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Resumen

Las células madre mesenquimales son células madre adultas que pueden originar

principalmente derivados de la línea mesodérmica, como osteocitos, adipocitos y condrocitos. En

numerosas especies, estas células han sido aisladas de múltiples tejidos como médula ósea, cordón

umbilical, tejido muscular, tejido adiposo, líquido sinovial, entre otros, y han sido aplicadas en la

clínica tanto humana como veterinaria para tratar distintas patologías, entre las cuales resaltan las

lesiones articulares y óseas.

En pollos, sólo hay unos pocos informes que hayan logrado aislar células madre

mesenquimales de tejido adiposo (AdMSC), mientras que no hay informes disponibles en especies

de aves silvestres. Al día de la fecha, aún no existen terapias celulares regenerativas que puedan ser

aplicadas en aves para tratar lesiones articulares u óseas. Por lo tanto, en este trabajo, el objetivo

consistió en aislar, cultivar y caracterizar AdMSC de especies de aves con el Ξn de proporcionar un

punto de partida para el desarrollo de terapias celulares regenerativas y contribuir a la conservación

de la vida silvestre.

Durante este trabajo, se logró optimizar la extracción de AdMSC para obtener un cultivo

estable a partir de la menor cantidad de grasa posible. Se desarrolló el método de “explantos

digeridos enzimáticamente de manera parcial” el cual permitió obtener AdMSC de hasta 0,02 g de

tejido adiposo, lo cual es sumamente relevante al tener como objetivo la obtención de muestra a

través de cirugías mínimamente invasivas en aves silvestres de interés de conservación. Mediante la

digestión del tejido adiposo, se lograron obtener AdMSC de pollos (Gallus gallus domesticus) y de

aves silvestres como Pavo cristatus, Parabuteo unicinctus y Buteogallus coronatus las cuales mostraron

una morfología de crecimiento tipo Ξbroblastoide, característica de las células madre

mesenquimales. A continuación, se probaron diferentes medios de cultivo basales para determinar

las condiciones que más favorecían la proliferación celular en función del tiempo. Mediante el

cálculo del tiempo de duplicación de la población, se observó que las células presentaron una mayor

velocidad de crecimiento cuando eran cultivadas en presencia de medios ricos y complejos como es

el DMEM F12 en comparación con medios más simples como el DMEM con alto o bajo contenido
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de glucosa. Habiendo logrado aislar AdMSC de distintos ejemplares de aves, el siguiente paso

consistió en evaluar su perΞl molecular y capacidad de diferenciación para conΞrmar la identidad de

las células. Mediante retrotranscripción y PCR a punto Ξnal, se corroboró que las células

expresaban marcadores especíΞcos de células madre como cd29, cd44 y cd90, mientras que no

expresaban el marcador hematopoyético cd34, demostrando que las células obtenidas poseían el

perΞl molecular descrito para células madre mesenquimales. Finalmente, utilizando factores de

crecimiento e inhibidores especíΞcos, se observó que las AdMSC eran capaces de diferenciarse en

osteocitos, adipocitos y condrocitos, conΞrmando su multipotencia. La morfología de crecimiento,

el perΞl molecular y la capacidad multipotente no mostraron alteraciones luego de múltiples pasajes

in vitro (+10), indicando un fenotipo celular estable bajo las condiciones de cultivo empleadas.

Estos hallazgos resaltan, por primera vez, el aislamiento y cultivo in vitro optimizado de

AdMSC de Gallus gallus domesticus, Pavo cristatus, Parabuteo unicinctus y Buteogallus coronatus lo

que permitirá confeccionar un biobanco de células madre mesenquimales de estas especies que, en

última instancia, podrán ser empleadas como principio activo en terapias de regeneración tisular.
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Abreviaturas

ADN: ácido desoxirribonucleico.

ADNc: ADN copia.

AdMSC: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo.

AdMSCb: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de bovinos.

AdMSCp: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de pollos.

ARN: ácido ribonucleico.

DMEM: DulbeccoMinimum EssentialMedium.

DMSO: Dimetilsulfóxido.

DPBS: Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline.

FGF: factor de crecimiento de Ξbroblastos.

IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina.

IFN- : interferón gamma

IL- : interleuquina

ITS: insulina-transferrina-selenio

MEM NEAA: medio esencial mínimo de Eagle con aminoácidos no esenciales.

MSC: células madre mesenquimales.

N/A: no aplica.

PDT: factor de tiempo de duplicación de población.

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa a punto Ξnal.

RT: retrotranscripción.

SFB: suero fetal bovino.

TGF- : factor de crecimiento transformante beta

TNF : factor de necrosis tumoral
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1. INTRODUCCIÓN

Tesis de Licenciatura - Francesca Tiziana Pérez Profeta 6



1.1 Células madre

En el año 1868, Ernst Haeckel introdujo el nombre de Stammzelle (o “célula madre” en

español) para referirse a un ancestro unicelular del cual todos los organismos multicelulares

evolucionamos. Este concepto ya quedó obsoleto, pero el mismo Haeckel empleó su nombre para

referirse más tarde a los óvulos fecundados, también llamados cigotos (Cotovio y col., 2020). El

término “célula madre” (del inglés “stem cell”) deriva de allí. Las células madre se deΞnen como

células indiferenciadas que tienen la capacidad de autorrenovarse (dar origen a células hijas iguales a

su progenitora) y de producir progenie especializada a través del proceso de diferenciación celular

(Weissman y col., 2001). En el año 2013, Shahriyani y col., propusieron dos modelos para explicar la

división celular de una célula madre: el simétrico y el asimétrico (Shahriyari y col., 2013). En el

modelo de división simétrico, una célula madre produce dos células madre indiferenciadas o dos

células diferenciadas; mientras que en el modelo asimétrico, una célula madre produce una célula

indiferenciada y una diferenciada (Fig. 1).

Figura 1: Modelo propuesto por Shahriyari y col., para explicar la división de las células madre. Las

células madre (Stem) pueden dar origen a una progenie idéntica a ellas, haciendo referencia al proceso

de autorenovación, o pueden dar origen a células diferenciadas (Dif). Como resultado de la división

celular, las células hijas pueden ser iguales entre ellas (modelo simétrico) o diferentes (modelo

asimétrico).

Desde la formación del cigoto hasta incluso durante la vida adulta de un organismo, las

células madre sufren constantes cambios en su identidad, los cuales están principalmente dados por

factores de transcripción y modiΞcaciones epigenéticas (Chen y col., 2010). Debido a esto, durante
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el desarrollo, la capacidad de diferenciación de las células se va restringiendo, siendo las células

madre que conforman a un embrión capaces de producir derivados que incluyen a todos los tejidos

embrionarios y extraembrionarios; mientras que a medida que avanza el desarrollo, las células

madre alcanzan un estado de diferenciación Ξnal en el cual permanecen con la identidad de un tipo

celular en particular. Para describir la relación entre la dinámica del desarrollo y el proceso de

diferenciación celular, Conrad Waddington publicó en el año 1957 (Waddington., 1957) su famoso

dibujo en el cual las células eran esquematizadas como pelotas bajando por una colina en un paisaje

de valles y montañas (Fig. 2). Allí, las células (representadas como pelotas) descienden desde la

cima, lugar en donde reposan en un estado indiferenciado, hasta detenerse en los valles, lugar en

donde se restringe su capacidad de diferenciación. De esta forma, cada valle representa un posible

destino celular donde la célula puede reposar de manera diferenciada, y las montañas que encierran

a ese valle mantienen el destino de la célula una vez que es elegido. Además, a medida que

descienden por la colina, las células pueden autorrenovarse.

Figura 2: Ilustración adaptada de la topografía de Waddington que hace analogía a la plasticidad

del destino celular.

Es así entonces que las células madre son clasiΞcadas según su capacidad de

autorrenovación, su clonalidad y su potencia. Los términos “autorrenovación y clonalidad” se

reΞeren a que una célula madre es capaz de dividirse un gran número de veces sin sufrir alteraciones

genéticas y evitando así mutaciones potencialmente oncogénicas. Por otro lado, la potencialidad,
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hace referencia a la cantidad de tipos celulares a los que las células pueden dar origen tras su

replicación (Weissman y col., 2001; W. Zakrzewski y col., 2019). De esta forma, según su grado de

potencia, las células madre se clasiΞcan en:

Totipotentes: capaces de dividirse y diferenciarse en todos los tipos celulares necesarios

para dar origen a un organismo completo. Dan origen a tejidos embrionarios y

extraembrionarios. Desde la formación del cigoto hasta el estadío de mórula, las células que

conforman al embrión son consideradas totipotenciales. Considerando la topografía de

Waddington, estas células estarían ubicadas en la cima de la colina.

Pluripotentes: capaces de originar cualquiera de las tres capas germinales (mesodermo,

endodermo y ectodermo) pero incapaces de originar tejido extraembrionario. Estas células,

también llamadas células madre embrionarias, pueden encontrarse en el macizo celular

interno de blastocistos en estadios preimplantatorios.

Multipotentes: estas células pueden dar origen a células de un linaje especíΞco, por lo que

producen un menor espectro de células diferenciadas en comparación con las pluripotentes.

Estas células pueden ser aisladas de distintos tejidos de organismos fetales y adultos.

Algunos ejemplos involucran a las células madre hematopoyéticas y las células madre

mesenquimales, las cuales únicamente pueden producir derivados de células sanguíneas o

mesodérmicas, respectivamente.

Unipotentes: son capaces de originar un sólo tipo celular de un linaje determinado, por lo

que son consideradas las de menor potencialidad. Considerando la topografía de

Waddington, estas células estarían ubicadas en la base de la colina. Un ejemplo son las

espermatogonias (células madre espermáticas), que únicamente pueden diferenciarse a

espermatozoides.

Debido a su alta capacidad proliferativa y potencial de diferenciación, las células madre son

consideradas como excelentes herramientas para su uso en medicina regenerativa, testeo de drogas,
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modelo de estudio del desarrollo y modelado de enfermedades (Palma., 2001). Sin embargo, es

importante evaluar qué tipo de célula madre es la mejor candidata para cada aplicación de interés.

Por ejemplo, las células madre totipotentes y pluripotentes, rara vez han sido utilizadas en medicina

regenerativa debido al potencial riesgo tumorigénico que presentan y a que su obtención involucra

problemas éticos asociados con la destrucción de embriones. Por esta razón, y en medicina

regenerativa en particular, es que las células madre multipotentes cobran mayor protagonismo

debido a que las mismas reducen el riesgo tumorigénico, se pueden obtener de organismos adultos

y conservan la capacidad de originar más de un tipo de tejido. Debido a las ventajas que las células

madre multipotentes presentan, es que en esta tesis se las eligió para desarrollar terapias celulares

con el Ξn de promover la regeneración tisular en aves.

1.2 Células madre multipotentes

Las primeras células madre multipotentes fueron identiΞcadas en el año 1961 por James

Till y Ernest McCulloch, cuando se encontraban estudiando los efectos de la radiación sobre la

médula ósea de ratones. Los autores notaron que había una población celular proveniente del tejido

hematopoyético que era capaz de originar colonias con múltiples linajes celulares cuando se las

transplantaba en ratones previamente irradiados (Till y col., 1963). De esta forma, se descubrieron

a las células madre multipotentes, también llamadas células madre adultas, células madre somáticas,

células madre tisulares o residentes; las cuales pueden ser obtenidas de organismos en estadio fetal o

adulto, y si bien tienen un potencial de diferenciación más limitado en comparación con células

madre totipotentes y pluripotentes, las mismas pueden originar numerosos tejidos dentro de un

mismo linaje celular (Richard L. Gardner., 2009).

Actualmente, el origen de las células madre adultas continúa sin estar completamente

comprendido. Se asume que las células madre multipotentes escapan a la especiΞcación hacia un

determinado linaje durante el desarrollo embrionario y pasan a conformar nichos especializados en

tejidos del individuo, manteniendo su potencia y permitiendo el recambio celular para asegurar la

homeostasis de uno o varios tejidos (Fig. 3) (Richard L. Gardner., 2009). Estos nichos de células

madre son microambientes vasculares especializados y dinámicos que pueden no tener una
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ubicación Ξsiológica discreta. Su función surge de la comunicación entre células madre y células

vecinas, componentes de la matriz extracelular, gradientes químicos locales, temperatura, presión de

oxígeno, y otras señales bioquímicas que proveen a las células madre de señales intrínsecas y

extrínsecas para regular su destino celular y su autorenovación. Lo anterior explica por qué las

células madre adultas se comportan distinto al resto de las células somáticas del tejido que residen

(Regenerative Medicine, 2011, p 401-408; Ferraro y col., 2014; SchoΞeld., 1978; Kurenkova y col.,

2020). Un ejemplo de nicho es el de células madre hematopoyéticas el cual contiene células

estromales, endoteliales y nerviosas, y recibe señales de osteoblastos, macrófagos y megacariocitos.

