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Resumen en castellano

La artrosis (OA) es una enfermedad que afecta a las articulaciones sinoviales y que se caracteriza
porque afecta al cartilago articular y provoca diversas alteraciones en todos los tejidos que
conforman este tipo de articulaciones. Es una enfermedad que conduce a la pérdida de calidad
de vida, puesto que sus sintomas mas caracteristicos son el dolor y rigidez articular, lo que
conlleva a una pérdida de movilidad.

Los tratamientos que se encuentran disponibles a dia de hoy son multidireccionales y
principalmente se focalizan en la reduccidn del dolor, no existe un tratamiento definitivo que
cure o detenga la progresién de la enfermedad. Por ello, en los Ultimos afos, se estan realizando
muchos estudios centrados en la busqueda de un tratamiento que pueda solventar estos
problemas. Uno de los tratamientos que se encuentra bajo investigacién es el uso de células
mesenquimales estromales (CMEs), las cuales parecen ser unas posibles candidatas como

tratamiento contra la enfermedad de la OA.

El objetivo general del presente proyecto de investigacion es estudiar la seguridad y el efecto
terapéutico del uso alogénico de las CMEs expandidas de tejido adiposo en perros con OA.

Para llegar a resolver ese objetivo, se realizd una caracterizacion de las células obtenidas de
grasa de perros sanos menores de 2 afios. A continuacién, estas células se inyectaron
intraarticularmente en las articulaciones de perros que padecian la OA. Se evalud la seguridad
de la administracion de estas células y también se llevd a cabo una evaluacidon de las

articulaciones tratadas en diferentes visitas realizadas a lo largo de un afio de estudio.

Los resultados obtenidos nos indican que la aplicacidon heteréloga de las CMEs derivadas de
tejido adiposo no producen rechazo por parte de los receptores y por lo tanto su administracién
es segura. Ademas, se ha visto que, a pesar de ser necesario un estudio con una n mucho mayor
para poder concluir de manera mas rotunda, los perros tratados con CMEs mantienen e incluso
mejoran la funcionalidad de las articulaciones, y parecen tener un efecto similar a la

administracion oral de un AINE (antiinflamatorio no esteroideo) como el Meloxicam.

Es necesario realizar un estudio mas exhaustivo para poder obtener unos resultados en cuanto

a efectividad del tratamiento mas fidedignos.
Resumen en gallego

A artrose (OA) é una enfermidade que afecta s articulacions sinoviais e que se caracteriza
porque afecta & cartilaxe articular e provoca diversas alteracidons en tddolos tecidos que
conforman este tipo de articulaciéns. E unha enfermidade que conduce & perda de calidade de
vida, posto que os seus sintomas mais caracteristicos son a dor e a rixidez articular, o que leva a

perda de mobilidade.

Os tratamentos que se atopan dispofiibles a dia de hoxe son multidireccionais e principalmente
focalizanse na reducion da dor, non existe un tratamento definitivo que cure ou detefa a

progresion da enfermidade. Por isto, nos ultimos anos, estanse a realizar moitos estudos



centrados na busca dun tratamento que poda resolver estes problemas. Un dos tratamentos
que se atopa baixo investigacién é o uso de células mesenquimais estromais (CMEs), as cales

parecen ser unhas posibles candidatas como tratamento contra a enfermidade da OA.

O obxectivo xeral do presente proxecto de investigacidon é estudar a seguridade e o efecto
terapéutico do uso aloxénico das CMEs expandidas de tecido adiposo en cans con OA.

Para chegar a resolver este obxectivo, realizouse unha caracterizacién de células obtidas de
graxa de cans sans menores de dous anos. A continuacién, estas células inxectaronse
intraarticularmente nas articulacidons de cans que padecian a OA. Avaliouse a seguridade da
administracién destas células e tamén se levou a cabo unha avaliacién das articulaciéns tratadas

en diferentes visitas realizadas ao longo dun ano de estudo.

Os resultados obtidos indicannos que a aplicacidon heteréloga das CMEs derivadas de tecido
adiposo non producen rexeitamento por parte dos receptores e polo tanto a stia administracién
é segura. Ademais, puidose ver que, a pesar de que é necesario un estudo cunha n moito maior
para poder concluir duna forma mais rotunda, os cans tratados con CMEs mantefien e incluso
melloran a funcionalidade das articulacién, e a aplicacidn de estas células parecen ter un efecto

similar 4 administracidn oral dun AINE (antiinflamatorio non esteroideo) como o Meloxicam.

E preciso realizar un estudo mais exhaustivo para poder obter uns resultados en canto a

efectividade do tratamento mais fidedignos.
Resumen en inglés

Osteoarthritis (OA) is a disease that affects the synovial joints and it is mainly characterized by
the accumulation of damage in the articular cartilage. Also, other alterations in tissues

surrounding this type of joint can co-occur.

Nowadays, the treatments for OA are multidirectional and they are focalized in the pain
reduction but, there is no current treatment able to heal or stop the progression. Due to this, in
the last years, several studies have focused on the search for this treatment. In this paradigm,

the use of mesenchymal stromal cells (MSCs) arise as a great candidate to treat the OA disease.

The main objective of this research project is to evaluate the security and the therapeutic effect

of the use of expanded adipose tissue allogenic MSCs in dogs with OA.

To achieve this, we performed a characterization of fat cells belonging to healthy dogs with less
than 2 years old. The next step was the intraarticular injection of these cells in the affected joints
of the dogs suffering from OA. Then we evaluated the security of this administration, also we

evaluated the evolution of the treated joints during a one year follow-up period.

The results indicated that the application of heterologous MSCs derived from adipose tissue did
not produce rejection in the treated dogs, so, we can conclude that the administration of this
type of cells is totally safe. Although it is necessary to increase the sample size of the study to

empower our data, the dogs treated with a MSCs maintained or improved the functionality of
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the joints which suggests we are going in the proper direction. Furthermore, the application of
this cells seems to have a similar effect that de administration of an oral NSAIDs (non-steroidal

anti-inflammatory drugs) like the Meloxicam.

That being said, we emphasize that this one is a preliminary study, so, a second and more robust
study is needed in order to strengthen the conclusions of this study and the treatment
effectiveness.
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1. Tipos de articulaciones

Una articulacidn se puede definir como la unién entre huesos, y dependiendo del modo de unién

que exista se pueden clasificar en los siguientes tipos (Dyce et al., 2007; de Toro, 2010):
- Articulaciones fibrosas

También conocidas con el nombre sinartrosis. Un ejemplo son las articulaciones que se
encuentran en el craneo, y normalmente se denominan suturas. Los huesos se mantienen
unidos directamente por tejido conjuntivo fibroso y carece de cavidad articular. Carecen de

movilidad.
- Articulaciones cartilaginosas

Denominadas también anfiartrosis. Se corresponden con epifisis y diafisis de los huesos largos
de los juveniles, y también con las articulaciones de la base del craneo. La mayoria de las
articulaciones cartilaginosas son temporales y desaparecen cuando el animal ha alcanzado su
crecimiento. No presentan cavidad articular, y los huesos se encuentran unidos por cartilago

fibroso (sinfisis) o hialino (sincondrosis). Tienen cierta movilidad.
- Articulaciones sinoviales

Reciben también el nombre de diartrosis. Son las mas numerosas dentro del cuerpo de los
animales. En éstas los huesos se encuentran recubiertos de cartilago hialino y separados por un
espacio (cavidad articular) en el que se encuentra el liquido sinovial. Permiten gran movilidad y

diversos tipos de movimientos.
2. La articulacidn sinovial

Las articulaciones sinoviales son las mas abundantes dentro de nuestro cuerpo. Se caracterizan
por presentar varias estructuras, pudiendo ser tratadas como cualquier otro érgano. Las
estructuras que nos encontramos dentro de la articulacién sinovial son las siguientes (de Toro,

2010):

- Estructuras de proteccidn: estd formada por la capsula articular, que envuelve la cavidad
articular. Su capa interna esta constituida por la membrana sinovial, mientras que su
capa externa es de tejido fibroso.

- Estructuras de amortiguacidn: reducen, amortiguan y reparten las fuerzas que ejercen
presion sobre las articulaciones. Estas estructuras son el cartilago articular y el liquido

sinovia



- Estructuras de adaptacion: estan formadas por fibrocartilago. Tienen la funcién de
facilitar la conexién de las superficies articulares. Un ejemplo es el rodete articular de
las articulaciones coxofemoral y escapulohumeral, o los discos articulares o meniscos.

- Estructuras de mantenimiento: sirven para estabilizar la articulacion. Son las
membranas fibrosas de la capsula articular, ligamentos y tendones de los musculos
periarticulares.

- Estructuras de contacto y deslizamiento: tienen la funcidn de favorecer el deslizamiento
de las superficies articulares. Aqui entran, por ejemplo, el cartilago articular, el liquido
sinovial o los meniscos.

- Cavidad articular: es el espacio que se encuentra entre los cartilagos articulares y el
manguito sinovial. Se encuentra rodeada por un tejido conectivo denominado
membrana sinovial, que se refuerza exteriormente por ligamentos para unir huesos y

restringir el movimiento de extensién y direccion.

2.1 Cartilago articular hialino

El cartilago articular es un tejido conectivo aneural, avascular y alinfatico (Poole, 1997; Benito-
Ruiz, 2010). Este esta caracterizado morfolégicamente por un nimero pequefio de células (un
2-3% del volumen total del cartilago) que se denominan condrocitos. Estas células, rodeadas
inmediatamente por una matriz pericelular (MPC) compuesta principalmente por coldgeno tipo
IV y proteoglicanos, son las encargadas de la produccidn, organizacidn y mantenimiento de la
matriz extracelular (MEC) que conforma el 97-98% del cartilago (Benito-Ruiz, 2010; Chen et al.,
2013). Esta matriz estd compuesta por un 70-80% de agua. El 20-30% restante esta formado por
un 50% de colageno, del cual la mayoria (90-95%) pertenece al colageno tipo Il (siendo el resto
tipo 1lI, VI, IX, X, XI, XIl y XIV), un 30-35% esta constituido por proteoglicanos y un 15-20%

pertenece a otras proteinas de matriz (Benito-Ruiz, 2010; Umlauf et al., 2010).

El cartilago articular se puede dividir histolégicamente en cuatro zonas que se diferencian por
las caracteristicas de los condrocitos presentes en cada una de las zonas, asi como de la
concentracién de proteoglicanos y la forma en la que se dispone el colageno. A continuacion se
especifican las caracteristicas de cada una de las zonas en las que se puede organizar un cartilago

articular sano (figura 1) (Benito-Ruiz, 2010):

- Zona |l (capa superficial del cartilago articular): supone el 10-20% del cartilago articular.
En esta capa los condrocitos se encuentran de forma aplanada y de un tamafio pequefio,

situdndose paralelamente a la superficie del cartilago. La cantidad de proteoglicanos es



baja. El colageno se dispone de forma paralela a la superficie (Eyre, 2001), aunque
algunos estudios indican que presentan una orientacién oblicua (Wu et al., 2008). En la
zona mas superficial se encuentra la lamina splendens, que es una pequeia capa que
carece de células y que se compone Unicamente de fibras de coldgeno, cuya funcién es
la de proteger al cartilago de la abrasion (Clark, 1990).

1) Zona Il (capa media del cartilago articular): esta capa abarca un 40-60% del cartilago.
Los condrocitos, que aparecen en menor numero, tienen una morfologia esférica, son
mas grandes y se distribuyen de forma aleatoria, solos o en grupos, a lo largo de toda
esta capa. Es la zona del cartilago que mayor concentracidon de proteoglicanos contiene.
Las fibras de coldgeno se sitdan de forma oblicua.

2) Zona lll (capa profunda del cartilago articular): en esta zona los condrocitos tienen una
morfologia eliptica y forman columnas de 2 a 6 células situadas perpendicularmente a
la superficie del cartilago articular. Las fibras de coldgeno se disponen, al igual que las
columnas de condrocitos, de forma perpendicular a la superficie. Entre la zona lll y la
zona IV se encuentra un frente de transicion que se denomina tidemark.

3) Zona IV (capa calcificada del cartilago articular): en esta capa los condrocitos estan
hipertréficos y en menor nimero que en el resto de zonas del cartilago. La cantidad de
proteoglicanos se reduce y las fibras de colageno se disponen de forma perpendicular a

la superficie del cartilago articular, al igual que en la zona lIl.

c rficial - - - —— Lamina splendens
apa superficial = " — 2 = -

Zona | - — -

4 S . > P o iy e e e B Fibras de coligeno
Capa media l - p_ 4 o N
Zona Il e T e ~d ”~
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Capa profunda i |
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Figura 18 Representacidn grafica de una seccidn de cartilago con las distintas zonas en las que se puede dividir histolégicamente un
cartilago sano. Imagen realizada con la ayuda del software BioRender.
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El agrecano es uno de los proteoglicanos mds importantes presente en la MEC del cartilago
articular. Presenta un nucleo de proteina cubierto por glucosaminoglicanos (GAG), que le
proporcionan una carga negativa que provoca la atraccidon de moléculas de agua. De este modo,
el cartilago se encuentra hidratado y, por lo tanto, posee propiedades hidrodindmicas,
provocando una resistencia a la compresidn y capacidad de absorcidn de golpes (Poole, 1997;

Umlauf et al., 2010; Oldershaw, 2012; Maldonado y Nam, 2013).

En un cartilago sano y bajo cargas fisioldgicas, los condrocitos mantienen la homeostasis de la
matriz del cartilago, lo que ayuda a mantener el equilibrio entre los eventos catabdlicos y
anabdlicos (Chen et al., 2013; Benito-Ruiz, 2010). Los factores anabdlicos como el factor de
crecimiento transformante B (Transforming Growth Factor B, TGF- B), los factores de
crecimiento fibroblastico (Fibroblast Growht Factor, FGFs), y proteinas morfogenéticas de hueso
(Bone Marrow Protein, BMPs) también participan en el mantenimiento de la homeostasis en el

cartilago (Umlauf et al., 2010).

El cartilago adquiere el oxigeno y los nutrientes que necesita a través de la difusién a partir de
varias fuentes, como son el liquido sinovial, de los vasos sanguineos que se pueden encontrar
en los tejidos de la periferia del cartilago articular o los vasos que se encuentran en los espacios
medulares subyacentes (Dyce et al., 2007). El liquido sinovial se caracteriza por tener funciones
tanto lubricantes como nutritivas, y es absorbido y liberado por el cartilago cuando se mueve la

articulacién (Dyce et al., 2007).
2.2 Articulaciones sinoviales en perro

El cartilago articular de perro tiene un grosor mas pequefio en comparacién con el de humano
(Constance et al., 2010) presentando un espesor de entre 0,95y 1,3 mm en perros de tamafio
medio o grande (Dyce et al., 2007; Aigner et al., 2010; Constance et al., 2010; Sasaki et al., 2019),
mientras que en humanos, la rodilla y cadera tienen un grosor entre 1,69-2,55 mmy 1,35-2 mm
respectivamente (Shepherd et al., 1999). El volumen de densidad de condrocitos en el cartilago

varia de entre un 2%, como en humano, hasta un 12% (Aigner et al., 2010).

