidas por receptores tipo Toll (TLR) presentes sobre
células efectoras innatas. La union a TLR gatilla la fagocitosis y la liberacién de
mediadores inflamatorios, los cuales iniciarian una respuesta inmune innata,
proporcionando la primera linea de defensa de caracter inespecifica,
principalmente a través de la activacion de células fagociticas, incluyendo
macrofagos y neutréfilos (Gordon y Mantovani, 2011). La union a TLR no solo
activa a células fagociticas, sino que también a las MSCs creando un ambiente

inflamatorio (Mantovani et al., 2013).

Bajo condiciones de cultivo hipoxicas, la estimulacion de las MSCs con citoquinas

pro inflamatorias IFN-y, TNF-q, e IL-1[3 regula positivamente la expresion de un
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subgrupo de TLRs, los cuales incrementan la sensibilidad de las MSCs al medio
inflamatorio (Raicevic et al., 2010). Sin embargo, la estimulacién prolongada
causa una regulacién negativa de TLR-2 y TLR-4 (Mo et al., 2008), al parecer
como un mecanismo de auto regulacion que previene la sobrerreaccion del

sistema inmune.

Para desarrollar una correcta respuesta inmune ante alguna injuria los distintos
TLR son activados por moléculas especificas, sean estas enddgenas o asociadas
a patdégenos, dentro de las que se incluyen LPS provenientes de bacterias Gram
negativas (TLR-4) o ARN de doble cadena (dsARN) proveniente de algunos virus

(TLR-3) (Bernardo y Fibbe, 2013).

Waterman et al., (2010) han sugerido que MSCs pueden polarizarse hacia dos
fenotipos activos distintos tras la estimulacion de TLR especificos, resultando en
efectos modulatorios y secretomicos diferentes del sistema inmune. La
estimulacién de TLR-4, exhibe un fenotipo pro inflamatorio (MSC-1), mientras que
la estimulacién de TLR-3, exhibiria un fenotipo antiinflamatorio (MSC-2). Aunque
las vias de sefalizacién moleculares, que promueven una secretdmica pro o anti
inflamatoria tras la uniébn TLR permanecen poco claras, el concepto de
polarizacion hacia estos dos fenotipos, proporciona un atractivo modelo para
explicar la interrogante y aparentemente contradictorio rol de MSCs en los

procesos inflamatorios.
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Dentro del sistema inmune, esta bien establecido que los macréfagos juegan un
rol importante iniciando y controlando la inflamacién (Mantovani et al., 2013), y
las MSCs, pueden influenciar la funcion de los macréfagos dependiendo del
contexto inflamatorio. Los monocitos llegan al ambiente inflamatorio y pueden
desarrollarse hacia macrofagos M1 activados, o convertirse a una variedad
alternativa de macréfagos M2, dependiendo de las sefiales micro ambientales

(Bernardo y Fibbe, 2013).

Mientras que M1 estimula la inflamacion local liberando citoquinas pro-
inflamatorias, los macréfagos M2 secretan una combinacion de citoquinas
(incluyendo altos niveles de IL-10 y TGF-f1 y bajos niveles de IL-6, IL-1, TNF-a
y IFN-y) ejerciendo un efecto antiinflamatorio, permitiendo la regeneracion tisular

posterior a la inflamacion (Mantovani et al., 2013).

En resumen, la polarizacion tanto de MSCs como de macréfagos, proporciona
mecanismos suplementarios en la mantencion del balance entre los efectos pro
o antinflamatorios. Estos cambios, se basan en la produccién de mediadores
solubles, incluyendo los factores inmunosupresores como iINOS (en ratones) e
indolamina 2,3 dioxygenasa IDO (para humanos), los cuales son inducidos por
citoquinas pro inflamatorias. La concentracion de estos factores podria ser crucial
en gatillar el cambio entre MSCs pro y antiinflamatorias y por lo tanto también

entre macrofagos M1y M2 (Ren et al., 2008).
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Tal como en la inmunidad innata, mucho de lo que se conoce hasta ahora, acerca
de la interaccion de las MSCs y el sistema inmune adaptativo, es a través de
estudios in vitro, en donde las MSCs son capaces de suprimir la proliferacion de
linfocitos T a través de la secrecion de factores solubles, tales como TGF-p3, factor
de crecimiento hepatocitico (HGF), PGE2, IDO, NO, y hemoxigenasa (HO)
(Stagg y Galipeau, 2013). La liberacidon de estos factores supresores aumenta

tras la estimulaciéon de MSCs con TNF-a e IFN-y.

Varios estudios han documentado la habilidad que poseen las MSCs para
polarizar células T hacia un fenotipo regulatorio (T-regs) (Burr et al., 2013),
mecanismo por el cual las MSCs disminuirian la inflamacion. Los linfocitos T-reg
son una subpoblacion de linfocitos T CD4+, que suprimen activamente las
respuestas inmunes patoldgicas y fisioldgicas y, por lo tanto, contribuyen a la
mantencion de la tolerancia inmunoldgica y a la homeostasis inmune (Yamaguchi
et al., 2011) Todos estos estudios indican, que las MSCs son capaces balancear
entre el efecto inflamatorio de las células T y el efecto antiinflamatorio de T-regs.
Este proceso también se vincula fuertemente con la polarizacion de monocitos

hacia macrofagos M2 antiinflamatorios (Bernardo y Fibbe, 2013).

La angiogénesis es uno de los procesos criticos dentro de la reparacion tisular.
Las células mesenquimales contribuyen a la angiogénesis a través de la
liberacion de varios factores tréficos, tales como la adenosina (Adair, 2005). El

rol pro-angiogénico de la adenosina es mediado en parte, por la activacion de las
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MSCs y de células endoteliales. Ambos tipos celulares expresan receptores para
adenosina A2B, los cuales son importantes en la respuesta angiogénica. Esta
accion resulta en el incremento de produccion de moléculas pro angiogénicas

tales como VEGF. (Adair, 2005).

La generacion de vasos sanguineos ocurre por mecanismos diferentes,
incluyendo la vasculogénesis (formacién de novo de vasos sanguineos a partir
de precursores endoteliales o angioblastos), angiogénesis (por brotes de vasos
existentes o angiogénesis por intususcepcion) y arteriogénesis (crecimiento de
vasos colaterales al sitio de la injuria (van Royen et al., 2009; Potente et al.,

2011).

Se ha demostrado, que tanto MSCs como células mieloides, son capaces de
aumentar la formacién de novo de una red vascular estable, a través de células
formadoras de colonias en modelos in vitro e in vivo de vasculogénesis (Watt et

al., 2013).

Se piensa que la arterogénesis es iniciada por la activacion de células
endoteliales en la pared vascular tras un evento estresante, con el subsiguiente
reclutamiento y adhesiéon celular, remodelamiento de la pared vascular tras la
liberacién de proteasas y proliferacion celular. Se ha reportado que las MSCs
estimularian este proceso tras la liberacion de factores angiogénicos y proteasas
(Watt et al., 2013). Finalmente, la angiogénesis mediante brote, que ocurre en

respuesta a una isquemia e hipoxia, esta caracterizada por la degradacion de la
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matriz extracelular y la separacion de células murales (pericitos o células tipo
MSC) de los microvasos y capilares (<100 um de diametro). Esto permite que las
células endoteliales invadan, a través de filopodios y lamelipodios en respuesta
a una sefial, mientras que las células madre que se encuentran adyacentes
proliferan, se extienden los vasos y forman la matriz extracelular, uniones y

limenes (Carmeliet y Jain, 2011, Potente et al., 2011).

Si bien en cierto que las MSCs son las mismas en cada tejido, cada una de ellas
refleja la evolucion a la cual fue sometida en dependencia del tejido al que
pertenece y a la funcién de este, es por este motivo que los resultados en
términos de inmunomodulacion y capacidad regenerativa de las MSCs son
diferentes, en dependencia de la localizacion de la lesion y del tejido al cual
corresponda. De este modo, las MSCs en dependencia de donde estan
localizadas producirian agentes bioactivos, que actian en funcién del tejido
especifico en el que se encuentran, modulando el sistema inmune (Bernardo y
Fibbe, 2013) y estimulando la regeneracion del tejido dafiado. Esta situacion se
vuelve mas interesante cuando estas MSCs son trasplantadas en sitios diferentes
al de origen, en donde estas lograrian adaptarse, manteniendo de alguna forma
las caracteristicas del tejido de origen y adoptando la sefalizacion del nuevo

tejido, detectando su entorno y funcionando correctamente.

Cuando la edad, genética u otro factor priva al sitio daflado de una dosis

terapéutica endogena de MSCs, la entrega de MSCs exdgenas mediante la
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administracion alogénica o autbloga, proporcionaria una barrera y actividad
trofica adecuada para aumentar la regeneracion tisular mediada por el huésped.
Tal regeneracion seria local y por lo tanto tejido especifica (Caplan y Sorrell,

2015).

Todo lo planteado hasta ahora, tiene por objetivo tratar de comprender mas en
profundidad la relacion que poseen las MSCs con este nuevo concepto
planteado, en donde se les asigna un rol de células sefalizadoras con funciones
terapéuticas. A la luz de los hechos, los distintos mecanismos de accion
demostrados para las MSCs en esta area demuestran no solo la versatilidad que
poseen, sino que también el largo campo que existe por estudiar y comprender,
en areas tales como: modulacion de la respuesta inmune, homeostasis del
proceso inflamatorio, reparacion tisular, entre muchas otras. De este modo, como
resultado de este trabajo, no solo se avanzara en establecer nuevos conceptos
en la definicion semantica de estas células, sino que también se generaran
espacios de conocimiento en post de desarrollo de herramientas de uso

terapéutico, basadas en las células o sus productos.

Varias son las cuestiones biolégicas que necesitan ser resueltas antes de que las
terapias con MSCs alcancen aplicaciones clinicas en caballos, especialmente las
gue tienen que ver con patologias endometriales, éstas incluyen: 1) Identificacion
de fuentes fiables y renovables de células madre mesenquimales, 2) Aislamiento

adecuado de subpoblaciones bioactivas, 3) Expansion ex vivo de células sin
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pérdida de la multipotencia, 4) Caracterizacion funcional y molecular de las
células aisladas y 5) Evaluar el potencial de migracion de las células, asi como

su anidamiento in vivo.

Se propone abordar los problemas descritos anteriormente, con ensayos que
incluyen la manipulacién in vitro e in vivo de las células. Para los procedimientos
in vitro, en primer lugar, se compararan las principales propiedades biologicas de
las células mesenquimales estromales obtenidas, a partir de dos origenes
tisulares: grasa subcutanea y tejido endometrial, de los mismos donantes,
utilizando tres hembras equinas jovenes, y clinicamente sanas. El objetivo es
minimizar el efecto del donante sobre las caracteristicas de las células y evitar el

sesgo causado por heterogeneidad normal.

En segundo lugar, se estudiara la expresion masiva de genes y proteinas,
mediante ensayos de Omicas y herramientas bioinformaticas, que buscara
determinar el perfil transcriptomico de estas céluas, asi como del analisis de
MIARN presentes en las VE secretadas al espacio extracelular. Este enfoque
deberia producir como resultado, la primera caracterizacion estricta de las
propiedades fenotipicas / secretoras de dos fuentes diferentes de MSC obtenidas

partir de un mismo donante.

Luego de completar los ensayos in vitro de la investigacion, tras la generacion
experimental de un modelo in vivo de PMIE en yeguas virgenes, se pretendera

establecer la linea base de expresion genes y de proteinas marcadoras de la
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inflamacion uterina antes y después de PMIE, y finalmente sera evaluado el
efecto de inocular MSCs activas de dos origenes en la modulacién de la

inflamacion y la capacidad de anidamiento de estas.

Aun faltan estudios que comparen MSCs del mismo donante derivadas de tejido
adiposo, endometrio u otras fuentes usando procedimientos idénticos. La razén
para usar las células endometriales surge de la hip6tesis de que los factores que
secretan las MSC probablemente activaran nichos de células madre locales y
estas células llevardn a cabo el proceso de reparacion y regeneracion,

probablemente en conjuncién con las células exégenas alojadas.

Lo anterior permitira desarrollar mejores procesos biotecnolégicos para la
obtencién, expansion y uso de MSCs equinas en el tratamiento de una amplia
variedad de enfermedades inflamatorias y degenerativas, que afectan a la

productividad y calidad de vida tanto de los caballos como de los propietarios.
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. HIPOTESIS

La fuente de origen (tejido adiposo o endometrial) de las células madre
mesenquimales influird en las caracteristicas bioldgicas y moleculares in vitro y
su capacidad para atenuar in vivo la inflamacion, en un modelo animal equino

asociada con PMIE.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general.

Comparar el efecto de dos fuentes diferentes de células madre mesenquimales
obtenidas a partir del mismo donante sobre sus principales caracteristicas
biolégicas in vitro y sus propiedades anti inflamatorias in vivo en yeguas con

PMIE.

Objetivos especificos.

1. Caracterizar fenotipica y funcionalmente in vitro células madre
mesenquimales putativas adiposas (AT-MSCs) y endometriales (ET-MSCs),
definiendo el patrén de expresion de marcadores de superficie, capacidad de

diferenciacion hacia linajes mesodermales y el potencial de migracion.
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2. Analizar y comparar las diferencias a nivel transcriptdmico celular y en la
carga de miARNSs encerrados en vesiculas extracelulares (VE) secretadas de
muestras de MSC derivadas de los mismos donantes.

3. Evaluar un modelo in vivo de inflamacion endometrial, mediante la
cuantificacion de marcadores inflamatorios en el endometrio de yeguas
sanas, antes y después de la inoculacién intrauterina de AT-MSCsy ET-MSCs
y evaluar el potencial anidamiento de estas células in vivo en un modelo

equino de endometritis inducida.
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V. MATERIALES Y METODOS

Objetivo especifico 1.
Caracterizacién fenotipica y funcional in vitro de células madre mesenquimales

putativas adiposas (AT-MSCs) y endometriales (ET-MSCs).

1.1 Obtencién de la muestra.

Para este estudio se utilizaron tres yeguas sanas adultas del mismo genotipo
(Criollo) y edad (3 afos) las que fueron muestreadas de dos formas: 1) mediante
una biopsia endometrial y 2) mediante un procedimiento quirtrgico sencillo en la
base de la cola, sobre la region glutea, para obtener grasa subcutdnea de
acuerdo con el procedimiento descrito por Castro et al.,, (2014). Todos los
procedimientos fueron realizados durante la estacion reproductiva, registrando
las caracteristicas ginecolégicas de todas las donantes, descartando alguna
condicién patoldgica preexistente como signos de inflamacion o la presencia de

quistes uterinos u ovaricos.

1.2 Aislamiento, expansion y criopreservacion celular.

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron de Sigma- Aldrich®, (St
Louis, MO, USA) y/o Gibco®, (Grand Island, NY, USA), a no ser que se explicite

lo contrario.
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Para las biopsias endometriales: La muestra de tejido fue tomada desde la parte

dorso medial del cuerno uterino, utilizando una pinza de biopsia de 3/8 pulgadas
de diametro (EquiBov, Campbellvile, Ontario, Canada) siguiendo el
procedimiento descrito por Kenney R; (1978). La muestra de tejido fue suficiente
para la obtencion de un cultivo primario, sin comprometer la salud y bienestar del

animal. Para tejido adiposo: Se obtuvo muestras de 15 gramos de grasa

subcutanea, mediante cirugia, como fuente de putativas MSCs.