La diferenciación de las células madre hematopoyéticas hacia el linaje mieloide o linfoide está

determinado por las señales bioquímicas reguladas por el nicho donde se encuentran (Kurenjova y

col., 2020).

Figura 3: Nicho de Células Madre. Las células madre interactúan con las células del nicho y la matriz

extracelular. Las células madre pueden recibir señales paracrinas y autocrinas que guían su destino

celular y autorenovación. Figura adaptada de Clark y col., 2016.

En un individuo, los nichos para un mismo tipo de célula madre pueden encontrarse en

una amplia variedad de tejidos, donde cada tejido posee condiciones Ξsiológicas distintas. Es así

como un mismo tipo de célula madre puede exhibir un perΞl molecular distinto dependiendo del
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tejido donde se encuentre, al estar sometidas a diversas condiciones ambientales (Ferraro y col.,

2014). Aún así, se han identiΞcado ciertas características compartidas dentro del mismo linaje de

célula madre, independientemente del tejido donde se encuentre, pudiendo confeccionar un perΞl

molecular especíΞco. A partir de lo anterior es que se ha establecido un perΞl fenotípico de algunas

células madre adultas multipotentes (Essentials of Stem Cell Biology, 2nd Edition, 2009, capítulo

1), entre las cuales se incluyen a las células madre mesenquimales, como se detalla a continuación.

1.3 Células madre mesenquimales

En el año 1968, Friedenstein y colaboradores describieron por primera vez a las células

madre mesenquimales (MSC) luego de haber extraído células de aspecto Ξbroblastoide

provenientes de médula ósea, capaces de replicarse de manera clonal y de diferenciarse in vitro para

dar origen a células con morfologías semejantes a células de músculo, cartílago, hueso y de tejido

conectivo (Friedenstein y col., 1968).

Las células madre mesenquimales son células madre multipotentes adultas que, como su

nombre lo indica, se pueden encontrar esencialmente en cualquier tejido derivado del mesodermo.

Al día de la fecha, hay reportes que han logrado aislar MSC de especies como humanos, roedores,

rumiantes, entre otros (Harness y col., 2022), a partir de estadios fetales y adultos. Las MSC pueden

encontrarse en una amplia variedad de tejidos entre los cuales se encuentran: médula ósea, tejido

adiposo, tejido endometrial, cordón umbilical, placenta, líquido sinovial, músculo, pulpa dental,

testículos, etc., y año a año se continúan encontrando nuevas fuentes de MSC (Dah-Ching y col.,

2011; Kozlowska y col., 2019; Hmadcha y col., 2020;). En todos los casos, las MSC obtenidas

pueden ser diferenciadas a varios tejidos del mesodermo, como células de hueso, grasa y cartílago;

aunque bajo condiciones especíΞcas de cultivo in vitro, también se ha logrado obtener derivados de

ectodermo y endodermo tal como células neuronales y hepáticas (Dah-Ching y col., 2011). Una vez

obtenidas, las MSC pueden ser cultivadas in vitro utilizando componentes similares a los que se

utilizan para el cultivo de células somáticas como DMEM y suero fetal. Sin embargo, poseen ciertas

características que las diferencian de las células somáticas, como la expresión de determinadas
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proteínas de superΞcie y su capacidad de diferenciación a distintos tipos celulares bajo estímulos

especíΞcos. Si bien existen ciertas diferencias en el perΞl de expresión de las MSC dependiendo del

tejido de donde se las obtiene (Kern y col., 2006; Kozlowska y col., 2019), en todos los casos, las

mismas deben exhibir las siguientes características determinadas por la Sociedad Internacional de

Terapia Celular (Dominici y col., 2016):

● Poseer un patrón de crecimiento in vitro en adherencia y con morfología tipo

Ξbroblastoide.

● Deben expresar marcadores especíΞcos de superΞcie como cd73, cd105, cd29, cd90, cd44 y

cd166, y no expresar cd45, cd34, cd31.

● Deben poder diferenciarse a distintos linajes bajo condiciones de cultivo especíΞcas,

principalmente a tejidos como hueso, cartílago y grasa (Dah-Ching y col., 2011, Lee y col.,

2016, Kern y col., 2006).

Actualmente, las MSC están siendo ampliamente estudiadas para su aplicación en terapias

celulares debido a su potencial de diferenciación, y a sus propiedades inmunomoduladoras. Existe

evidencia de que la fuente de obtención de MSC juega un rol muy importante en su potencial

regenerativo e inmunomodulatorio, debido a que dependiendo del tejido del cual derivan, las MSC

pueden reaccionar de manera diferencial a estímulos como drogas y/o citoquinas tales como

interferón gamma (IFN- ), factor de necrosis tumoral (TNF ) e interleuquina (IL- ) (Dazzi y

col., 2011). A su vez, se debe tener en cuenta que la fuente de obtención que se elija debe estar

disponible, que involucre un proceso de obtención mínimamente invasivo, y que sea adecuada para

la terapia celular que se desea desarrollar. Los tejidos más frecuentemente utilizados para la

obtención de MSC y posterior aplicación en terapias regenerativas son la médula ósea, el tejido

adiposo y el cordón umbilical (Blaž y col., 2020). Sin embargo, dado que el cordón umbilical es una

fuente no conveniente para desarrollar terapias autólogas (tratamientos celulares con células

provenientes del mismo individuo), y que la obtención de médula ósea involucra procedimientos

invasivos y dolorosos para el paciente, es que el tejido adiposo constituye una herramienta accesible

y poco invasiva para utilizarlo como fuente de MSC para su aplicación en medicina regenerativa.
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1.3.1 MSC de tejido adiposo

El tejido adiposo está constituido por numerosos tipos celulares envueltos en una matriz de

colágeno. Los adipocitos son el tipo celular más abundante, siendo los encargados del

almacenamiento de ácidos grasos, luego le siguen los pre-adipocitos que comunican a los adipocitos

con los macrófagos residentes del tejido, y por último se encuentran Ξbroblastos, células

endoteliales y células madre mesenquimales. Cada uno de estos tipos celulares juegan un rol en las

diferentes vías metabólicas así como también en la coagulación y en procesos inΟamatorios (Dashty

y col., 2014).

El tejido adiposo posee generalmente alta viscosidad, aunque existen variaciones según la

especie y del sitio del cual se obtiene. Elegir un método de extracción apropiado es un paso crítico

para la obtención de células con un buen rendimiento (Hendijani., 2017). Generalmente, el

método de gradiente de Ficoll es frecuentemente utilizado para el aislamiento de MSC de tejidos

como la médula ósea, sin embargo, debido a la textura del tejido adiposo, este método no arroja

buenos rendimientos (Ferrin y col., 2017). Por lo tanto, para poder disgregar el tejido adiposo y

permitir la obtención de células se utilizan los siguientes métodos:

- Digestión enzimática: consiste en emplear enzimas como las de la familia de colagenasas,

la cuales son proteasa que rompe el enlace entre un aminoácido neutral (X) y glicina en la

secuencia Pro-X-Gly-Pro, que se encuentra con alta frecuencia en el colágeno, el cual

conforma a la matriz extracelular del tejido adiposo. La desagregación con colagenasa

produce la disociación de las células a temperatura y pH Ξsiológicos, y no requiere agitación

mecánica ni equipos especiales. Existen distintos tipos de colagenasa, diferenciándose por

los sitios de ruptura enzimática, pero la colagenasa I y IV son las más utilizadas para

disgregar tejido adiposo (Gong y col., 2011).

- Cultivo de explantos de tejido adiposo: En este caso no se emplea ninguna enzima. La

muestra de tejido original se disgrega mecánicamente con la ayuda de herramientas de

cirugía estériles. Las porciones de tejido o explantos se montan en una placa de cultivo con
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medio basal. Al cabo de unos días, las células comienzan a migrar desde el seno del tejido

hacia la superΞcie de la placa (Hendijani., 2016).

Ambas metodologías de extracción de MSC de tejido adiposo (AdMSC) presentan ventajas

y desventajas. Por un lado, la digestión enzimática produce un cultivo más limpio, con menor

probabilidad de contaminaciones. A su vez, las sucesivas centrifugaciones que se realizan ayudan a

descartar componentes no deseados, como los sanguíneos. Sin embargo, la desventaja de este

método es que los factores de la matriz extracelular que pueden ser beneΞciosos para la adaptación

de las células a la placa se descartan tras cada centrifugación (Hendijani., 2016). Por otro lado, en el

caso del cultivo de explantos, éstos toman más tiempo para recuperar células dado que las mismas

deben migrar desde el seno del tejido hacia la placa y, también, el protocolo es más propenso a

contaminaciones debido a que el tejido no se digiere, y a que sólo se desinfecta de manera

superΞcial. Sin embargo, utilizando esta técnica, la matriz extracelular del tejido no se pierde,

proveyendo a las células con señales bioquímicas y biomecánicas que pueden ser esenciales para la

adaptación, el mantenimiento de la homeostasis del cultivo y su diferenciación (Hendijani., 2016).

Una vez que se logra aislar a las AdMSC, existen diversos marcadores moleculares para

conΞrmar de que se trata del tipo celular de interés. Como se mencionó previamente, la expresión

de éstos marcadores puede variar dependiendo del tejido y de la especie de donde se las obtenga. A

continuación se detallan algunos de los marcadores conocidos de AdMSC para algunas especies

como el bovino y pollos (Tabla 1).

Tabla 1: Marcadores conocidos para AdMSC de bovinos y de pollos.
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Es relevante destacar que estos marcadores no necesariamente reΟejan un estadío de

“no-diferenciación”, sino que son proteínas que se expresan en la superΞcie de las AdMSC (en el

caso de los marcadores positivos) y que, en conjunto con la ausencia de expresión de marcadores

negativos y con la diferenciación exitosa de las células, corroboran la identidad de las células madre

mesenquimales en el cultivo.

Las AdMSC son capaces de diferenciarse hacia múltiples linajes, principalmente a tejidos

mesodérmicos como osteocitos, adipocitos y condrocitos. Esto se logra a partir de la incubación de

las AdMSC con factores de crecimiento e inhibidores especíΞcos como dexametasona,

indometacina, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), insulina-transferrina-selenio (ITS), factor de

crecimiento transformante beta (TGF- ), entre otros, que resultan en la diferenciación gradual del

cultivo (Fig. 4) (CiuΛreda y col., 2016).

Figura 4: Factores utilizados para inducir la diferenciación in vitro de las AdMSC hacia adipocitos,

osteocitos y condrocitos.

Un aspecto clave a resaltar es que el evento de diferenciación resulta de la combinación de

las propiedades que se expresan a nivel de célula única. Es decir, un cultivo no tendrá a todas sus

células sincronizadas al mismo tiempo sino que el tiempo en el que transcurren los eventos de

diferenciación son distintos para cada célula. La poblaciones de células madre no son homogéneas

sino que las células se comportan individualmente aunque estén derivadas de manera clonal. A esta
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característica se la llama “estocasticidad temporal” (M. Pittenger., 2019).

In vivo, la capacidad de diferenciación de las células es un proceso dinámico que varía según

la necesidad Ξsiológica del individuo. Es importante destacar que el estadio de “no-diferenciación”

es un estadio Ξcticio recreado in vitro gracias a las condiciones de cultivo empleadas. Es por ello que

tanto el perΞl molecular como capacidad de diferenciación de las células debe ser corroborado a lo

largo del cultivo in vitro, ya que es frecuente observar la pérdida de las características “stem” de las

células debido a diversos factores como los componentes del medio de cultivo, conΟuencia celular,

entre otros (Loh y col., 2011).

1.4 Células madre mesenquimales y su relevancia en medicina regenerativa

Las células madre mesenquimales son ampliamente estudiadas y empleadas para desarrollar

terapias celulares aplicadas a la regeneración de tejidos. Esto se debe a su capacidad para

diferenciarse en múltiples linajes y de secretar mediadores solubles que regulan la proliferación y

diferenciación en el microambiente celular (Saeedi y col.,2019). Además, se ha demostrado que en

tratamientos de regeneración in vivo estas células pueden migrar, mediante el proceso llamado

“homing”, como respuesta al daño tisular y promover la regeneración del tejido, estimulando la

secreción de factores paracrinos con efectos pleiotrópicos (Salgado y col.,2010 ; Yu y col., 2019).