La zona de transicion en el cartilago articular de perros puede ser dividida, a su vez, en una zona
superficial (delgada) y una zona profunda, con un tamafio de células mayor y con una gran

concentracidn de células en la zona superficial (McCoy, 2015).

La maduracion esquelética del perro varia dependiendo de la raza y el sexo, y va de los 9 a los
18 meses de edad (Aigner et al., 2010; Cook et al., 2010; McCoy, 2015), momento en el cual las

articulaciones quedan totalmente definidas.
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Hay muchas variables que pueden influenciar significativamente en la fisiologia de la articulaciéon

como la edad, el género, el estatus reproductivo y la raza (Cook et al., 2010).
3. Artrosis

La definicidn de artrosis (OA) en humanos que da la Osteoarthritis Research Society International
(OARSI) es la siguiente: “un desorden que involucra las articulaciones moviles caracterizado por
estrés celular y degradacién de MEC iniciada por micro- y macro- dafios que activan respuestas
de reparacidon maladaptativas incluyendo rutas pro-inflamatorias de la inmunidad innata. La
enfermedad se manifiesta primero como un desequilibrio molecular (metabolismo del tejido
articular anormal) seguido por desequilibrios anatémicos y/o fisioldgicos (caracterizados por la
degradacion del cartilago, remodelacién del hueso, formacidn de osteofitos, inflamacion de las
articulaciones y pérdida de la funcidon normal de la articulacion), que culmina en la enfermedad”
(Kraus et al., 2015). En perros, esta enfermedad, tiene unas caracteristicas practicamente

idénticas a las del ser humano (Meeson et al., 2019).

La OA es una enfermedad dificil de detectar puesto que el cartilago articular es aneural, por ello,
hasta que el dafio no alcanza al hueso los pacientes con esta patologia no suelen presentar
sintomas de dolor y, cuando acuden en busca de ayuda las lesiones del cartilago ya han
alcanzado el hueso subcondral (Poole, 1997; Benito et al., 2002; Bland, 2015). Cuando el dolor
articular aparece, siendo éste uno de los sintomas mas comunes de la OA, tiende a empeorar
cuando el paciente realiza actividad fisica, especialmente tras periodos de descanso. Se sabe
que la OA puede causar cojera tras periodos prolongados de inactividad durante el dia (por
ejemplo, por la mafiana tras el descanso nocturno), pero esta cojera suele ser autolimitante y
tener una duracion media de 20 a 40 minutos, al contrario de lo que ocurre con la artritis

reumatoide en la que la cojera se extiende mas en el tiempo (Sinusas, 2012).

Al comienzo de la enfermedad de la OA los condrocitos se vuelven hiperproliferativos e
hipertréficos (Ulmauf et al., 2010), llevando a una remodelacion de la MEC en la que los
condrocitos producen una gran cantidad de agrecano, provocando que el cartilago se vuelva
mas blando. Ademas, se produce una fibrilacidn de las capas de la zona superficial del cartilago,
por lo que éste se va haciendo mas fino (Maldonado y Nam, 2013; Man et al., 2014). A medida
que la enfermedad avanza, una de las caracteristicas principales es que el contenido de
agrecano, al contrario que en etapas iniciales, disminuye, lo que provoca que la habilidad para
interaccionar con moléculas de agua disminuya, dando como resultado a una disfuncién y
desestructuracion de la integridad de la MEC (Umlauf et al., 2010; Maldonado y Nam, 2013;

Bland, 2015). En el caso del colageno, su contenido se incrementa, pasa de ser del tipo Il
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(colageno predominante en el cartilago sano) a ser coldgeno de tipo | y de tipo X, siendo este
ultimo un marcador tipico de condrocitos hipertréficos. Es conocido que el coldgeno tipo Il tiene
una mayor capacidad para interaccionar con los proteoglicanos de la MEC. Como el ratio de
sintesis del colageno tipo Il se reduce, la MEC se vuelve mas rigida y se comienzan a formar

fisuras (Madonado y Nam, 2013).

Otra de las caracteristicas de la enfermedad de la OA, es la presencia de citocinas pro-
inflamatorias en la articulacién. Las que parecen jugar un papel predominante en la progresién
de la OA son la interleucina 1B (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral a (Tumoral Necrosis Factor
o, TNF-at), secretadas por los fibroblastos y macréfagos, aunque también aparecen otras como
la/L-12 0 IL-15 (Faure y Martin, 2010; Umlauf et al., 2010; Gupta et al., 2012; Maldonado y Nam,
2013) (figura 2). Las citocinas pro-inflamatorias son capaces de estimular la produccién de
metaloproteinasas (Matrix metalloproteinase, MMP), agrecanasas, 6xido nitrico sintasa (nitric
oxide synthase, iNOS), ciclooxigenasa 2 (COX-2), y reduccidn de la sintesis de inhibidores de
metaloproteinasas del tejido (tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMP), por parte de los
condrocitos (Ulmauf et al., 2010; Maldonado y Nam, 2013; Mazor et al., 2014). Las MMP (sobre
todo la MMP-1, MMP-3 y MMP-13) y las agrecanasas son las proteinasas que tienen el papel
mds predominante en la degradacion de la MEC durante la OA. En cuanto a las MMPs, en el
cartilago sano, estan reguladas para mantener el balance entre el catabolismo y anabolismo de
la MEC, pero durante la OA la regulacién de las MMPs se desequilibra, y aumentan su actividad.
Esto lleva a que la actividad de las MMPs sea mayor que la de las TIMPs y por lo tanto se produce
la degradacién de un amplio espectro de sustratos como colagenos, fibronectina, elactina y
proteoglicanos, que son los principales componentes que mantienen la integridad del cartilago

articular (Ulmauf et al., 2010; Maldonado y Nam, 2013; Mazor et al., 2014) (figura 2).
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Figura 19. Imagen obtenida y modificada de Gupta et al., 2012.

Se ha observado que en el 75% de los casos de OA avanzada humana existen depdsitos de
cristales de calcio en el cartilago (los mas frecuentes en esta enfermedad son el pirofosfato
calcicoy los cristales de hidroxiapatita). También se ha observado la aparicidn de estos cristales
en el liquido sinovial de las articulaciones OA. Parece que la presencia de estos cristales estd
favorecida por las alteraciones metabdlicas y estructurales que ocurren a lo largo de la
progresion de la OA. Algunos estudios han visto que la progresidn de la degradacion del cartilago
articular parece estar mas acelerada cuando se encuentran presentes estos cristales de calcio

(Faure y Martin, 2010).

En cuanto a la membrana sinovial, cuando se encuentra bajo la influencia de la enfermedad de
la OA, histoldégicamente se puede observar una proliferacién de las células sinoviales residentes
de la capa de revestimiento. También se observa una variada poblacién de células inflamatorias,
como las células B y T activadas, tanto en la membrana sinovial como en el liquido sinovial. Se
cree que los productos de degradacidn del cartilago liberados al liquido sinovial son fagocitados
por los macréfagos presentes en este liquido, lo que provoca que se perpetue la inflamacién de
la membrana sinovial a través de la sintesis de mediadores pro-inflamatorios que difunden hacia
el cartilago, provocando un circulo vicioso, incremento de degradacion del cartilago y mas

inflamacidn. La inflamacion de la membrana sinovial se refleja en signos y sintomas de la OA



como son el calor, enrojecimiento y edema e hinchazén de la articulacidn afectada (Ruiz, 2010;

Man et al., 2014; Bland, 2015).

Por ultimo, otro de los tejidos afectados por la enfermedad de la OA es el hueso subcondral.
Este hueso se vuelve mas rigido, lo que puede contribuir a la progresion mas rdpida de la OA,
debido a la esclerosis que se produce (mineralizacidon del hueso que se encuentra justo debajo
del cartilago articular). Cuando esto ocurre, la capacidad de absorcion de las cargas disminuye
hasta un 50%, lo que supone que la energia se disipe al resto de la articulacién. En el hueso
subcondral que se encuentra bajo la influencia de la OA suele aparecer la formacién de nuevo
hueso en los margenes de la articulacidn, denominados osteofitos. En aquellas zonas en las que
la destruccion del cartilago es total, el liquido sinovial consigue acceso a la médula ésea y parece
ser el responsable de la formacién de quistes en el hueso (Denny et al., 2006; Faure y Martin,

2010; Man et al., 2014).
3.1.Clasificacion de los tipos de OA en perros
En perros, la OA se puede clasificar en tres tipos:

- OA primaria o idiopatica: no es la forma mds comun en perros. Se caracteriza porque es
una forma de OA espontdnea, de la que no se saben cudles son las causas por las que
ha aparecido la enfermedad. Suele ocurrir en algunas razas como Chow-Chow, Dalmata
o Labrador Retriever (Denny et al., 2006).

- OA secundaria: este es el tipo de OA mas comun en los perros. En este caso la OA se
produce por diversas causas como la displasia de cadera, un dafio en la articulacion
(ruptura de ligamento cruzado, fractura articular) entre otras (Denny et al., 2006; Pettitt
y German, 2015).

- OA erosiva (atrofica): es una forma de OA que aparece ocasionalmente. Esta
caracterizada por la presencia de zonas erosionadas en las articulaciones, visibles en las
radiografias. En humanos esto ocurre cuando aparecen depdsitos de cristales de calcio,

pero en perros esto aun se encuentra bajo estudio (Denny et al., 2006).

3.2. Epidemiologia y factores de riesgo de la OA en perros

Se estima que aproximadamente un 20% de los perros adultos se encuentran afectados por esta
enfermedad, desarrollandola mas comunmente aquellas razas de perro de tamafio mediano a
grande (mas de 15 kg) en comparacion con los de tamafio pequefio (menos de 14kg) (Bland,

2015; McCoy, 2015; Pettitt y German, 2015). Este dato es similar a la prevalencia de la OA
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sintomatica en humanos en Espafiia, que se sitla en un 29,35%, aunque en este caso aumenta a

un 52,6% en adultos mayores de 80 afios (Blanco et al., 2020).

Uno de los factores de riesgo que parece estar mas relacionado con la OA en humanos es la edad
(zhang y Jordan, 2010; Lotz y Loeser 2012; Neogi y Zhang, 2013; Palazzo et al., 2016; Vina y
Kwoh, 2018). En perros ocurre exactamente lo mismo, la edad es uno de los factores
relacionados con la susceptibilidad a padecer OA, puesto que los animales de compafiia suelen
vivir hasta una edad muy avanzada (Bland, 2015; Pettitt y German, 2015; Meeson et al., 2019).
No se conoce el mecanismo exacto que provoca el dafio articular con la edad, pero se cree que
es multifactorial y que con la edad se acumulan una serie de factores de riesgo, incluyendo dafio
oxidativo, la pérdida de espesor del cartilago articular, la debilitacién muscular y la reduccion de
la propiocepcidn (Neogi y Zhang, 2013; Palazzo et al., 2016). Se sabe que con la edad la MEC del
cartilago articular se encuentra bajo cambios de composicion, encontrandose bajo la influencia
de la protedlisis entre otras modificaciones (Lotz y Loeser, 2013). Otra de las caracteristicas que
parece estar relacionada con la edad, es que los condrocitos envejecidos tienen una menor
capacidad de respuesta a los efectos de proliferacion y anabdlicos de los factores de
crecimiento, lo que lleva a un desequilibrio en las actividades tanto anabdlicas como catabdlicas.
Ademas, con la edad, se produce una acumulacién de ADN mutado. Esto hace que se reduzca la
produccién de ATP y se incremente la produccidn de especies reactivas de oxigeno (reactive
oxygen species, ROS). Se ha visto que los condrocitos expuestos a las ROS son mas propensos a

la muerte por apoptosis (Lotz y Loeser, 2013).

La obesidad es otro de los factores de riesgo, que parece tener mayor influencia en la
articulacién de la rodilla en humanos (Dieppe y Lohmander, 2005; Palazo et al., 2016; Vina y
Kwoh, 2018), aunque hay estudios que han visto que un alto indice de masa corporal (IMC)
contribuye a una mayor susceptibilidad para la OA de manos (Vina y Kwoh, 2018), por lo que la
obesidad puede no ser solo un factor biomecdnico, sino que también puede tener un efecto
metabdlico o inflamatorio sistémico sobre las articulaciones (Palazzo et al., 2016). En perros se
ha visto que todas las articulaciones en general se ven afectadas por este tipo de comorbilidad,
dado que en este animal de compaiiia la obesidad es un problema muy comun (Bland, 2015;

Pettitt y German, 2015; Meeson et al., 2019).

En cuanto al género, se ha visto que, en humanos, la prevalencia e incidencia de la enfermedad
de la OA cuando las mujeres entran en la menopausia aumenta, lo que ha llevado a algunos
autores a pensar en un posible efecto de los estrégenos sobre la OA, pero por el momento no

hay datos concluyentes (Zhang y Jordan, 2010; Neogi y Zhang, 2013). En cuanto a los perros,



también se ha observado una tendencia a que sean las hembras las mds propensas a padecer

este tipo de enfermedad (Bland, 2015).

Otro de los factores que influyen en la aparicion de la OA es el genético. En humano se ha visto
qgue la heredabilidad de la OA tiene un rango estimado de entre el 40 y el 65%, siempre
dependiendo del género del paciente, de la articulacion afectada y de la severidad de la
enfermedad (Neogi y Zhang, 2013; Panoutsopoulou y Zeggini, 2013; Gonzalez y Valdés, 2018).
En cuanto al perro, lo que se conoce, es que la displasia de cadera (uno de los factores que los
hace muy susceptibles a padecer la OA) tiene un gran factor genético (Bland, 2015). Se ha visto
que la heredabilidad de la displasia de cadera en perros esta entre el 20 y el 60% (Meeson et al.,

2019).

La enfermedad de la OA esta caracterizada por cambios estructurales progresivos que tienen
lugar en los tejidos que forman parte de la articulacidn a la que afecta, como son el cartilago
articular, la membrana sinovial y el hueso subcondral (Denny et al., 2006; Umlauf et al., 2010;
Gupta et al., 2012; Man et al., 2014; Bland, 2015). Estos cambios estructurales suelen darse
cuando se produce un estimulo mecanico anormal, como puede ser una carga excesiva, un
traumatismo, o un mal alineamiento de la articulacion, llevando finalmente a que se desarrolle
esta enfermedad (Denny et al., 2006; Ruiz, 2010; Zhang y Jordan, 2010; Chen et al., 2013; Mazor
et al., 2014; Pettitt y German, 2015; Palazzo et al., 2016; Vina y Kwoh, 2018).