Comun para ambas fuentes de células, el procedimiento de rutina de aislamiento
de células madre mesenquimales fue el siguiente: tras su obtencidn, el tejido fue
lavado con solucién salina balanceada (EBSS®) mas antibiético y antimicético
posteriormente fue cortado en pequefios trozos de aproximadamente 1mm3,
facilitando de esta manera la digestion enzimatica posterior. Los fragmentos
fueron depositados en tubos de 15 mL con medio Coleganasa tipo | (DMEM F-
12 con 1mg/mL de colagenasa), e incubados a 37°C con agitacion constaste por
2 horas. Pasadas las 2 horas cada muestra fue homogenizada mediante pipeteo
intenso, luego centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente
(Heraeus Megafuge 16, Thermo Scientific, Alemania). El sobrenadante resultante
fue depositado en placas de cultivos de 100 mm, en un medio DMEM/F12 (1:1)
1X con 30% suero fetal bovino (SFB), 1 mM de piruvato, 2 mM de L-glutamina,
aminoacidos esenciales y no esenciales (100x/100ml, dilucion final 1x) y
antibioticos-antimicéticos (100x, dilucion final 1x). Se incubaron a 39°C con
atmosfera de 5% CO2 y humedad relativa de 95%, obteniéndose asi el cultivo
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primario de ambas fuentes. Una vez alcanzada entre un 80 a 90% de confluencia
(fin del pase 0 -P0-) las células fueron separadas del plastico usando tripsina 1x
y resembradas a 1000 células/cm? hasta alcanzar nuevamente confluencia (fin
de pase 1 -P1-), por ultimo, fueron mantenidas en criopreservacion hasta su uso.
Este ultimo paso fue llevado a cabo retirando el medio de cultivo de las placas,
por medio de una pipeta pasteur, para luego lavar con PBS (X3). Se agregd 1mL
de tripsina 1x por cada placa de cultivo de 100 mm de didmetro (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) y se incub6 por 4 minutos a 39°C. Posteriormente
la accion enzimatica fue detenida adicionando 5mL de medio de cultivo con 10%
de SFB, en cada placa, y se agito vigorosamente por pipeteo hasta homogenizar.
Las células en suspension fueron centrifugadas durante 10 minutos a 1000 rpm.
Al finalizar la centrifugacion, se retiré el sobrenadante y se re-suspendi6 el pellet
en 0,5 mL de medio de criopreservacion (10% DMSO) con una concentracion de
2 millones de células, por ampula de congelacion. Las ampulas se mantuvieron
durante 3 dias a -80°C, para luego almacenarlas a -196°C en nitrogeno liquido.

Todos los experimentos fenotipicos y funcionales fueron realizados en P3.

1.3 Citometria de flujo.

Las células obtenidas y expandidas fueron sometidas a citometria de flujo para
determinar la expresién de marcadores de superficie asociados con la troncalidad

“stemness”. Los marcadores positivos evaluados fueron: CD90, CD44 y MHC tipo
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I. Mientras que los marcadores negativos fueron: CD45 y MHC tipo Il, siguiendo
el protocolo adaptado de Menon et al., 2014. En la tabla 3 se muestra el listado

de los anticuerpos usados y su especificidad.

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados para la inmunotincién en la citometria de
flujo. Fuente: Elaboracion propia.

Anticuerpo Especificidad Tipo Empresa

Monoclonal

Mouse anti horse CD44: RPE CD44 antibody Bio-Rad
Monoclonal

PE mouse anti human CD90 CD90 antibody BD/Pharming

Mouse anti horse MHC class | MHC class|  Monoclonal

monomorphic: RPE monomorphic  antibody Bio-Rad

Mouse anti horse MCH class Il MHC class Il Monoclonal

monomorphic: RPE monomorphic antobody Bio-Rad
Monoclonal

CD45 antibody, PE conjugate (EM-5) CDA45 antibody Thermofisher

RPE= R-phycoerythrin; PE= phycoerythrin.
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1.4 Evaluacion de la tri-potencia: diferenciacion celular.

AT-MSCs y ET-MSCs en P3 fueron sembradas en placas multi pocillos
permitiéndoles alcanzar la confluencia, para luego cambiarlas a medio de

diferenciacion comercial para cada linaje segun las instrucciones del fabricante

(kit de diferenciacion STEMPRO®; Gibco). Las células fueron diferenciadas hacia

linajes osteogénico, condrogénico utilizando el medio base

Osteocyte/chondrocyte  diferentiation (STEMPRO® Gibco) y para la

diferenciacion adipogénica se utiliz6 el medio base Adipocyte diferentiation

(STEMPRO® Gibco). Estos medios base fueron suplementados con aditivos

comerciales que son especificos para cada tipo de diferenciacion: para
osteogénesis (STEMPRO® Osteogenesis  Supplement), condrogénesis

(STEMPRO® Chondrogenesis Supplement) y adipogénesis (STEPRO®
Adipogenesis Supplement). Como control se utilizé células cultivadas en medio
DMEM (low glucosa) mas 10% SFB durante el mismo periodo de tiempo que los
grupos experimentales. Ademas, se empled un control de células mesenquimales
comercial derivadas de tejido adiposo humano con potencial de diferenciacion,

(STEMPRO® Human Adipose Derived Stem Cells, Invitrogen™).

A los 21 dias, tras el periodo de diferenciacion, las células fueron tefiidas con una

tincion apropiada para cada linaje:
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Diferenciacién osteogénica: Tincion con rojo de Alizarina: Se lavaron las células

(2X) con PBS al 1% y luego se fijaron con paraformaldehido al 4% por 15 minutos
a temperatura ambiente. A continuacion, se afladié 1 mL de rojo de alizarina al
2%, pH 4,1-4,3, a cada placa, incubandose por 20 minutos con agitacion. Luego
se lavé con 1 mL de PBS al 1% por 5 minutos con agitacion sutil, repitiendo 4
veces este procedimiento. Se retir0 el exceso y se evalué al microscopio invertido

en busca de cristales de hidroxiapatita.

Diferenciacion condrogénica: Tincion con azul de Alcian: Las células fueron

lavadas (2X) veces con PBS al 1% y luego fijadas con etanol al 100% por 60
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadio 1 mL de Azul de
Alcian al 0,02%, pH 1, a cada placa, incubandolas por 3 horas con agitacion.
Luego se lavé con 1 mL de etanol al 100% por 5 minutos con agitacién, repitiendo
3 veces el procedimiento. Se retird el exceso y se aclard con glicerol al 80% para
luego evaluarlas al microscopio invertido en busca de glicosaminoglicanos (GAG)

acidos.

Diferenciacién adipogénica: Tincion con Oil Red: las células fueron lavadas (2X)

con PBS al 1% vy luego fijadas 10% formaldehido por 20 minutos a temperatura
ambiente. Luego las células fueron tefiidas con la solucion Oil Red por 20 minutos
en agitacion sutil. Se lavaron las células (3X) con 1 ml de H20 destilada o PBS
para eliminar el exceso de colorante. Finalmente se aclaro con glicerol al 80%

para luego evaluarlas al microscopio invertido en busca de depositos de acidos
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grasos intracitoplasmaticos. Todos los experimentos de tinciones fueron

realizados en triplicado, a partir de 3 réplicas bioldgicas.

1.5 Ensayos de migracion in vitro.

Para esto, lineas celulares de ambos origenes fueron comparadas. Este ensayo
consistié en poner dentro de una placa con doble cAmara un inserto plastico cuyo
fondo contiene una membrana de policarbonato con un poro de 8-uM (Transwell
inserts 3422, Corning, Cambridge, MA; USA). La parte superior de la camara se
cubrié con gelatina al 0.1% (Sigma Aldrich) y se sembr6 2x10* células/200uL en

ella.

Células de ambas fuentes, se incubaron por 2 horas a 39°C en atmdsfera de
100% humedad y 5% CO2. Se incluyé posteriormente, en la parte inferior de la
camara 500uL de medio DMEM F12 enriquecido con la quimioquina “factor
derivado de células estromales 1a” (SDF1a), a una concentracion de 100ng/mL.
Un segundo atractacte fue evaluado, utizando medio DMEM F12 enriquecido con
PGE2 a una concentracion de 100ng/mL. Se considero el uso de medio DMEM
F12 solamente como control. A todos los grupos de células, se les permitié migrar

por 24 hrs en dichas condiciones de cultivo.

Una vez transcurrido el tiempo de migracién, las células que no migraron

guedaron depositadas sobre la superficie de la membrana, las que fueron
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eliminadas manualmente con un hisopo de algodén, mientras que las células que
lograron migrar quedaron atrapadas en la membrana sin poder atravesarla. Estas
células fueron fijadas con metanol al 70%, tefiidas con 0.5% de Violeta Cristal en
metanol al 20% por una hora, lavadas en agua y contadas al microscopio. Todos
los experimentos fueron conducidos en tres lineas celulares de AT-MSCs y ET-

MSC y en triplicado.

Los resultados se expresaron como el porcentaje de células que migraron en las
diferentes condiciones y fueron comparadas entre si utilizando un modelo

estadistico de comparacién multiple

Objetivo especifico 2.

Perfil transcriptomico de MSC equinas y perfil global de la expresion de

miARN.

2.1 Disefio experimental y codigos de muestra.

Para este propdsito, se cultivaron tres réplicas biol6gicas de cada tipo de MSC
(endometriales y adiposas) y tres réplicas técnicas para cada experimento,

totalizando 18 muestras (tabla 4) hasta alcanzar una confluencia del 80-90% y se
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extrajo el ARN total. En un experimento paralelo, se recogieron los
sobrenadantes de los cultivos y se purificaron VEs y se aislo su miARN. Tanto el
ARN total de las células como el miARN de VE se sometieron a secuenciacion
de proxima generacion (NGS) como servicio subcontratado a Norgen Biotek

(Thorold, ON, Canada).

Tabla 4. Nomenclatura resumida de muestras analizadas. Fuente: Elaboracion

propia.

Condicién 1 Significado Condicion 2 Significado

(AT-MSC) C1 (ET-MSC) C2

C1A1 Muestra  biolégica 1 C2A1 Muestra biologica
(condicién 1 del animal 1) (condicion 2 del animal 1)

C1A2, C1A3  Muestra biolégica C2A2, C2A3  Muestra bioldgica (condicién
(condicién 1 del animal 2 y 2 del animal 2 y animal 3
animal 3 respectivamente) respectivamente)

C1Al1.1; Réplicas técnicas 1 al 3 C2A1.1; Réplicas técnicas 1 al 3

ClAl2y respectivamente de la C2Al.2y respectivamente  de

C1A1.3 muestra bioldgica 1 C2A1.3 muestra bioldgica 2
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2.2Analisis transcriptémico de ARN celulares.

Extraccion de ARN y construccion de la biblioteca: se aisl6 ARN utilizando el kit

de aislamiento de ARN total EZNA (Omega Bio-tek, Norcross, GA, EE. UU.) A
partir de 8x10° de células por muestra, la cuantificacion y el control de calidad se
midié utilizando el kit Agilent RNA Pico Chip. Todas las muestras de ARN se
enviaron en hielo seco con servicio de mensajeria urgente a Norgen Biotek para
su secuenciacion utilizando tecnologia NGS. EI ARNm se aislé utilizando el
maddulo de aislamiento magnético de ARNm NEBNext® Poly (A), posteriormente
se fragmentd el ARNm y se sintetizo, reparé y ligé el ADNc utilizando el kit de
preparacion de biblioteca de ARN direccional NEBNext® Ultra ™ |l para Illlumina.
La preparacion de la biblioteca y la secuenciacion de ARNm y miARN fueron
realizados por Norgen Biotek. Finalmente, las bibliotecas se secuenciaron
usando la plataforma NextSeg500 usando el NextSeq 500/550 High Output Kit
v2 (75 ciclos), obteniendo lecturas individuales con 75 pares de bases de

longitud. Todas las bibliotecas fueron secuenciadas en paralelo.

2.3 Alineaciones de lecturas y control de calidad.

La calidad de las bibliotecas resultantes se analizé utilizando el programa FastQC
(Babraham Bioinformatics, Cambridge, UK), combinado con la plataforma
VecScreen (NCBI, Bethesda MD, USA) para buscar contaminantes vectorales y

adaptadores remanentes, finalmente se usé el software RNA-QC-Chain
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(Bioinformatics Group, Single-Cell Center, Qingdao, Chn) para identificar posibles
lecturas con contaminacion de ARNr procariotico. Las lecturas se recortaron y
filtraron utilizando el software Trimmomatic (KBase, USA). Se aceptaron lecturas
con un valor superior a 30 pthreads y 75 pb de longitud. Las lecturas se mapearon
contra el genoma de referencia, Equu Cab 3.0 usando HISAT2 (CCB, Johns
Hopkins University, Baltimore MD, USA). La identificacién y cuantificacion de la
transcripcion se realizé usando el paquete StringTie (CCB, Johns Hopkins
University, Baltimore MD, USA) usando la anotacién Equu Cab 3.0.GTF y se

expreso en lecturas por millén de kilobases (RPKM).

2.4Anélisis de expresion diferencial.

El analisis de expresion diferencial se realizé en la plataforma R utilizando el
software Ballgown (Bioconductor, Roswell Park, Bufalo NY, USA). El valor g
(g<0.05) se uso para la discriminacion de genes diferencialmente expresados
(DEG) y el valor umbral de Log2 Fold Change <-1.5 se establecié para los genes
mayormente regulados negativamente en ET-MSC y Log2 Fold Change >1.5 son
para los genes mayormente regulados positivamente en ET-MSC en
comparacion a AT-MSC. Los resultados se trazaron usando Volcano plot,
Heatmap y PCA en el paquete ggplot2 R (Tidyverse). El analisis de la via de

enriquecimiento se analizé usando el paquete ClusterProfiler R (Bioconductor,

-66 -



Roswell Park, Bufalo NY, USA) de acuerdo con la base de datos KEGG, usando

los genes diferencialmente expresados de ambos grupos (g <0.05).

2.5 Analisis cuantitativo de RT-qPCR para la validacién del RNA-seq.

Para validar los datos de ARN-seq, se analizé el perfil de expresion de genes
seleccionados usando gRT-PCR. Para esto, se seleccionaron ocho genes
expresados diferencialmente entre tipos de células. Se seleccionaron cuatro
genes regulados positivamente (CX3CL1, HHIP, VAT1Ly TRPA1)y cuatro genes
regulados negativamente (HSPA6, SCARAS, EEF1A2 y KIF1A). Se tomaron 500
ng del mismo ARN purificado utilizado para ARN-Seq, se traté con 1U de ADNasa
| libre de ARNasa, durante 30 minutos a 37°C para la digestién del ADN genémico
(Invitrogen, Carlsbead, CA, USA) en 10 uL de reaccion. La enzima fue inactivada
por calor en presencia de 1 pl de EDTA 25 mM a 65°C durante 10 minutos. El
ARNmM se convirti6 en ADN complementario (ADNc) segun las instrucciones del
fabricante de una transcriptasa inversa comercial M-MLV (Invitrogen). Se utilizé
el volumen total del tratamiento con DNasa | (11 ul) para una reaccion final de 20
Ml, que contiene 1 ul de cebadores aleatorios (3 pug/ul), 1 ul de 10 mM cada dNTP,
4 pul de first-strand buffer 5X, 2 uL de ditiotreitol 0.1 M, 1 ul de inhibidor de
ribonucleasa recombinante RNaseOUT (40 unidades/ul) y 1 ul de 200-U/ul M-
MLV RT. Los parametros de ciclo fueron 25°C durante 10 minutos, 37°C durante

50 minutos y 70°C durante 15 minutos. Los ADNc producidos se diluyeron 1:4 en
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80 ul de volumen final, se mantuvieron congelados a -20°C hasta su uso en
experimentos de PCR. El analisis de expresion génica se realizo utilizando el
método DDCt. Para qRT-PCR, se cargaron 2 ul de muestra como duplicados
(réplicas técnicas) y el kit HI-ROX SensiMix ™ SYBR® (Bioline, Berlin, Alemania)
en una reaccion de volumen de 10 pl en un sistema de gPCR Mx3000P (Agilent,
Santa Clara, CA, USA.). Los cebadores utilizados para cada gen se listan en la
tabla 5. Para todos los analisis de gRT-PCR, se nornalizé la reaccion usando la

media geométrica de tres genes constitutivos comunes (GUSB, ACTB y B2M).

El analisis estadistico de los valores de fold-change de gqRT-PCR se realizé
mediante una prueba no paramétrica de Wilcoxon. En todos los casos, se
consideraron diferencias significativas si los valores de P eran inferiores a 0,05.
Para el tamafio y concentracion de VE, se utilizd la prueba t para muestras

pareadas.