Finalmente, dado que no expresan una cantidad signiΞcativa de complejos de histocompatibilidad,

no montan una respuesta inmune severa y por lo tanto, no producen rechazo alogénico (Khang y

col., 2007), siendo posible el uso de estas células de forma heteróloga en individuos pertenecientes a

una misma especie.

1.4.1 Regeneración ósea

Si bien algunas fracturas pueden regenerarse de manera natural, otras afecciones pueden

conllevar a una gran pérdida de tejido óseo donde la osteogénesis de manera Ξsiológica no es

suΞciente para remediar al tejido. En la clínica tanto humana como animal, se suelen emplear
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injertos de hueso autólogo como terapia para el tratamiento de estas afecciones. Sin embargo, esta

metodología presenta complicaciones dado a que la fuente de suministro de hueso autólogo es

limitada, y que los tiempos de las cirugías son extensos y conllevan a la pérdida de sangre y a la

interrupción de la estructura ósea en el sitio de donde se extrae el tejido donante. Por otro lado, los

injertos alogénicos suelen presentar problemas de rechazo inmunológico (Yu y col., 2019; Hill y

col., 2019).

Por esta razón es que se están estudiando distintos enfoques, entre los cuales se considera

emplear un tratamiento con MSC para promover la regeneración ósea. La técnica más utilizada

denominada “inyección directa” consiste en aspirar médula ósea desde la cresta ilíaca y luego

inyectar un concentrado de MSC en el sitio donde ocurrió la lesión. La efectividad de ésta técnica

fue demostrada tanto en animales como en ensayos clínicos en humanos. En 1998, se empleó la

técnica de inyección directa en 20 pacientes que tenían fractura de tibia, de los cuales 18 mostraron

una recuperación completa luego de 6 a 8 meses (Connolly., 1998). En 2002, se describió que existe

una correlación positiva entre la cantidad de concentrado inyectado de MSC proveniente de

médula ósea y la formación de hueso mineralizado en 60 pacientes con fracturas óseas (Hernigou y

col., 2002). Sin embargo, esta técnica no se emplea como terapia de rutina debido a que los

preparados celulares pueden estar impuros y a que se requiere una alta cantidad de MSC para lograr

una reparación exitosa del tejido, siendo necesario extraer grandes cantidades de médula ósea (Le y

col., 2021).

En base a estos antecedentes es que se empezaron a implementar MSC obtenidas a partir de

otras fuentes, como las AdMSC. Estas células pueden ser obtenidas de manera simple con un gran

grado de pureza y las cirugías para extraerlas son menos invasivas, por lo que se considera que las

AdMSC tienen un excelente potencial para ser usadas como fuente primaria para ingeniería de

tejidos óseos (Yu y col., 2019; Hill y col., 2019). Además, las AdMSC tienen una alta capacidad de

proliferación, poseen un enriquecimiento en este tejido de 500 veces más en comparación a las

MSC de médula ósea, son resistentes a senescencia y son capaces de retener su potencial de

diferenciación por períodos más largos (Le y col., 2021).

En 2015, se trataron a 6 pacientes con fractura ósea con trasplantes autólogos de AdMSC

provenientes de grasa subcutánea. Luego de la extracción, se puriΞcaron, ampliΞcaron in vitro y se

incubaron en medio de inducción a osteogénesis. Posteriormente, se inyectaron al sitio donde se
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encontraba la lesión junto con matriz ósea desmineralizada; y luego de un año, se observó que 3 de

los 6 pacientes lograron regeneración total del hueso, y ninguno de los 6 pacientes presentaron

efectos adversos (Dufrane y col., 2015). Si bien este estudio fue pionero en demostrar la efectividad

y seguridad del uso de AdMSC para regeneración ósea, existen muchos otros estudios clínicos en

los que también se demostró la seguridad de las mismas para ese tipo de tratamientos, aunque

todavía se requiere más evidencia para conΞrmar que las AdMSC inducen de manera signiΞcativa a

la regeneración ósea en humanos (Le y col., 2021).

En animales, la mayor parte de los reportes disponibles en los que se utilizaron AdMSC

para la regeneración ósea fueron realizados en mamíferos de interés agropecuario. Existen trabajos

en cerdos, vacas, cabras y ovejas en los que se ha demostrado que el tratamiento con AdMSC en

individuos que presentaban lesiones óseas signiΞcativamente mejoraba la regeneración del hueso en

comparación con el grupo control (Ando y col., 2007; Harness y col., 2022), demostrando la

efectividad del tratamiento. Sin embargo, en otras especies de animales no mamíferos como las aves,

estos tratamientos no han sido implementados.

1.4.2 Regeneración de cartílago

La reparación del cartílago en muchas especies es complicada debido a la poca irrigación

natural que poseen los cartílagos y a la lenta proliferación de los condrocitos. Actualmente, se

emplea trasplante de médula ósea o trasplante osteocondral para estimular la reparación, pero se da

de manera incompleta o parcial y los injertos son difíciles de integrar, llevando a que sólo se retrase

el deterioro del cartílago (Le y col., 2020). También se suelen emplear otras estrategias como

terapias hormonales o con citoquinas, aunque tienen ciertas desventajas dado que estas moléculas

difunden del sitio diana, pudiendo conllevar a efectos adversos (Le y col., 2020).

Las limitaciones previamente mencionadas incentivaron la búsqueda de nuevas estrategias

para promover la regeneración del cartílago. Para estos casos, las MSC pueden ser una alternativa,

no sólo por su capacidad de diferenciación a condrocitos sino por su secretoma conformado por

colágeno, Ξbronectina, proteoglicanos y glicosaminoglicanos que junto con una conjunto de

citoquinas, puede conllevar a la reconstrucción integral del cartílago (Yu y col., 2019; Le y col.,
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2020). El grupo de Hanxiang Le del departamento de ortopedia de la universidad de Jilin en China,

veriΞcó que los estudios clínicos realizados con MSC demuestran que las mismas retrasan la

progresión de la degeneración del cartílago, aliviando el dolor y mejorando la función articular en

pacientes con osteoartritis y artritis reumatoide. Este mismo estudio sugiere que emplear factores

condrogénicos podría regular la diferenciación, proliferación y actividad metabólica de las MSC, lo

que no sólo retrasaría la degeneración, sino que también induciría la regeneración del tejido en

humanos (Le y col., 2020).

En animales como el cerdo, vaca, oveja y cabra, se testeó la regeneración de hueso y

cartílago inducidos por MSC de diversos tejidos. Tras la inyección de las células de manera

intravenosa, se logró observar que las mismas no sólo eran capaces de migrar de manera direccional

hacia el tejido dañado, sino que podían inducir la regeneración del mismo (Harness y col., 2022).

Pese a los avances de esta técnica, existen diversas especies en las que ésta metodología aún

no ha sido investigada. En aves, la acción terapéutica de MSC aún no fue explorada pero plantea ser

una herramienta muy prometedora en terapias celulares inmunomoduladoras (Svoradova y col.,

2022).

1.4.3 Tratamiento de otras afecciones

Actualmente, se están desarrollando terapias que utilizan MSC como principio activo para

tratar numerosas patologías. Algunas de estas terapias son para inducir la regeneración de córnea, de

miocardio, de hígado, para reconstruir parte del sistema nervioso central y periférico, para la

regeneración de la tráquea, y para tratar lesiones en la piel.

La piel es la primera barrera de defensa ante daños físicos o ante patógenos que posee el

organismo, por lo que siempre se busca su preservación y cuidado. Cuando la herida es muy

extensa, las opciones que existen consisten en emplear trasplantes autólogos o alogénicos de piel. La

cicatrización de este tipo de heridas involucra un proceso complejo, implicando interacciones entre

mediadores solubles, la matriz extracelular y las células sanguíneas. Ambos métodos de terapia se

ven limitados por la disponibilidad de tejido, y también existe la posibilidad de contagio de

enfermedades, o de que ocurra el rechazo inmunológico del trasplante en caso de ser alogénico. Hoy
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en día, se están desarrollando terapias que combinan MSC con scaffolds biocompatibles que

promueven la regeneración de la herida devolviéndole el grosor necesario a la piel (Laverdet y col.,

2014).

Los antecedentes aquí presentados denotan el amplio potencial que poseen las MSC en

medicina regenerativa en diversas especies. Sin embargo, existen otras aplicaciones en las que el uso

de MSC resulta atractivo, como por ejemplo en el desarrollo de terapias genéticas e

inmunomoduladoras, en el campo de la biotecnología de la reproducción, y en la conservación de

especies silvestres.

1.4.4 Nuevo enfoque: MSC y su potencial para la conservación de especies

La conservación de la vida silvestre es fundamental para mantener el equilibrio de los

ecosistemas y para la preservación de la biodiversidad. La biodiversidad ha disminuido

drásticamente debido a diversas actividades realizadas por los seres humanos que resultan en una

variedad de crecientes amenazas. Éstas atentan contra la conservación de las especies al provocar la

alteración, la fragmentación y la degradación de sus hábitats.

Las actividades humanas que tienen un mayor impacto sobre los ecosistemas, según el

Ecoparque Interactivo de Ciudad Autónoma de Buenos Aires, son:

1. El avance de la frontera agropecuaria.

2. Actividades extractivas para la obtención de recursos naturales como minerales y

combustibles fósiles.

3. Explotación directa e indirecta de seres vivos: sobrepesca, actividad forestal, caza y tráΞco

ilegal.

4. Urbanización y desarrollo industrial y su consecuente contaminación de recursos.

5. La introducción de especies exóticas invasoras.

Los métodos tradicionales de conservación como la cría en cautiverio o la protección del

hábitat, juegan un rol muy importante. Sin embargo, muchas especies tienen diΞcultades para
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reproducirse en cautiverio y la protección de hábitats por sí sola puede no ser suΞciente frente a

condiciones ambientales que cambian continua y rápidamente. Por lo tanto, es imperativo explorar

e implementar enfoques nuevos e innovadores para la conservación, diversiΞcando estas estrategias,

lo que puede aumentar la probabilidad de preservar con éxito a las especies que habitan la Tierra.

Desde el Ecoparque Interactivo de Ciudad Autónoma de Buenos Aires, se trabaja

diariamente en la ejecución de acciones en favor de la conservación de la vida silvestre, llevando

adelante diversos programas de conservación. Dentro de ellos, se encuentra el programa

“Conservación del Águila coronada”, el cual tiene como objetivo desarrollar tecnología para

promover la conservación de esta especie, así como también la de otras aves rapaces/silvestres que lo

necesiten.

El águila coronada o águila del Chaco (Buteogallus coronatus) es una especie endémica de

América del Sur. Su distribución natural es el centro y sur de América del Sur: Brasil, Bolivia,

Paraguay y Argentina (Fig. 5). Se estima que la población en su área de distribución natural es

menor a los 1000 individuos, y que presenta una tendencia decreciente según el Centro para el

Estudio y Conservación de las Aves Rapaces (CECARA) de la Universidad Nacional de La Pampa.

Figura 5: A la izquierda se encuentra un ejemplar de águila coronada (Buteogallus coronatus) y a la

derecha, en naranja, se muestra su distribución natural en el centro y sur de América del sur.

Imágenes recuperadas del sitio oficial del Ecoparque Interactivo de Ciudad Autónoma de Buenos

Aires.
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El Ecoparque de Ciudad Autónoma de Buenos Aires, es un centro de rescate para aves

silvestres que tiene como objetivo tratar a aquellos ejemplares lastimados para su posterior

liberación. Las lesiones más frecuentes con las que llegan los ejemplares, observadas por el centro de

rescate, son en las extremidades anteriores, causadas por heridas de armas de fuego o por encuentros

con molinos eólicos en caminos migratorios. Si bien se practican tratamientos convencionales para

recuperar a éstos individuos (cirugía traumatológica, inmovilización y terapias con ozono, entre

otros), rara vez un individuo con una lesión grave puede recuperarse de manera rápida, quedando

en cautiverio por largos períodos de tiempo y diΞcultando su posterior liberación.