Ademas de todo esto, se ha observado que la realizacion de movimientos repetitivos con las
articulaciones llevados a cabo en su trabajo o el deporte que realizan las personas (boxeo, lucha,
trabajos en la construccidn, agacharse y arrodillarse o mantenerse de pie tiempos prolongados)
estan asociados al desarrollo de la OA, sobre todo en las articulaciones de la rodilla y cadera
(Neogiy Zhang, 2013; Palazzo et al., 2016; Vina y Kwoh, 2018). En perros ocurre lo mismo como
por ejemplo aquellos que realizan actividades como agility (Pettitt y German, 2015). Aun asi, se
ha visto, que la actividad deportiva sin llegar a realizar una carga excesiva sobre las
articulaciones, puede tener beneficios para la articulacion gracias a que esta actividad
proporciona un refuerzo de los musculos periarticulares (Neogi y Zhang, 2013; Bland, 2015;

Pettitt y German, 2015).
3.3.Sintomatologia y valoracion de la OA en perros

La sintomatologia comun de la OA es dolor articular al realizar movimientos, rigidez articular
que limita el recorrido articular, reduccion en la movilidad, crepitacion articular, deformidad

articular e hinchazén o derrame articular. En perros esto da lugar a la cojera, inapetencia por la
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realizacion de ejercicio, rechazo o incapacidad para trepar o saltar, letargo, fatiga y dificultades

para levantarse desde la posicién de sentado o tumbado (Bland, 2015; Pettitt y German, 2015).

Una vez que llega un perro a una clinica veterinaria con sintomatologia relacionada con la OA,
los veterinarios pueden realizar diferentes pruebas para determinar si se trata de esa
enfermedad como una evaluacidon funcional, examinacion fisica, el analisis de la ratio de
sedimentacion de los eritrocitos, valoracidn radiografica o andlisis de la concentracién de la

proteina C reactiva.
3.3.1. Evaluacion funcional

Una de las técnicas utilizadas en clinica veterinaria para la deteccién de la OA es la evaluacion
funcional de las articulaciones del perro. Para realizar este andlisis, observan la cojera de los
animales en frio y en caliente, los cambios en los apoyos de las extremidades cuando se
encuentran de pie o la dificultad al levantarse desde la posicion sentado o tumbado (Pettitt y

German, 2015).
3.3.2. Examen fisico

Para la examinacion fisica se realizan varias técnicas que estdn basadas en manipular las

articulaciones del animal (figura 3).

Una de ellas es la valoracion del rango de movilidad articular (range of motion, ROM) (tabla 1),
para lo cual el veterinario realiza el movimiento de la articulacidn a examinar y observa si el
angulo que se forma cuando la mueve es el adecuado (tabla 1) (Sanchez-Carmona et al., 2006;

Bland, 2015; https://be-vet.com/servicios/escalabioarth).

Tabla 5. Rangos de los angulos de extensidn y flexion normales en las articulaciones propensas a sufrir OA en perros.

Hombro 142° 125°
Codo 160°-170° 20°-40°
Rodilla 160°-170° 45°
Cadera 160°-165° 55°
Carpo 124° 97°

Ademas, al manipular la articulacién también se aprecia si existe crepitacion de la articulacion,

hinchazén en la zona de alrededor de la articulacion o atrofia muscular (Pettitt y German, 2015).
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Figura 20. Valoracidon del ROM (rango de movilidad articular).

3.3.3. Ratio de sedimentacion de los eritrocitos

La ratio de sedimentacion de los eritrocitos (erythrocyte sedimentation rate, ESR) se puede
realizar porque en la OA también existe inflamacion, por lo que muchas veces evallan este
pardametro, estableciéndose en perro unas ratios normales de entre 0 y 5 milimetros de plasma

por hora (Bland, 2015).
3.3.4. Valoracion radiografica

Una de las escalas radiograficas que se utiliza en veterinaria (y que utilizamos en este estudio)
para la valoracion de las radiografias es la Escala Bioarth (Sanchez-Carmona et al., 2006;

https://be-vet.com/servicios/escalabioarth). Esta escala se basa en la utilizacién de

caracteristicas de la articulacion artrésica como son la presencia de osteofitos (formaciones
6seas en los margenes articulares que tienen el objetivo de incrementar la superficie de carga
para asi redistribuir las fuerzas aplicadas), la esclerosis subcondral (aumento de densidad ésea
por superposicion de hueso sobre las trabéculas ya existentes en el hueso subyacente al
cartilago articular), la pérdida del espacio intraarticular (disminucién asimétrica del espacio
articular, sobre todo en las zonas donde existe un maximo estrés de carga) y la presencia de
quistes subcondrales (localizados en las zonas de maximo estrés de carga, pueden ser Unicos o

multiples, de tamano variable y con morfologia piriforme) (figura 4).
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Figura 21. Ejemplo de algunas caracteristicas radiograficas en una radiografia de cadera de perro con OA. 1)
Estrechamiento del espacio articular; 2) Esclerosis subcondral; 3) Quiste subcondral; 4) Formacion osteofitaria.

Para valorar las radiografias mediante el uso de la Escala Bioarth, cada articulacién a analizar
(cadera, codo o rodilla) se divide en diferentes areas anatdmicas. La cadera se divide en 7 (figura
5), el codo se divide en 10 (figura 6) y la rodilla en 12 (figura 7). A cada una de esas areas se les

va a asignar un valor siguiendo la siguiente escala:

(0) Sin evidencias radiolégicas de OA.

(1) Ligera esclerosis subcondral. Presencia de leves irregularidades en la superficie
articular.

(2) Esclerosis subcondral mas intensa y generalizada, presencia moderada de osteofitos
(de entre 1y 3 mm).

(3) Esclerosis muy severa. Osteofitos abundantes (o mayores de 3 mm) y posibilidad de

quistes subcondrales.
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Figura 22. Representacion de las 7 zonas anatémicas analizadas en las radiografias de cadera siguiendo la Escala
Bioarth. 1) Margen acetabular craneolateral; 2) margen acetabular craneal; 3) fosa y escotadura acetabular; 4)
margen acetabular caudal; 5) margen acetabular dorsal; 6) cabeza del fémur y 7) cuello del fémur. Fuente:
https://be-vet.com/servicios/escalabioarth

Figura 23. Representacion de las 10 zonas anatémicas analizadas en las radiografias de codos siguiendo la Escala Bioarth.
1) Superficie dorsal ap6fisis anconea; 2) escotadura troclear del cubito; 3) cara craneal de la cabeza del radio; 4) superficie
articular del céndilo del himero; 5) articulacion radio-cubital proximal; 6) borde caudal del céndilo humeral; 7) apofisis
coronoidea medial del cubito; 8) margen medial del cdndilo humeral; 9) cara lateral de la cabeza del radio y 10) margen
lateral del céndilo humeral. Fuente: https://be-vet.com/servicios/escalabioarth

Figura 24. Representacion de las 12 zonas anatdmicas analizadas en las radiografias de rodillas siguiendo la Escala
Bioarth. 1) Labios de la trdclea; 2) polos proximal y distal de la rétula; 3) condilos femorales; 4) tuberosidad tibial;
5) huesos sesamoideos del musculo gastrocnemio; 6) meseta tibial o cara articular proximal de la tibia; 7) meseta
tibial o cara articular proximal de la tibia; 8) borde condilar lateral; 9) borde condilar medial; 10) fosa intercondilar
del fémur; 11) cabeza del peroné y 12) borde del céndilo medial de la tibia. Fuente: https://be-
vet.com/servicios/escalabioarth
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Una vez valorada cada una de las areas anatomicas, se realiza el sumatorio de los datos
obtenidos. El nUmero resultante de ese sumatorio permite clasificar la severidad de la OA sufrida

en cada una de las articulaciones segun la siguiente clasificacién (tabla 2):

Tabla 6. Valores asignados a cada uno de los estados de la OA de codo, rodilla o cadera por la Escala Bioarth (Carmona et al., 2006;
https://be-vet.com/servicios/escalabioarth )

Codo Rodilla Cadera Estado articulacion
0-2 0-2 0-2 Sin artrosis
3-9 3-8 3-9 Artrosis leve
10-18 9-18 10-18 Artrosis moderada
>18 >18 >18 Artrosis severa

3.3.5. Medida de la concentracion de la proteina C reactiva

Esta es una forma de determinar si existe inflamacién no visible en las articulaciones artrdsicas
de aquellos perros que sienten dolor. Esta proteina, en su forma nativa, consiste en 5
subunidades idénticas y que, cada subunidad, consta de una longitud de 206 aminodcidos (figura
8). Es expresada y secretada principalmente por el higado en respuesta al dafio de tejidos o a
infecciones. Las concentraciones de esta proteina en suero pueden aumentar en 48 horas como

respuesta a una inflamacion (Black et al., 2004; Yao et al., 2019).

Figura 25. Imagen de la estructura nativa y la subunidad de la proteina C reactiva. Imagen obtenida de Yao et al., 2019.

En una revisién realizada por Zhang, se observa que la proteina C reactiva aparecia en niveles
elevados en aquellos pacientes humanos con OA de rodilla incidente con respecto a los controles.
Ademas, observaron que aumentaba en aquellos pacientes con OA de rodilla en los que presentaban

un mayor grado de dolor (Zhang, 2018). Pero en un estudio llevado a cabo por Hillstrom y
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colaboradores, solo observaron este aumento de la concentracién de la proteina C reactiva en el
suero de perros que presentaban una artritis séptica, es decir, inflamacion de la articulacion derivada
por la accién de algun agente externo, pero no en 34 perros con OA (Hillstrom et al., 2016). Por otro
lado, Qiong y colaboradores, si encontraron en un modelo de rata al que le inducia OA extrayendo
el menisco, que los niveles de proteina C reactiva aumentaban (Qiong et al., 2020). Por ello, esta
proteina parece ser un buen indicador para detectar inflamacién no visible en aquellos animales con

OA y dolor.
3.4.Tratamientos existentes para la OA en perro

A dia de hoy no existe cura para la OA. El objetivo principal de los tratamientos frente a la OA
canina es exactamente el mismo que para los seres humanos: minimizar el dolor que sienten los
animales en las articulaciones afectadas. Para ello, existen una serie de tratamientos no
farmacolégicos y farmacoldgicos, una vez mas, igual que en el caso de los humanos, siendo los
tratamientos utilizados en humanos mucho mas abundantes (comparativa tratamientos en

perros vs. humanos en la tabla 3) (Denny et al., 2006; Bland, 2015; Sasaki et al., 2019).

Debido a que no existe un Unico tratamiento para la OA, en la actualidad, al igual que ocurre en
el caso de la especie humana, se realiza una combinacién de tratamientos farmacolégicos junto

con no farmacoldgicos, lo que se denomina terapia multimodal (Altman, 2010).

Ademas de estos tratamientos dirigidos a paliar el dolor, a dia de hoy nos encontramos con
tratamientos experimentales dentro de la veterinaria, que tienen por objetivo el reestablecer la

estructura del cartilago ya dafiado (Sasaki et al., 2019).
3.4.1. Tratamientos no farmacolégicos

Dentro de los tratamientos no farmacoldgicos, nos encontramos con los dirigidos a reducir la
obesidad, uno de los factores de riesgo importantes, al igual que en humanos. Para ello se
establecen dietas especificas para ayudar a reducir el peso de los animales afectados. Ademas,
también se suele recomendar la realizacidon de ejercicios modificados, de bajo impacto, como
caminar o nadar. Estos ejercicios permiten que la masa muscular y periarticular se mantenga y

refuerce (Denny et al., 2006; Johnston et al., 2008; Bland, 2015).

La rehabilitacion fisica es otro de los tratamientos que se llevan a cabo en perros como terapia
contra la OA. La aplicacidon de calor/frio, el uso de agua, ultrasonidos, electricidad y masajes, son
algunas de las terapias fisicas utilizadas con el fin de aumentar el incremento de flujo en sangre

en el drea afectada (Johnston et al., 2008).
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3.4.2. Tratamientos farmacoldgicos

Los tratamientos farmacolégicos que se aplican en la actualidad frente a la OA en perros se

pueden administrar de forma oral e inyectable.

Los principales tratamientos dentro de este grupo son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs) de administracion oral, como por ejemplo el Carprofeno, Meloxicam o Firocoxib
(Johnston et al., 2008). El problema de estos farmacos, al igual que ocurre en seres humanos,
son los efectos secundarios, como la irritacidn gastrointestinal o la toxicidad hepatocelular
idiopatica en el caso del Carprofeno (Denny et al., 2006; Johnston et al., 2008; Sinusas, 2012;

Bland, 2015; Martel-Pelletier et al., 2016; McAlindon et al., 2016; Kolasinski et al., 2020).

Otro de los tratamientos farmacoldgicos son los corticosteroides, en este caso inyectados
intraarticularmente, muy efectivos en cuanto a la mejora frente el dolor e inflamacién de la
articulacién, aunque pueden favorecer la progresion de la OA (Denny et al., 2006; Bland, 2015).
También analgésicos opioides, como es el caso del Tramadol, usados en combinacion con AINEs

en la clinica veterinaria para el tratamiento de la OA en perros (Johnston et al., 2008).

Otra opcidén, cada vez mds en desuso, son los suplementos dietéticos en la dieta, como por

ejemplo el glucosaminoglicano condroitin sulfato (Denny et al., 2006; Bland, 2015).
3.4.3. Tratamiento quirurgico

Una de las técnicas que se suele utilizar en clinica veterinaria para el alivio sintomatico de la OA
son los lavados del cartilago articular mediante artroscopia, una técnica invasiva y que sélo

produce alivio durante un corto periodo de tiempo.

En la actualidad, cada vez mas, se estan realizando cirugias de reemplazo articular por prétesis
también en perros. Esto suele darse en aquellos casos de perros que presentan OA y tienen una
edad muy corta, por lo que los duefios estan dispuestos a pagar por una cirugia de esa magnitud.
Un ejemplo es la cirugia realiza en enero del afio 2019 en Galicia en el Hospital Veterinario 4 de
Octubre, en la que se realizd un implante de protesis de cadera a un Pastor Aleman que sufria

de OA  (https://www.lavozdegalicia.es/noticia/coruna/coruna/2019/01/22/pata-bionica-

zeta/000315481054725477107694.htm). Pero, cuando los animales ya son mayores y son

incapaces de moverse a causa de una OA muy avanzada, se suele llegar a la eutanasia.
3.4.4. Terapias regenerativas

En cuanto a terapias que buscan la regeneracion del cartilago en perros que sufren OA, a dia de

hoy, existen numerosos estudios que utilizan células mesenquimales de diferentes origenes con
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el objetivo de determinar si la inyeccidn intraarticular de éstas provoca un efecto beneficioso

sobre la enfermedad de la OA, tema que se tratara con mas profundidad mas adelante.