Tabla 5. Lista de cebadores utilizados para validacion de RNA-seq mediante
gRT-PCR. Fuente: Elaboracion propia.

Numero de Gen Secuencia (5°- 3") Producto
acceso (pb)
XM_005608282.3 CX3CL1 F-GTCTGGTCCGCTATCAACGAAA 125

R-ATGTTCCATGGCTTCCTGAACC
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XM_001501985.6

XM_023637363.1

XM_001493464.3

XM_001488139.6

XM_014737808.2

XM_023626927.1

XM_023642765.1

NM_001081838.1

XM_005598720.2

NM_001082502.3

HHIP

VATI1L

TRPA1

HSPAG

SCARAS5

EEF1A2

KIF1A

ACTB

GUSB

B2M

F-TTCCCCTGCTCTGCAAAGACTA

R-AACCCGCCATCTTTCCTTGCAT

F-CTGAAACCACTGGGAACCTACA

R-ACAGCTTGATGGGGTTCACT

F-TGACCTGCATGGAATGACTCCT

R-TGCAAAGCAGTCCAGCCATTGT

F-GGTGGAGTGATGACCACGTT

R-TCAGGACCCCAGATTGGTTG

F-TCAAGGACTGGGAGCATTCCAT

R-AGGCTCGCCTTCCTTCCCTTTA

F-AAGAACATGATCACCGGCACCT

R-TCTGCCCGTTCTTGGAGATGC

F-GTGGAAGTGGTATCAGTTCACG

R-GGACAAACTGGAACTGGACCTT

F-GCTCCCAGCACGATGAAGAT

R-GGTGGACAATGAGGCCAGAA

F-TGATGTGGTCTGTGGCCAAT

R-CGGGAAGGGTCCAAGTCTTT

F-CTACTCTCCCTGACTGGCCT

R-AGTTCAGGAAATTTGGCTTTCCA
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2.6 Perfil transcriptomico de miARNSs incluidos en VE.

Para la secuenciacién de miARN, tanto AT-MSC como ET-MSC se sembraron a
1.5 x108 en placas P60 como se describié anteriormente hasta alcanzar una
confluencia del 50%, luego las monocapas se lavaron con PBS (3X) y se
cambiaron a medio de cultivo suplementado con 10% SFB depletado de
vesiculas extracelulares. Después de 3 dias, se recogio el medio de cultivo y se
aislaron las vesiculas extracelulares usando un protocolo de centrifugacion
diferencial. Los medios de cultivo se centrifugaron 10 minutos a 1000g para
eliminar los restos celulares, los sobrenadantes resultantes se centrifugaron
durante 10 minutos a 2000g, 30 minutos a 10.000g y finalmente se centrifugaron
durante la noche a 100.000g. Los pellets resultantes fueron resuspendidos en

PBS y mantenidos a -80°C hasta su posterior analisis.

Caracterizacion de las VE: las VE aisladas de cada medio de cultivo fueron

analizadas mediante la técnica de seguimiento de nanoparticulas (NTA) en el
equipo Nanosight NS300 (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, WR, UK) equipado
con camara CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor), se midi6 la
distribuciéon del tamafio y la concentracion de nanoparticulas en suspension
liquida. El analisis grafico (histograma) mostro la distribucion del tamafio de las
particulas de las nanoparticulas y se informé como particulas por mililitro. Cada

muestra se midio por triplicado.

-70 -



Aislamiento de microARN, construccién de la biblioteca y secuenciacion: se

extrajo el ARN total de los VE usando el kit de purificacion de ARN (Norgen
Biotek) de acuerdo con el protocolo del fabricante, el volumen de elucién final fue
de 8 ul, se usaron 2ul para la cuantificaciéon del ARN usando RiboGreen assay
(Thermofisher, Waltham, MA, USA). Las muestras de ARN de concentracion
suficiente se sometieron a RT-gPCR para confirmar los miARN antes de
someterlos a una secuenciacion profunda de ARN. Se usaron ARNr Mir-21 y 5S
como control de calidad de ARN, se us6 1lul en 5ul de reaccion TruScript RT
utilizando cebadores de ARNr Mir-21 y 5S. Todas las muestras de ARN se
enviaron en hielo seco con servicio de mensajeria urgente a Norgen Biotek para
su secuenciacion utilizando tecnologia NGS. El control de calidad y la
preparacion de la biblioteca se prepararon usando el kit Norgen Biotek Small RNA
Library prep y la secuenciacion usando el kit NextSeq 500/550 High Output V2

en lllumina NextSeq 500.

Andlisis_bioinformético: el control de calidad, el ajuste de los adaptadores, la

alineacion del genoma vy la cuantificacion de miARN se realizaron utilizando la
plataforma sRNAbench (Barturen, et al., 2014). Los datos basados en la
alineacion vy la identificacion de miARN fueron del genoma de caballo EquCab
3.0 y Mirbase version 21 utilizando los archivos FastQ. El andlisis de expresion
diferencial se realizé usando el paquete EdgeR en la plataforma R usando un
corte de filtracibn de CPM equivalente a un minimo de 5 recuentos, y para evaluar
la expresion diferencial, los recuentos sin procesar para cada mIARN se
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normalizaron primero usando el método de valores medios ponderados. La
expresion diferencial se realizo ajustando el modelo lineal generalizado binomial
negativo, con un valor de p <0,05. Los resultados se visualizaron por Volcano plot
usando el paquete ggplot2. Finalmente, el conjunto de miARN diferencialmente
identificados se utilizo para el analisis de enriquecimiento de la ruta utilizando una
herramienta en linea, mirPath 3.0 (Valchos, et al., 2015), y la prediccion de las
rutas KEGG se bas6 en algoritmos de Tarbase. El valor de significacion
estadistica asociado con la ruta bioldgica se calculd6 mediante el software

mirPath.

2.7 Induccién neurogénica de MSC

La diferenciacion neuronal se realiz6 como se describe Woodbury vy
colaboradores (2000), con modificaciones menores. Las células se cultivaron en
DMEM F12 suplementada con 10% FCS hasta que alcanzaron una confluencia
del 50%. Antes de la induccion, las células se cultivaron en DMEM F12 20%SFB
y 10 ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) durante 12 h.
Después de esto, las células se lavaron con PBS (X2) y se transfirieron al medio
de induccién neurogénica (NIM), que consiste en DMEM suplementado con: BHA
100 uM, forskolina 10 uM, DMSO al 2%, heparina 5 u/ml, K252a 5 nM, KCL
25mM, Acido valproico 2 mM, suplemento 1x N2, bFGF 10 ng/ml, factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 10 ng/ml. El cultivo se mantuvo
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durante 72 horas adicionales. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
A las 72 h post induccion, las células se fijaron y se tifieron inmunoloégicamente
con anti-tubulina Il (N° de catdlogo MA5-16308-BTIN Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE. UU.), anti CD68 (N° de catalogo MA5-13324, Invitrogen). La reaccion se
revelé con un anticuerpo secundario (IgG de cabra anti-ratdbn) conjugado con
HRP (Santa Cruz, Cat No sc-2318, dilucion 1: 1000). Se us6 un segundo conjunto
de células de los mismos experimentos para RT-gPCR. Para esto, las células se
lavaron en PBS frio, se lisaron in situ usando 1 ml / P60 de Trireagent (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) Y el ARN extraido con el kit de ARN total Omega
Biotek. EI ARN se transcribio inversamente como se describié anteriormente para
la normalizacion de las bibliotecas y se realizo la PCR para MAP2, tubulina Il 'y

ACTB (Tabla 6).

Tabla 6. Lista de cebadores utilizados para validacion de induccion neurogénica.

Fuente: Elaboracion propia.

Numero de Gen Secuencia (5"- 3") Producto (pb).
acceso
XM_008536984.1 MAP2 F-AAAGATCAACCTGCAGCCCT 118

R-GCGTTTCTTCTTCTTCCGCC

XM_023637577.1 TUBIlII F-CTACCCGCAGCCGCC 103
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R-ATGACCTCCCAGAACTTGGC
NM_001081838.1 ACTB F-GCTCCCAGCACGATGAAGAT 93

R-GGTGGACAATGAGGCCAGAA
XM_005598720.2 GUSB F-TGATGTGGTCTGTGGCCAAT 100

R-CGGGAAGGGTCCAAGTCTTT
NM_001082502.3 B2M F-CTACTCTCCCTGACTGGCCT 100

R-AGTTCAGGAAATTTGGCTTTCCA

2.8 Induccién cardiomiogénica de MSC.

Células de ambas fuentes fueron sometidas a diferenciacion cardiomiogénica, de
acuerdo con el protocolo adaptado de Shi et al., 2016. Las células se cultivaron
en DMEM F12 suplementada con 10% FCS hasta que alcanzaron una
confluencia del 50%. Después de esto, las células se lavaron con PBS (X2) y
sometidas al medio de induccion miogénica. El protocolo de induccion utilizado
fue el siguiente: la monocapa de células se traté con 5 umol 5-AZA 'y 5ng/ml TGF-
B por 24 horas y luego se lavé con PBS (X2) y se mantuvo en medio de cultivo
suplementado con 5 ng/ml TGF-B durante 14 dias. El medio fue reemplazado
cada 2 dias. El experimento fue realizado con tres muestras bioldgicas para cada

tipo de células (AT-MSC y ET-MS) en triplicado.

Una vez transcurrido el tiempo de induccion las células fueron someticas a RT-

gPCR. Para esto, las células se lavaron en PBS frio, se lisaron in situ usando 1
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ml / P60 de Trireagent (Sigma Aldrich) Y el ARN extraido con el kit de ARN total

Omega Biotek. EI ARN se transcribié inversamente como se describio

anteriormente para la normalizacién de las bibliotecas y se realiz6 la PCR para

MEF2C, TNNT2, MYH6 (Tabla 7).

Tabla 7. Lista de cebadores utilizados para validacion de induccion
cardiomiogénica. Fuente: Elaboracion propia.
NUmero de Gen Secuencia (5- 3") Producto
acceso (pb)
XM_003362845.4 MEF2C F-CACTGGTGCCAAAGAAGAGTTG 107
R- CTGCATTCGTTCCTGCACT
XM_023632429.1 TNNT2 F-GGCTATATCCAGAGGGCCGA 119
R- TCATTCAGGTGGTCGATGGC
XM_023622391.1 MYH6 F-GTGACATCGGTGCCAAGCAAA 104
R AGTGTCTGGCACTCGGATTTATTA
NM_001082502.3 B2M F-CTACTCTCCCTGACTGGCCT 100
RAGTTCAGGAAATTTGGCTTTCCA
NM_001081838.1 ACTB F-GCTCCCAGCACGATGAAGAT 93

R-GGTGGACAATGAGGCCAGAA
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Objetivo especifico 3.

Evaluacion un modelo in vivo de inflamacién endometrial, antes y después de la
inoculacién intrauterina de AT-MSCs y ET-MSCs marcadas y el potencial

anidamiento de estas células in vivo.

3.1 Marcaje celular fluorescente.

Las células de ambas fuentes (P3) se descongelaron y cultivaron hasta alcanzar
una confluencia del 80 al 90% y se marcaron con nanocristales fluorescentes
verdes utilizando Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (Lifetechnologies, Santiago,
Chile) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron
durante tres minutos a 37°C usando 5, 10, 15 o 25 uM del reactivo, que luego se
lavé con PBS. La concentracion 6ptima se determiné incubando las células con
las concentraciones indicadas y los pases posteriores in vitro, hasta el pase 5.
Después de cada pase se midié el marcaje por citometria de flujo y se evalué la
viabilidad mediante examen visual y método de exclusién con azul de tripano. La
concentracion que caus6 la menor muerte celular mientras se mantenia el
marcaje verde se selecciond para los experimentos in vivo. Para eso, las células
se descongelaron, se peletizaron por centrifugacion y se lavaron al menos dos
veces con PBS. Después de esto, las células se resuspendieron en 10 uM de

Vybrant CFDA en 1ml de DMEM durante tres minutos, se lavaron nuevamente
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dos veces, fueron peletizadas, y resuspendidas en solucion salina y se

mantuvieron refrigeradas hasta su infusién en yeguas.

3.2Generacién de PMIE.

Para este procedimiento se utilizaron 6 yeguas sanas durante la estacidon
reproductiva, de acuerdo con los protocolos descritos por Fumuso et al., 2003.
Antes del experimento todas las yeguas fueron sometidas a un examen
ginecolégico que incluyd ultrasonografia para conocer el estado de salud
reproductivo de las hembras (ausencia de liquido en el Gtero, bacteriologia y
citologia negativa y grado | o lla en la escala de Kenney para las biopsias
uterinas), descartando aquellas que no cumplan con los criterios requeridos para

el ensayo.

Los animales fueron tratados en tres fases descritas a continuacion y

representadas en la Figura 2.

Fase I: Una vez que se detectd el primer estro, todas las yeguas (n=9) recibieron
una infusion intrauterina de 20 ml de solucion salina estéril al 0,9%. Tres horas
después, se realizé un lavado uterino de bajo volumen (LVL) recolectando el
contenido. Posteriormente, se realiz6 una biopsia endometrial. El fluido y el tejido

obtenido se procesaron para los analisis apropiados descritos mas adelante.
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Fase II: En el segundo estro, todas las yeguas (n=9) recibieron una infusion
intrauterina de 500 millones de espermatozoides muertos. Para esto, se
mezclaron 18 ml de solucion salina estéril al 0,9% con 2 ml de PBS que contenia
los espermatozoides, que habian sido eliminados previamente por repetidos
ciclos de congelacion y descongelaciéon, segun lo informado por Fumuso et al.,
2003. Después de tres horas, la respuesta inflamatoria fue monitoreada por LVL

y posterior biopsia endometrial.

Fase lll: Las yeguas se asignaron en 3 grupos de 3 animales cada uno; un grupo
de control de placebo y dos grupos tratados para células madre adiposas y
endometriales, respectivamente. Veinticuatro horas después del LVL de la fase
II, cada animal en los grupos tratados recibié una infusion intrauterina de 20
millones de AT-MSC alogénicos marcados con CFDA 10 uM o la misma
concentracion de ET-MSC marcado en un volumen de 20 ml de solucién salina
estéril al 0,9%. La dosis de MSC para tratamientos se seleccioné en base a
nuestro trabajo previo y segun lo informado por Mambelli et al., (2014). El grupo
de control recibio una infusion intrauterina de 20 ml de solucion salina estéril al
0,9%. 78 horas después, se realiz6 un lavado uterino y una biopsia endometrial
de todas las yeguas. En los dias 10 y 30 después de la udltima biopsia, se
repitieron las biopsias endometriales para evaluar la persistencia de la

localizacion de las células en el tejido uterino.
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Figura 2. Representacion esquematica del protocolo utilizado para la induccion

de PMIE e infusion intrauterina de MSC. Fuente: Elaboracion propia.

3.3 Infusién intrauterina.

El procedimiento de administracién intrauterina, tanto de la solucién de
espermatozoides muertos como de MSC, emuld la técnica de inseminacion
artificial, esencialmente como se describe en Mambelli et al., 2014. La pipeta de
inseminacion se paso a través del cuello uterino hacia el Utero. Con una jeringa
de 20 ml conectada a la pipeta, el volumen total se infundié lentamente en el

cuerpo uterino para distribuirse de manera homogénea. Después de eso, se
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administraron aproximadamente 10 ml de aire de la jeringa unida para asegurar

la inyeccion total del volumen contenido en la pipeta.

3.4. Lavados de bajo volumen (LVL) y biopsias endometriales.

Para lavados y biopsias en las tres fases, se utilizaron los siguientes protocolos.