Debido a las ventajas antes descritas, las MSC podrían ser empleadas como principio activo

para inducir la regeneración tisular en aves heridas y, de esta forma, contribuir a la conservación de

éstas especies (Svoradova y col., 2023). Sin embargo, aún no existen terapias celulares puestas en

práctica en aves, y únicamente existe un reporte en aves domésticas en los que hayan logrado aislar

AdMSC (Gong y col., 2011). En base a esto y a lo mencionado anteriormente, en este trabajo se

buscó conformar un biobanco de AdMSC de distintas especies de aves silvestres para que en un

futuro puedan ser utilizadas como método regenerativo para tratar lesiones en aves silvestres en

recuperación. Lograr la puesta a punto de la extracción de AdMSC a partir de especies de aves, su

ampliΞcación in vitro y criopreservación, supondría un avance en los procedimientos empleados

para la biología aplicada a la conservación de especies.

A continuación se muestra una ilustración que resume lo descrito en la introducción de

este trabajo (Fig.6):
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Figura 6: Fuentes de obtención, métodos de extracción, características y aspectos generales de las células

madre mesenquimales. El método de extracción de MSC de tejido adiposo utilizando explantos

digeridos enzimáticamente de manera parcial (resaltado en verde) fueron propuestos y puestos en

práctica por primera vez en este trabajo de tesis.
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipótesis

El águila coronada es un ave rapaz, endémica del norte de Argentina, que se encuentra en

vías de extinción. Es frecuente observar ejemplares de distintas especies de aves silvestres que llegan

con lastimaduras en sus extremidades anteriores a las instalaciones del Ecoparque de la Ciudad

Autónoma de Buenos Aires, lo cual supone un desafío para lograr reinsertarlas en su hábitat

natural y preservar la especie. En base a esto y a la bibliografía consultada para otras especies, se

propone el uso de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo como terapia celular

para inducir la reparación de los tejidos dañados que no logran regenerarse de manera natural o

utilizando terapias convencionales. Sin embargo, debido a que existen escasos reportes que hayan

logrado aislar exitosamente AdMSC de especies aviares, es evidente la necesidad de estandarizar el

aislamiento, cultivo in vitro, caracterización y criopreservación de éstas células para estas especies.

De esta forma, se planteó como hipótesis del presente trabajo, que mediante el

procesamiento de tejido adiposo de pollos y aves silvestres se podrán obtener y cultivar in

vitro células madre mesenquimales que conserven su capacidad multipotente de forma

estable, para que en un futuro, puedan ser utilizadas como principio activo en terapias

regenerativas.

2.2 Objetivo general

Derivar, expandir y caracterizar células madre mesenquimales a partir del procesamiento de tejido

adiposo de pollos y aves silvestres.

2.3 Objetivos específicos

(1) Establecer y eΞcientizar los protocolos de extracción, cultivo celular, caracterización y

diferenciación de MSC provenientes de tejido adiposo de aves domésticas como el pollo.

(2) Utilizar los procedimientos previamente aplicados en pollos para obtener y caracterizar

AdMSC de aves silvestres.

(3) Establecer un biobanco de AdMSC de aves silvestres a partir del material obtenido de los

distintos ejemplares de especies silvestres con los que se trabaje.
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3. MATERIALES YMÉTODOS
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3.1 Aislamiento y cultivo in vitro de AdMSC

Las muestras de grasa de aves, tanto de pollos como de aves silvestres, fueron facilitadas por

el Ecoparque de Ciudad Autónoma de Buenos Aires con el permiso de dicha institución en el

marco del programa de conservación del águila coronada. En el caso de pollos y aves silvestres

(excepto P. uncinctus y B. coronatus), las muestras fueron obtenidas a partir de ejemplares

eutanasiados. Para el caso de la muestra de P. uncinctus y B. coronatus, las muestras de grasa fueron

recolectadas durante una cirugía realizada por profesionales veterinarios de la zona intraperitoneal

de los ejemplares. Para la especie bovina, las muestras de grasa fueron recolectadas en un frigoríΞco

de la localidad de San Martín y transportadas a temperatura ambiente en solución Ξsiológica

suplementada con antibióticos. Una vez en el laboratorio, las muestras fueron lavadas numerosas

veces con solución Ξsiológica y antibióticos para eliminar posibles contaminantes.

Para extraer AdMSC bovinas y de aves, se utilizó un protocolo de digestión enzimática

puesto a punto previamente en nuestro laboratorio y descrito previamente en la bibliografía (Gong

y col., 2011; Silva y col., 2014; Sampaio., 2015; Ciufredda y col., 2016) que consistía en disgregar la

grasa mecánicamente y luego enzimáticamente utilizando una solución de 1 mg/mL de colagenasa

tipo I 30’-1 h a 37 °C. Para detener la reacción enzimática, se utilizó el medio Dulbecco's Modified

Eagle Medium F12 (DMEM F12) suplementado con 10 % suero fetal bovino (SFB). Se centrifugó

durante 12 minutos a 300 g y el pellet celular fue resuspendido para separar a las AdMSC del

posible tejido conectivo remanente. A continuación, se tomó el sobrenadante y se realizó una nueva

centrifugación para precipitar las AdMSC. Las AdMSC obtenidas fueron cultivadas en el medio

DMEM F12 suplementado con 10 % SFB,   100 U/mL penicilina/estreptomicina, 2 mM glutamina

y 2 mM aminoácidos no esenciales (MEM NEAA) (medio basal) a 38,5 °C, 5 % CO2 (Fig. 7).

Cabe mencionar que durante las primeras 48 h, se incluyó 50 g/mL gentamicina y 250 ng/mL

anfotericina en el medio para evitar posibles contaminaciones.

Además del método de extracción de AdMSC por digestión enzimática, en el caso de las

AdMSC de aves, se probaron dos protocolos de extracción adicionales (Fig. 7). Por un lado, se

probó la técnica de explantos en donde la grasa fue digerida mecánicamente en fragmentos de 1 mm

de diámetro y los mismos fueron cultivados en medio basal a 38,5 °C, 5 % CO2. Por otro lado, se

probó una combinación de los protocolos anteriores en donde la grasa fue digerida en fragmentos
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de 1 mm de diámetro y tratada con colagenasa tipo I durante 20 minutos, y luego, los explantos

parcialmente digeridos fueron cultivados en medio basal a 37,5 °C, 5 % CO2.

En todos los casos, el medio de cultivo fue renovado cada 48-72 h y al alcanzar un 80 % de

conΟuencia, las células fueron tratadas con TryPLE™ Express y sub-cultivadas en un radio de

relación 1:3 o 1:5 dependiendo de la línea celular. Para el cultivo de AdMSC provenientes de águila

coronada, el medio de cultivo inicial fue suplementado con 10 ng/ L del factor de crecimiento de

Ξbroblastos (FGF).

Figura 7: Metodologías empleadas para la extracción de MSC provenientes de tejido adiposo. (A)

Digestión enzimática del tejido adiposo, (B) Cultivo de explantos de tejido adiposo y (C) Cultivo de

explantos de tejido adiposo digeridos de manera parcial.
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3.2 Criopreservación de AdMSC

Las AdMSC de las especies evaluadas fueron criopreservadas en criotubos empleando

DMEM F12 suplementado con 20 % SFB y 10 % dimetilsulfóxido (DMSO). Las muestras fueron

almacenadas por 24 h a -80 oC y luego transferidas a un termo de N2 líquido por tiempo indeΞnido.

Para descongelar las muestras, los criotubos fueron descongelados en un baño térmico a 37 oC y el

contenido fue diluído en relación 1:3 en DMEM F12 con 10 % SFB. Tras su centrifugación a 300 g,

se resuspendió el pellet en medio basal y las células fueron sembradas en placas para continuar con el

cultivo celular. En el caso de B. coronatus, se evaluó la viabilidad celular luego de la criopreservación

por medio de tinción con azul de tripan.

3.3 Evaluación de distintos medios de cultivo basales y determinación del tiempo de

duplicación celular

Con el Ξn de determinar el medio basal que más favorecía a la proliferación celular, se

probaron los medios basales DMEM F12 y DMEM con alta o baja glucosa suplementados con 10

% de SFB, y se determinó el tiempo de duplicación de la población celular (PDT, del inglés

“population doubling time”). Para ello, se confeccionó una curva de crecimiento utilizando tres

muestras independientes de AdMSCs en pasaje 5 de Gallus gallus domesticus (n=3), incluyéndose

triplicados técnicos para cada muestra, para cada uno de los medios evaluados. Las mediciones

fueron realizadas cada día, durante 8 días. El PDT fue calculado mediante la ecuación: =   × 2( )
donde “Xe” y “Xb” corresponden al valor promedio del conteo de células totales en dos días de la

fase exponencial de la curva (siendo “Xe” el valor Ξnal y “Xb” el valor inicial), y “T” corresponde al

tiempo transcurrido en horas, entre esos dos días. Los resultados fueron analizados

estadísticamente utilizando la prueba ANOVA de una vía con el test de comparaciones múltiples de

Tukey, estableciendo diferencias signiΞcativas con un p-valor menor a 0,05 (p <0,05).
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3.4 Extracción del ARN total, retrotranscripción y reacción en cadena de la

polimerasa a punto nal.

El ARN total fue extraído utilizando el método de Trizol-isopropanol. Para ello, las células

fueron resuspendidas en 750 L de Trizol y conservadas a -80 °C hasta que se continuó con la

extracción. Las muestras fueron posteriormente descongeladas en hielo y homogeneizadas. Se

colocaron 200 L de cloroformo y se dejó reposar a las muestras por 15 minutos a temperatura

ambiente. Luego se centrifugó a 12000 g por 15 minutos a 4 °C y se tomó la fase superior acuosa e

incolora donde se encontraba el ARN. A esa solución se le agregó 500 L de isopropanol y se

incubó a temperatura ambiente por 10 minutos, y se centrifugó nuevamente a 12000 g por 10

minutos a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con 1 mL de etanol 75 %, continuado

de una centrifugación a 7600 g por 5 minutos a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se dejó secar el

pellet a temperatura ambiente para luego resuspenderlo en 10 L de agua libre de ARNasas.

Una vez obtenido el ARN, se procedió con la retrotranscripción (RT) del mismo

empleando la enzima comercial SuperScript™ III (ThermoFisher) con oligonucleótidos al azar.

Para la RT se preparó una solución conteniendo 100 ng de oligonucleóticos al azar, 1 L de 10 mM

de dNTPs junto con 100-200 ng de muestra de ARN. Se calentó la solución por 5 minutos a 65 °C

y se centrifugó brevemente. Se agregaron 4 L de First Strand Buffer, 1 L de 0.1 M de DTT junto

con 1 L de la enzima SuperScript™ III (200 unidades/ L). Se homogeneizó la solución Ξnal, y se

incubó por 5 minutos a 25 °C. Luego se procedió a la RT por 60 minutos a 50 °C y se inactivó la

reacción incubando la solución por 15 minutos a 70 °C. Finalmente, el ADN copia (ADNc)

obtenido fue ampliΞcado mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a

punto Ξnal utilizando la polimerasa Taq (Taq Pegasus, PB-L) con oligonucleótidos especíΞcos que

fueron diseñados para los genes de interés (Tabla 2). Para la PCR, se hizo una mezcla de reacción

que consistió en 500 ng de ADNc, 2 mM de MgCl2, 1 X de la solución buffer incluida en el kit, 0,2

mM de dNTPs y agua hasta un volumen Ξnal de 20 L. La mezcla de reacción fue ampliΞcada con

la siguiente conΞguración: desnaturalización a 94 °C por 2 min, seguido de 32 ciclos de: 15

segundos a 92 °C, 15 segundos a 55 °C (annealing) y 15 segundos a 72 °C (extensión). Los

amplicones resultantes fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 2 % m/v teñido

con bromuro de etidio.
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Tabla 2: Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para marcadores de AdMSC bovinas y de aves.
N/A: no aplica.