Tabla 7. Comparativa de tratamientos existentes para la OA para perro vs. para humano. AINEs (antiinflamatorios no esterioideos);
DMOAD:s (disease-modifying osteoarthritis drugs); SYSADOA (symptomatic slow acting drugs for osteoarthritis); ACI-P y ACI-C
(autologous chondrocyte implantation, primera y segunda generacién); MACI (matrix autologous chondrocyte implantation); 3D-
ACly HD-ACI (ACI sobre matriz de coldgeno tridimensional y AC/ de alta densidad).

- Dieta - Dieta
No f 16gi Ejercicio - Ejercicio
0 Tarmacologico Rehabilitacidn fisica - Acupuntura

- Aplicaciones calor/frio

- AINEs (aplicacion oral) - AINEs (aplicacion tépica u oral)
- Inyeccién intraarticular de - Opioides
corticosteroides - DMOADs, farmacos modificadores
- Opioides + AINEs de la enfermedad
Fa rmacolégico - SYSADOA, farmacos de accion

sintomatica lenta

- Inyeccidn intraarticularde
glucocorticoides u dcido
hialurénico

- Artroscopia - Artroscopia

QUIFUI’gICO - Reemplazode la articulacion Reemplazo de la articulacion

- CMEs (células mesenquimales Mosaicoplastia

estromales) - Implantacion condrocitos

Otros autélogos (ACI-P, ACI-C, MACI, 3D-
ACI, HD-ACI)

- Terapia génica

Denny et al., 2006; Johnson et al., 2008; | Brittberg et al., 1994; Mongil et al, 2006;

Bland, 2015 Kuroda et al., 2011; Sinusas, 2012; McAlindon

et al., 2014; Martel-Pelletier et al, 2016;

Espregueira-Mendes et al., 2017; Nistry et al.,

2017; Evans et al., 2018; Lopez-Alcorocho et al.,

2018; Rodriguez-Mechan y Valentino, 2019;

Kolasinki et al., 2020

4, Células madre

Las células madre son células indiferenciadas con capacidad de autorrenovacién, es decir, que
tienen un gran potencial de expansién, y capacidad de diferenciacién a diferentes tipos
celulares. Estas se pueden encontrar en todos los estadios de la vida, desde el embrionario,

pasando por el fetal y hasta el adulto (Fortier, 2005; Kolios y Moodley, 2013).

Las células madre se pueden dividir segin su potencial de diferenciacidn o segln su origen,

obteniendo asi varios tipos que se especifican a continuacion.

Basandonos en el potencial de diferenciacion, podemos dividirlas en 5 tipos (Fortier, 2005;

Krampera et al., 2007; Kolios y Moodley, 2013; Talavera et al., 2017; Zakzewski et al., 2019):
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1)

2)

3)

4)

5)

Células madre totipotentes: son las células que presentan un potencial de diferenciacién
mas alto, son capaces de crear un organismo vivo entero, pueden dar lugar a todos los
tejidos embrionarios y extraembrionarios.

Células madre pluripotentes: son células capaces de dar lugar a tejidos de cualquiera de
las tres lineas germinales, endodermo (tracto digestivo y respiratorio), mesodermo
(mUsculo, hueso, aparato reproductor y excretor, sistema cardiovascular y tejido
conjuntivo) y ectodermo (epidermis, sistema nervioso central y periférico, ojos y oidos
internos) (Moore y Persaud, 2008).

Células madre multipotentes: se encuentran en la mayoria de los tejidos del cuerpo
humano y tienen un espectro de diferenciacion mas estrecho que el de las
pluripotentes, pudiendo diferenciarse a tejidos de una sola linea germinal.

Células madre oligopotentes: capaces de formar dos o mas linajes dentro de un tejido
especifico.

Células madre unipotentes: presentan la menor capacidad de diferenciacién dentro de
todos los tipos de células madre, solo pueden diferenciarse a un Unico tipo celular y

formar un unico linaje.

La clasificacion segun el origen de las células madre puede dividir a éstas en 3 grupos (Kolios y

Moodley, 2013; Talavera et al., 2017; Zakzewski et al., 2019):

1)

2)

Células madre embrionarias: son pluripotentes, es decir, pueden diferenciarse a
cualquier tipo celular del organismo. Estas células derivan de la masa interna de células
que aparecen en el blastocisto de 4 a 6 dias tras la fecundacioén.

Células madre adultas: estas células se encuentran entre las células diferenciadas de
todo el cuerpo humano, con las funciones de curar los dafios que ocurran en el
organismo, de participar en el crecimiento y reemplazar las células que se van perdiendo
cada dia. Tienen un rango de diferenciacion mds restringido que en el caso de las células
madre embrionarias. Dentro de este grupo nos encontramos con las células
mesenquimales estromales (CMEs), que son una excepcién dentro de este grupo,
puesto que diversos estudios mantienen que no solo se pueden diferenciar hacia células
de tejidos correspondientes a la linea germinal del mesodermo (cartilago, hueso, grasa)
sino que también son capaces de diferenciarse a células del sistema nervioso
perteneciente a la linea germinal del ectodermo (Safford et al., 2002; Zhang et al., 2003;

Zheng et al., 2017).
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3) Células madre pluripotentes inducidas: son células somdticas adultas que en laboratorio
son reprogramadas genéticamente para que presenten un estado similar a las células

madre embrionarias.

4.1.Células mesenquimales estromales (CMEs)

En el afo 1974 Friedenstein y colaboradores publicaron un articulo en el que explicaban el
aislamiento de unas células a partir de médula 6sea de ratén y cobayas, observando que
mostraban una morfologia fibroblastica y con capacidad de diferenciacién (Friedenstein et al.,
1974). No fue hasta el afio 1991 cuando Caplan denominé a esas células como células madre
mesenquimales, definiéndolas como células clonales, adherentes al plastico y no
hematopoyéticas, las cuales presentaban capacidad de diferenciacion a linajes de células del

mesodermo como los osteoblastos y condrocitos (Caplan, 1991).

En cuanto a la nomenclatura de este tipo de células, hoy en dia sigue bajo discusion. Desde que
Caplan las nombré en 1991 como células madre mesenquimales se ha ido modificando su
nombre segun los resultados que se fueron obteniendo de las distintas investigaciones, que
dilucidaron las caracteristicas y formas de actuar que tienen estas células cuando son usadas

como terapia celular.

Fue en el aflo 2005 cuando la International Society for Cellular Therapy (ISCT) propuso el nombre
de células mesenquimales estromales (CME), el que hoy en dia se usa mds cominmentey el que

hemos seleccionado nosotros para referirnos a ellas a lo largo de este proyecto.

Recientemente, en el afio 2017, Caplan propuso nombrar a estas células Medicinal Signaling
Cells (Células Senalizadoras Medicinales), para reflejar mds adecuadamente el hecho de que
estas células se dirigen a los lugares donde estd ocurriendo el dafio o la enfermedad y enfatizar
el poder que tienen de secretar factores con propiedades tanto inmunomoduladoras como
tréficas. Es decir, tal y como Caplan propone, estas células secretan “medicinas terapéuticas” in
situ (Caplan, 2017). Pero este tema sigue en debate, buscando el nombre mas adecuado para

referirnos a este tipo celular que es fuente de una gran cantidad de estudios en el presente.

En el afio 1999, Pittenger y colaboradores, desarrollaron un estudio para determinar el potencial
multilinaje que presentaban las CMEs adultas obtenidas de médula dsea. Observaron que las
células que habian obtenido tenian la capacidad de diferenciacién adipogénica, osteogénica y
condrogénica, comparandolas con células fibroblastica de piel, con las que no obtuvieron ningun
resultado de diferenciacidon. Ademas, realizaron un estudio de marcadores de superficie, en el

que observaron que estas células eran positivas para el SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90,
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CD106, CD120, CD124 entre otros, pero negativas para marcadores de superficie de linajes
hematopoyéticos como el CD14, CD34 y el antigeno comun de leucocitos CD45 (Pittenger et al.,

1999).

El Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee de la ISCT propuso en el afio 2006 tres criterios
para definir las CMEs en humanos: (1) adherencia al plastico en condiciones de cultivo estandar;
(2) expresion de antigenos especificos de superficie (un porcentaje de la poblacidn de las CMEs
debe ser mayor o igual al 95% en los marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105, y un
porcentaje menor o igual al 2% del CD11b o CD14, CD34, CD45, CD79a o CD19 y HLA clase I,
mediante citometria de flujo); (3) potencial de diferenciacion multipotente (osteoblastos,
adipocitos y condrocitos) (Dominici et al., 2006). Por el momento no existen unos criterios
concretos para la caracterizacién de las CMEs en otras especies diferentes a la humana, por lo

gue se usan los establecidos en el articulo de Dominici y colaboradores del afio 2006.

Muchos autores siguieron estudiando estas células, observaron su capacidad de adherencia al
plastico y de proliferacién, asi como su potencial de autorrenovacion, que en un organismo
adulto ayudan al mantenimiento de los tejidos (Baksh et al., 2004; Fortier, 2005; Krampera et
al., 2007), junto con su potencial para diferenciarse a varios tipos celulares, tanto del linaje del
mesodermo (como son los osteoblastos, condrocitos, adipocitos, células del tendén), asi como
en células del endodermo (como es el caso de las células neuronales) (Baksh et al., 2004;
Krampera et al., 2007). Este potencial las hizo unas buenas candidatas para continuar su estudio
dirigido a estrategias de regeneracidn de hueso, cartilago, enfermedades que afectan al musculo

cardiaco, defectos en la médula espinal, entre otros (Baksh et al., 2004; Bajada et al., 2008).

También se observé que estas células en cultivo presentan una poblacidn heterogénea y que sus
propiedades funcionales y fenotipo pueden depender del tejido del que se han obtenido, del
donante, de la especie de la que se trate, de la técnica utilizada a la hora de aislar las células, los

protocolos de cultivo o el nimero de pase en el que se encuentren (Ankrum et al., 2014).
4.1.1. Tejidos fuente de CMEs

Las CMEs pueden ser obtenidas de diversos tejidos, como médula dsea, tejido adiposo, cordén

umbilical, placenta, entre otros (figura 9) (Ding et al., 2011; Oryan et al., 2017).

Numerosos estudios han investigado las diferencias que pueden existir entre las CMEs derivadas
de diferentes tejidos, pero las dos fuentes mas utilizadas hasta el momento en diversos estudios
son la médula dseay el tejido adiposo. Se ha visto que las CMEs derivadas de médula ésea tienen

una correlacién negativa en cuanto al nimero, frecuencia y capacidad de diferenciacion con
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respecto a la edad del paciente. En el caso de las CMEs derivadas de tejido adiposo esto no
ocurre, siendo siempre mds abundantes que las de médula 6sea. Ademas, el tejido adiposo
puede recogerse de los donantes siguiendo una técnica menos invasiva que en el caso de la
médula ésea. Las CMEs se encuentran en una buena frecuencia dentro del tejido adiposo (el
numero de células encontradas por volumen de tejido adiposo supera a las encontradas en el
aspirado de médula ésea) y el ratio de expansidn in vitro es alto y mayor que el de las CMEs
derivadas de médula dsea, creciendo de manera estable (Zuk et al., 2001; Kern et al., 2006;
Roberts et al., 2011; Kang et al., 2012; Li et al., 2014; Zorzi et al., 2015; Russell et al., 2016;
Wankhade et al., 2019).

). \.
Tejido adiposo ‘ [
CMEs

. Médula dsea

Corddn umbilical

Placenta

Figura 26. Ejemplos de tejidos fuente de CMEs. Imagen realizada con la ayuda del software BioRender.

4.1.2. Tejido adiposo

Por lo antes comentado, el tejido adiposo ha sido considerado una buena fuente de obtencion
de CMEs para estudios de terapia celular y medicina regenerativa. Este tejido se puede dividir
en dos tipos de depdsitos principales: tejido adiposo blanco y tejido adiposo marrén. En ambos
casos la célula principal es el adipocito, que en el caso del tejido adiposo blanco se caracteriza
por la presencia de una gran vacuola lipidica, mientras que, en el caso del tejido adiposo marrén,
estas células presentan las acumulaciones en pequefias gotas lipidicas (figura 10) (Rafols, 2014;

Wankhade et al., 2019).

El tejido adiposo marrén es conocido por sus propiedades termogénicas, metabolizando los

acidos grasos para producir calor, y esta presente sobre todo en los recién nacidos (a nivel axilar,
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cervical, perirrenal y periadrenal), decreciendo su presencia tras el nacimiento, hasta estar casi
ausente en adultos, aunque se ha observado que puede aparecer en regiones paracervical,
supraclavicular y paravertebral (figura...). El tejido blanco es el mas abundante, se encuentra en
pequefios depdsitos por todo el cuerpo (figura...) y sus funciones son la de aislamiento y
proteccion mecanica para algunos drganos vitales y la de almacenar energia (Rafols, 2014;

Wankhade et al., 2019).

Cervical
Supraclavicular Craneal

Paravertebral Facial

Tejido adiposo marron Retro-orbital

Periarticular

Meédula dsea
LY Intramuscular
Pericardial

Omental

Tejido adiposo blanco Retroperitoneal

Visceral
Abdominal

Gluteal

Figura 27. Localizacién de los depésitos de tejido adiposo marrén y tejido adiposo blanco en el cuerpo del ser humano. Imagen
realizada con la ayuda del software BioRender.

El tejido adiposo es un tejido complejo y heterogéneo, en el que se encuentran muchos tipos
celulares, adipocitos maduros, preadipocitos, macréfagos/monocitos, linfocitos, células
endoteliales, fibroblastos y CMEs (Zuk et al., 2001; Schaffler y Biichler, 2007; Rafols, 2014;
Wankhade et al., 2019).

Se ha visto que las células del tejido adiposo blanco sintetizan y secretan unas proteinas
denominadas adipocinas, relacionadas con el sistema inmunitario, como factor de necrosis
tumoral a (tumor necrosis factor, TNF-a), la interleuquina 1B (IL-1B), interleuquina 8 (IL-8),
interluequina 10 (IL-10) entre otras, incluso también factores que intervienen en la angiogénesis
o factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante B (transforming growth

factor, TGF-B) (Rafols, 2014).