Lavados: el LVL se realizé usando un catéter estéril de colecta de embriones (CH
32, 90cm, Cat. No. 19009/0032, Minitub Chile Ltda, Santiago de Chile, Chile)
conectado a una botella de 250 ml de solucion salina estéril al 0,9%. El catéter
se inserto transvaginalmente a través del cuello uterino. Una vez que se alcanz6
el utero, se depositdé todo el volumen y, mediante palpaciéon transrectal, se
masajeo el Utero para que el contenido se distribuyera homogéneamente. La
recoleccion se realizé en el mismo contenedor manteniendo un circuito cerrado.
Los lavados se centrifugaron a baja velocidad (800g, por 10 minutos) para
sedimentar las células y los desechos. El sobrenadante se aspird y se uso en los
ELISA y el sedimento se uso para la extraccion de ARN y la determinacion de la
expresion génica. Los genes analizados fueron: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, COX-2 e
IL-10. La expresion génica se evalué mediante qRT-PCR utilizando el método
ddCT como se describié anteriormente, con el conjunto de cebadores descritos

en la tabla 8 y utilizando el grupo de yeguas control como calibrador de la PCR.
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Tabla 8. Lista de cebadores utilizados para qRT-PCR tras induccion de PMIE.

Fuente: Elaboracion propia.

Numero de acceso Gen Secuencia (5°-3") Producto
(bp)
NM_001082500.2 IL-1a F-GACTGTTTGTGAGTGCCCAA 108

R-AAGAAGAGGAGGTTGGTCTCA
NM_001082496.2 IL-6 F-CCAAAGTCCTGGTCCAGATCC 117
R-GTGAATGCAGCTTAGCCAGC
NM_001083951.2 IL-8 F-TTGGCCGTCTTCCTGCTTTC 104
R-AAGGTTTGGAGTGCGTCTTGA
NM_001081775.2 COX-2 F-CCCTTCCTGCGAAATGCAGTTA 108
R-GGATTCCCAGCTCTTATAGCCA
NM_001081819.2 TNF-a F-GCTGGAGAAGGGTGATCAAC 100
R-TCACAGGGCAATGATCCCAA
NM_001082490.1 IL-10 F-TGCAAGGGTTTCTTCCGGA 110
R-GCAAGGCATTTCTGAAACCG
NM_001081838.1 ACTB F- GAAAATGGTGTGCACGGGAG 93
R- GCTCCCAGCACGATGAAGAT
XM_001499329.3 TATA F-GAAAATGGTGTGCACGGGAG 95

R- TGGCTGGAAAACCCAACTTCT
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Biopsias: las biopsias se tomaron como se describié anteriormente. En resumen,
se extrajo una muestra de tejido de aproximadamente 2 cm x 0,5 cm del cuerpo
uterino de las yeguas, usando unas pinzas de biopsia de 3/8 de pulgada de
diametro (EquiBov, Campbellville, Ontario, Canada) cubiertas por una camisa
sanitaria para evitar la posible contaminacion, después del procedimiento
descrito por Kenney en 1978. Cada muestra de biopsia de las fases |, Il y la
primera biopsia de la fase Il (48h) se dividié en dos partes iguales: una para el
recuento histologico (HE) y el conteo de PMN vy la otra para inmunohistoquimica
con anticuerpos apropiados (IL-6 y TNF-a). En las biopsias del dia 10 y 30 de los
experimentos de busqueda (fase Ill), solo se realizé un analisis confocal de las

células marcadas con CDFA.

3.5 Conteo de PMN e inmunohistoquimica.

Para histologia e inmunohistoquimica, las biopsias uterinas fueron fijadas en
paraformaldehido 4% p/v en PBS 1x (Merck) por 48 horas. Seguido, las muestras
fueron procesadas en un procesador automatico Citadel 1000 (Shandon) por 13
horas, bajo protocolos estandarizados del Laboratorio de Histopatologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcion, y embebidos

en parafina en un centro de inclusién modular (Microm AP280).

Las muestras de tejido embebidas en parafina fijadas en formaldehido (FFPE)

fueron cortadas en un microtomo Multicut 2045 (Leica) a 4 ym y se tifieron con
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hematoxilina y eosina. Las secciones se analizaron bajo microscopia Optica
(400X) para determinar la presencia de células inflamatorias en el tejido
endometrial. El recuento manual de PMN se obtuvo promediando el nUmero de
células cuantificadas en 10 campos por muestra, por dos observadores ciegos

independientes.

Las células positivas para IL-6 y TNF-a se detectaron en biopsias endometriales
mediante la reaccién de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) segun Sternberger et
al., (1997). Para lo anterior, se utilizé un anticuerpo policlonal primario para IL-6
(# ARC0062, Thermo Fisher) y un anticuerpo monoclonal primario para TNF-a (#
14-7321-81, Thermo Fisher). Las reacciones se revelaron con HRP-System

LSAB® (Dako North America, Inc. Carpinteria, CA, EE. UU.).

3.6 Andlisis de ELISA.

A partir de los LVL el andlisis de ELISA se realizé con el sistema Duoset
especifico para equinos (IL-6 y TNF-a; DuoSet, R&D Systems Inc. Minneapolis,
USA.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La lectura se realiz6 a 450-
640 nm en un lector de microplacas, (Epoch; BioTek® Instruments Inc; Winnoski,

Vermont, EE. UU.)
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3.7 Andlisis de fluorescencia a través de microscopia confocal.

Las muestras de tejido endometrial obtenidas los dias 10 y 30 post inoculacién
de MSCs marcadas, fueron procesadas como se indico previamente y los cortes
de 4 um embebidas en parafina fijadas en formaldehido (FFPE) fueron
desparafinadas, hidratas e incubadas en 1% PBS-Tween20 (Cell Marque) por 20
minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron montadas con ProLong®
Gold antifade reagent con DAPI (Invitrogen) y visualizadas en microscopio
confocal LSM700 (Zeiss, Alemania), en el Centro de Microscopia Avanzada de
la Universidad de Concepcién, como un servicio pago. El FITC fue excitado por

el laser de iones de argén a 488 nm, y la luz emitida se filtr6 a 505 nm.

3.8 Andlisis estadistico.

La cantidad de proteina y la expresion del gen inflamatorio, analizadas por ELISA
y gPCR respectivamente, se evaluaron mediante la prueba de comparaciones
multiples de Tukey después de demostrar la normalidad de la distribuciéon de
datos mediante la prueba de normalidad D'Agostino-Pearson en el analisis de

varianza.
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VI. RESULTADOS.

1. Aislamiento, expansién y caracterizacion fenotipica de MSCs equinas.

1.1 Obtencién de la muestra.

Mediante una biopsia endometrial y a través un procedimiento quirdrgico
sencillo en la base de la cola sobre la region glutea, se logré obtener, a partir

de un mismo animal, tejido de ambas fuentes. Figuras 3y 4.

Figura 3. Procedimiento de biopsia endometrial. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4. Procedimiento de obtencibn de grasa subcutdnea. Fuente:

Elaboracion propia.

1.2 Aislamiento, expansién y criopreservacion celular.

Se obtuvo cultivos celulares primarios de todas las muestras, tanto de tejido
adiposo como de tejido endometrial, logrando establecer un 100% de cultivos
primarios. No se observé diferencias en dependencia del tejido testeado a lo
largo del procedimiento de aislamiento, expansion y criopreservacion de los

cultivos.

In vitro, la adhesion al plastico ocurrié rapidamente (aproximadamente 20 a 24
h después de la siembra). Las células aisladas mostraron un aspecto
fibroblastoide, con un nucleo central y abundante citoplasma, que fue evidente

48 h después de la siembra. Figura 5.
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Figura 5. Cultivos primarios 48 h después de la siembra. a= AT-MSC; b= ET-
MSC. Fuente: Elaboracion propia.

1.3 Caracterizacién fenotipica in vitro de células madre mesenquimales

putativas adiposas (AT-MSCs) y endometriales (ET-MSCs).

Se determind, mediante citometria de flujo, el patron basico de expresion de
proteinas de superficie, en los cultivos celulares aislados de diferente fuente. Los
cultivos testeados fueron positivas para CD44, CD90, y MHC tipo | y negativas
para MHC tipo Il y CD45 (segun lo indicado en la tabla 3 de M&M). La positividad
a cada marcador fue distinta entre los estirpes celulares (ET-MSC vs AT-MSC)

(Tabla 9)
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Tabla 9. Expresion de marcadores de superficie para ET-MSC y AT-MSC

equinas. Fuente: Elaboracién propia.

Marcadores ET-MSC (%) AT-MSC (%)

UC (autoflo) 0,45+0,39 0,21 + 0,25

CDh44 46,53+6,15 7,55+5,12
CD90 81,86 £+9,21 40,03 + 8,32
MHC | 13,82 + 3,1 4,85+4,71
CD45 1,77+ 2,0 0,17+4,5
MHC II 0,26 +0,8 0,9+0,6

1.4 Evaluacion de la tri-potencia: diferenciacion celular.

Los cultivos celulares fueron sometidos al ensayo de diferenciacion hacia
linajes mesodérmicos. Las células bajo los estimulos de diferenciacion
tendieron a cambiar la morfologia fibroblastica a partir del dia 14 de induccion
(para diferenciacion osteogénica y adipogénica), mientras en el dia 7, aquellas
células sometidas a diferenciacion condrogénica, comenzaron a desprenderse
de la placa formando una micro masa. En el grupo control, las células no
inducidas no se observaron cambios morfolégicos. Las células diferenciadas a
tejido condrogénico expresaron micro masas, que llenaron por completo la

placa al dia 14, en donde los mucopolisacaridos de matriz extracelular fueron
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detectados por la tincion azul de alcian especifica para tejido cartilaginoso (a);
las células sometidas a diferenciacion adipogénica se detectaron vacuolas
lipidicas las cuales fueron altamente positivas a la tincion con oil red respectiva
para ese tipo celular (b); mientras que las células diferenciadas a tejido
osteogénico presentaron areas de mineralizacion indicada por tincidon con rojo

alizarina (c); (Figura 6).

Endometriales Adiposas Endometriales Adiposas

Figura 6. Ensayo de diferenciacion en células de origen endometrial y adiposo.
a: linajes condrogénico; b: adipogénico; c: osteogénico. d: control. Fuente:

Elaboracion propia.
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1.5 Ensayos de migracién in vitro.

Cuando se compara la capacidad de migracion que poseen células de ambas
fuentes no se observo diferencias entre tipos celulares (AT-MSC y ET-MSC), sin
embargo, células de ambas fuentes migraron en mayor proporcion cuando fueron
expuestas a SDFla y a PGE2 al comparar la capacidad de migrar cuando se
utiiza medio DMEM solamente (P<0.001). No se observé diferencias
significativas cuando se compara el efecto del quimio atractante utilizado (SDF1a

vs PGE2) (Figura 7).

ET-MSCs AT-MSCs
8 8-
T 1 I = 1

-1 6
@ * L] .
., — . ' :

4 - -
3 2 |

2 2

0 0

DMEM DMEM+50F1.  DMEM+PGE:z DMEM DMEM+5DF1:.  DMEM+PGE:

Figura 7. Ensayo de migracion in vitro de ET-MSC y AT-MSC. Fuente:

Elaboracion propia.
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2.0 Perfil transcriptomico de MSCs equinas.

Se analizaron las diferencias transcriptomicas del ARNm celular entre las células
madre mesenquimales endometriales y adiposas mediante secuenciacion de
nueva generacion (NGS). Se obtuvieron bibliotecas limpias con >90% de lecturas
después del filtrado. Las estadisticas descriptivas y los resultados de las
alineaciones de bibliotecas completas se proporcionan en la tabla 10. Se logro
una tasa de alineacion total promedio superior al 97%, lo que refleja la fiabilidad
de los datos. Se puede observar que las muestra C1A1.1, C1A1.2 y C1A1.3
presentan valores de alineamiento total 46.74%, 18.63% y 30.95%
respectivamente, esta informacion indica una pobre relacion frente al genoma de
referencia. Las muestras sefaladas presentaron una excelente integridad de
ARN>8, sin embargo, lo observado podria atribuirse a una contaminacion con
algun transcriptoma externo. Por lo tanto, fueron descartados en los analisis

bioinforméticos posteriores.

Tabla 10. Estadistica descriptiva de alineamiento de librerias. Fuente:

Elaboracion propia.

Id N°Lecturas Alineamiento Alineamiento Alineamiento Tasa de
0 veces 1lvez mas de 1 vez alineacion
total

Cl1A1.1 36227512 19296356(53.26%) 14055319(38.8%)  2875837(7.94%) 46.74%

C1A1.2 30458733 24783252(81.37%) 4263293(14%) 1412188(4.64%) 18.63%
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Cl1Al13

ClA2.1

C1A2.2

C1A2.3

ClA3.1

C1A3.2

C1A3.3

C2Al1.1

C2A1.2

C2A1.3

C2A2.1

C2A2.2

C2A2.3

C2A3.1

C2A3.2

C2A3.3

41310670

25711681

7326227

18304586

61816804

28200166

43178779

28726634

23224697

26974056

49011532

38545800

47379062

24468131

30047342

22660621

28526725(69.05%)
984711 (3.83%)
173373 (2.37%)
408586 (2.23%)
1416575 (2.29%)
620140 (2.20%)
1107844 (2.57%)
762121 (2.65%)
519733 (2.24%)
627327 (2.33%)
1049753 (2.14%)
842490 (2.19%)
1056650 (2.23%)
1736692 (7.10%)
1022860 (3.40%)

497562 (2.20%)

10353257(25.06%)
21937705(85.32%)
6372619 (86.98%)
15905487(86.89%)
53609672(86.72%)
24448307(86.70%)
37229131(86.22%)
25160884(87.59%)
20483365(88.20%)
23742794(88.02%)
42639464(87.00%)
33605053(87.18%)
41249328(87.06%)
20395878(83.36%)
26110467(86.90%)

19898380(87.81%)

2430688(5.88%)
2789265(10.85%)
780235 (10.65%)
1990513(10.87%)
6790557(10.98%)
3131719(11.11%)
841804(11.21%)
2803629 (9.76%)
2221599 (9.57%)
2603935 (9.65%)
5322315(10.86%)
4098257(10.63%)
5073084(10.71%)
2335561(9.55%)
2914015(9.70%)

2264679(9.99%)

30.95%
96.17%
97.63%
97.77%
97.71%
97.80%
97.43%
97.35%
97.76%
97.67%
97.86%
97.81%
97.77%
92.90%
96.60%

97.80%

Cl= AT-MSC, C2= ET-MSC; Al a A3= muestras biolégicas; 1.1 a 1.3; 2.1 a 2.3

y 3.1 a 3.3=réplicas técnicas

2.1 Andlisis de identificacion, cuantificacion y expresion diferencial (DE).

Se identifico un total de 32.809 genes, 80.855 transcriptos y 943.252 exones.

La cuantificacion se expres6 en RPKM (Reads per kilobase per millon base pair,

por su sigla en inglés); (tabla 11). Con estos resultados se realizé un analisis
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de componentes principales (PCA) (figura 8a), un volcano plot (figura 8b) y un

mapa de calor (figura 8c).

Se aplicaron dos tipos de restricciones a los datos recopilados, primero se
estableci6 una tasa de falso positivos (FDR) de 0.05 (valor g <0.05) y luego se
aplicé un logaritmo de fold change de + 1. Con este ultimo ajuste se obtuvo una
gran cantidad de genes desregulados (5680), que no pueden ser manejados
facilmente, por lo tanto, se realiz6 un andlisis mas estricto manteniendo el

mismo valor g, pero con un logaritmo de fold change de + 1.5.

Tabla 11 Cantidad total de genes, transcriptos y exones encontrados en la
secuenciacion de ARNm y el numero de genes regulados positiva y

negativamente. Fuente: Elaboracion propia.

Categoria Ocurrencia
Exones 943.252
Genes 32.809
Transcriptos 80.855

Genes diferencialmente expresados (qvalue
5.680
<0.05)

Up regulated en ET-MSC 2.291
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Down regulated en ET-MSC 3.389

Top upregulated genes (Foldchange >1.5) 125

Top downregulated genes (Foldchange <-1.5) 51

En el PCA hubo un claro agrupamiento de las muestras de acuerdo con su
origen biolégico (C1 = MSC derivado adiposo, C2 = MSC endometrial) (Figura
8a). Las tres réplicas técnicas de una muestra biologica en el ET-MSC (C2A1,
2 y 3) mostraron un patréon mixto, que se asemeja probablemente a mas células
adiposas que endometriales. EI mismo patron aparecio en el mapa de calor,
donde los 50 genes principales se agruparon segun su origen bioldgico,
mientras que las mismas muestras que en el PCA tenian una asociacion

intermedia, similar a las células adiposas.