Gen AdMSC bovinas AdMSC de aves Tipo de
marcador

CD29 Sentido: GAAACTTGGTGGCATCGT GCCAAGTGGGATACGGGTGA

EspecíΞco de
AdMSC

Antisentido: CTCAGTGAAGCCCAGAGG ACGCTGCATACAGTGTCGT

Longitud
del

amplicón:

493 pb 119 pb

CD44 Sentido: CGGAACATAGGGTTTGAGA GCCCATGTACCAGAATGGCT

EspecíΞco de
AdMSC

Antisentido: GGTTGATGTCTTCTGGGTTA GTCTTCCTGTCCTCCACTGC

Longitud
del

amplicón:

301 pb 155 pb

CD90 Sentido: N/A ATCCAAAGCACCATCAGCGT

EspecíΞco de
AdMSC

Antisentido: N/A CGCACTTCTCCAGTTTGTCTTT
GA

Longitud
del

amplicón:

N/A 205 pb

CD73 Sentido: CAATGGCACGATTACCTG N/A

EspecíΞco de
AdMSC

Antisentido: GACCTTCAACTGCTGGATA N/A

Longitud
del

amplicón:

428 pb N/A

CD166 Sentido: TATCAGGATGCTGGAAAC N/A EspecíΞco de
AdMSC

Antisentido: TAGCCAATAGACGACACC N/A

Longitud
del

amplicón:

498 pb N/A

CD45 Sentido: CTACCCAACCTTCTACTCAA N/A EspecíΞco para
células del linaje
hematopoyéticoAntisentido: TTCACATCCAGGAGGTTC N/A

Longitud
del

amplicón:

314 pb N/A
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CD34 Sentido: CCTCATCAGCTTTGCGACTT GTGCCACAACATCAAAGACG EspecíΞco para
linaje

hematopoyético
Antisentido: CCAGGAGCAAGGAGCACA GGAGCACATCCGTAGCAGGA

Longitud de
amplicón:

314 pb 239 pb

YWHAZ Sentido: GCATCCCACAGACTATTTCC N/A Gen de
referencia

Antisentido: GCAAAGACAATGACAGACCA N/A

Longitud de
amplicón:

120 pb N/A

GAPDH Sentido: N/A GCTAAGGCTGTGGGGAAAGT Gen de
referencia

Antisentido: N/A TCAGCAGCAGCCTTCACTAC

Longitud de
amplicón:

N/A 161 pb

3.5 Inducción de la diferenciación celular a osteocitos, condrocitos y adipocitos

Para evaluar la capacidad multipotente de las AdMSC, se indujo la diferenciación de las

células a los tres linajes mesodérmicos principales: osteocitos, condrocitos y adipocitos.

Para inducir la osteogénesis, se sembraron 10.000 células/cm2 en medio de diferenciación

osteogénica el cual estaba compuesto por el medio basal suplementado con 100 nM dexametasona,

10 mM -glicerol fosfato sódico y 0,05 mM ácido ascórbico, durante 21 días a 38,5 oC, 5 % CO2.

Transcurrido ese período, se retiró el medio, se lavó con DPBS y se realizó la Ξjación usando 4 %

m/v paraformaldehído por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de la Ξjación, se lavó tres

veces el preparado con agua bidestilada y se tiñó con Alizarin Red a pH 4,2 por 2-3 minutos para

evidenciar los depósitos de calcio, fenotipo característico de este linaje celular. Una vez terminada la

tinción, se lavó con agua bidestilada y se observó el preparado con un microscopio (Fig. 8A).

Para inducir la diferenciación a condrocitos, se empleó la técnica de gota en suspensión (del

inglés hanging drop). Se sembraron gotas de 10 L con una concentración de 100.000 células/ L y

se incubaron a 38,5 oC, 5 % CO2 en el medio de diferenciación condrogénico que incluía: medio

basal, 100 nM dexametasona, 1 g/mL ácido ascórbico, 1 mg/mL piruvato de sodio, 10 ng/mL

TGF- , y 10 % insulina-transferrina-selenio. Luego de 14 días, las células fueron teñidas con el
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colorante Alcian Blue que tiñe especíΞcamente glicosaminoglicanos (Fig. 8B). Con este Ξn, se retiró

el medio, se lavó con DPBS y se realizó la Ξjación usando 4 % m/v paraformaldehído por 30

minutos a temperatura ambiente. A continuación, se lavó tres veces el preparado con agua

bidestilada y se tiñó con Alcian Blue (preparado en 0,1 N NaCl) por 30 minutos a temperatura

ambiente. Una vez terminada la tinción, se lavó con 0,1 N NaCl, luego con agua bidestilada y el

preparado fue observado con un microscopio.

Por último, para inducir la diferenciación hacia el linaje adipogénico, se sembraron 16.000

células/cm2 y se probaron dos protocolos distintos. El primer protocolo consistió en crecer a las

células durante 14 días a 38,5 oC, 5 % CO2 en el medio basal suplementado con el cocktail

adipogénico que consistía en 1 M dexametasona, 0,5 mM IBMX, 200 M indometacina y 10

g/mL insulina. El segundo protocolo se basó en una diferenciación secuencial donde las células

fueron incubadas por 24 h en presencia del medio basal suplementado con el cocktail adipogénico y

luego, fueron cultivadas por 4 días en presencia del medio basal suplementado con 10 g/mL de

insulina. En ambos casos, las células fueron teñidas con el colorante Oil Red O para evidenciar los

depósitos lipídicos en el interior celular (Fig. 8C). Para ello, se retiró el medio, se lavó con DPBS y se

realizó la Ξjación usando 4 % m/v paraformaldehído por 30 minutos a temperatura ambiente.

Luego de la Ξjación, el preparado fue lavado con agua bidestilada y teñido con Oil Red O por 30

minutos. Una vez terminada la tinción, se lavó con agua bidestilada y el preparado fue observado

con un microscopio.
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Figura 8: Esquema de la metodología empleada para inducir la diferenciación de las AdMSC hacia

(A) osteocitos, (B) condrocitos y (C) adipocitos.
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4. RESULTADOS
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4.1 Aislamiento de AdMSC de pollos

Debido a que no existen reportes en los que se hayan aislado AdMSC de aves silvestres y

que únicamente se encuentra disponible un trabajo en aves domésticas (Gong y col., 2011), el

primer objetivo de este trabajo consistió en estandarizar los protocolos para aislar y caracterizar

AdMSC de pollo. Comenzamos trabajando con muestras de pollo ya que era la especie a la que

teníamos acceso que más se asemejaba a las aves silvestres, ya que las muestras de estas últimas eran

escasas. Además, los resultados obtenidos fueron comparados con AdMSC bovinas, al ser ésta una

especie donde los protocolos de extracción y cultivo se encuentran establecidos.

Se comenzó procesando el tejido adiposo proveniente de pollos a partir de ejemplares para

consumo interno de ejemplares del ecoparque. Para el aislamiento de AdMSC, se probó el método

de digestión enzimática con colagenasa I. Se probaron distintas cantidades de tejido adiposo inicial

(Tabla 3).

Se observó que cuando se procesaban 5 g o más de tejido adiposo, se podían obtener células

que presentaban una morfología elongada tipo Ξbroblastoide, semejantes a las células obtenidas

luego de procesar tejido adiposo bovino (Fig. 9). Sin embargo, para cantidades menores (<3 g), las

células que se lograron obtener no eran suΞcientes para conformar un cultivo estable, incluso para

la especie de referencia Bos taurus (Tabla 3). Debido a esto, se decidió reducir el tiempo de

incubación del tejido con la colagenasa cuando se iniciaba el protocolo con pequeñas cantidades de

grasa. No obstante, independientemente del tiempo de incubación con la enzima, no fue posible

aislar AdMSC al digerir cantidades iguales o menores a 3 g de grasa (Tabla 3).

Dado a que es de suma relevancia poder partir de la mínima cantidad de grasa posible para

evitar realizar una cirugía invasiva en el ave que se busca recuperar, se probaron otros protocolos de

extracción de AdMSC cuando se partía de pequeñas cantidades de grasa. Se comenzó probando la

técnica de explantos en la cual pequeños fragmentos de tejido adiposo eran cultivados para obtener

AdMSC. Sin embargo, y al igual que para la técnica de digestión enzimática, no se pudo obtener un

cultivo estable partiendo de cantidades iguales o menores a 3 g de tejido. Frente a estos resultados, se

planteó como alternativa probar una combinación de ambos protocolos, en donde se incubó al

tejido adiposo con colagenasa tipo I por un corto período de tiempo (20 min) y luego, el tejido fue
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cultivado hasta observar el crecimiento celular (técnica denominada explantos parcialmente

digeridos). Como se puede observar en la Tabla 3, a partir de la digestión parcial y cultivo de los

explantos de grasa se pudieron obtener células viables partiendo de hasta 0,02 g, indicando que esta

forma de aislamiento de AdMSC constituye un método sumamente conveniente cuando se

dispone de una pequeña cantidad de tejido adiposo (Tabla 3).

Tabla 3: Resultados obtenidos luego de evaluar distintos métodos de extracción de AdMSC. N/A: no

aplica.

Al igual que para el método de digestión enzimática, las células obtenidas luego del cultivo

de explantos parcialmente digeridos exhibieron una morfología de crecimiento tipo Ξbroblastoide,

crecían en adherencia, y lograron ser mantenidas en cultivo por más de 10 pasajes, sin observarse

cambios en su morfología.
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Figura 9: Morfología de crecimiento de las células aisladas de tejido adiposo de pollos y de la especie de

referencia (bovino). Imágenes en campo campo de las células obtenidas luego de procesar tejido adiposo

bovino y de aves en distintos pasajes. Escala correspondiente a 100 μm.

4.2 Evaluación de medios basales para optimizar el crecimiento de AdMSC de pollos

Para evaluar el medio de cultivo basal en el cual las células de pollo presentaban una mayor

tasa de proliferación, se probaron diferentes medios y se determinó el PDT. Según el PDT, la tasa de

proliferación celular de las AdMSC aumentó signiΞcativamente cuando las mismas eran crecidas en

presencia del medio basal DMEM F12 en comparación con el medio DMEM con alta o baja

glucosa, arrojando un PDT de 27 h, 32 h y 37 h, respectivamente (p<0,05). Estos resultados

demostraron que las AdMSC de pollos poseen una mayor tasa proliferativa cuando se utilizan

medios ricos y complejos como es el medio DMEM F12 (Figura 10).
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Figura 10: Evaluación de distintos medios basales de cultivo para el cultivo in vitro de AdMSC de

pollo. Se evaluaron los medios basales DMEM alto en glucosa (DMEM HG), DMEM bajo en

glucosa (DMEM LG) y DMEM F12, y se calculó el PDT en horas (h). Diferentes letras indican

diferencias significativas (p<0,05).

4.3 Evaluación de marcadores moleculares especí cos de AdMSC de pollo

Como se comentó anteriormente, en el tejido adiposo se encuentran diversos tipos celulares

con perΞles de expresión diferentes. Por lo tanto, para corroborar que las células obtenidas se

trataban de células mesenquimales, se comenzó por evaluar la presencia de marcadores moleculares

como cd29 (119 pb), cd44 (155 pb), cd90 (205 pb) y cd34 (239 pb). Al igual que para la especie de

referencia (AdMSCb), las dos líneas celulares de pollo analizadas (AdMSCp1-2) mostraron

expresión de los marcadores cd29, cd44 y cd90, mientras que no se observó expresión del marcador

hematopoyético cd34, evidenciando la presencia de células madre mesenquimales en el cultivo (Fig.

11A-B). Adicionalmente, se pudo observar que las células mantenían la expresión de estos

marcadores luego de numerosos pasajes en cultivo in vitro (pasaje 7), indicando que las condiciones

de cultivo no alteraban el fenotipo celular (Fig. 11C). De esta forma, con este primer análisis se

corroboró que las células obtenidas de pollo tenían el perΞl de expresión descrito para células madre

mesenquimales.
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Figura 11: Expresión de marcadores moleculares específicos de AdMSC. (A) Electroforesis en gel de

agarosa 2 %m/v donde se indican los genes analizados para una línea de AdMSC bovina (AdMSCb)

en pasaje 3. Una línea de fibroblastos bovinos (FB1) fue incluida para comparar el perfil de expresión

de este tipo celular con el de AdMSC. Se muestra que la línea AdMSC bovina (AdMSCb) es positiva

para los marcadores de célula madre cd29, cd44, cd90, cd166 y cd73, y negativa para los marcadores

hematopoyéticos cd45 y cd34. (B) Electroforesis en gel de agarosa 2 % m/v donde se evidencia que las

dos líneas de AdMSC de pollo (AdMSCp1 y AdMSCp2) en un pasaje temprano (pasaje 2) expresan

los marcadores cd29, cd44, cd90, y no expresan el marcador hematopoyético cd34. (C) Electroforesis
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en gel de agarosa 2 % m/v donde se demuestra que las dos líneas de AdMSC de pollo (AdMSCp1 y

AdMSCp2) conservan el mismo perfil molecular luego de varios pasajes in vitro (pasaje 7).