Algunos factores como el tipo de tejido adiposo del que se obtienen las CMEs y su procedencia
(subcutaneo, visceral) pueden influir tanto en el ratio de proliferacion como en la capacidad de

diferenciacion de las CMEs (Schéaffler y Biichler, 2007). Algunos estudios han realizado la
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comparacion de las CMEs derivadas de tejido adiposo de diferentes fuentes, como es el caso del
estudio de Yaneselli y colaboradores, en el que estudiaron las diferencias existentes entre las
CMEs derivadas de grasa abdominal obtenida de dos fuentes, grasa del flanco (a la que
denominaron derivadas de tejido adiposo subcutaneo) y grasa periovarica (denominada grasa
visceral) de perro. Observaron que las CMEs derivadas de grasa subcutdnea tenian una mayor
capacidad de diferenciacién a tres linajes distintos (adipocitos, osteocitos y condrocitos) con
respecto a la grasa visceral en pases altos. Esto podria suponer una ventaja mas, ademas de que
el método de obtencidn del tejido adiposo subcutaneo es menos invasivo que el tejido adiposo

visceral (Yaneselli et al., 2018).
4.1.3. Efecto paracrino de las CMEs

En 2011, Caplan y Correa apuntaron que las CMEs son clinicamente activas en varios tejidos y
que por sus actividades trdficas e inmunomoduladoras, son capaces de secretar grandes
cantidades de una variedad de moléculas bioactivas, estableciendo un microambiente
regenerativo en aquel lugar en el que las secretan, dando soporte a los tejidos dafiados (Caplan

y Correa, 2011).

A lo largo de los afos se han estudiado los posibles efectos paracrinos que pueden tener las
CMEs, promoviendo la angiogénesis, previniendo la apoptosis, un efecto inmunosupresor,
ademas de antimicrobiano. Uno de los efectos mas estudiados, y que se ha observado tanto in
vitro como in vivo, es el efecto inmunosupresor (Gao et al., 2016; Richardson et al., 2016; Shi et

al., 2018; Jian y Xu, 2020).

La inflamacidn puede estar promovida por citocinas pro-inflamatorias como son la IL-13, TNF-a
o interferdn ¥ (INF-Y), producidas por las células del sistema inmune. Pero existen citocinas con
efectos anti-inflamatorios, como son por ejemplo la interleucina 4 (IL-4) o la IL-10. Otro tipo de
moléculas que estdn involucradas en los tejidos donde existe inflamacidn son las quimiocinas
del grupo CXC como la IL-8 o del grupo CC como la proteina quimioatrayente de monocitos-1
(monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), que sirven como quimioatrayentes de células del
sistema inmune, como en el caso de la IL-8 que atrae a neutroéfilos (Graves y Jian, 1995; Dinarello,

2000).

En 2010, Lee y colaboradores realizaron por primera vez el estudio del secretoma producido por
las CMEs derivadas de tejido adiposo humanas en presencia de la citocina TNF-a, a través del
analisis del secretoma por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas-masas (LC-
MS/MS). Identificaron 187 proteinas, de las cuales clasificaron 118 que fueron inducidas por el

TNF-a, entre las que incluyeron un gran nimero de factores inflamatorios como la citocina IL-6
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(interleucina 6, con papel en la inflamacién y maduracién de las células B), o las quimiocinas /L-
8 o CXCL8 (que sirve como factor quimiotdctico para guiar a los neutréfilos al lugar de la
infeccidn), MIP-2a o CXCL2 (que se expresa en los sitios donde hay inflamacién y que puede
suprimir la proliferacion de las células progenitoras hematopoyéticas), CXCL5 (funcidn de
reclutar neutrofilos para promover la angiogénesis y remodelar los tejidos conectivos), CXCL10
(estimulacion de monocitos, células natural killer (NK) y migracién de las células T) y MCP-1 o
CCL2 (que juega un papel en la actividad quimiotactica para los monocitos y los baséfilos), asi
como proteasas, inhibidores de proteasas, proteinas de la MEC, y proteinas involucradas en la
regulacién inmune (Lee et al., 2010). Estas quimiocinas tienen propiedades quimioatrayentes
para las células inmunes, y se ha visto que las CMEs suelen secretar estas moléculas cuando en
el ambiente en el que se encuentran hay bajos niveles de citocinas pro-inflamatorias, en este
caso las CMEs presentan un fenotipo pro-inflamatorio en el que recluta mas linfocitos (Jian y Xu,

2020).

Las CMEs, ademas de secretar quimiocinas con propiedades quimioatrayentes para las células
inmunes, asi como citocinas (Lee et al., 2010; Jian y Xu, 2020), son capaces de secretar diferentes
factores solubles que median un efecto inmunosupresivo, denominados factores
inmunomoduladores. Algunos de estos factores inmunomoduladores son la indoleamina 2,3-
dioxigenasa (/IDO), la prostaglandina E; (PGE;), TGF- B o el factor de crecimiento hepatocitario
(Hepatocyte growth factor, HGF). Estos factores son liberados por las CMEs cuando éstas se
encuentran en un microambiente inflamatorio (figura 11), es decir, por si solas no presentan
propiedades inmunosupresivas, si no que necesitan de una activacion por la presencia de altas
concentraciones de citocinas pro-inflamatorias como son, por ejemplo, TNF-a, IL-16 o el IFN-Y
(Gao et al., 2016; Zachar et al., 2016; Shi et al., 2018; Jian y Xu, 2020). El TNF-a es secretado por
los macréfagos, al igual que en el caso de la IL-16. En cuanto al IFN-Y¥, es secretado por las células

T activadas (Zachar et al., 2016).
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Figura 28. Principales factores inmunomoduladores secretados por las CMEs (IDO, PGE2, TGF-8 y HGF) provocado por un ambiente
pro-inflamatorio en el que se encuentran presentes citocinas como TNF-a, IL-1B y TNF-¥. Imagen realizada con la ayuda del software
BioRender.

Uno de los papeles que parece tener el factor inmunomodulador /DO, que es una enzima que
cataliza el aminodcido triptéfano, es la inhibicién de la proliferacidon de las células T, pues al
degradar el triptéfano se producen metabolitos con efectos inmunomoduladores, provocando
asi la inhibicidn de la proliferacién de las células T (Ren et al., 2011; Kyurkchirev et al., 2014; Shi
et al., 2018) (figura 12). En cuanto a la PGE,, tiene un efecto indirecto en el que, al aumentar su
presencia en la zona de inflamacién, provoca un aumento de la secrecién de IL-10 por parte de
los macréfagos. Esta citoquina es capaz de suprimir las funciones de los macréfagos vy
neutréfilos, ademds de intervenir en aumentar la expresidn de moléculas anti-inflamatorias
como inhibidores de proteasas y los antagonistas de IL-1 y TNF-a. La IL-10 también es capaz de
suprimir la secreciéon de citocinas pro-inflamatorias por las células dendriticas y también
suprimir la expresion de las moléculas MHC-II (complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1)
(Kyurkchirev et al., 2014). La PGE,; ademds es capaz de suprimir la funcién citotoxica de las
células NK, inhibir la proliferacién de las células T, e inducir las células reguladoras T (Treg) (figura
12). El TGF-8 es capaz de inducir las células Treg e inhibir la proliferacién de las células T
mediante el bloqueo de la produccién de la citocina mitogénica de las células T, la IL-2
(interleuquina 2). Ademas, el TGF-8 regula multiples funciones celulares fundamentales,
induciendo la proliferacién, diferenciacién, migracidon y apoptosis, afectando a procesos
bioldgicos como el desarrollo, la curacién de heridas, carcinogénesis, angiogénesis y respuesta
inmune (Kyurkchirev et al., 2014; Shi et al., 2018) (figura 12). El HGF parece tener propiedades
como promover la angiogénesis o activar el potencial regenerativo de las células madre

residentes (Shi et al., 2018) (figura 12).
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Ademas de la accion sobre las células T, se ha visto que las CMEs también tienen un efecto de
inhibicidn sobre las células B. Corcione y colaboradores observaron que cuando co-cultivaban
CMEs con células B mediante un sistema transwell (cultivando ambos tipos celulares en una
misma placa de cultivo pero separadas por una barrera que deja pasar el medio de cultivo entre
unas y otras), la proliferacion de las células B se veia afectada negativamente. Descubrieron que
este efecto sélo era efectivo a unas ratios de concentracién 1:1, y que ademas las CMEs tenian
gue estar en contacto con las células B para producir su efecto, ya que al utilizar el sobrenadante
de CMEs cultivadas por separado, el efecto de inhibicidn de la proliferacién sobre las células B
desaparecia (Corcione et al., 2006). Mas adelante se ha visto que esta inhibicidon estd mediada
por los factores inmunomoduladores IDO y TGF-6 que secretan las CMEs bajo efectos de

inflamacidn (Kyurkchirev et al., 2014).
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Figura 29. Ejemplo de funciones que tienen algunos de los factores inmunomoduladores secretados por las CMEs. Imagen realizada
con la ayuda del software BioRender.

Las CMEs también pueden modular respuestas inmunes a través del contacto célula-célula, en
la que se encuentran involucradas las moléculas PDL1 (proteina transmembrana que si
interacciona con su receptor inhibe la activacién de las células Ty la produccién de citocinas) y
FASL (proteina transmembrana que es esencial para la regulacion del sistema inmune). Las CMEs
utilizan éste ultimo, el FASL, para atraer las células T hacia si, asegurando el contacto célula-
célula y poder ejercer asi un efecto apoptdtico sobre las células T atraidas (Wang et al., 2012;
Shi et al., 2018). También se ha visto que las CMEs expresan altos niveles de la molécula de
adhesidn intercelular 1 (ICAM-1) en presencia de citocinas pro-inflamatorias. Esta molécula de

adhesién parece tener el papel de atraer a las células T hacia las CMEs y anclarlas a ellas,
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realizando asi su efecto supresor sobre las células T (Ren et al., 2011; Kyurkchierv et al., 2014).
Se ha visto que la expresidon en la membrana de las CMEs de la molécula ICAM-1 parece tener
importancia también en la migracidn, proliferacién y capacidad de diferenciacién de las CMEs

(Kyurkchierv et al., 2014).

Ademas del efecto inmunomodulador que parecen presentar las CMEs a través de la via de
secrecion de diferentes factores, algunos autores han indicado que las CMEs pueden tener un
efecto antimicrobiano también derivado de la accidn de secrecidn de determinadas moléculas.
Un ejemplo es el caso del estudio realizado por Krasnodembskaya y colaboradores en el afio
2010, en el que estudiaron el efecto de CMEs humanas derivadas de médula ésea sobre la
bacteria Escherichia coli tanto in vitro como in vivo en un modelo de ratén con neumonia
(C57BL/6 infectado con E. coli), centrandose en el péptido Hcap-18/LL-37. Este péptido tiene
efecto antimicrobiano, actuando de manera que se fija en la membrana de las bacterias y la
destruye por la formacién de poros (Diago et al., 2015). Krasnodembskaya y colaboradores
observaron que la expresion de la catelicidina LL-37 aumentaba cuando las CMEs se exponian a
la bacteria in vitro. Ademas, en el modelo de ratén tratado intratraquealmente con las CMEs,
vieron que el crecimiento bacteriano en los homogenados de pulmény en fluido broncoalveolar
descendia comparado a cuando las inyectaban junto con un anticuerpo que inhibia el LL-37. Con
este estudio pudieron comprobar que estas CMEs tenian un efecto antimicrobiano, y que en
parte, estaba debido al factor LL-37 (Krasnodembskaya et al., 2010). En un estudio posterior, en
el afio 2013, Bonfield y colaboradores, realizaron un estudio en el que trataron con CMEs
humanas derivadas de médula 6sea a modelos de ratén con fibrosis quistica (B6.12956-Cftrtm20th)
e infectados con Pseudomonas aeruginosa. Observaron que el peso de los ratones mejoraba y
decrecian tanto la cantidad de citocinas pro-inflamatorias como la patologia pulmonar de estos
ratones. Ademas, observaron un incremento del péptido antimicrobiano LL-37 en aquellos
ratones tratados con CMEs, apoyando lo observado por Krasnodembskaya y colaboradores

(Bonfield et al., 2013).
4.1.4. Efecto regenerativo de las CMEs

Algunos estudios han mostrado que las CMEs tienen potencial regenerativo, es decir, que son
capaces de regenerar aquellos tejidos dafados. Un ejemplo es el estudio realizado por Lee y
colaboradores, en el dividieron 27 cerdos en tres grupos, un grupo en el que los trataron con
CMEs vy 4cido hialurdnico (AH), un grupo control en el que inyectaron sélo AH y otro grupo
control en el que inyectaron suero salino. A todos los cerdos les produjeron un defecto condral

de forma quirurgica. Al grupo tratado con CMEs mas AH les realizaron una inyeccion de CMEs
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suspendidas en AH una semana después de haber producido el defecto y dos inyecciones mas
de AH en las dos semanas siguientes. En cuanto a los grupos control, les realizaron tres
inyecciones de AH o suero en tres semanas separadas. Lo que observaron fue que a las 6
semanas del tratamiento aquellos cerdos del grupo tratado con CMEs y AH, junto con el control
AH, histoldgicamente tuvieron una reparacidn del defecto condral similar. A las doce semanas
del tratamiento, el grupo tratado con CMEs y AH se diferenciaron histolégicamente de los dos
grupos control, observando una mejora en la calidad del tejido reparado. Ademas, infiltraron
algunas CMEs marcadas con CFDA-SE (éster de succinimidilico diacetato de carboxifluoresceina)
y bajo al microscopio de fluorescencia pudieron apreciar que las CMEs se encontraban
distribuidas a lo largo del nuevo tejido cartilaginoso que se habia formado (Lee et al., 2013). Por
otro lado, Desando y colaboradores también realizaron un estudio en el que utilizaban CMEs
derivadas de tejido adiposo para tratar la enfermedad de la OA en un modelo animal. Utilizaron
conejos a los que les indujeron la OA en las rodillas de forma quirurgica, seccionando el
ligamento cruzado anterior bilateral. Ocho semanas después de la cirugia, inyectaron en esas
articulaciones dos dosis distintas de CMEs. Observaron que las CMEs tenian un efecto curativo
en el cartilago y meniscos y que producian un efecto de inhibicion de la progresion de la OA en
la membrana sinovial. Ademas, las CMEs marcadas se localizaron en los meniscos y en la
membrana sinovial (Desando et al., 2013). Otro estudio en el que observaron una calidad de
regeneracién de tejido por parte de las CMEs fue el realizado por Zorzi y colaboradores. Estos
autores dividieron 30 articulaciones, a las que produjeron defectos condrales, de 15 ovejas en
tres grupos distintos: un grupo al que se les colocé un biomaterial de coldgeno y quitosano en
el que sembraron CMEs derivadas de tejido adiposo humano en los defectos condrales (CELLS);
un grupo en el que solamente colocaron el biomaterial (SCAFFOLD); y otro grupo en el que no
realizaron ningln tratamiento (EMPTY). Observaron que en aquellas articulaciones del grupo
CELLS, se cred un tejido mezcla de fibrocartilago y cartilago hialino mientras que, en los otros

dos grupos, el tejido que cubrié los defectos condrales fue solo fibrocartilago (Zorzi et al., 2015).
4.1.5. Regulacién del uso de las CMEs como terapia celular