El andlisis de expresiéon diferencial se realiz6 en Ballgown y se representan
graficamente en el volcano plot (figura 8b). Entre los genes agrupados en cada
categoria, en el caso de ET-MSC los siguientes genes estaban marcadamente
disminuidos: COMP, LOC111771983, LOC111771987, LOC100050136,
LOC100055750, GREM 2, mientras que otros genes regulados positivamente
también se agruparon, estos incluyen: HMGA1, SERPINB10, NEDDS9, LIPG,

CHST15, LOC1000700567, PAPSS2, ITGB3, DLX1 y TRIL. Los datos
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completos de los 50 genes principales con el fold chage Log2 respectivo y el

valor g se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Lista de los 50 genes mas variables, sus respectivos valor q y Fold

Change (logfc). Fuente: Elaboracion propia.

Id Gen Umbral Valor Q logfc
LOC100050136 Downregulado 3,50E-07 -3,06
COMP Downregulado 1,14E-05 -2,90
BCHE Downregulado 1,66E-05 -1,78
LRRC17 Downregulado 1,03E-04 -2,65
GREM2 Downregulado 1,91E-04 -2,85
ENPP6 Downregulado 3,21E-04 -2,44
LOC111772370 Downregulado 4 21E-04 -2,88
GAS1 Downregulado 5,08E-04 -1,88
STOM Downregulado 5,21E-04 -1,93
LOC100056936 Downregulado 6,12E-04 -2,82
SGCG Downregulado 6,85E-04 -2,50
SERPINF1 Downregulado 1,55E-03 -3,03
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LSP1

TLX2

ITGAl1l

LOC100056698

LOC100146727

ARSE

SAA1

SCX

LOC111771983

LOC111771987

NRN1

LOC100055750

CA9

LIPG

LOC100070567

NEDD9

DLX1

ITGB3

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Downregulado

Upregulado

Upregulado

Upregulado

Upregulado

Upregulado
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1,61E-03

1,77E-03

1,78E-03

1,80E-03

2,12E-03

3,22E-03

3,39E-03

3,43E-03

3,60E-03

3,64E-03

4,07E-03

5,07E-03

3,47E+09

1,26E-04

4,95E-04

5,21E-04

6,60E-04

7,46E-04

-2,02

-1,88

-2,03

-3,61
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RBP1 Upregulado 3,81E-03 1,71

HS3ST3B1 Upregulado 5,24E-03 1,87
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Differential gene expression between ATMSC vs EMSC
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Figura 8. Analisis transcriptomico de AT-MSC y ET-MSC, a) Gréfico de PCA
realizado con lecturas de todos los genes expresados. Los puntos representan
muestras y se colorean de acuerdo con su ID y se rodean segun su categoria,
azul para AT-MSC rosa para ET-MSC. b) Volcano plot de genes expresados
diferencialmente entre MSCs. Los puntos representan genes y el gradiente de
color indica el significado, verde para el mas significativo y rojo para el no
estadisticamente significativo. La linea punteada horizontal indica el umbral

significativo (valor g <0.05), y las lineas verticales, perpendiculares a la linea
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umbral indican el umbral de fold change +/- 1.5 Log2. Los valores de fold
change Log2 en la linea X se trazan contra Log10 de los valores g (linea Y). c¢)
Agrupacion jerarquica y visualizacion en vista de arbol de los 50 genes
expresados diferencialmente més variables a través de las muestras (valor q
<0.05). RPKM se convirtieron a puntuacion Z; los colores rojizos a marrones
indican genes regulados positivamente y los colores azul claro a azul oscuro

representan genes regulados negativamente. Fuente: Elaboracion propia.

2.2 Validacién por qPCR.

Para validar los datos de ARN-seq, se analizé el perfil de expresion de genes
seleccionados usando qRT-PCR. Para esto, cuatro genes sobre expresados y
cuatro sub expresados en ET-MSC fueron evaluados por gPCR. Como resultado,
la expresion de 7 de los 8 genes analizados se correlacion6 entre ARN-seq y
gPCR, con un R = 0,91 y valores de p <0,05 para la expresion diferencial. Se
muestran en la figura 9 los genes analizados y su comparacion entre tipos de

células.
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Figura 9. Validacion de RNA-seq mediante comparacion de los niveles de
expresion por gRT-PCR de cuatro genes sobre expresados (izquierda en el
panel A), y cuatro genes sub expresados (derecha en el panel B). Los genes
analizados fueron: sobre presados VATI1L, HHIP, TRAP1l, CX3C y sub
expresados KRT8, HSPAG, KIF1A y SCARAS en ET-MSCs comparado con AT-
MSCs (p<0.05). Los datos de RT-gPCR demuestran que la secuenciacion de

ARNSs fue fiable. Fuente: Elaboracion propia.

2.3 Andlisis de enriquecimiento funcional.

El set de genes diferencialmente expresados fue utilizado para determinar su
participacion en las vias moleculares utilizando la base de datos KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes por su sigla en inglés). Un total de 35
clusters fueron identificados, de estos, 12 clusters fueron genes regulados
negativamente y 23 clusters de genes regulados positivamente en ET-MSC con
respecto a AT-MSC. Las vias mas relevantes identificadas en los genes

regulados negativamente fueron: funciones metabdlicas incluyendo biogénesis
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ribosomal, biosintesis de tARN, metabolismo de carbono y sintesis de
aminoacidos, mientras que las vias identificadas para aquellos genes regulados
positivamente fueron: funciones regulatorias de accion tipicamente

mesenquimal tales como vias PI3K-AKT y TGFB, sefalizacién Hippo vy

regulacion de pluripotencia.

2.4 Perfil global de la expresion de miRNA: identificacidn, cuantificacion y

andlisis de expresion diferencial.

Las vesiculas extracelulares se purificaron del sobrenadante de células
cultivadas de ambos origenes. La concentracion promedio de las VE aisladas
fueron: 2,69 + 0,40y 2,74 + 1,21 x 10'° / ml, mientras que el tamafio promedio
fue 154 + 18 vs 142 + 11 uym para ET-MSC y AT-MSC respectivamente. No
hubo diferencias significativas entre las muestras ni para la concentracién (p=

0,84) ni para el tamafio del VE (p= 0,09) (Figura 10).
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Figura 10. Concentracén y tamario de las VE aisladas desde medios de cultivo
de AT-MSC y ET-MSC. Fuente: Elaboracion propia.

Todas las muestras de VE recogidas produjeron ARN Util para la construccion
de bibliotecas y la secuenciacion posterior. Aunque algunas bibliotecas tenian
un bajo nivel de concentracion de ARN, la calidad de las lecturas asignables
era aceptable con un promedio de 25 Pthreads después del recorte y la
extraccion del adaptador con 23 pb de longitud, lo que representa mas del 90%
del total de lecturas sin procesar. El niamero de lecturas mapeadas e
identificadas usando la biblioteca Mirbase se anotaron y normalizaron usando

Recuentos por millon (CPM) para cada miARN.
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2.5 Andlisis de expresion diferencial.

Se investigo la carga de miARN de las VE. Se identificé un total de 253 miARN,
31 de los cuales se expresaron diferencialmente (p <0.05). De estos, 20
estaban regulados positivamente en ET-MSC (Log2 fold change> 0.5) y 7

regulados negativamente (Log2 fold change <-0.5) (tabla 13 y figura 11).

Tabla 13. miARN expresados diferencialmente en ET-MSC. Fuente:
Elaboracion propia.

Expresién con respecto a

MIARN Log2 Fold Change
AT-MSC

miR-380 10,37 Upregulado
mMiR-7177b 9,42 Upregulado
miR-369-3p 8,84 Upregulado
miR-3200 8,49 Upregulado
miR-329a 8,20 Upregulado
miR-9021 7,57 Upregulado
miR-494 7,49 Upregulado
miR-125a-3p 5,91 Upregulado
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Figura 11. Volcano plot de de miARN expresados diferencialmente en ET-MSC.
La linea punteada horizontal indica el umbral significativo (valor p <0.05), y las
lineas verticales, perpendiculares indican el umbral de fold change +/- 0.5 Log2.

Los valores de fold change Log2 en la linea X se trazan contra Log10 de los

valores g (linea Y). Fuente: Elaboracion propia.

2.6 Andlisis de la via de enriqguecimiento funcional de miARN.

El andlisis mirPath de los miARN expresados diferencialmente reveld 17 rutas
KEGG con al menos dos miARN altamente regulados positivamente en ET-
MSC (p <0.001) y cinco rutas reguladas positivamente en AT-MSC (tabla 14).

Para las células endometriales, las vias mas afectadas fueron la unién
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adherente y la interaccion ECM-receptor, las vias cancerosas (proteoglicanos,
carcinoma de pulmén, leucemia mieloide crénica, glioma), TGF-[3, Foxo y vias
de sefalizacion de pluripotencia. Otras vias incluyen el metabolismo celular
(biosintesis y metabolismo de &acidos grasos, degradaciéon de lisina,
procesamiento de proteinas). Para el caso de AT-MSC, las vias encontradas
estaban relacionadas con el metabolismo celular y los proteoglicanos en el
cancer, sin embargo, el numero de miARN involucrados fue notablemente

menor que en ET-MSC.

Tabla 14. Lista de las rutas KEGG involucradas en AT-MSC o ET-MSC, en base

a la secuenciacion de miARN en vesiculas extracelulares. Fuente: Elaboracion

propia.

Tipo celular  #miARN #Genes KEGG Pathway p-value
ET-MSC 15 140 Vias en cancer 3.1x10°
ET-MSC 15 90 Proteoglicanos en cancer 9.5x1016
ET-MSC 14 43 Uniones adherentes 8.8x101°
ET-MSC 13 79 Carcinogenesis Viral 5.2x10%

Vias de sefalizacion que
ET-MSC 13 62 regulan la pluripotencia de 2.1x10°

las células madre.
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ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

ET-MSC

AT-MSC

AT-MSC

13

13

13

13

11

11

11

10

10

62

55

40

33

59

44

35

64

40

29

20

18

Vias de senalizacion FoxO

Vias de sefializacion de

hormone tiroidea

Vias de serializacion TGF-

beta

Interaccién ECM-receptor

Ciclo celular

Cancer pulmonary de celulas

pequefas

Glioma

Hepatitis B

Leucemia mieloide crénica

Céancer de pulmén de células

no pequeias

Degradacion de lisina

Biosintesis de acidos grasos

Metabolismo de los acidos

grasos

Biosintesis de acidos grasos
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AT-MSC 2 73 Proteoglicanos en cancer 2.3x1010

Procesamiento de proteinas
AT-MSC 2 54 1.5x10%
en reticulo endoplasmico

AT-MSC 2 14 Degradacion de lisina 9.5x1010

A partir de los datos obtenidos en el andlisis de la via de enriquecimiento de los
ARNmM celulares, se verificd si algunas de las vias representadas estaban
realmente hiperactivadas. Para probar esto, se probaron la diferenciacién

neurogénica y la cardiomiogénica.

Las células fueron inducidas hacia la diferenciacion neurogénica y sometidas a
la identificacion inmune de los marcadores de linaje neural beta Il tubulina, un
marcador de neuronas inmaduras y CD68, un marcador de microglia (figura 12).
Para Beta lll, el marcaje de tubulina se detecté en células adiposas y
endometriales a pesar de la induccién. Sin embargo, la morfologia y la
intensidad del marcador cambiaron con la induccion (figura 12c y d panel
izquierdo). Para CD68, las células ET-MSC indiferenciadas no mostraron
marcaje para CD68, sin embargo, después de la induccion, el marcaje se
intensificd. Para AT-MSC, el marcador se detectd en células no inducidas e
inducidas. Después de la induccion neurogénica, las células mostraron

caracteristicas morfolégicas indicativas de un cambio hacia un fenotipo
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neurogénico, aunque no de microglia o neurona inmadura tipica. Estas
caracteristicas morfolégicas son mas claras cuando células de ambas fuentes
son sembradas a baja confluencia e inducidas a diferenciacion (figura 12 g, h).
No se encontr0 marcaje en las células control no inducidas, pero que se
incubaron con un anticuerpo primario no relacionado y se revelaron con el
mismo anticuerpo secundario marcado con HRP que los grupos

experimentales.
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Figura 12. Inmunohistoquimica para marcadores de linaje neural beta-lll
tubulina (neuronas inmaduras) y CD68 (microglia) de AT-MSC y ET-MSC. En
ambos paneles, a y b: AT-MSC y ET-MSC antes de la induccién de
diferenciacion neurogénica; c y d: AT-MSC y ET-MSC luego de la induccién; e
y f: células no inducidas a diferenciacidbn neurogénica y tefiidas con un
anticuerpo primario no especifico; g y h: AT-MSC y ET-MSC inducidas a
diferenciacion neurogénica, sembradas a baja confluencia; i: AT-MSC no
inducida a diferenciacion sembrada a baja confluencia. Proyecciones y
estructuras tipo neuronales son obsevables en g y h, pero no en i. Fuente:

Elaboracién propia.

-111-



Con respecto a la diferenciacién cardiomiogénica, se comparé mediante qRT-
PCR, la expresion de tres genes de interés. En el caso de ET-MSC en los tres
genes evaluados (MEF2C, MYH6 y TNNTZ2) la expresion fue significativamente
mayor tras la induccién (p<0.0001 para todos los casos), mientras que para AT-
MSC los genes MEF2C y MYH®6 fueron diferencialmente expresados tras la
induccion (p<0.0001), mientras que no se observd diferencias significativas

para el caso de TNNT2 (p= 0.265) Figura 13.
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Figura 13. Comparacion de los niveles de expresion por qRT-PCR de tres
genes en ET-MSC y AT-MSC antes y después de la induccién cardiomiogénica.

Fuente: Elaboracion propia.
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Cuando se compararon células de ambas fuentes, tras la induccidn
cardiomiogénica, se observo diferencias significativas (p<0.0001) en el nivel de
expresion de los genes TNNT2 y MYH6 en AT-MSC con respecto a ET-MSC,
mientras que para el gen MEF2C la mayor expresion se observo en ET-MSC

con respecto a AT-MSC (p<0.0001) (Figura 14).

TNNT2 MYH6 MEF2C

AT-MSC ET-MSC AT-MSC ET-MSC AT-MSC ET-MSC

Figura 14. Comparacion de los niveles de expresion por qRT-PCR de tres
genes entre ET-MSC y AT-MSC tras induccién cardiomiogénica. Fuente:

Elaboracion propia.
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3 Evaluacion de las propiedades anti inflamatorias y el potencial de
anidamiento in vivo de MSCs tras la administracién a un modelo animal

de PMIE.

3.1 PMIE y efecto inmunomodulador de las MSCs.

Durante la fase | de experimento, los valores basales de PMN reportados para
todas las yeguas fue en promedio 23 PMNSs, sin embargo, esta cantidad aumento
significativamente en biopsias de yeguas durante la fase Il, después de la infusion
de espermatozoides muertos (p= 0.001), en donde se observo un valor promedio
de 45 PMNs (figura 15). EI mismo fenémeno se observé en los ensayos ELISA
para IL-6 (p=0.04) y TNF-a (p=0.03) (figura 16). Esto fue confirmado por
inmunohistoquimica de las biopsias, en donde se observa el mismo fenémeno

(Figura 17).

Después de que se demostré la inflamacién, se evalué la actividad
antiinflamatoria de las MSC (fase Ill). El grupo 1 recibi6 infusién intrauterina de
2x107 AT-MSC marcadas en 20 ml de solucién salina estéril al 0,9%, grupo 2, la
misma cantidad de células madre endometriales marcadas en el mismo vehiculo,
mientras que el grupo 3 recibio solo solucion salina. Después de 48 horas, se
realizaron los mismos lavados, biopsias y medidas descritas anteriormente. Se

encontré una reduccion significativa (p <0,0001) del conteo de PMN en todas las
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muestras, incluidas las yeguas de control que no recibieron células (figura 15).
En los sobrenadantes, el ELISA detect6 una disminucion notable (p <0.05) de IL-
6 y TNF-a en los dos grupos que recibieron la infusion de MSC, pero no en el
grupo de control (Figura 16). EI mismo fendmeno se visualizé mediante

inmunohistoquimica (Figura 17).