Para cada gen se incluyó un control negativo (C-) en donde se colocó agua en lugar de ADNc. Los genes

ywhaz (120 pb) y gapdh (161 pb) fueron utilizados como control de carga. MK: marcador de peso

molecular de 100 pb.

4.4 Inducción de la diferenciación de AdMSC de pollo

Habiendo corroborado que las células obtenidas de tejido adiposo tenían la morfología de

crecimiento esperada y expresaban marcadores especíΞcos de células madre mesenquimales, el

siguiente paso consistió en evaluar la capacidad de las AdMSC de pollo de diferenciarse a

adipocitos, condrocitos y osteocitos, característica principal de este tipo celular.

Al inducir la diferenciación adipogénica, se observó que la exposición prolongada (más de 2

días) de las células al cocktail adipogénico resultaba deletéreo para las mismas. En base a esto, se

decidió realizar la diferenciación en forma secuencial, haciendo un breve estímulo con el cocktail

adipogénico y luego manteniendo el crecimiento celular únicamente en presencia de insulina. Es así

que luego de 5 días se logró evidenciar la presencia de gotas lipídicas en el interior celular (en rojo),

indicando que la diferenciación logró ser inducida de forma exitosa (Figura 12A). No se observó la

presencia de gotas lipídicas en la condición control.

A continuación, se evaluó la potencialidad de las células de originar condrocitos. Como se

puede observar en la Figura 12B, las células que fueron expuestas al medio de inducción

condrogénica exhibieron la presencia de proteoglicanos (en azul), característica principal de este

tipo celular, mientras que no se observó coloración en la condición control.

Posteriormente, se analizó la capacidad de las células de diferenciarse a osteocitos. Luego de

21 días en cultivo, se observó una tinción rojiza, correspondiente a los depósitos de calcio

característicos de este linaje celular (Figura 12C). El cultivo tratado exhibía claras diferencias en

comparación con el cultivo control. La falta de depósitos de calcio, evidenciada por la ausencia de

coloración, valida la ausencia del proceso de diferenciación en la condición control.
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Finalmente, y con el Ξn de asegurarnos de que las células conservaran su fenotipo luego de

varios pasajes in vitro, se evaluó nuevamente la capacidad de diferenciación de las mismas cuando

las células se encontraban en un pasaje alto (pasaje 9). Se observó que al igual que para el perΞl de

expresión, la capacidad de diferenciación de las AdMSC de pollo no se vio alterado, indicando que

las células conservaban su capacidad multipotente por largos períodos de tiempo (Fig. 12).

Cabe mencionar que se obtuvieron resultados similares cuando se evaluó la diferenciación

hacia los tres linajes en la especie de referencia (Fig. 13).

En conjunto, los resultados obtenidos demostraron que las células aisladas de tejido

adiposo de pollo poseen la capacidad de originar adipocitos, condrocitos y osteocitos y que esta

capacidad multipotente está conservada por numerosos pasajes in vitro.

Figura 12: Diferenciación de las AdMSC de pollo a adipocitos, condrocitos y osteocitos. (A) Imágenes

en campo claro de AdMSC de pollo teñidas con Oil Red O en la condición control y luego de inducir la
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diferenciación hacia el linaje adipogénico. En rojo se observan las gotas lipídicas en el interior celular

(señaladas por flechas). (B) Imágenes en campo claro de AdMSC de pollo teñidas con Alcian blue en

la condición control y luego de inducir la diferenciación hacia el linaje condrogénico. En azul se

evidencian los proteoglicanos. (C) Imágenes en campo claro de AdMSC de pollo teñidas con Alizarin

Red en la condición control y luego de inducir la diferenciación hacia el linaje osteogénico. En rojo se

observan los depósitos de calcio (señalados por flechas).

La inducción de la diferenciación a adipocitos, condrocitos y osteocitos fue realizada en pasaje 4 y 9.

Dos líneas independientes de AdMSC de pollo fueron evaluadas. En todas las imágenes la escala

corresponde a 100 m, excepto en (C) que corresponde a 500 M.

Figura 13: Diferenciación de las AdMSC bovinas a adipocitos, condrocitos y osteocitos. (A) Imágenes

en campo claro de AdMSC bovinas teñidas con Oil Red O en la condición control y luego de inducir la

diferenciación hacia el linaje adipogénico. En rojo se observan las gotas lipídicas en el interior celular
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(señaladas por flechas). (B) Imágenes en campo claro de AdMSC bovinas teñidas con Alcian blue en

la condición control y luego de inducir la diferenciación hacia el linaje condrogénico. En azul se

evidencian los proteoglicanos. (C) Imágenes en campo claro de AdMSC bovinas teñidas con Alizarin

Red en la condición control y luego de inducir la diferenciación hacia el linaje osteogénico. En rojo se

observan los depósitos de calcio (señalados por flechas). En todas las imágenes la escala corresponde a

100 m.

4.5 Aislamiento, cultivo in vitro y diferenciación de AdMSC de aves silvestres

Los protocolos de aislamiento, cultivo in vitro y diferenciación puestos a punto en muestras

de tejido adiposo de pollos fueron evaluados en especies de aves silvestres. En concordancia con los

resultados anteriores, no se lograron aislar células de carancho, chimango y caraú (destinados para

consumo interno de ejemplares del ecoparque) al emplear el método de digestión enzimática para

aislar AdMSC de cantidades de grasa menores a los 3 g, incluso variando el tiempo de digestión

(Tabla 4). Sin embargo, este método fue útil cuando se procesaron cantidades mayores a 3 g,

logrando obtener células luego de digerir 4 g de tejido adiposo de pavo real. En el caso del Οamenco,

no fue posible obtener células a pesar de haber procesado una gran cantidad de grasa (7,8 g) (Tabla

4).

Al emplear el método de explantos digeridos enzimáticamente de manera parcial

desarrollado en esta tesis, fue posible recuperar AdMSCs a partir de cantidades menores a 3 g,

habiéndose logrado aislar células de gavilán mixto luego de procesar tan sólo 0,045 g de tejido graso

(Tabla 4).

Tabla 4: Resultados obtenidos luego de evaluar diferentes métodos de extracción de AdMSCs en aves
silvestres.

Individuo Método de extracción Peso muestra
inicial

Tiempo de digestión Cultivo exitoso?

Flamenco Digestión enzimática 7,8 g 1 h NO

Carancho Digestión enzimática 0,4 g 30 min NO

Chimango Digestión enzimática 1,22 g 30 min NO
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Caraú Digestión enzimática 1,07 g 30 min NO

Pavo real
(P.cristatus)

Digestión enzimática 4 g 1 h SI

Gavilán mixto
(P.unicinctus)

Explantos + digestión 0,045 g 20 min SI

De esta forma, se pudieron aislar células de P. cristatus y P. unicinctus que crecieron en

adherencia con una morfología ahusada o tipo Ξbroblastoide (Fig. 14A-B).

Figura 14: Morfología de crecimiento de células aisladas de tejido adiposo de especies de aves silvestres

en diferentes pasajes. (A) Imagen en campo claro de AdMSC en pasaje 1 (P1) de P. cristatus. (B)

Imagen en campo claro de AdMSC en pasaje 3 (P3) de P. unicinctus.

Una vez obtenidas las células con la morfología esperada, el siguiente pasó consistió en

caracterizarlas mediante el análisis de marcadores moleculares especíΞcos de células madre

mesenquimales y mediante la determinación del potencial de diferenciación.

Se comenzó por determinar la presencia de los marcadores cd29, cd44 y cd90 y la ausencia

del marcador hematopoyético cd34. Debido a que los genomas de las aves silvestres con los que se

trabajó no se encuentran disponibles, se utilizaron los oligonucleótidos diseñados anteriormente
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para Gallus gallus domesticus, inΞriendo que los genes a analizar se encuentran conservados entre las

especies de aves.

Luego de la ampliΞcación de los genes mencionados, se observó que las AdMSC de P.

cristatus y P. unicinctus eran positivas para cd29 (119 pb), cd44 (155 pb) y cd90 (205 pb),

corroborando que estos marcadores están conservados entre las especies, y que las células aisladas

tenían un perΞl molecular que coincidía con la identidad de células madre mesenquimales (Fig. 15).

Sin embargo, al analizar el marcador hematopoyético cd34 (239 pb), se encontró que P. unicinctus

era negativo para este marcador, mientras que P. cristatus resultó positivo (Fig. 15). Debido a que

este marcador es característico del linaje hematopoyético y no es especíΞco de AdMSC, se considera

que algunas células derivadas del tejido conectivo se encontraban presentes en el cultivo,

posiblemente debido a que el perΞl molecular de P. cristatus fue evaluado en un pasaje temprano

(pasaje 1).

Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa al 2 % m/v que muestra los genes analizados para AdMSC

de P. cristatus (PV) en pasaje 1, y P. unicinctus (GAV) en pasaje 3. Para cada gen analizado, se

incluyó un control negativo (C-) en donde se colocó agua en lugar de ADNc. El gen gapdh fue

utilizado como control de carga. MK:Marcador de peso molecular de 100 pb.

Luego de determinar el perΞl molecular de las células aisladas, se continuó por analizar la

capacidad de diferenciación de las células obtenidas de P. cristatus y P. unicinctus. Utilizando las

mismas condiciones, inhibidores y factores de crecimiento empleados para diferenciar a las

AdMSCs de pollo, fue posible diferenciar a las células aisladas de P. cristatus y P. unicinctus en las

principales líneas mesodérmicas: adipocitos, condrocitos y osteocitos (Fig. 16), demostrando que
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las vías de señalización para inducir la diferenciación hacia los distintos linajes se encuentran

conservadas entre las distintas especies, y evidenciando la multipotencialidad de las células

obtenidas.

Figura 16: Diferenciación de AdMSC de P. cristatus y P. unicinctus. (A) Imágenes de microscopía en

campo claro de AdMSCs teñidas con Oil red O en la condición de control y después de inducir la

diferenciación hacia el linaje adipogénico en P. cristatus (pasaje 5) y P. unicinctus (pasaje 7). En color

rojo, se observan las gotas lipídicas dentro de las células (señaladas por flechas). (B) Imágenes de

microscopía en campo claro de AdMSCs teñidas con Alcian Blue en la condición de control y después

de inducir la diferenciación hacia el linaje condrogénico en P. cristatus (pasaje 3) y P. unicinctus

(pasaje 6). Los proteoglicanos se visualizan en color azul. (C) Imágenes de microscopía en campo claro

de AdMSCs teñidas con Alizarin Red en la condición de control y después de inducir la

diferenciación hacia el linaje osteogénico en P. cristatus (pasaje 3) y P. unicinctus (pasaje 6). Los

depósitos de calcio se visualizan en color rojo. Las barras de escala representan 100 μm.

En conjunto, fue posible aislar AdMSC de las especies P. cristatus y P. unicinctus, las cuales

corroboraron su identidad de célula madre mesenquimal ya que tenían la morfología y el perΞl

molecular esperado, y podían ser diferenciadas a osteocitos, condrocitos y adipocitos.
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4.5.1 Águila coronada

Habiendo logrado aislar AdMSC de especies silvestres y corroborado que las mismas tenían

el fenotipo esperado, se buscó aplicar la metodología empleada en las distintas especies de pollos y

aves silvestres para obtener AdMSC de águila coronada. Para la obtención de AdMSC de esta

especie, se utilizó un ejemplar hembra denominado “Francis” de águila coronada que se encuentra

en el Ecoparque interactivo de la Ciudad de Buenos Aires, el cual posee el húmero fracturado

producto de un disparo de arma de fuego. El tejido adiposo fue extraído mediante cirugía de la zona

intraperitoneal del abdomen del animal (Fig. 17A-B).