La terapia celular estd actualmente regulada por el Reglamento (CE) N2 1394/2007 del
Parlamento Europeo y del Consejo y el RD477/2014 (BOE) del 13 de junio sobre medicamentos
de terapia avanzada, y este tipo de terapia estd considerada como un medicamento. Sin
embargo, en veterinaria no existe ninguna legislacidn vigente que regule la terapia con células,
pero la AEMPS (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios) supervisa cualquier
actividad comercial y tiene previsto incorporar una reglamentacién especifica en los préximos

afios (Talavera et al., 2017).
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5. Modelo de perro en OA

La OA en los seres humanos es una enfermedad muy heterogénea. Debido a esta condicidn y
para poder estudiar su patofisiologia, su progresion, el desarrollo de nuevas técnicas de
diagndstico (como marcadores bioldgicos) y el evaluar nuevas terapias contra esta enfermedad,
se han desarrollado numerosos modelos animales, puesto que a dia de hoy no existe el modelo

animal perfecto para esta enfermedad (Aigner et al., 2010; McCoy, 2015).
5.1.Similitudes de la OA entre perros y humanos

La OA es una enfermedad que es comun también en los animales de compafiia. Estos animales
presentan similitudes con la OA que presenta el ser humano tanto microscépica, macroscopica,
fisiolégica como sintomaticamente, lo que ocurre sobre todo en los perros (Brown, 2007). En
perros la heterogeneidad de la OA, la histopatologia, la sintomatologia clinica de la OA, la
similitud anatémica de las articulaciones (se sabe que el cartilago articular, el hueso subcondral,
la membrana sinovial, y la capsula articular estan muy conservadas entre la especie caninay la
humana), la progresion de la enfermedad, el ser una especie propensa a la OA espontanea, la
posibilidad de realizar técnicas como la artroscopia, la obtencién de imagenes por resonancia
magnética de forma sencilla y el que su genoma esté totalmente secuenciado, hacen del modelo
canino el mds proximo al modelo animal gold-standard para investigaciones sobre la
enfermedad de la OA (Brown, 2007; Cook et al., 2010; Gregory et al., 2012; McCoy, 2015;
Meeson et al., 2019). El modelo de perro se suele utilizar como modelo de OA en rodilla, pero
esta enfermedad también ocurre de forma natural en esta especie tanto en codo como en

cadera (McCoy, 2015).

Como se ha comentado anteriormente, el modelo canino esta sobre todo indicado en el estudio
de la OA espontdnea, pues los perros son propensos a desarrollar esta enfermedad de forma
natural. Ademas, los perros que estan afectados por la OA comparten comorbilidades con los
seres humanos, como es el caso de la obesidad, ademas de compartir el estilo de vida con sus
duefios, como son los ambientes en los que viven y las actividades fisicas que realizan (Brown,

2007; Meeson et al., 2019).

Otra de las caracteristicas remarcables que hacen que estos animales sean un buen modelo de
OA es que presentan los mismos estadios de vida que los seres humanos. Es decir, se puede
realizar una comparacion entre la edad del perro y el humano, y por lo tanto realizar estudios
de la enfermedad en la etapa que nos interese, o realizar una evaluacién de la OA a lo largo del

tiempo (figura 13) (Meeson et al., 2019).
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Figura 30. Representacién de la comparacion de las etapas de vida de un ser humano y un perro. Con un circulo rojo aparecen
marcadas las articulaciones mas propensas a presentar OA tanto en humanos como en perros. Imagen obtenida y modificada de
Meeson et al., 2019.

El sintoma mas caracteristico de esta enfermedad articular, tanto en perros como en humanos,
es el dolor. Se sabe que la neurofisiologia es similar entre todos los mamiferos, por lo que se
supone que el dolor experimentado en humanos es analogo al sufrido por los animales
mamiferos y, en este caso por los perros, que son unos animales que bajo situaciones de dolor
suelen ser menos activos, gimen o se lamen la zona dolorida. Por ello, muchos estudios estan

dirigidos a paliar este dolor e intentar disminuir la pérdida de funcionalidad siendo, una vez mas,

el canino un buen modelo (Brown, 2007; Kuyinu et al., 2016; Meeson et al., 2019).

Por todo lo aqui expresado, se podria considerar al perro como un buen modelo para utilizarlo
en estudios pre-clinicos para el estudio del uso de tratamientos que aun estdn siendo
investigados, como es el uso de CMEs intraarticular, con vistas a trasladar los datos obtenidos a
la especie humana, siempre y cuando se cumplan diversos items como estabulacién y un control

exhaustivo de las variables que afecten a los animales.
5.2.Limitaciones del uso del modelo canino para la OA

A pesar de que el modelo canino es el que parece mas acertado para el estudio de la OA, hay
gue tener en cuenta que existen algunos inconvenientes al utilizar este animal a la hora de
trasladar los datos obtenidos a humanos. Es preciso conocer qué diferencias existen entre las
articulaciones en humanos y perros para llegar a las conclusiones acertadas. Por ejemplo, en
cuanto a la biomecanica, el perro tiene un angulo de flexién de la rodilla mayor que en el caso
de los humanos. En cuanto a las dimensiones del cartilago, los perros tienen un cartilago mas

fino que el que aparece en las articulaciones humanas. Ademas, hay que tener en cuenta que el
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extrapolar los datos de un animal cuadrupedo a uno bipedo requiere precaucién, pues hay
factores como que la fuerza total que realizan las articulaciones, que en los perros esta dividida
60:40 entre las extremidades anteriores y posteriores (McCoy, 2015; Meeson et al., 2019). Por
todo ello, es necesario tener conocimiento de todas las diferencias que pueden existir entre las

especies a comparar, para asi llegar a unos resultados y conclusiones adecuados.
5.3.Estudios de la OA en perro

Dado que se ha visto que el perro es un animal que puede ser un muy buen modelo para los
distintos estudios de la enfermedad de la OA, a lo largo de los afios se han utilizado en diversos

trabajos, sobre todo, con el fin de encontrar nuevas terapias contra la OA.

El primer modelo animal de OA realizado con perros fue el desarrollado por Pond y Nuki en 1973,
donde seccionaban el ligamento cruzado anterior, eutanasiaban a los perros a diferentes
tiempos (entre 1y 26 semanas tras la cirugia) y observaban caracteristicas de la OA radioldgica

e histoldgicamente (Pond y Nuki, 1973).

Un estudio posterior al de Pond y Nuki en el que utilizaron como modelo de OA el canino, es el
realizado por Smith y colaboradores en el afio 1998. Estos autores observaron que la inyeccién
de AH en las articulaciones de perros afectadas por la OA (n = 7) comparados con un grupo
placebo en el que inyectaban suero salino (n = 6), disminuia la cantidad de proteoglicanos,
proponiendo que el AH podria tener efectos adversos sobre las articulaciones artrdsicas (Smith

et al., 1998).

Algunos estudios en los que se utilizaron el canino como modelo para la OA se centraron en el
estudio de suplementos en la dieta para mejorar el estado de las articulaciones afectadas por
esta enfermedad. Dentro de este tipo de estudios nos encontramos con uno que se centré en la
suplementacion de la dieta de perros con OA con omega-3 de aceite de pescado (n = 39) con
efectos antioxidantes, comparandolo con perros con OA en un grupo placebo a los que les
administraban en su dieta aceite de maiz (n = 38). Para observar los cambios evaluaron
pardmetros hematoldgicos y bioquimicos de los perros tratados y grupo placebo, observando
una mejoria en algunos marcadores de estrés oxidativo en aquellos perros a los que se les
suplementaba la dieta con aceite de pescado (Barrouin-Melo et al., 2016). Otro estudio sobre la
suplementacion de la dieta es el realizado por Scott y colaboradores, en el que investigaron
sobre perros con OA el efecto de la toma oral de glucosamina hidroclorada y sodio condroitin
sulfato (Glu/CS). Para ello compararon un grupo en el que combinaban la administracién del
Glu/CS (n = 36) frente a un control (n = 30), observando un ligero cambio en la actividad fisica

de los perros que tomaban el suplemento (Scott et al., 2017). Un estudio mas reciente, observd
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los efectos del extracto de lipidos no polares del mejillén de Nueva Zelanda (Perna canaliculus)
rico en acidos grasos omega-3 (PCSO-524) solo, o en combinacidn con un AINE, el firocoxib. Para
ello compararon tres grupos, uno en el que administraban solo el PCSO-524 (n = 27), otro con el
firocoxib (n = 24) y otro combinando los dos compuestos (n = 28), en el que no observaron

cambios significativos entre los grupos (Vijarnson et al., 2019).

Otros estudios se centraron en determinar si el modelo canino seria adecuado para estudiar
como la OA puede afectar a las funciones fisioldgicas. Un ejemplo de ello es el realizado por
Knazovicky y colaboradores dénde evaluaron la posibilidad de establecer un modelo canino de
OA espontanea para observar las perturbaciones del suefio producidas por esta enfermedad,
investigando si la administracidon de AINEs podria mejorar el suefio de los perros de estudio. Los
resultados que obtuvieron reflejaron algunas similitudes con pacientes de OA humanos, por lo
gue propusieron el modelo canino con OA espontdnea como un posible modelo animal

adecuado en este campo de estudio (Knazovicky et al., 2015).

Por ultimo, comentar que una via de estudio en la que el modelo canino para OA esta siendo

muy utilizado, es en la investigacion de la terapia celular con CMEs como posible tratamiento.

Hasta el momento, existen multitud de estudios centrados en la administracion de CMEs
derivadas de tejido adiposo en las articulaciones de perros que presentan la enfermedad de la
OA. Por un lado, hay estudios realizados con CMEs autdlogas, como es el caso de Guercio y
colaboradores, en el que inyectaron las células junto con plasma rico en plaquetas (PRP) o AH
en perros con OA, observando una mejoria en la funcionalidad de las articulaciones después de
un mes de tratamiento (Guercio et al., 2012). Otro caso es el de Cuervo y colaboradores en 2014,
en el que descubrieron que los perros tratados con CMEs mejoraron con respecto a los tratados
con plasma rico en factores de crecimiento (Cuervo et al., 2014). En ese mismo afo, Vilar y
colaboradores, llevaron a cabo un estudio en el que trataron a 9 perros con una inyeccion
intraarticular de CMEs y observaron su evolucidn a lo largo de 6 meses, llegando a la conclusion
de que estos perros mejoraban a los 3 meses del tratamiento (Vilar et al., 2014). Otro estudio
similar es el que realizaron en 2014 Marx y colaboradores, en este caso aplicando las CMEs
derivadas de tejido adiposo en puntos de acupuntura, determinando esta aplicacién como

segura (Marx et al., 2014) (figuran 14).
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Figura 31. Representacion esquematica del papel de las células madre mesenquimales inyectadas en las articulaciones de perros
con OA. Las CMEs pueden: A) secretar factores tréficos con efecto de condroproteccidon e inmunosupresion; B) pueden reclutar
células enddgenas y situarlas en la lesion; C) pueden tener la capacidad de diferenciarse hacia condrocitos, disminuyendo asi el dafio

del cartilago. Imagen obtenida y modificada de Sasaki et al., 2019.

En los ultimos afios, los estudios con CMEs se han centrado en la aplicacion de CMEs de origen
alogénico. Un ejemplo de ello es el publicado por Shah y colaboradores en el afio 2018, en el
cual observan la mejoria de las articulaciones infiltradas con CMEs alogénicas en 203 perros
diagnosticados con OA después de 10 semanas, viendo una tendencia a la mejoria (Shah et al.,
2018). Mas recientemente, Olsen y colaboradores publicaron un articulo en el que trataban
intravenosamente con CMEs alogénicas a 13 perros con OA espontadnea en codo, observando

una mejoria tras 6 meses de estudio (Olsen et al., 2019).
5.4.Consideraciones éticas

Cuando utilizamos modelos animales en cualquier enfermedad hay que tener presente también
las consideraciones éticas. Asi, dependiendo del tipo de estudio o investigacién que se vaya a
realizar con los perros, habra que pasar las evaluaciones pertinentes por parte de los Comités

de Etica.

En Espafia la regulacidon de los proyectos realizados con animales estd regulado por el Real
Decreto 53/2013, en el que se establecen las diferentes normas a seguir cuando se utilizan
animales en el laboratorio. Este Real Decreto se centra en la proteccién de una lista de animales
que se adjunta en el Anexo | de éste, entre las que se encuentra la especie Canis lupus familiaris,

el perroy, por lo tanto, nos sirve de guia en las investigaciones donde se utiliza este animal.

Una de las normas mas importantes que aparecen en el Real Decreto es la regla de las 3Rs

definida por Russell y Burch en el afio 1959 (Russell y Burch, 1959), en la que se establecen las
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tres normas mas importantes a la hora de trabajar con animales, |a regla de las 3Rs. Estas son:
1) “Reemplazar” los animales siempre que sea posible, es decir, buscar alguna alternativa que
permita realizar la investigacion sin la utilizacién de animales, como simuladores de ordenador,
tejidos, cultivos celulares, o usar animales con grado evolutivo menor al que se tenia pensado.
2) “Reducir”, en el caso que no se puedan reemplazar, el nimero de animales utilizados en el
estudio todo lo que sea posible llevando a cabo una buena busqueda bibliografica y realizando
un buen disefio experimental. Esta regla es sumamente importante, pero hay que tener cuidado
de no cometer el error de utilizar menos animales de los necesarios, pues al final se obtendran
unos resultados no fiables. Esto conllevaria el utilizar mas animales posteriormente, con lo que
no habria servido de nada haber reducido el nimero de animales inicialmente, de ahi Ila
importancia de realizar un buen disefio experimental y utilizar softwares (como el Experimental
Design Assistent, EDA) que nos ayuden a calcular el nUmero de animales necesarios para que los
resultados obtenidos sean estadisticamente fiables. 3) “Refinar” los procedimientos que se van
a realizar sobre el animal, como mejorar la instrumentacion a utilizar, disminuir el grado de la
invasién del animal, etc., para asi minimizar el sufrimiento animal y llegar a tener unos

resultados vélidos y de calidad.