AT-MSC

FASEI FASEI FASEIN

ET-MSCs

FASEI FASEIl

FASEIN

PMN

60

40

20

Control
l_l '_|*
T

FASEI FASEIl FASEIN

Figura 15. Cantidad de PMNs endometriales durante las diferentes fases

experimentales (I,

y

).

Barras

indicadas con un asterisco son

significativamente diferentes (P< 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

-115-




AT-MSC ET-MSC Control
2000 —_— — 2000 2000
b —
1500 1500 1500 T
g E E
£ 1000
5, 1000 5, 1000 ]
a a
500 500 500
0 0 0 FASEI FASEN FASENN
FASE| FASEI FASENI FASE| FASEI FASEN
IL6 L6 L6
AT-MSC ET-MSC Control
* * 300
400 400 — —
T 1
300 e 300
200
o - —El
£ 200 £ 200 £
o =3 o
100
100 100
0 0
FASEL FASENl FASE NI FASEI FASENl FASEIl FASEL FASEN FASEI
TNF-a TNF-a TNFo

Figura 16. Patron de expresion de IL-6 y TNF-a en fluido uterino durante las

diferentes fases experimentales (I, Il, y lll). Barras indicadas con un asterisco son
significativamente diferentes (P<0,05). Fuente: Elaboracién propia.
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Fase |

Fase Il

Fase Il

Figura 17. Inmunohistoquimica de biopsias de endometrio. Patron de expresion
de PMN, IL-6 y TNF-a en tejido endometrial durante las diferentes Fases del

estudio (I, Il y IIl). HE= hematoxilia eosina. Fuente: Elaboracion propia.

A nivel de ARNm, no se encontraron variaciones en la expresién de los
transcriptos analizados en las yeguas control. Solo la IL-10 aumentd
significativamente (p = 0.0164) (figura 18). En el grupo tratado con AT-MSC, se
encontrd una disminucion significativa en la expresion de IL-1a, (p = 0.0003); IL-
6 (p = 0,04); IL-8 (p = 0,006); TNF-a (p = 0.004); IL-10 no aumento
significativamente (p = 0.08), y la expresion de COX-2 se mantuvo sin cambios,

aunque con una tendencia a la disminucién (p = 0.09; Figura 18). En las yeguas
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gue recibieron ET-MSC, IL-6, TNF-a e IL- 8 disminuyeron significativamente (p =

0.01), IL-10 aumento (p = 0.009).
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Figura 18. Expresion de ARNm de citoquinas pro y antiinflamatorias en fluidos
uterinos de yeguas control y de yeguas tratadas con MSCs, durante las fases Il

y Il del estudio. Fuente: Elaboracién propia. Fuente: Elaboracion propia.
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3.2 Ensayo in vitro de marcaje de MSCs utilizando el kit Vybrant CFDA SE

Cell Tracer Kit.

Se desarroll6 un ensayo in vitro que consistié en el uso del kit Vybrant CFDA SE
Cell Tracer (Lifetechnologies, Santiago, Chile), en diferentes concentraciones,
para marcar MSCs. Este ensayo permitid6 obtener informacion sobre la
concentracion ideal para marcar MSCs, condicién indispensable para estudios de

anidamiento.

El marcaje se logr6 con todas las concentraciones de CDFA probadas; sin
embargo, las concentraciones superiores a 10 yM condujeron al desprendimiento
de células y al crecimiento lento, mientras que 5 uM arrojaron una sefial
demasiado débil en el paso 4. Todo el etiquetado se cuantificé por citometria de

flujo. Como conclusion, se eligieron 10 uM para los tratamientos (Figura 19).
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Figura 19. MSCs marcadas utilizando diferentes concentraciones de CFDA tras

ser sometidas a la segunda expansion (P2). Fuente: Elaboracién propia.

3.3 Anidamiento de las MSC.

La sefal verde de las células marcadas con CFDA se detectd en todas las
biopsias excepto en el control en el dia 2 y persistié en los dias 10 y 30 después
de la infusion (Figura 20a-c). En el dia 2, la sefal fluorescente CFDA estaba
tipicamente muy concentrada cerca del epitelio glandular y en el estroma,
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también se detectaron algunos restos en este punto temprano (Figura 20d), asi
como las células inmunes (Figura 20e). No se determind la naturaleza exacta de
estos globulos blancos, algunos presentaron apariencia de eosindfilos o
macrofagos (asterisco en las Figuras 20a y e) otros tenian una morfologia tipica
de PMN (Figura 20e). En los dias 10 y 30, el marcaje disminuy0 y se encontro
principalmente en el estroma periglandular. Se detectaron algunas estructuras
similares a células, aparentemente mas pequefias que MSC, con marcaje verde
intenso, pero sin tincibn nuclear dentro o cerca de la vasculatura, que se
asemejan a eritrocitos (Figura 20c). No hubo marcaje en las yeguas control
(Figura 20f). El nUmero de células realmente detectadas en puntos de tiempo fijos

no fue cuantificado.
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Figura 20. Fotografias representativas del ensayo confocal para CDFA-SE en

biopsias de yeguas a las 48h (a), 10 dias (b) o 30 dias (c), después del
tratamiento con MSCs. Asterisco significa células polimorfonucleares; la punta
blanca indica las células mesenquimales; G = glandula. En el panel inferior, d =
bajo aumento de una biopsia a las 48 h, se pueden ver restos verdes, €) aumento
de a) que muestra PMN (*) y eritrocitos (**), f) endometrio de control que no
recibi6 células. Etiqueta verde = CFDA-SE, etiqueta azul = contratincion para el
nacleo (TROPO-3). Las imagenes se seleccionaron de cualquier tipo de célula
(AT-MSC o ET-MSC) en funcion de los mejores patrones de sefial fluorescente.

Fuente: Elaboracion propia.
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VIl. DISCUSION

La endometritis es la principal enfermedad reproductiva en los caballos (Traub-
Dargatz et al., 1991), puede provocar infertilidad y esta relacionada con la
incapacidad de la yegua para drenar los liquidos asociados con la inflamacion

(Troedsson et al., 1998).

Para que el proceso de implantacion sea exitoso requiere, por un lado, una
compleja secuencia de eventos de sefalizacion, que son cruciales para el
establecimiento de la gestacién y, por otro lado, un gran nimero de mediadores
moleculares (moléculas de adhesidn, citoquinas, factores de crecimiento, etc.).
Ambos estan involucrados en la interaccion embrio-maternal temprana (Perrini et
al., 2016). El grado de produccion endometrial de estos mediadores podrian
verse alterados en una endometritis persistente. De hecho, los factores
proinflamatorios transcritos (CXCL5, IL-1B, IL-8 y TNF-a) en las células
epiteliales endometriales bovinas estan elevadas en casos de endometritis

subclinica o clinica (Fischer et al., 2010).

Muchas terapias han sido propuestas para tratar o prevenir endometritis en
yeguas. La endometritis aguda post monta es usualmente tratada con irrigacion
uterina, el uso de agentes echdlicos, antibidticos sistémicos y locales. Sin
embargo, estas terapias no siempre son efectivas en el tratamiento de

inflamaciones uterinas cronicas (Perrini et al., 2016). Para el caso de infertilidad
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asociado a dafio endometrial, la interaccion embrio-maternal y la restauracion de
la receptividad uterina podria ser mejorada mediante el uso de medicina

regenerativa.

La medicina regenerativa posee varias aplicaciones en el tratamiento de muchas
patologias tanto en humanos como en medicina veterinaria. Estos tratamientos

estan basados en el uso de MSC.

Las MSCs son células multipotentes, que pueden ser aisladas desde varios
tejidos de animales adultos, incluyendo la especia equina. En la actualidad, en
medicina regenerativa del equino, las MSC son consideradas, principalmente, en
funcién de multiples fuentes de obtencion, simplicidad de aislamiento, ademas de
la capacidad de modular las respuestas inmunes y la inflamacion, y su potencial

regenerativo previniendo la formacion de cicatrices (Stewart y Stewart, 2011).

En equinos, las MSCs han sido aisladas y caracterizadas principalmente a partir
de tejido adiposo (AT-MSC) (Vidal et al., 2007; Ranera et al., 2012; Esteves et
al., 2017), médula 6sea (BM-MSC) (Frisbie y Smith, 2010; Eslaminejad et al.,
2009) cordén umbilical (UCT-MSC), sangre de cordén umbilical (CB-MSC),
células derivadas de fluido amnioético (AMC) (lacono et al., 2012; Lange-Consiglio
etal., 2011; Colietal., 2011) y tejido endometrial (ET-MSC) (Cabezas et al., 2018,

Navarrete et al., 2020), entre otros.

Como se esperaba, en este estudio, las células obtenidas de biopsias de

animales vivos también produjeron MSC segun lo juzgado por sus propiedades
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biologicas, como la adherencia al plastico, la expresion de marcadores de
superficie y la diferenciacion hacia derivados mesodérmicos osteogénicos,

condrogénicos y adipogénicos.

Sin embargo, hasta la fecha, no existe un método de aislamiento estandar de
cualquier tejido en equinos. Los pasos de aislamiento a menudo son seguidos
por el mantenimiento de las células en material de cultivo plasticos, en

condiciones ideales de crecimiento celular (Bourzac et al., 2010).

De los criterios recomendados por la ISCT para caracterizar las MSCs, aquellos
que tienen relacién con la adherencia al plastico y pluripotencia son los que
normalmente se comparten entre las diferentes MSCs. (Guest et al., 2008; De
Schauwer et al., 2012). La variedad de fenotipos celulares entre y dentro de los
aislados celulares es bien reconocida en medicina regenerativa equina
(Giovannini et al., 2008). En este sentido, falta por establecer consenso sobre la
expresion de marcadores de superficie. Estas diferencias estarian explicadas, en
parte, a diferencias en la fuente de obtencion de las MSCs, forma de aislamiento
y anticuerpos utilizados, los cuales no todos son especie especificos (Radcliffe et
al., 2009; Ranera et al., 2011; De Schauwer et al., 2012; Colleoni et al., 2009).
Por lo tanto, el inmunofenotipo de las MSCs seria dinamico, cambiando durante
el transcurso del cultivo, lo que podria alterar sus caracteristicas bioldgicas.
(Mosna et al., 2010; Strioga et al., 2012) Esto fue demostrado por nuestro grupo

de investigacion, donde una limitada expresion de marcadores de superficie
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(CD44, CD90, MHC-I) podria afectar la capacidad de migracion de ET-MSC
comparadas con AT-MSC (Cabezas et al., 2018). Lo mismo se ha reportado con
respecto a la capacidad de expresar Oct-4, Sox-2 y Nanog y el potencial de
diferenciacion hacia diferentes linajes mesenquimales neurogénico, miogénico y

hapatogénico. (Pennington et al., 2016).

En respuesta a esta situacion, el uso de citometria de flujo multicolor permitiria
discriminar diferentes fenotipos celulares a partir de la presencia o ausencia de
multiples antigenos de superficie y proteinas intracitoplasmaticas

simultdneamente (De Schauwer et al., 2012).

Utilizando medios de diferenciacion comerciales de la linea STEMPRO® se
evaludé la capacidad que tienen las células madre mesenquimales putativas,
provenientes de ambos origenes, para diferenciarse hacia los linajes
osteogénico, condrogénico y adipogénico. Para ambas fuentes se logré la
correcta diferenciacion hacia los linajes mesodermales mencionados
anteriormente. Sin embargo, los medios de induccién utilizados, para el proceso
de diferenciacion in vitro, generan condiciones ambientales que no
necesariamente replican condiciones naturales. La mayoria de estos medios
comerciales posee moléculas bioactivas que regulan positivamente la expresion
de genes, que son especificos para cada linaje, asi mismo, proveen

componentes necesarios para la posterior generacion de productos intra
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(adipogenesis) y extra (condrogénesis y osteogénesis) celulares (Lopez y Jarazo.

2015).

Diferencias inevitables también se obtienen cuando comparamos condiciones in
vitro e in vivo, principalmente en lo que tiene relacion con las concentraciones de
oxigeno (20% de oxigeno en incubadoras vs 1-8% presente en médula ésea y
tejido adiposo). Esto también se ha visto reflejado en algunos estudios, en donde
se compara el potencial de proliferacion y expresién de genes de plurupotencia
en condiciones diferentes de presion de 02 (20% vs 5%), entre células
mesenquimales obtenidas de diferente fuente (ASC vs BMSC) (Ranera et al.,
2012). En otro reporte, se observé que, en células mesenquimales derivadas de
médula 6sea, la expresion de genes ligados a condrogénesis y el depdsito de
glicosaminogicano sulfatados fueron aumentados, cuando la tension de O2 fue
menor, mientras que la adipogénesis, osteogenesis, asi como la proliferacion no

se vio afectada (Ranera et al., 2013).

Independientemente de la madurez y la fuente de obtencién, las células no
diferenciadas, aisladas de un tejido dado no son idénticos. Incluso aquellos
aislados desde el macizo celular interno (MCI) de los blastocistos puede variar
en el potencial de desarrollo (Thomson et al., 1998). La heterogeneidad entre las
células dentro de un tejido aumenta con la edad del donante, lo que tendria
relacion con el grado de especializacion (da Silva Meirelles et al.,, 2009). La

variedad de fenotipos celulares entre y dentro de aislamientos celulares es bien
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reconocido en medicina regenerativa equina (Giovannini et al., 2008; Reed y
Johnson, 2008). Los fenotipos celulares especificos se seleccionan en muchas
etapas durante el proceso de aislamiento y cultivo celular, incluido el proceso de
dar “pases” (separando células desde la placa de cultivo y agregandolas a otro)

(Toupadakis et al., 2010).

Factores epigenéticos se cree que contribuyen a la capacidad de las células para
diferenciarse en el tejido del que se derivaron (Eilertsen et al., 2008), un concepto
gue ha sido abordado en estudios en equinos (Crovace et al., 2007; Toupadakis

et al., 2010). Sin embargo, los resultados no son concluyentes.

Ademas de la fuente de obtencion, el estado de salud individual puede influir en
la viabilidad celular y, por lo tanto, en los resultados clinicos. En el sindrome
metabdlico equino (enfermedad de resistencia a la insulina), las AT-MSC tienen
un potencial de diferenciacion limitado y son senescentes (Marycz et al.,2016).
En este mismo sentido MSC obtenidas a partir de tejidos sinoviales sanos y
enfermos muestran caracteristicas comparables de fenotipo y multipotencia, sin
embargo, el potencial condrogénico es mejor cuando se obtiene a partir de tejidos

sanos (Fulber et al., 2016).

Nuestro laboratorio demostré que las células madre mesenquimales equinas,
derivadas de cadaveres, tanto de tejido endometrial como adiposo comparten
propiedades bioldgicas significativas, pero tienen un patron distintivo de

marcadores de superficie y migracién tal como fue posible observar en el
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presente estudio (Cabezas et al., 2018). Esto podria verse reflejado en el perfil
transcriptomico, permitiendo establecer, con mayor claridad, caracteristicas

distintivas de las células madre endometriales y adiposas.

En esta investigacion se usaron animales vivos para analizar las semejanzas y
diferencias entre los origenes de las células. Nosotros y otros equipos de
investigacion, hemos demostrado que las células madre mesenquimales
endometriales equinas tuvieron un rendimiento superior en la diferenciacion
osteogénica, muscular lisa, produccion de péptidos antibacterianos y un mayor
namero de UFC en comparacion con las células adiposas o de médula 6sea
(Khatun et al., 2017; Rink et al., 2017; Cabezas, et al., 2018). Se encontraron
diferencias similares para el MSC endometrial humanas y bovinas (Lara et al.,
2017). Sin embargo, tales ensayos in vitro tienen limitaciones en su capacidad
para evaluar una gama mas amplia de funciones bioldgicas. La tecnologia NGS
permite analisis mas profundos que abarcan la expresion de decenas de miles

de genes, en un ensayo de alto rendimiento con alta resolucion y confiabilidad.