Tras la cirugía, el águila pudo recuperarse rápida y exitosamente, demostrando que su salud

no se vió puesta en peligro por este procedimiento. Se lograron obtener 0,6 g de tejido adiposo el

cual tenía una consistencia acuosa, viscosa y poco vascularizada al igual que el tejido adiposo de las

otras especies de aves estudiadas (Fig. 17A-B). El tejido fue procesado mediante la técnica de

explantos parcialmente digeridos, y luego de 48 h, se comenzaron a observar células en crecimiento

las cuales poseían el fenotipo esperado: morfología ahusada tipo Ξbroblastoide y crecían en

adherencia (Fig. 17C). Sin embargo, al cabo de 4 días en cultivo, las células detuvieron su

crecimiento y comenzaron a entrar en senescencia, por lo que no fue posible continuar con el

cultivo celular. Estos resultados indicaron que el método de extracción propuesto fue exitoso, pero

que aún era necesario optimizar las condiciones de cultivo para esta especie.
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Figura 17: Extracción de AdMSC de águila coronada. (A) Imágenes de la cirugía del ejemplar

“Francis” de águila coronada realizada por los veterinarios del Ecoparque de la Ciudad Autónoma

de Buenos Aires. Se extrajeron 0,6 g de tejido adiposo de la zona intraperitoneal del abdomen. (B) El

tejido extraído se transportó al laboratorio en DMEMF12 suplementado con antibióticos. (C) Imagen

en campo claro de las células tras 48 h de cultivo. La flecha roja indica las células adherentes con la

morfología deseada.

Se decidió realizar un nuevo procedimiento de extracción de tejido adiposo pero, en este

caso, se buscó enriquecer el medio de cultivo celular para favorecer el crecimiento de las células. Para

ello, se incluyó en la formulación del medio al factor FGF, factor que promueve la proliferación

celular al aumentar la actividad mitótica y síntesis de ADN (Boonstra y col., 1995; Yun y col.,

2010). En esta segunda repetición, se obtuvieron 1,408 g de tejido adiposo y se cultivaron los

explantos parcialmente digeridos en presencia del medio suplementado con FGF. Luego de 12 días,

se pudo observar crecimiento celular con la morfología esperada (Fig. 18). Las células obtenidas

pudieron ser expandidas por más de 6 pasajes in vitro y criopreservadas con una tasa de
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supervivencia post criopreservación del 70 %. De esta forma, y luego de la inclusión de FGF en el

medio de cultivo, fue posible obtener células de águila coronada las cuales, en base a su morfología

de crecimiento, podrían ser células madre mesenquimales. Sin embargo, aún es necesario evaluar su

perΞl molecular y capacidad de diferenciación para poder conΞrmar su identidad.

Figura 18: Imagen en campo claro de células aisladas de tejido adiposo de Buteogallus coronatus en

pasaje 3.

Los resultados expuestos a lo largo de este trabajo indican que la metodología desarrollada

en este trabajo permitió aislar AdMSC de distintos ejemplares de aves, incluyendo pollos y aves

silvestres como gavilán mixto, pavo real y Ξnalmente águila coronada.

4.6 Confección de biobanco de AdMSC de aves silvestres

Las AdMSC obtenidas de las distintas especies de aves silvestres fueron ampliΞcadas y

criopreservadas en distintos pasajes para confeccionar un biobanco de AdMSC, con el Ξn de que

queden disponibles para futuras investigaciones y desarrollo de terapias regenerativas en ejemplares

que sean rescatados por el centro de rescate del Ecoparque. A continuación, se exhibe en la Tabla 5,
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la cantidad de viales de las muestras criopreservadas en distintos pasajes y su concentración, para las

distintas especies de aves silvestres.

Tabla 5: Biobanco de AdMSC de especies de aves silvestres.

Especie Número de viales Pasaje Concentración

P. unicinctus 5 3 viales pasaje 6
2 viales pasaje 0

1.2 x 106 células/mL
cada vial

P. cristatus 3 2 viales pasaje 1
1 vial pasaje 0

1.2 x 106 células/mL
cada vial

B. coronatus 10 6 viales pasaje 4 5 x 105 células/mL

4 viales pasaje 5 1.1 x 106 células/mL

Si bien al día de la fecha únicamente se cuenta con células de tres especies de aves silvestres,

se proyecta extender el repertorio del biobanco con nuevos ejemplares que lleguen al Ecoparque.

Según nuestro conocimiento, estos resultados forman parte del primer biobanco de AdMSC de

especies de aves silvestres confeccionado a nivel mundial.
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5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES
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La conservación de la vida silvestre es la práctica de proteger las especies vegetales y

animales, y sus hábitats. Como parte de los ecosistemas mundiales, la vida silvestre proporciona

equilibrio y estabilidad a los procesos naturales. El objetivo de la conservación de la vida silvestre es

asegurar la supervivencia de éstas especies y educar a las personas sobre cómo vivir de manera

sostenible con las demás especies.

Según los últimos datos reportados por el Banco mundial, la población humana ha crecido

exponencialmente en los últimos 200 años, superando los 8 mil millones de personas hoy en día, y

continúa creciendo rápidamente. Esto signiΞca que los recursos naturales se están consumiendo

más rápido que nunca, por miles de millones de personas en el planeta. Este crecimiento y

desarrollo también pone en peligro los hábitats y la existencia de diversos tipos de vida silvestre en

todo el mundo, especialmente la de animales y plantas (Ceballos y col., 2017; Dirzo and Raven,

2003). Otras amenazas para la vida silvestre también incluyen la introducción de especies invasoras

de otras partes del mundo, el cambio climático, la contaminación, la pesca y la caza furtiva.

Dentro del grupo animal, las especies de aves rapaces están especialmente amenazadas. Las

aves rapaces, o aves de presa, participan en la dinámica de las comunidades ecológicas del bioma que

habitan. Estas especies se encuentran como depredadores al tope de las cadenas tróΞcas (Sergio y

col., 2008), determinando los patrones estructurales de las comunidades ecológicas en las que

participan (Bildstein, 2005). No obstante, por ser especies poco abundantes y con necesidad de

territorios amplios, es que son sumamente vulnerables a cambios ambientales (Jullien y col, 1996).

De las 557 especies de aves rapaces identiΞcadas, el 52 % tiene a sus poblaciones en declive y el 18 %

está en peligro de extinción (McClure y col., 2018).

El águila coronada, es una especie de ave rapaz que habita la zona sur y central de América

del Sur, y es una de las águilas más grandes de Argentina. Se estima que existe una población global

con una cantidad menor a los 1000 individuos, con una tendencia decreciente, y según la Unión

Internacional para la Conservación de la Naturaleza está catalogada como en vías de extinción.

Ante este escenario, el Ecoparque Interactivo de Ciudad Autónoma de Buenos Aires conformó el

proyecto titulado “Conservación del águila coronada” que busca rescatar ejemplares de esta especie

junto con otras aves silvestres que se encuentren heridas, para reinsertarlas en su hábitat natural o,

en caso de no ser posible su reinserción, utilizarlas para su reproducción en cautiverio para
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proporcionar un número suΞciente de animales sanos para ayudar a restaurar la especie en la

naturaleza.

Generalmente, los ejemplares de águila coronada llegan al Ecoparque con heridas en sus

alas y la regeneración tisular se ve seriamente afectada y no puede ser revertida por métodos

convencionales, haciendo evidente la necesidad de encontrar terapias alternativas. En numerosas

especies de mamíferos como vacas, cabras y ovejas, la terapia celular con células madres

mesenquimales ha demostrado ser efectiva para la regeneración tisular (Hill y col., 2019; Esteves y

col., 2017; Minteer y col., 2012; Harness y col., 2022). Las MSC constituyen el tipo celular más

elegido para su aplicación veterinaria debido a que se expanden rápidamente in vitro (Baksh y col.,

2004), son capaces de promover la regeneración tisular (Salgado y col., 2010, Yu y col., 2019) y de

diferenciarse a tejidos como hueso, cartílago y grasa (Kern y col., 2006), y no montan una respuesta

inmune severa pudiendo ser utilizadas de manera heteróloga entre individuos de una misma especie

(Khang y col., 2007). A pesar de las ventajas que estas células presentan, aún no existen terapias

celulares puestas en práctica en aves, e incluso existe escasa información acerca del aislamiento y

cultivo de AdMSC de pollos. Teniendo lo anterior como fundamento, el objetivo del presente

trabajo de tesis de licenciatura fue desarrollar y optimizar protocolos de extracción, cultivo in vitro y

caracterización de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo de aves, con la meta de

confeccionar un biobanco para que las células queden disponibles para su utilización en terapias

celulares para la regeneración de tejidos, contribuyendo en última instancia, a la conservación de la

vida silvestre aviar.

Las MSC pueden encontrarse en numerosos tejidos de un organismo entre los cuales los

más frecuentemente elegidos para su obtención son la médula ósea, el cordón umbilical, y el tejido

adiposo. En humanos, las MSC derivadas de tejido adiposo demostraron tener como ventaja que

poseen un gran potencial proliferativo, y son capaces de inducir efectos inmunomodulatorios de

manera más eΞciente en comparación con MSC extraídas de médula ósea (Li y col., 2015). Además,

estas células son abundantes en la grasa, constituyendo el 2 % de la población celular del tejido

adiposo, mientras que MSC de otros tejidos como de médula ósea constituyen el 0,002 % de la

población celular (Figiel y col., 2022). Asimismo, las AdMSC cuentan con la ventaja de que pueden

ser obtenidas de individuos adultos a partir de intervenciones quirúrgicas menores. En pollos,

existen reportes en los que se lograron aislar MSC de médula ósea, grasa, fémur, huesos compactos,
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pulmón y tejido conjuntivo embrionario (Khatri y col., 2009; Gong y col., 2011; Adhikari y col.,

2019; Bai y col., 2013; Wang y col., 2018). Según lo reportado, las MSC aisladas de fémur

demostraron un mayor rendimiento en cuanto a la cantidad de células obtenidas por la cantidad de

tejido procesado (Adhikari y col., 2019). Sin embargo, considerando que en el presente trabajo se

buscó preservar al ejemplar animal, esta fuente de MSC no constituye una opción viable. Debido a

esto y a las ventajas que poseen las AdMSC frente MSC derivadas de otros tejidos, es que durante el

presente trabajo se eligió al tejido adiposo como fuente de células madre mesenquimales.

Se comenzó trabajando con muestras de pollos (Gallus gallus domesticus) por su fácil

accesibilidad y semejanza con las aves silvestres. Debido a que en pollos hay tan sólo un trabajo

disponible en la bibliografía acerca de AdMSC (Gong y col., 2011), se decidió comparar los

resultados con otras especies en donde los protocolos de aislamiento y cultivo in vitro de AdMSC

ya se encuentren establecidos, eligiendo a la especie bovina como organismo modelo (Oyarzo y col.,

2021; Ferrin y col., 2017).

Se probaron tres métodos para aislar AdMSC: el método enzimático, el método de

explantos y el método desarrollado en esta tesis de “explantos parcialmente digeridos”. El método

enzimático ha sido utilizado previamente para obtener AdMSC de pollos (Gong y col., 2011) y

otras especies (Ciufredda y col., 2016), mientras que el empleo del método de explantos sólo fue

reportado en la especie humana para la obtención de AdMSC (Hendijani., 2017). En ambos

trabajos, no se mencionó la cantidad de tejido adiposo inicial utilizado para obtener AdMSC.

Nuestros resultados demostraron que, empleando el método de digestión enzimática, fue posible

aislar AdMSC de manera exitosa cuando se procesaron 4,5g o más de tejido adiposo. Debido a que

se buscó realizar mínimas intervenciones quirúrgicas al ave de interés de conservación, se buscó

optimizar el proceso de extracción de AdMSC partiendo de pequeñas cantidades de tejido adiposo.

No obstante, se observó que el método enzimático no era adecuado para aislar células partiendo de

cantidades menores a los 3 g, aún variando los tiempos de digestión. Resultados similares fueron

observados para la especie de referencia Bos taurus, donde los cultivos de AdMSC exitosos partieron

de cantidades iguales o mayores a los 5 g. En el método de digestión enzimática, se realizan tres

centrifugaciones sucesivas, proceso que está reportado que podría afectar la viabilidad celular de las

pequeñas poblaciones celulares que constituyen al tejido (Hendijani., 2017). En base a estos

resultados, se decidió utilizar el método de explantos para aislar AdMSC de pequeñas cantidades de
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tejido adiposo inicial. Este método no involucra centrifugaciones, y ha sido propuesto como un

método más suave y beneΞcioso para la viabilidad celular (Hendijani., 2017). Sin embargo, este

método tampoco fue adecuado para aislar AdMSC, posiblemente debido a que el tejido adiposo

aviar posee una viscosidad que podría imposibilitar que las células escapen fácilmente del tejido.

Debido a que la estructura del tejido adiposo presenta distintas características dependiendo de la

zona corporal y de la especie de donde se obtenga, sería interesante estudiar si existe relación entre la

Ξsiología del tejido y el rendimiento de obtención de AdMSC.