A dia de hoy hay un vacio legal, no existe ninguna regulacién, en cuanto a la realizacién de
ensayos clinicos con animales de compainiia, en los que los animales en vez de permanecer
dentro de un animalario registrado durante la ejecucién del proyecto de investigacién con
animales, se quedan en casa de sus duefios. Por eso, en la actualidad, estos estudios se rigen
por las normas del RD 53/2013 vy, tanto para los Comités de Etica habilitados como para el
Organo competente, resulta dificil el incluir a este tipo de proyectos dentro de proyectos de

investigacion con animales de experimentacion.

Es imprescindible el marco legal en este tipo de proyectos para asi poder establecer cémo tratar
a los animales de experimentacién, puesto que, por el momento, en muchos casos es necesario
desarrollar investigaciones con animales no solo con el objetivo de trasladar los resultados a
humanos, sino también para ampliar los conocimientos veterinarios. Con todo, cuanto mayor
conocimiento tengamos, mas capaces seremos de trasladar lo que estamos observando en un

modelo animal a la especie humana (Gregory et al., 2012; Meeson et al., 2019).
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Hipdtesis



La hipdtesis del presente estudio es que el trasplante alogénico de células mesenquimales
estromales (CMEs) derivadas de tejido adiposo poseen propiedades antiinflamatorias y su

administracién intraarticular es segura y eficaz para tratar la artrosis.
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Obijetivos



El objetivo general del proyecto de investigacidn es estudiar la seguridad y el efecto terapéutico

del uso alogénico de CMEs expandidas de tejido adiposo.
Los objetivos especificos son los que aparecen a continuacion:

1. Caracterizar las CMEs obtenidas de tejido adiposo de perros sanos.
1.1 Analizar una bateria de marcadores de superficie mediante citometria de flujo.
1.2 Evaluar la capacidad de las CMEs para diferenciarse a tres linajes distintos,
adipogénico, osteogénico y condrogénico.
2. Valorar la seguridad de la inyeccién alogénica intraarticular de las CMEs después de su
administracién.
3. Valorar la evolucidn sintomatica y funcional de las articulaciones tratadas durante un

afno de evaluacion de la enfermedad.
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Material y métodos

Obtencion y caracterizacion de las

celulas



1. Obtencidn y cultivo de las células procedentes de tejido adiposo

1.1. Obtencién de muestras de tejido adiposo

El tejido adiposo utilizado para obtener las células se adquirié de perros sin patologia artrésica,
con una edad de 2 afios 0 menos, con todas las vacunas, con andlisis de sangre y pruebas de las
enfermedades mds comunes en perros (como la Leishmaniosis) realizadas y negativas. Una vez
seleccionados los donantes, y tras el consentimiento informado de los duefios, se procedio a
sustraer una pequefia cantidad de tejido adiposo (aproximadamente unos 3 gramos de grasa),
aprovechando cirugias de esterilizacién. Estas muestras donadas se recogieron en diversas

clinicas veterinarias colaboradoras para su posterior procesado y obtencién de células.
1.2. Aislamiento y cultivo celular

El tejido donado se procesd para obtener las células necesarias para este estudio. Todos los
procedimientos se realizaron en una cabina de bioseguridad (Telstar Bio Il Advance 4, Espaiia)
para mantener la esterilidad de la muestra. En primer lugar, se limpid la grasa de fascia (tejido
conectivo que separa y rodea las estructuras mas importantes del cuerpo, que se organiza en
[dminas fibrosas) (Dyce et al., 2007), musculo, u otros tejidos adheridos a la muestra, fruto de la
intervencién quirdrgica. A continuacién, se llevd a cabo una digestién mecanica, en la que la
grasa se corté con un bisturi (Swann-Morton®, Inglaterra) en secciones de unos milimetros de
espesor. Una vez cortada se lavé con suero salino estéril (Fresenius Kabi, Espafia), con el objetivo
de eliminar cualquier resto de sangre que pudiese quedar. Tras el lavado, se procedi6 a realizar
una digestidon enzimatica. Para ello se utilizé una solucién de colagenasa | a una concentracion
de 0,4 mg/mL (Sigma-Aldrich, EEUU) y Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,; Lonza,
Espafa) al 0% de suero bovino fetal (SBF; Thermo Fisher, EEUU) y 1% de una mezcla de los
antibidticos Penicilina y Estreptomicina (P/E; Gibco, EEUU), y se dejo actuar durante 30 minutos
a 37°C y a 200 U/min de agitacidn (Labnet International, EEUU). Transcurrido ese tiempo, la
solucién obtenida se filtré utilizando un filtro de nylon de 100 um (Corninng, EEUU). El filtrado
resultante se centrifugd a 250 xg durante 8 minutos, tras afiadirle DMEM al 5% de SBF y 1% de
P/E, para realizar un lavado de las células obtenidas antes de pasar a cultivarlas. Una vez
centrifugado, se elimind el sobrenadante y las células se resuspendieron en DMEM al 20% de
SBF y 1% P/E, tras lo cual se sembraron en una placa adherente de 60 cm? de didmetro (Corning,
EEUU) en la que se dejaron crecer en una estufa de cuarentena (Panasonic Healthcare Co.,
Japén) a 37°Cy 5% de CO; y a un porcentaje de humedad aproximado del 91%, siendo éste al

gue denominamos pase 0 (So) (figura 15).
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Calculamos la tasa de crecimiento de las células realizando una media de los dias que tardaban

en pasar del S al S;. También realizamos el calculo de la media de células obtenidas en S;.

I Obtencion tejido adiposo |—>I Digestion mecanica |—>| Digestion quimica |

Filtrado |

Figura 32. Pasos para el aislamiento de las células con las que trabajamos.

1.3. Test de mycoplasma

De todos los cultivos celulares se recogié 1,5 mL del medio de crecimiento para realizar una

prueba de presencia/ausencia de mycoplasma (Drexler y Uphoff, 2002; Aguayo et al., 2006).

El mycoplasma es una bacteria sin pared celular que interfiere en el ciclo celular. Esta
contaminacién es muy dificil de detectar observando los cultivos celulares al microscopio, por
lo que es necesario realizar una prueba molecular para asegurarse de la ausencia de ésta en los

cultivos.

Para ello, la muestra de medio de cultivo se centrifugd a 8.000 xg durante 5 minutos. Una vez
realizada la centrifugacion se retird el sobrenadante y el pellet se resuspendié en Chellex al 10%
(Sigma-Aldrich, EEUU). A continuacién, se incubd a 95°C durante 10 minutos y se dejé enfriar a
temperatura ambiente. Tras este paso, se realizd un spin y se dejo a 4°C mientras se preparé la
mezcla para la reaccién en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction, PCR). En un tubo
eppendorf (Eppendorf) se afiadieron 23 L de la mezcla de PCRy 2 uL de ADN extraido. Con un
programa de ciclos especifico (desnaturalizacion inicial 94°C de 5 minutos, 5 ciclos de 94°C 30
segundos - 50°C 30 segundos - 72°C 30 segundos, a continuacidén 25 ciclos de 94°C 30 segundos
- 58°C 30 segundos y 72°C 30 segundos, una extensién final de 72°C 7 minutos, y por ultimo un
ciclo de tiempo infinito a 4°C) en un termociclador (Gene AMP PCR System 9700, EEUU) se

amplificd el posible ADN que pudiera contener la muestra de medio.
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Una vez terminado el programa de PCR, se cargd la muestra, un control negativo y un control
positivo en un gel de agarosa 1,5% (Sigma-Aldrich, EEUU) con tampdn Tris, acetato y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1x (TAE) y con 2uL de SYBR Safe (Invitrogen, EEUU). El gel se
corrié en una cubeta de electroforesis con un voltaje de 100 V durante 30 minutos y se analizé
la presencia/ausencia de una banda correspondiente a un fragmento de 400 pares de bases en
las muestras y en los controles. En caso de no aparecer, las células estarian libres de esta
bacteria, y por tanto se podrian seguir manteniendo en la estufa de cultivo (Thermo Electron

Corporation, EEUU) para continuar con el estudio.
1.4. Preplating

Una vez comprobada la ausencia de este microorganismo, las células se siguieron manteniendo
hasta que alcanzaron el 80% de confluencia, momento en el que se realizo el primer subcultivo,
también denominado pase 1 (S1). Para ello se procedid a separar las células de las placas de
cultivo con tripsina al 2% (Gibco, EEUU) y se les realizé la técnica de preplating. Esta consiste en
realizar un lavado con suero salino para eliminar los restos del medio de cultivo de la placa
(puesto que el SBF inhibe la accidn de la tripsina) y a continuacién incubar las células con tripsina
(Gibco, EEUU) a 37°C. Una vez que todas las células se encontraban en suspension, se afiadié
Ringer lactato Grifols ® (Laboratorios Grifols S.A., Espafia) para inactivar la tripsina, y unos 2 mL
de DMEM al 5% de SBF con el objetivo de que las células no se deterioraran. Una vez realizado
esto, se dejaron en la estufa 15 minutos a 37°C. Tras ese tiempo, las células mesenquimales
siguen en suspensién, pero un porcentaje muy elevado de macréfagos, fibroblastos o células
endoteliales que pudieran estar presentes en la muestra se vuelven a adherir, puesto que estd
descrito que el tiempo de adhesidn de estos tipos celulares es menor que el de las
mesenquimales (Richler y Yaffe, 1970). Con esta técnica intentamos minimizar la

heterogeneidad de los cultivos celulares de CMEs.

Una vez realizado el preplating, se recogieron las células, se centrifugaron y se contaron
utilizando una cdmara de Neubauer (Optik Labor, Reino Unido) y se sembraron en 4-5 placas de
100 ¢cm? (Corning, EEUU) (sembrando siempre una cantidad minima de 200.000 células por
placa) para expandirlas. El preplating se realizd también en el pase siguiente, es decir, se
realizaron dos, uno de Sp a S, y otro de S;1 a S, (pase 2), para asegurarnos de eliminar el mayor

porcentaje de células que no eran de nuestro interés.
1.5. Criopreservacion

Tras el segundo preplating, las células se recogieron (en pase 1, Si) y se criopreservaron

utilizando una mezcla del 10% del agente crioprotector dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich,
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EEUU) en DMEM al 5% de SBF y 1% P/E. Esta mezcla se afiadid gota a gota sobre las muestras a
congelar, dejando una proporcién de maximo 3x10° células/mL. A continuacidn, estas células se
colocaron en un contenedor (CoolCell ®) que asegura un ratio de congelacién estandarizado y
controlado de -1°C/minuto en un congelador de -80°C durante 48 horas. Una vez transcurrido

ese tiempo, se trasladaron a un tanque de nitrégeno liquido para criopreservarlas hasta su uso.

2. Caracterizacion de las células aisladas de tejido adiposo

2.1. Citometria de flujo

Se analizaron una bateria de marcadores de superficie de células mesenquimales tipicos y

descritos, entre los que se incluyeron los recomendados por la ISCT (Tabla 4).

Tabla 8. Informacién sobre los anticuerpos utilizados para la realizacién de la citometria de flujo en busca de los marcadores de
superficie establecidos de CMEs. PE (phycoerythrin, ficoeritrina), FITC (fluorescein isotiocynate, isocitocinato de fluoresceina).

CD29 PE T7S2/16 3:50 BioLegend®
CD34 PE 1H6 5:50 EBioscience™
CD44 PE IM7 1:50 BD Pharmingen™
Invitrogen by Thermo Fisher
CD45 FITC YKIX716.13 5:50
Scientific
CD73 PE Policlonal 5:50 Bioss antibodies
Invitrogen by Thermo Fisher
CD90 PE YKIX337.217 5:50
Scientific
CD105 - 8A1 1:100 abcam?®
MHC Class Il FITC CVSs20 1:50 LsBio LifeSpan Biosciences, Inc.

Para ello, al ser anticuerpos especificos para la especie canina, se realizé la titulacién de todos

ellos a excepcion del CD29 y CD44, que ya se utilizaban de rutina en el laboratorio.

Una vez realizada la titulacion y asegurarnos de que esos marcadores servian para las células
objeto de estudio, se pasé a analizar estos marcadores en estas células mediante citometria de

flujo (BD FACSCalibur, Irlanda).

Las células se contaron y se pusieron un total de 200.000 células por pocillo en una placa de 96
pocillos de fondo cdnico (DELTALAB S.L., Barcelona) y se incubaron durante 40 minutos a una
temperatura de 4°C en oscuridad con cada uno de los anticuerpos seleccionados, utilizando la
dilucion correspondiente. A continuacién, se paso a realizar la citometria de flujo. Se indico al

programa que recogiera un nimero de eventos de 1x10* para cada uno de los marcadores. Tras
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realizar este paso, los resultados se procesaron usando el programa informatico BD Cell-Quest

Pro (version 1.c.8fb, BD, Irlanda).

En el caso del marcador CD105, fue necesario realizar un protocolo distinto, especificado por la

casa comercial (https://www.abcam.com/cd105-antibody-oti8al-ab156756.html#top-400). En

resumen, el protocolo a seguir con este anticuerpo fue: 1. fijar las células con paraformaldehido
al 4% durante 10 minutos; 2. permeabilizar con 0,1% PBS-Tween durante 20 minutos; 3. incubar
las células en PBS 1x — 10% SBF — glicina 0,3 M (MERK) durante 15 minutos (para bloquear las
interacciones no especificas proteina-proteina); 4. Incubacién con el anticuerpo CD105 durante
30 minutos a 22°C y 5. finalmente, incubar durante 30 minutos a 22°C con el anticuerpo

secundario anti-mouse FITC (Palex Medical, S.A.).
2.1.1. Comparacién marcadores

En este estudio utilizamos 5 muestras de CMEs de entre las 13 que teniamos inicialmente. Para
determinar que el porcentaje de positividad de los marcadores de superficie de las células
seleccionadas no tenia diferencias significativas con el porcentaje de positividad de las otras 8
restantes, comprobamos que las medias del porcentaje de positividad para cada uno de los
marcadores de superficie era igual entre las 5 y las 8 muestras, para lo que aplicamos la prueba

de Mann — Whitney con el programa SPSS (/BM SPSS Statistics v.24).
2.2. Diferenciacidn celular

Para determinar la capacidad de diferenciacidn de las células aisladas de grasa de perro, se
procedid a cultivarlas en medios de induccidn a tres linajes celulares distintos, en este caso
osteogénico, condrogénico y adipogénico. Los medios que se utilizaron fueron para la
osteogénesis hMSC Osteogenic Differentiation BulleKitTM Medium (Lonza, Suiza), para la
condrogénesis hMSC Chondrogenic Differentiation BulleKitTM Medium (Lonza, Suiza)
suplementandolo con el factor de crecimiento transformante beta 3 (transforming growth
factor 83, TGF-83; Prospec-Tngy Technogene LTD, Israel) en proporcidén 33 ng/mL, y para la
adipogénesis Canine Adipocyte Differentiation Medium (CELL Applications INC., EEUU). Las
células se cultivaron durante 21 dias con estos medios, realizdndose un cambio de medio cada

3 dias.