Para el andlisis de datos mediante NGS, se agruparon por separado las AT-MSC
y ET-MSC. Sin embargo, cabe sefialar que una muestra biolégica
(correspondiente a ET-MSC) tuvo un compartimiento mas cercano a AT-MSC
gue a células endometriales. Esto puede deberse a la mezcla de poblaciones de
células presentes en las biopsias, que no se logran separar efectivamente en el

cultivo primario, dicho efecto se ha descrito anteriormente, cuando se usaron
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cultivos primarios mixtos en ganado bovino (Lara, et al., 2018) y equinos (Castro
et al., 2014, Cabezas, et al., 2018). Ademas, esto también puede apuntar a la
influencia del ciclo estral o del estado metabolico del donante o de esta muestra
en particular. Sin embargo, no podemos descartar este efecto, ya que no

evaluamos ni el estro ni medimos las hormonas relacionadas en los donantes.

En la practica de la investigacion transcriptomica, uno de los principales
productos es una enorme lista de genes expresados, transcriptos y exones. Sin
embargo, estos datos no tienen valor mientras no se evalle la expresion
diferencial y, lo que es mas importante, el andlisis de las vias de sefializacion.
Encontramos 125 genes sobreexpresados y 51 subexpresados en el ET-MSC,
los que mediante la generacion de clisters fueron analizados a través de mapas
de calor. Cuando se realizd6 una exploracion mas profunda de los genes
diferencialmente expresados, mediante el analisis de la via de enriquecimiento,
se detectaron diferencias notables entre las vias de sefalizacion en cada origen

celular.

El tejido endometrial presenté elementos de la via de sefalizaciébn Hippo
expresados positivamente, esto no es sorprendente ya que a nivel endometrial
se requiere esta sefializacion para la remodelacion tisular, especificamente
durante la fase secretora (Zhu et al., 2015, 2017). Se ha observado que Hippo
puede activar RUNX2 favoreciendo una diferenciacion de MSC al linaje

osteogénico mientras disminuye la diferenciacion adipogénica (Liu et al., 2012).
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En vista de los anterior, es digno de mencionar que tanto la via de adhesion focal
como la via de actina estaban reguladas positivamente en los ET-MSC, esto
podria conducir a una predisposicion hacia la diferenciacion osteogénica y a una
diferenciacion adipogénica limitada, fenbmeno observado en el presente estudio,
y que se relaciona con lo observado por Cabezas, et al., 2018 células madre

endometriales equinas.

La via TGF-B también fue regulada positivamente en ET-MSC. Su expresion
dindmica durante la fase secretora del ciclo estral potencialmente genera
interacciones con la via Hippo, a través de YAP-TAZ (Omwandho et al., 2010),
generando una produccion excesiva de matriz extracelular (Hiemer et al., 2014).
Esto podria explicar, la regulacion positiva de los receptores de ECM vy las vias
de adhesion focal en ET-MSC observadas en este estudio, y nuevamente podria
explicar la menor capacidad de migracion de las ET-MSC en comparacién con

AT-MSC reportadas en este estudio y anteriormente por Cabezas, et al., 2018.

La ruta MAPK también se regul6 positivamente en ET-MSC, esto puede favorecer
la diferenciacion condrogénica a través de efectores SMAD de TGF- segun lo

informado por Khanmohammadi et al., (2012).

En el presente estudio, las vias de sefalizacion que controlan la pluripotencia de
las células madre y la ruta de Hedgehog (Shh) se regularon positivamente en el
ET-MSC. Estas vias impactan en la mantencién de la plasticidad de varias MSC

inactivas (Petrova y Joyner, 2014). Esta caracteristica podria favorecer la
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posibilidad de diferenciacion a otros linajes no mesodérmicos, como la
neurogénica. De hecho, las vias de sefalizacion neurogénica, como la
orientacion axonal, la sefalizacion de neurotrofinas y PI3K/AKT, juegan un papel
importante en el rompecabezas regulador y de diferenciacion de la ontogenia
neuronal (Lee et al., 2007; Hossini et al., 2016; Pramanik et al., 2017) también

fueron regulados de forma positiva.

La diferenciacion neurogénica realizada en este estudio demostré que las MSC
experimentaron al menos algunas etapas de desarrollo neuronal, las que fueron
identificadas cuando células de ambas fuentes fueron sembradas a baja
confluencia, en donde fue posible observar proyecciones y estructuras tipo
neuronales. Los precursores de neuronas inmaduras se determinaron mediante
tincion anti-tubulina 11l y microglia mediante tincibon de CD68 en ensayos de
inmunohistoquimica. Mediante PCR se confirmd una sobreexpresion de MAP2,
un marcador de neuronas maduras solo en ET-MSC vy, aunque las células
mostraron caracteristicas morfologicas indicativas de un cambio en un fenotipo
neurogénico, las microglias o las neuronas inmaduras tipicas no fueron

cuantificadas.

Otros autores mostraron el potencial neuronal de ET-MSC humanas que se
convirtieron en progenitores oligodentrociticos, neuronas motoras y poseian una
respuesta neurogénica a b-FGF y NGF (Shoae-Hassani et al., 2011; Ebrahimi-

Barough et al., 2013; Azami et al., 2013). Nuestros hallazgos abren nuevas
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opciones para el tratamiento veterinario equino contra enfermedades como el

sindrome de Stringhalt y la hemiplejia laringea, ambas tratadas quirargicamente.

La diferenciacion cardiomiogénica realizada en este estudio, permitié evidenciar
diferencias en el nivel de expresion de genes vinculados con la diferenciacién
cardiomiogénica, entre MSC derivadas de diferente fuente. En este caso las ET-
MSC tras la induccion se observdé un mayor perfil de expresion de MEF2C
comparadas con AT-MSC. Este gen es sindicado como un factor regulador clave
en la activacion de las vias transcripcionales involucradas en la diferenciacion
cardiomiocitica (Goldenthal y Marin-Garcia, 2003). MEF2C precede (y media a
su vez) la activacion de la expresion de marcadores precoces, intermedios y
terminales de diferenciacion de células cardiacas incluyendo factor natriurético
auricular (FNA) y péptido natriurético tipo B (PNB), cadena ligera de miosina
(CLM), cadena pesada de a (codificada por en gen MYH6) y B -miosina y

troponina cardiaca C (Goldenthal y Marin-Garcia, 2003).

La diferenciacion cardiomiocitica ha sido establecida en modelos murino
(Doevendans et al., 2000) y humanos (Muller et al., 2000, Toma et al., 2002) in
vitro, mientras que en equinos, existe evidencia de diferenciaciébn miogénica en
células madre pluripotentes inducidas (Quattrocelli et al., 2016)., y en AT-MSC
usando vectores lentivirales (Sung et al., 2016), MSC derivadas de corddn
umbilical (Reed y Johnson 2007), mientras que no ha sido reportado antes bajo

las condiciones de este estudio, en particular para ET-MSC. Al respecto, esto es

-133 -



una gran oportunidad de abordar estudios posteriores nuestro laboratorio, que
puedan apoyar en el uso potencial que puede tener las MSC en afecciones

musculares o cardiacas.

Las MSC ejercen su accién mediante mecanismos diferentes, ain no claramente
definidos, que incluyen la secrecion de una gran cantidad de factores de
crecimiento como TGF-B8, EGF, VEGF, otros mediadores no proteicos como IDO,
INOS, PGE: y también citoquinas (IL-1RA, IL-10) que promueven una correcta
regeneracion de la lesion (Perrini, et al., 2016; Branly, et al., 2018), a través de la
inhibicién de la apoptosis y fibrosis, aumento de la angiogénesis, mitosis y/o
diferenciacion de células progenitoras residentes y a través de la modulacién de
la respuesta inmune (Yagi et al., 2010). Hoy en dia se acepta la existencia de un
mecanismo paracrino entre las MSC y las células blanco, En este proceso
podrian estar involucradas las vesiculas extracelulares como un componente

integral en la comunicacion célula-célula.

La abundancia de VE secretadas por MSC también puede variar dependiendo de
la fuente (lacono et al., 2017). Las VE tienen el potencial de reducir, in vitro, la
tasa de apoptosis en células endometriales equinas, aumentar la proliferacion
celular, regular a la baja la expresion de genes proinflamatorios y disminuir la

secrecion de citocinas proinflamatorias (Perrini et al., 2016).

Las VE contienen varias moléculas activas como lipidos, proteinas, ARNm y

MIARN. Estas VE se han utilizado in vitro e in vivo para reparar el dafio tisular,
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aumentando la tasa de curacion (Biancone et al., 2012; Bruno et al., 2012) Estos
principios bioactivos son parte de la secretdmica y parecen ser, parcialmente

responsables de los efectos terapéuticos de MSC.

La secuenciacién del miARNoma de las VE secretadas por las células adiposas
y endometriales en este trabajo reforzé los hallazgos del transcriptoma de ARNm,
lo que demuestra que AT-MSC y ET-MSC tienen diferentes perfiles de ARN, que
probablemente deben representar la naturaleza del nicho del que fueron aislados.
Las AT-MSC secretan miARN presentes en VE que estan implicados
principalmente en la regulacion de las vias KEGG relacionadas con el
metabolismo, la biosintesis de acidos grasos, la degradacién de lisina y el
procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico, la misma tendencia que
en nuestro analisis transcriptémico de ARNm anterior, indicativo de una alta

actividad mitocondrial y mayor tasas de proliferacion (Mischen et al., 2008).

Los miARN mas expresados diferencialmente en AT-MSC fueron mir-9a y mir-
34a, que son especificos del tejido adiposo y estan relacionados con procesos
de obesidad (Jing et al., 2011; Fu et al., 2012; Pan et al., 2018) con potencial
terapéutico comprobado para reprimir la produccién de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1 en AT-MSC humanas (mir-9; (Qian et
al., 2017). Mir-9a también promovio la diferenciacion neuronal de BM-MSC al
reprimir la proteina Notch-1 y mejorar la proteina MAP2 (Jing et al., 2011). Es

posible hipotetizar que la diferenciacion neurogénica de AT-MSC que se muestra
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en el presente estudio, podria estar mediada por este miARN particular. Por otro
lado, mir-34a tiene actividad supresora de tumores y es una herramienta
prometedora en oncologia, debido a que apunta a numerosos reguladores de la
proliferacion de células cancerosas y la resistencia a la quimioterapia (Misso et
al., 2014; Zhang et al.,, 2019) y también tiene potencial de diferenciacion

osteogénica en MSC de rata (Liu et al., 2019).

En el caso de las ET-MSC, a partir de los miARN secretados en VE, tres vias
involucradas en la reorganizacion de la matriz extracelular fueron las mas
representadas, lo que estda en concordancia con nuestros hallazgos
transcriptdmicos, a su vez esto puede estar relacionado con el entorno dinamico
del endometrio y el papel fundamental de MSC para mantener la homeostasis del

tejido (Lara et al., 2018).

Dos miARNSs; mir-380 y mir-122 fueron sobreexpresados en ET-MSC. Estos
mMiARNSs participan en la regulacion de la apoptosis, la adhesion celular y
controlan la transicién epitelial/mesenquimal (TEM) en la linea celular de cancer
de ovario humano SKOV3 (mir-380; Su et al., 2017). Mir-122 es un modulador
clave en la fibrosis hepatica al regular negativamente la proliferacion y
transactivacion de las células estrelladas hepaticas (Zeng et al., 2015). Lou et al.,
2017 sobreexpresaron mir-122 en AT-MSC humanas y mejoraron la eficacia
terapéutica contra la fibrosis hepatica causada por el tetracloruro de carbono,

mejorando la deposicion de colageno y suprimiendo la activacion de las células
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estrelladas hepaticas. Otro remodelador de ECM expresado fue let-7e, su
represion induce una regulacion positiva del colageno y una deposicion excesiva

(Dangi-Garimella et al 2011; Makino et al., 2013).

De interés, mir-3200 estd altamente regulado en VE de ET-MSC. Se ha
demostrado que este miARN tiene actividad antitumoral en tejido endometrial
(Zhu, et al., 2018). Otros miARN identificados en este estudio también estan
relacionados con la actividad antitumoral en diferentes 6rganos y tejidos, como
mir-369-3p en tejidos gastricos (Dong et al., 2019), mir-329a en neuroblastoma

(Yang et al., 2014).

Las células definen su fenotipo, plasticidad y caracteristicas bioldgicas de
acuerdo con el origen de estas (Lander, et al., 2012). En ese sentido, el MSC
humanas y animales mostraron propiedades de proliferacion e
inmunomoduladoras distintas dependiendo del tejido donante (Phinney, et al.,
1999; Patel y Genovese, 2011; Carrade y Borjesson, 2013). El perfil de expresién
diferencial de ARN de las células, incluida su red de miARN permite esbozar su

identidad bioldgica y comprender el papel real del nicho.

Aqui, la sefializacion de TGF-B y las vias de pluripotencia de las células madre
coinciden como altamente reguladas en ET-MSC, tanto en el perfil
transcriptomico como en el de miARN-VE, sefialando como una caracteristica
diferencial clave de estas células con respecto a AT-MSC del mismo animal.

Probablemente, el endometrio requiere un momento mas preciso en la regulacién
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de la expresion génica. Ademas, la sefalizacion del ciclo celular y la via Foxo
vinculadas con la regulacién de PTEN y PI3K / AKT, que estan alteradas en ET-
MSC de este estudio, podrian permitir una renovacion y remodelacion de tejido

celular mas intensa en comparacioén con AT-MSC (Gan, et al., 2008).

Perfilar la carga de miARN de VE secretada por ET-MSC podria ayudar en el
disefio e implementacion de terapias contra trastornos relacionados con ECM
como la fibrosis en diferentes 6rganos y enfermedades relacionadas con el
cancer. En este contexto, aprovechar la comunicacién cruzada mediada por
citoquinas inmunomoduladoras, factores de crecimiento, VE y proteinas de
remodelacion de la matriz extracelular permite preparar estrategias precisas para
el tratamiento de patologias como la fibrosis uterina cronica o la endometrosis

(Choi et al., 2014).

En base a los resultados obtenidos en este estudio y la discusién de estos es
preciso establecer que, dependiendo de la fuente de la cual son aisladas las MSC
(AT vs ET), a partir de un mismo donante, es posible establecer claras
diferencias. En lo que respecta al perfil trascritomico, fue posible observar vias
se sefalizaciéon claramente definidas, para cada tipo celular, las que a su vez se
vieron reflejadas en el perfil de miARN a través de la secrecion de VE, el que
también fue diferente en dependencia de del nicho. A la luz de estos datos es
posible considerar un tipo celular por sobre otro para posibles terapias celulares,

en dependencia del tipo de patologia. Es de suma importancia continuar con

-138 -



caracterizaciones moleculares que incluyan MSC de otras fuentes y definir el

potencial uso de estas.

Seguidamente, se estudi6 si las células de distintos origenes pueden elicitar una
respuesta anti inflamatoria in vivo en un modelo de PMIE, asi como su capacidad
de anidarse en el endometrio de dichas yeguas. En el presente trabajo, se indujo
inflamacion en todas las yeguas tras la inoculacién de espermatozoides muertos,
segun el recuento de PMN y la expresion de marcadores inflamatorios
especificos.

De acuerdo con lo anterior, tres horas después del desafio con espermatozoides,
hubo un aumento significativo en el recuento de PMN en todas las yeguas en
comparacion con las mediciones de referencia. Los neutréfilos migran a la luz
uterina en 30 minutos (Katila, 1995) y tienen una respuesta inflamatoria maxima
entre 6 y 12 h (Troedsson, 1999). En yeguas susceptibles a PMIE, la neutrofilia
puede ocurrir tan pronto como 2 a 12 horas después de la monta (Woodward et
al., 2013a). Otros estudios indican una disminucién en el numero de neutrofilos
en el endometrio junto con un aumento en la respuesta antiinflamatoria, cuando
se infundieron MSC derivados de la médula 6sea antes de la inseminacion de
yeguas sanas (Ferris et al., 2014).