Considerando los resultados anteriores, se decidió evaluar un nuevo método de extracción,

que consistía en la combinación de los métodos anteriores, al que se lo denominó “explantos

digeridos enzimáticamente de manera parcial”. La utilización de este método permitió recuperar

AdMSC de cantidades menores a los 3 g de grasa, siendo posible recuperar AdMSC luego de

procesar un mínimo de 0,02 g de tejido adiposo inicial. Se considera que este método permitió

disgregar suΞcientemente al tejido para permitir el escape de las AdMSC hacia la superΞcie de la

placa de cultivo, conservando las propiedades bioquímicas y biomecánicas del tejido, sin estresar de

forma excesiva a las células. De esta forma, se logró establecer que para cantidades mayores a los 5 g

de tejido adiposo, el método enzimático era adecuado para lograr recuperar AdMSC, mientras que

para cantidades menores, el método de explantos parcialmente digeridos era más conveniente.

Siguiendo esta metodología, se logró aislar por primera vez AdMSC de especies de aves silvestres

como Parabuteo unicinctus (gavilán mixto) y Buteogallus coronatus (águila coronada). También se

logró aislar por primera vez AdMSC de Pavo cristatus (pavo real) empleando el método de digestión

enzimática. Algo relevante a mencionar es que no se pudo obtener AdMSC de Οamenco, aún

habiendo partido de grandes cantidades de grasa (7,8 g). Según pruebas realizadas en humanos,

existe una dependencia entre la eΞcacia no sólo de la extracción sino también del potencial

terapéutico de estas células con respecto a la edad del individuo (Chen y col., 2022).

Particularmente, el ejemplar de Οamenco utilizado era un animal de edad avanzada lo cual podría

explicar los resultados obtenidos.

Habiendo logrado estandarizar los procedimientos de extracción, se continuó con la

optimización de las condiciones de cultivo in vitro de las AdMSC de pollos. Para ello se evaluaron

tres medios basales que son ampliamente utilizados para el cultivo de AdMSC en otras especies

como el DMEM F12, y el DMEM alto y bajo en glucosa (Ayatollahi y col., 2012; Svoradova y col.,
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2021; Hendijani y col., 2016; Cooper y col., 2010) y se midió el PDT. Los resultados obtenidos,

con relevancia estadística, demostraron que el DMEM F12 era el medio más conveniente para

cultivar de manera in vitro este tipo celular ya que devolvió un PDT menor, con respecto a los otros

dos medios evaluados. El medio DMEM F12 es un medio rico que posee una concentración de 4,5

g/L de glucosa y componentes como biotina, putrescina, ácido lipoico, glicina, prolina, cobre, zinc

y hierro; componentes que estimulan la proliferación celular (Chaudhry y col., 2008) y que el

DMEM basal no posee. Si bien la presencia de glucosa ha sido asociada con una mayor

proliferación celular en otras especies y tipos celulares (Deorosan y col., 2011), ésta no sería la

responsable de un PDT menor ya que el DMEM alto en glucosa presenta los mismos niveles de este

componente. Sin embargo, podría suceder que la glucosa actue de forma sinérgica junto con los

elementos diferenciales que componen al medio DMEM F12, o que estos componentes

diferenciales sean los responsables de proveer a las células de moléculas que aceleran su

metabolismo, beneΞciando de esta forma la proliferación celular.

Si bien el medio basal DMEM F12 fue adecuado para crecer in vitro AdMSC de pollos y de

la mayoría de las aves silvestres con las que se trabajó, en el caso de B. coronatus, fue necesario

suplementar al medio con FGF para poder obtener un cultivo celular estable y en constante

crecimiento. El factor FGF mantiene las características “stem” de las AdMSC en cultivo, así como

también acelera la cinética de la proliferación celular al fosforilar las proteínas ERK/MAP quinasas

y provocar la activación de genes involucrados en la regulación del ciclo celular (Cheng y col.,

2020). El ejemplar de B. coronatus con el que se trabajó se trataba de un individuo adulto, rescatado

tras sufrir heridas por armas de fuego en una de sus extremidades anteriores. El plomo es un

elemento tóxico para las estructuras orgánicas (Assi y col., 2016), por lo que trazas del mismo

podrían haber perjudicado al cultivo de AdMSC in vitro, requiriendo de factores que induzcan la

proliferación celular como el FGF.

Una vez dilucidado el método de extracción y cultivo de las AdMSC, el siguiente paso

consistió en realizar una batería de ensayos para validar la naturaleza de las células. Con este Ξn, se

analizó la morfología de crecimiento in vitro, se evaluó la expresión de marcadores moleculares

especíΞcos de este tipo celular y se determinó su capacidad multipotente.

Las AdMSCs de pollos presentaron una morfología Ξbroblastoide, correspondiente con la

bibliografía (Gong y col., 2011; Svoradova y col., 2021) y con las observadas para AdMSC de
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bovinos y otras especies (Harness y col., 2022). Este mismo patrón de crecimiento fue observado

para las células aisladas de pavo real, gavilán mixto y águila coronada.

Posteriormente, se procedió con la caracterización molecular de las AdMSC obtenidas para

las distintas especies de aves. Dado que únicamente el genoma de Gallus gallus domesticus se

encuentra disponible, se diseñaron oligonucleótidos para esta especie y los mismos fueron probados

en las distintas aves silvestres. Se evaluaron algunos de los marcadores determinados por la Sociedad

Internacional de Terapia Celular, entre los cuales cd29, cd44 y cd90 deberían resultar positivos, y el

marcador cd34 debería resultar negativo, para inferir que el perΞl molecular de las células coincidía

con el de una célula madre mesenquimal. Al igual que lo reportado en trabajos anteriores de

AdMSC y MSC de fémur de pollos (Gong y col., 2011; Adhikari y col., 2019), las AdMSC de

pollos y silvestres obtenidas en este trabajo fueron positivas para los marcadores cd44, cd29, y cd90 y

negativas para el marcador hematopoyético cd34, con excepción de P. unicinctus en donde este

último marcador también resultó positivo. El marcador cd34 ha sido utilizado para identiΞcar

células provenientes de tejido conectivo en pollos (Wang y col., 2022). Debido a que la detección de

cd34 en el cultivo de AdMSC de P. unicinctus fue evaluado en un pasaje temprano (pasaje 1), donde

el cultivo aún no era homogéneo, se considera que habían algunas células derivadas del tejido

conectivo (tejido presente en el tejido adiposo), lo que podría explicar estos resultados. Para

corroborar esto, sería adecuado realizar un nuevo análisis de este marcador en pasajes más tardíos

para conΞrmar el perΞl molecular de las AdMSC en esta especie. En conjunto, estos resultados

indican que los marcadores analizados se encuentran transversalmente conservados entre las

especies de aves, y que las AdMSC obtenidas exhiben un perΞl molecular semejante con el de célula

madre mesenquimal.

Finalmente y como último ensayo de caracterización, se evaluó el potencial de

diferenciación de las células obtenidas. Para ello, se indujo la diferenciación de las células hacia los

tres linajes mesodérmicos principales: osteocitos, condrocitos y adipocitos, empleando protocolos

descritos previamente para otras especies (Silva y col., 2014; Sampaio., 2015; Ciufredda y col.,

2016). Por un lado se observó que, similar a lo reportado para AdMSC y MSC de fémur de pollos

(Gong y col., 2011; Adhikari y col., 2019), las AdMSC de pollos y aves silvestres obtenidas en este

trabajo tenían la capacidad de ser diferenciadas a osteocitos y condrocitos. Llamativamente, la

inducción hacia estos dos linajes involucraba la adición de los mismos factores e inhibidores que se
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utilizan para otras especies, incluidos mamíferos, denotando que las vías de señalización para

modular la diferenciación hacia estos linajes estarían conservadas entre las especies. Sin embargo, en

el caso de la diferenciación hacia el linaje adipogénico, se observó que la utilización de los

protocolos reportados concluía en la senescencia de las AdMSC de pollos y aves silvestres al cabo de

2-3 días. Estos resultados evidenciaron que algún componente del medio de inducción adipogénico

era tóxico para las células. Entre los componentes del medio, el IBMX es un inhibidor que podría

estar interΞriendo con la viabilidad celular, lo cual fue demostrado por estudios anteriores, incluso

en células cancerígenas (Slotkin y col., 2000). Por esa razón, se decidió realizar una diferenciación

secuencial hacia el linaje adipogénico, la cual consistió en utilizar el medio de inducción por 24

horas y luego, mantener el cultivo con medio basal suplementado con insulina, factor que

promueve la síntesis lipídica (Santoro y col., 2021). Lo anterior devolvió un cultivo estable,

pudiendo observar la presencia de gotas lipídicas en el interior celular, fenotipo característico de

este tipo celular (Bosnakovski y col., 2015; Ferrin y col., 2017; Ciufredda y col., 2016; Gong y col.,

2011). Otros estudios realizados en humanos, sugieren que la adición de triiodotironina y

rosiglitazone al cultivo de MSC inducen una diferenciación más eΞciente hacia el linaje adipogénico

(Ghoniem y col., 2015), por lo que futuros ensayos determinarán si este mismo efecto podrá ser

observado en aves. Por otra parte, cabe destacar que la evaluación del potencial de diferenciación de

AdMSC hacia los principales linajes del mesodermo fue evaluado de manera cualitativa, por lo que

futuras investigaciones podrían hacer énfasis en la evaluación cuantitativa de este aspecto.

Numerosos factores de las condiciones de cultivo como la conΟuencia o el cultivo

prolongado in vitro, pueden concluir en la diferenciación espontánea o transformación de las

células (Loh y col., 2011; McBeath y col., 2004), siendo imprescindible conΞrmar el estado “stem”

luego de numerosos pasajes. Nuestros resultados demostraron que el fenotipo de las células

obtenidas no se vio afectado luego de numerosos pasajes in vitro, ya que las mismas conservaron su

morfología de crecimiento, perΞl molecular y capacidad de diferenciación. Sería interesante

acompañar estos resultados con un análisis del cariotipo de las células para terminar de conΞrmar la

estabilidad genómica de las mismas.

Las líneas celulares obtenidas de AdMSC de Pavo cristatus, Parabuteo unicinctus y

Buteogallus coronatus fueron ampliΞcadas y conservadas en nitrógeno líquido conformando el

primer biobanco de AdMSC de aves silvestres a nivel internacional, según lo reportado. Este
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biobanco se creó con el objetivo de conservar la diversidad genética de estas especies, quedando

disponible para futuras investigaciones con diversos enfoques como regeneración de tejidos,

conservación de la biodiversidad, para modelado de enfermedades, para el descubrimiento de

drogas, y para el monitoreo de la diversidad genética de una misma especie, entre otros. Dentro del

área de la regeneración de tejidos, el próximo paso será estudiar la capacidad de las AdMSC de

inducir la regeneración tisular in vivo en aves. Si bien existen al momento 800 estudios en fase

clínica que emplean AdMSC en humanos para la regeneración de tejido músculo-esquelético

donde se trata de demostrar la seguridad y la eΞcacia del tratamiento (Ayala-Cuellar y col., 2019),

sería útil evaluar estos factores en aves silvestres para corroborar la seguridad y eΞcacia en estas

especies.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis demuestran la optimización de la

extracción de AdMSC, donde el método desarrollado de explantos parcialmente digeridos permitió

la obtención de AdMSC de pequeñas cantidades de tejido adiposo de pollos y de las aves silvestres:

pavo real, gavilán mixto y águila coronada, un hecho que no había sido reportado previamente

según nuestro conocimiento. Además, se demostró que el medio basal DMEM F12 era el más

óptimo para el cultivo de AdMSC de aves. Asimismo, se observó que las células obtenidas poseían

el fenotipo esperado: morfología Ξbroblastoide, crecían en adherencia, expresaban marcadores

especíΞcos de AdMSC y se diferenciaban a los tres linajes mesodérmicos, validando su naturaleza de

células madre mesenquimales. Finalmente, se conformó un biobanco con las AdMSC de aves

silvestres, lo cual representa un paso crucial hacia la implementación, por primera vez, de terapias

celulares que busquen la regeneración tisular en aves en vías de extinción aportando nuevas

estrategias para la biología aplicada a la conservación. Se considera que estos hallazgos no serían

exclusivos para las especies de aves estudiadas, pudiendo ser también extrapolables a otras especies

aviares.
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