Las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a aumentaron segun lo observado en
las pruebas de ELISA y los ensayos de inmunohistoquimica. Esto fue validado
por la expresiéon génica de los marcadores mencionados mediante RT-gPCR. Tal
como propusieron Fumuso y colaboradores en 2003, el incremento de proteinas
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sefalizadoras, tales como IL-6, IL-1 y TNF-a, son las responsables de la
modulacién de la respuesta inflamatoria aguda, cumpliendo un rol regulatorio en
la recuperacion de la endometritis durante el estro. Un aumento en la expresion
de IL-6 y TNF-a a nivel de proteinas, y de IL-1 e IL-8 a niveles de ARNm en
yeguas durante la fase Il, podria ser responsable de una mayor permeabilidad
vascular y una fuga exacerbada de PMN, causando edema local (Contran et al.,
1999) como se detecta en la inmunohistoquimica.

En el caso de IL-6, esta citoquina podria actuar inicialmente, promoviendo la
inflamacion aguda y el reclutamiento de PMNSs, sin embargo, luego cumple un rol
protector a través de la induccion de citoquinas moduladoras de la inflamacién,
tal como IL-1RA (Tilg et al., 1994) y la induccién de la apoptosis y fagocitosis de
PMNSs, llevando la inflamacién a su término (Fumuso et al., 2003).

La expresion de IL-1, IL-8 y TNF-a es mayor en el endometrio de yeguas
susceptibles a PMIE que en yeguas resistentes, incluso sin exposicion al semen
(Fumuso et al., 2006, 2007; Palm et al., 2008). IL-1B se expresa constitutivamente
y se regula en el endometrio de yeguas después de la inoculacion bacteriana
experimental (Marth et al., 2015). Las yeguas resistentes a PMIE muestran un
pico de citoquinas antiinflamatorias IL-10, IL-1RA e IL-6, dos a seis horas
después de la monta, mientras que las yeguas susceptibles no pueden activar
dicha respuesta antiinflamatoria (Woodward et al., 2013). Después de 48 h, se
detectd la reducciéon de IL-6 y TNF-a mediante inmunotincidon de biopsias y se

confirmd mediante ELISA en los lavados uterinos.
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La significativa reduccion de PMNs, observada 48 horas después de inducir la
inflamacion uterina en yeguas, puede asociarse al factor de resistencia a
endometritis persistente que estas poseen. Es decir, yeguas con una apropiada
contractibilidad miometrial son capaces de remover por si solas el contenido
uterino resultante de la monta o IA (Nikolakopoulos y Watson, 1999), acortando
la respuesta inflamatoria del Gtero y reduciendo, en este caso, la expresion de
otras citoquinas proinflamatorias, tales como IL-8 y COX-2. En este sentido, la
reduccion de IL-8 también implicé una reduccion de la cantidad de PMNSs,

posiblemente por el rol quimiotactico que ejercen sobre éstos (Zerbe et al., 2003).

En el presente estudio la expresion de COX-2 no se vio afectada tras la induccion
experimental de la inflamacién. Lara et al., (2017) demostraron en las células
madre endometriales bovinas desafiadas con PGE2, un fuerte aumento en las
citoquinas proinflamatorias, pero no en las transcripciones de COX-2. Esto podria
ser indicativo de que los niveles de COX-2 no son un paso limitante para la
activacion de las citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, en el presente
estudio, no se cuantific6 PGE2 en las muestras obtenidas, mientras que Palm et
al. (2008) demostraron un aumento en la COX-2 a nivel endometrial después de
la exposicién al plasma seminal. Otros también demostraron, en modelos

celulares bovinos, que los espermatozoides pueden estimular la transcripcion de
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citoquinas proinflamatorias y la secrecion de PGE2 sin aumentar la expresion de

COX-2 (Elweza et al., 2018).

En respuesta al dafo tisular las MSCs secretan una amplia gama de moléculas
bioactivas que contienen componentes inmunomoduladores, tales como PGE2,
TGF-B, IL-10, antigeno leucocitario humano G (HLA-G), factor inhibidor de
leucemia (LIF), IL-1RA e iINOS (da Silva et al., 2008; da Silva et al., 2009; Fioratti
et al., 2012). Una de las demostraciones mas concluyentes acerca de la
capacidad de la MSCs para modular la respuesta inflamatoria, fue el tratamiento
usando MSCs humanas en ratones con sindrome de lesién pulmonar agudo. El
resultado fue una reducciéon de edema pulmonar, atenuacion de la infiltracion de
neutroéfilos, disminucion de concentraciones de IL-1B, IL-6, IFN-y en plasma,
fluido alveolar y tejido pulmonar, y aumento de la concentracion de IL-10 e IL-

1RA (Ortiz et al., 2007; lyer y Rojas, 2008).

Particularmente en equinos, el uso de MSC se ha orientado a la reduccion de la
inflamacion en casos de osteoartritis y promover la curacion en lesiones de
tendén y ligamento (Smith y Webbon, 2005; Frisbie et al., 2009). Las MSC
equinas expresan STC-1 (bloquea los efectos negativos de las especies reactivas
de oxigeno), TSG-6 (antagonista del receptor de la citoquina proinflamatoria IL-
1) e IL1-RA que reducen la inflamacion y también previenen la lesion del tejido
inducida por hipoxia (Angelone et al., 2017). En condiciones in vitro, se ha
demostrado que el efecto inmunomodulador de las MSC se ejerce combinando
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interacciones dependientes de contacto y de factores solubles (Carrade et al.,

2012).

MSC equinas aisladas de diferentes fuentes son capaces de disminuir la
proliferacion de leucocitos, produccion de TNF-a e IFN-y ademas incrementa la
secrecion de PGE2 e IL-6 (Carrade et al., 2012). Sin embargo, el potencial de
expresar diferentes factores inmunomoduladores, especialmente NO, MHC-I e
IL-6 puede variar entre células de diferente origen, no obstante, pueden producir
un efecto inmunomodulador global comparable en un entorno inflamatorio
(Cassano et al., 2018). En un estudio similar se determing el perfil transcriptémico
de moléculas inmunomoduladoras en MSC derivadas de diferentes fuentes. La
expresion de moléculas co-estimulatorias necesarias para gatillar y amplificar la
respuesta de linfocitos T helper, tras la activacion de células T, CD40 y CD80 fue
marcada en todas las células independiente de su fuente. Lo mismo se observé

en TGF-B, mientras que el factor de crecimiento hepatico fue moderado a

débilmente expresado (De Schauwer et al., 2014).

Al evaluar el anidamiento, tras la infusién de MSC equinas marcadas, a nivel
uterino, se logro detectar éste en todas las yeguas infundidas, y persisti6 los dias
10 y 30 post infusion, mientras que no se detectd anidamiento en las yeguas
control. Las células en ambos casos (10 y 30 dias), se incorporaron en tejidos
periglandulares. Mambelli et al., (2014) informaron la diferenciacion morfologica

y funcional de las células del estroma endometrial glandular y periglandular,
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después del trasplante de AT-MSC a nivel uterino. No esta claro si estos cambios
fueron inducidos por el MSC trasplantado en las células endometriales
residentes, o si fueron causados por la localizacion, proliferacion y diferenciacion

de las células trasplantadas.

Ensayos in vivo de implantacion local, en tendén flexor digital superficial en
equinos, de células madre embrionarias (ESC por si sigla en inglés) y MSC
equinas alogénicas, demostraron que para el caso de las ESC estas persisten
por hasta 90 dias en el sitio de inyeccion, mientras que para las MSC mostraron
<5% de supervivencia a los 10 dias, disminuyendo en nuamero durante el
transcurso del experimento (<0.2% a los 90 dias post tratamiento (Guest et al.,
2010). Esto sugiere, que la propiedad de autorrenovacion per se no se mantiene,
ya que las células eventualmente desaparecen después de cierto periodo. En un
estudio similar, se comparé el nivel de sanacion tras una ostectomia bilateral del
cuarto hueso metacarpiano, utilizando fibrina solamente o en combinacién con
MSC marcadas derivadas de periostio. En este estudio, no fue posible establecer
diferencias en la tasa de sanacion (medida por radiografia e histologia), sin
embargo, fue posible detectar la presencia de MSC hasta la semana 12 post
tratamiento (Gittel et al., 2013). Por lo tanto, se cree que las MSC actian en gran
medida terapéuticamente al liberar una amplia gama de citoquinas, factores de
crecimiento, quimioquinas y proteinas inmunomoduladoras (Stewart y Stewart,

2011).
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Aunqgue el anidamiento de las MSC se ha documentado en algunos casos, solo
un pequefio porcentaje de estas células logra injertarse con éxito en varios
modelos de enfermedad endometrial (Mambelli et al., 2013; Gil-Sanchis et al.,
2015). En este sentido, los datos relativos a la accion antiinflamatoria y
anidamiento de MSC depositadas en el Gtero de las yeguas son contradictorios.
Rink y colaboradores (2018), usando MSC endometriales marcadas, infundidas
en el Gtero de yeguas sanas no detectaron anidamiento después de 24 horas, sin
embargo, se observo una atenuacion de la inflamacion en respuesta a la infusion
uterina. Mambelli et al., 2013 detectaron el anidamiento en el endometrio de
yeguas con endometrosis, que se infundieron con MSC de origen adiposo
marcadas con CFDA al igual que en nuestro trabajo. Se detectaron células
marcadas a los 7 y 21 dias, pero no al dia 60, y los autores atribuyeron esto a la
diluciéon de la fluorescencia dentro de las células. En este estudio evaluamos
anidamiento en los dias 10 y 30, pero no se llevé a cabo la prueba en el dia 60.
Por lo tanto, esta es, hasta la fecha, la duracibn mas larga de persistencia
endometrial de MSC exdégenas en equinos. Si bien no se intenté cuantificar el
namero real de células marcadas en las biopsias, parece que el marcaje de las
MSC, en el presente estudio, fue mas fuerte que en el informe anterior (Mambelli
et al.,, 2013). Una posible explicacion podria ser que, tras inducir un estado

inflamatorio del endometrio, se genere una interrupcion en el revestimiento
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epitelial, que podria actuar como un sitio de acoplamiento para un proceso de

anidamiento mas pronunciado.

Nuestros hallazgos y los de Mambelli et al., 2013 estan en linea con un
experimento de referencia in vitro, en el que los autores incubaron conjuntamente
biopsias endometriales equinas de yeguas sanas y de yeguas con endometrosis
con AT-MSC previamente marcas (Falomo et al., 2015). Las MSC adiposas se
infiltraron en el espacio periglandular y glandular a partir del dia 3 en ambos
tejidos, preferentemente en el patolégico. Ademas, cuando se evalu6 el perfil de
expresion de varias citoquinas pro y antiinflamatorias mediante qPCR, en el tejido
endometrial equino, se encontré un aumento de los niveles de expresion de IL-6
e IL-8 en ambos grupos. Esto esta en concordancia con nuestros resultados in
vivo descritos en este documento. A la inversa de los resultados obtenidos en
este estudio, los autores encontraron una disminucion en los niveles de expresion
de IL-1B, IL-10 y TNF-a. Sin embargo, los estudios in vitro no reflejan,
necesariamente, el equilibrio mucho mas complejo del escenario in vivo pro y

antiinflamatorio.

En este sentido, existen factores como la variabilidad en los métodos de cultivo,
fuentes celulares, métodos de administracion, numero de células, ruta y tipo de
administracion y pasaje de las células utilizadas, que pueden influenciar el

resultado deseado, respondiendo de manera diferente a los estimulos
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ambientales. Por lo tanto, los ensayos preclinicos que incorporen evaluaciones
multiples, durante un periodo de tiempo significativo, son vitales para desarrollar

tratamientos estandarizados. (Lopez y Jarazo, 2015).

En general, se puede proponer que, dado el bajo numero de células detectadas
y la disminucion de los marcadores inflamatorios después de la inoculacion de
las células, las MSC ejerce su funcion antiinflamatoria preferentemente por un
mecanismo paracrino y no necesariamente por anidacion y proliferacion, aunque

ambos eventos ocurren.

Finalmente, tras la discusion de los resultados obtenidos, es necesario definir
proyecciones que permitan establecer herramientas que complementen este
estudio, asi como contribuir al estudio y uso de MSC en medicina veterinaria,
como por ejemplo el uso de herramientas bioinforméticas, que podrian ayudar a
desarrollar perfiles mas especificos de MSC, cruciales para un tratamiento
dirigido y acciones terapéuticas focalizadas. Asi mismo, puede ser posible
identificar moléculas y vias involucradas, en dependencia del nicho que, de
acuerdo con uno de los objetivos de este trabajo, abre una posibilidad de
desarrollar nuevos agentes terepeuticos en la medicina regenerativa del equino,
donde el MSC endometrial, asi como su perfil secretor podria desempefar un

papel importante.

-147 -



Como resumen se presenta la tabla 15, que permite tener una imagen global de

los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Tabla 15. Resumen de parametros medidos y comparados entre células equinas
obtenidas desde diferente origen (endometriales y adiposas). Fuente:
Elaboracion propia.

Parametro Células endometriales Células adiposas

Expresion de -+ +

marcadores de superficie

Migracion
e SDFl-a + +
e PGE; + +
Tri-potencia
e Condrogénesis + +
¢ Adipogénesis + +
e Osteogénesis + +

Diferenciacion
Neurogénica
e B-Illl Tubulina + +

e CD68 + +

I+
I+

e Morfologia
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Diferenciacion

cardiomiogénica

e MEF2C
e MYHG6
e TNNT2

++

+

+

+

++

++

Perfil transcriptémico

Perfil de miARN en VEs

125 genes sobre expresados.
Vias relevantes: PI3K-AKT vy
TGFB, sefalizacion Hippo vy

regulacién de pluripotencia

mir-380, mir-122 y mir-3200

Vias relevantes: adherencia e
interaccion ECM-receptor, las
vias cancerosas, TGF-B, Foxo
y vias de sefalizacion de

pluripotencia.

51 genes sobre expresados.

Vias relevantes: biogénesis

ribosomal, biosintesis de
tARN, metabolismo de
carbono y sintesis de
aminoécidos

mir-9a y mir-34a
Vias relevantes: metabolismo
celular y los proteoglicanos en

el cancer

Potencial
inmunomodulador in vivo
- PMNs
- ELISA(L-6y
TNF-a)

- RT-gPCR

++
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IL-1a
IL-6
IL-8
TFN-a
COX-2
IL-10
Anidamiento
- Epitelio glandular

- Estroma
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VIIl.  CONCLUSIONES

1. En el presente estudio, se aislaron MSC de tejido adiposo y endometrial
de un mismo donante, que cumplian con las propiedades bioldgicas tipicas
de dichas células, tales como adherencia al plastico, expresion de
marcadores de superficie, potencial de migracién y la diferenciacion hacia
derivados mesodérmicos clasicos tales como: osteogénico, condrogénico
y adipogénico. No obstante, hubo diferencias entre las células, lo cual
podria ser atribuible al origen de estas.

2. Aqui presentamos evidencias de una mayor plasticidad de las MSC
equinas, particularmente de las MSC endometriales, que se diferenciaron
de los tres linajes mesodérmicos canonicos junto con la diferenciacion
neuro y cardiomiogénica. Esto, hasta donde se conoce, aun no se ha
reportado.

3. El nicho original del que se aislan las MSC define tanto sus atributos
bioldgicos, asi como el perfil transcriptomico de las células, observandose
patrones de expresion génica claramente definidas y diferenciadas entre
células de diferente origen, incluida la secrecién de VE para garantizar una
comunicacién adecuada con su entorno intrinseco y la homeostasis tisular.

4. La administracion intrauterina de MSC redujo la inflamacion asociada a

endometritis inducida postmonta, independiente del origen de las células
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(adiposas o endometriales). Ambos tipos de células se anidaron en el

endometrio, hasta los 30 dias post inoculacion.
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