Para determinar la capacidad de diferenciacién a estos linajes, se realizaron pruebas tanto de

tincién citoldgica como de biologia molecular.
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https://www.abcam.com/cd105-antibody-oti8a1-ab156756.html#top-400

e Osteogénesis

Las células se sembraron en S, en una camara de 8 pocillos para microscopia (Merck Millipore,
Irlanda) en una cantidad de 5.000 células por pocillo. En estas camaras de ocho pocillos se
sembraron seis con células a las que se les indujo la diferenciacién utilizando el medio de
induccién osteogénica antes descrito y dos pocillos control, a los que se les afiadié medio de
cultivo basal (DMEM al 20% de SBF y 1% P/E) (tabla 5). Tras 21 dias, se realizé la tincidn de Rojo

Alizarina (Sigma-Aldrich, EEUU) que evidencia la presencia de depdsitos calcicos.

Se sembraron también en placas de seis pocillos (Corning, EEUU), en una cantidad de 50.000
células por pocillo, con el objetivo de recoger las células y extraer el ARN para realizar el andlisis
de expresion de los genes IBSP (Integrin binding sialoprotein), SPP1 (Secreted phosphoprotein 1)
y RUNX2 (RUNX family transcription factor 2) (Neupane et al., 2008; Vieira et al., 2010; Russell
etal., 2016) (tabla 5) mediante PCR a tiempo real (qPCR, LightCycler 480 Real Time PCR). Al igual
gue anteriormente, en este caso se dejaron dos pocillos como control cultivando las células con

medio basal (DMEM al 20% de SBF y 1% P/E) (tabla 5.).
e Adipogénesis

Las células se sembraron en S; en una camara de ocho pocillos para microscopia en una cantidad
de 5.000 células por pocillo. En estas cdmaras de ocho pocillos se sembraron seis pocillos con
células a las que se les indujo la diferenciacion utilizando el medio de adipogénesis antes descrito
y dos pocillos control, a los que se les afiadié medio de cultivo basal (DMEM al 20% de SBF y 1%
P/E) (tabla 5). Tras 21 dias, se realizd la tincidn Oil Red O (Sigma-Aldrich, EEUU) que evidencia la

presencia de gotas lipidicas dentro de las células que se estan diferenciando.

Se sembraron también en placas de seis pocillos, en una cantidad de 50.000 células por pocillo,
con el objetivo de recoger las células y extraer el ARN para realizar el analisis de expresion de
los genes FABP4 (fatty acid binding protein 4) y LPL (Lipoprotein lipase) (Neupane et al., 2008;
Vieira et al., 2010; Russell et al., 2016) (tabla 5) mediante gPCR. Al igual que anteriormente, en
este caso se dejaron dos pocillos como control cultivando las células con medio basal (DMEM al

20% de SBF y 1% P/E) (tabla 5).
e Condrogénesis

Para llevar a cabo la diferenciacidon condrogénica, se formaron micromasas siguiendo protocolos
previos con algunas modificaciones (Diaz-Prado et al., 2012; Cicione et al., 2014). Para ello se
sembraron 200.000 células en S; en tubos de propileno con 500 uL de DMEM 20% SBF y 1% P/E

y se centrifugaron a 500 xg durante 5 minutos. A continuacién, a aquellas micromasas a las que
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se les indujo la diferenciacidn, se les retird6 ese medio y se les afiadié medio de induccidn
condrogénica anteriormente descrito. A las micromasas que sirvieron de control se les dejo el
medio basa (DMEM 20% SBF y 1% P/E) (tabla 5). Tras 21 dias, las micromasas se recogieron y se
incluyeron en bloques de parafina. A continuacién, se les realizaron cortes de 4 um en el
microtomo de rotacién (Leica RM2155, Alemania) para realizar tinciones histoldgicas:
Hematoxilina-Eosina, Azul de Toluidina (Merck, Alemania), Safranina O (Sigma-Aldrich, EEUU) y
Tricrdmico de Masson. Ademas, se recogieron tres micromasas estimuladas y tres micromasas
control para realizar la extraccién de ARN y asi poder realizar pruebas de expresion de los genes
ACAN (agrecano), COL2A1 (collagen type Il Alpha 1 chain, colageno 2A1) y SOX9 (SRY-box
transcription factor 9) (Neupane et al., 2008; Vieira et al., 2010) (tabla 5) mediante gPCR.

Tabla 9. Tipos de cultivos realizados para el estudio de la capacidad de las células para diferenciarse a tres linajes distintos.

Osteogénesis Céamara 8 pocillos 3 pocillos/muestra 1 pocillo/muestra
Osteogénesis Placa 6 pocillos 2 pocillos/muestra 1 pocillo/muestra
Adipogénesis Céamara 8 pocillos 3 pocillos/muestra 1 pocillo/muestra
Adipogénesis Placa 6 pocillos 2 pocillos/muestra 1 pocillo/muestra
Condrogénesis Tubos propileno | 4 micromasas/muestra 3 micromasas/muestra

2.2.1. Técnicas de tincion citoquimica e histoquimica
2.2.1.1. Tinciones citoquimicas

¢ Rojo Alizarina
Reactivos:

Solucidn rojo alizarina (2g de rojo alizarina (Sigma-Aldrich, EEUU) por cada 100 mL de agua

destilada, pH entre 4,1y 4,3).
Procedimiento:

Realizar lavados con PBS (Oxoid, Inglaterra) 1x frio dos veces.

N

Fijacion de las células con paraformaldehido 4% (Panreac Quimica S.A., Espaiia) en
PBS durante 10 minutos.

Lavado con PBS 1x.

Tincion con la solucion rojo alizarina durante 5 minutos.

Hacer un lavado en frio con PBS 1x.

o v kAW

Montaje de las muestras con Glycergel (Dako Cytomation, EEUU).

En las diferenciaciones osteogénicas, los depdsitos calcicos se observaron en tonos rojizos.
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e OilRed O

Reactivos:

Soluciéon A (100 mL de alcohol isopropilico 60% (60 mL de 2-propanol (Panreac Quimica S.A.,

Espafia) y 40 mL de agua destilada) mas 0,5 g de Oil Red O (Sigma-Aldrich, EEUU)); Solucién

de trabajo (60 mL solucién A mas 40 mL agua destilada y posterior filtrado).

Procedimiento:

won

N o vk

8.

Lavado con PBS 1x frio dos veces.

Fijar las células con paraformaldehido 4% durante 10 minutos a 4°C.

Cubrir las células con alcohol isopropilico al 60% durante 10 minutos en un
recipiente cerrado.

Cubrir las células con la solucidon de trabajo durante 20 minutos.

Lavado con alcohol isopropilico 60%.

Lavado con agua destilada.

Sumergir en Hematoxilina de Gill lll (Panreac Quimica S.A., Espaiia) 2 minutos, para
contratefiir.

Montaje de las muestras con Glycergel.

En las diferenciaciones adipogénicas, con esta tincién, observamos las gotas lipidicas
acumuladas en el citoplasma de las células de color rojo, mientras que los nucleos son de
color azulado por la contratincién con Hematoxilina.

2.2.1.2. Tinciones histoquimicas

Procedimiento previo para tinciones de micromasas:

Desparafinar las muestras a 60°C durante 30 minutos.

Sumergir las muestras en Xilol (Panreac Quimica S.A., Espafia) durante 10 minutos.
Hidratacion de la muestra: 1. Pases en alcohol absoluto; 2. Pases en alcohol de 96°;
3. Pases en agua destilada.

e Hematoxilina-Eosina

Reactivos:

Hematoxilina de Harris (Panreac Quimica S.A., Espaiia).

Eosina 0,7%o. (Merck, Alemania) en agua destilada.

Procedimiento:

Una vez realizado el procedimiento previo para las tinciones de micromasas, se llevan a cabo

los siguientes pasos:

1.

Sumergir las muestras en Hematoxilina de Harris durante 5 minutos.
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Lavar en agua corriente caliente para que vire la tincion.
Eosina durante 5 minutos.
Deshidratar la muestra en alcohol de 96°, etanol absoluto y xilol.

vk wnN

Montaje de las muestras con DePeX (BHD VWR Internacional LTD, Inglaterra).

La tinciéon de Hematoxilina-Eosina nos permite valorar la estructura y morfologia general de
las micromasas, donde los nucleos de las células se observan de color azul y el citoplasma
de un color rosa.

e Azul de Toluidina
Reactivos:

Tampodn acetato pH 4,2 (solucién A 2,7g de acetato sddico (Merck, Alemania) en 100mL agua
destilada; solucién B 1,1 mL acido acético 0,5M (Panreac Quimica S.A., Espaiia) en 100 mL
agua destilada; la solucidn de trabajo seria una mezcla de 30 mL de soluciéon A con 90 mL de

la solucién B). Solucién de azul de toluidina (Merck, Alemania) al 0,2%.
Procedimiento:

Una vez realizado el procedimiento previo para las tinciones de micromasas, se llevan a cabo

los siguientes pasos:

Sumergir la muestra en azul de toluidina durante 5 minutos.
Lavar con tampdn acido acético pH 4,2.

Lavar con agua destilada y después agua corriente.

Pases en alcohol de 96°.

Deshidratar la muestra con alcohol 96°, etanol absoluto y xilol.
Montaje de las muestras con DePeX.

IS S o

Este es un colorante metacromatico acidéfilo, lo que significa que cambia de color frente a
determinados componentes. En las tinciones de micromasas sirve para poder evidenciar la
presencia de proteoglicanos que aparecen de un color rojizo mientras que los nucleos y

citoplasmas, se tifien de color azul.
e Safranina O
Reactivos:

Solucion stock (16,6 g Safranina O (Sigma-Aldrich, EEUU) en 241,6 mL de agua destilada y
258,3 mL de alcohol 96°); Solucién de trabajo (50 mL de solucién stock de Safranina + 200

mL de alcohol 50°), se filtra antes de utilizarla.

Procedimiento:
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Una vez realizado el procedimiento previo para las tinciones de micromasas, se llevan a cabo

los siguientes pasos:

1. Teiir con Safranina O (solucién de trabajo) durante 30 minutos.
2. Deshidratar la muestra con etanol absoluto y xilol.
3. Montaje de las muestras con DePeX.

La Safranina O, que es un colorante catidnico, pone de manifiesto los proteoglicanos de la

matriz generada en las micromasas tifiéndolos de un color naranja-rojizo.
e Tricrdmico de Masson
Reactivos:

Solucién de alumbre férrico (Merck, Alemania); solucién de hematoxilina de Weigert, se
prepara mezclando las soluciones A + B (1g de hematoxilina férrica (Fluka, Suiza) en 100 mL
de alcohol absoluto dejandola madurar 7 dias (solucidn A) y, por otro lado, 4 mL de cloruro
férrico (Merck, Alemania) al 20% en 95 mL de agua destilada y 1 mL de acido clorhidrico
(Panreac Quimica S.A., Espafia) (solucién B)) ; solucién de acido picrico (Panreac Quimica
S.A., Espafia) a saturacion en alcohol de 96° y filtrar); solucién de fucsina de Ponceau,
preparandose con una mezcla de las soluciones A + B (0,5 g fucsina acida (Merck, Alemania)
en 1 mL de acido acético y enrasar con agua destilada hasta 1000 mL (Solucion A) y, por otro
lado, se mezcla 1 g de fucsina de Ponceau (Merck, Alemania) en 1 mL de acido acético y se
enrasa con agua destilada hasta los 1000 mL); solucidn de azul de anilina (Laboratorium

Leipzig, Alemania); acido fosfomolibdico (Merck, Alemania).
Procedimiento:

Una vez realizado el procedimiento previo para las tinciones de micromasas, se llevan a cabo

los siguientes pasos:

Sumergir en alumbre férrico 30 minutos a temperatura ambiente.
Lavar en agua destilada.

Sumergir en hematoxilina férrica de Weigert durante 10 minutos.
Lavado en agua destilada.

Sumergir en alcohol-acido picrico durante 6 minutos.

Lavado en agua corriente 5 minutos.

Sumergir la muestra en fucsina de Ponceau durante 8 minutos.
Utilizar acido fosfomolibdico | durante 5 minutos.

Lo Nk WN e

Sumergir en acido fosfomolibdico Il durante 5 minutos.

10. Sumergir la muestra en azul de anilina durante 12 minutos.

11. Lavado con agua destilada.

12. Deshidratacion de la muestra alcohol 96°, etanol absoluto, xilol.
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13. Montaje de la muestra con DePeX.

Esta tincién evidencia la presencia de coldgeno en las micromasas tifiéndolo de un color azul

intenso.

2.2.2. Técnica de cuantificacion de la expresion génica mediante gPCR

2.2.2.1. Extraccion de ARN

Micromasas

Se recogieron tres micromasas en tubos eppendorfy se lavaron con suero salino para eliminar

los restos de medio. Una vez realizado, se procedié a realizar el siguiente protocolo:

10.

11.
12.

Se introdujeron esferas de zirconio dentro de los tubos eppendorf para deshacer las
micromasas con la ayuda del homogenizador de tejidos (Domel, Eslovenia) realizando 3
ciclos de 1’ 30” a una frecuencia de 25 (1/s). Entre ciclos se realizé un enfriamiento de
las muestras con nitrégeno liquido.

Una vez que las micromasas estuvieron disgregadas, se afiadié 1 mL de Trizol (Molecular
Research Center, EEUU) y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambient e.

Se anadieron 200 pL de cloroformo (Sigma-Aldrich, Francia) por cada mililitro de Trizol
y se agitdé a mano vigorosamente durante 15 segundos, tras lo cual se incubd de 2 a 3
minutos a temperatura ambiente.

Esta mezcla se centrifugd durante 15 minutos a 12.000 xg y 4°C.

Se recuperd la fase superior y se transfirid a otro tubo eppendorf, donde se afiadié 1L
de glicdgeno (Sigma-Aldrich, EEUU) y 500 uL de isopropanol (Sigma-Aldrich, EEUU) por
cada mililitro de Trizol.

La mezcla se incubd durante 48 horas a -20°C para precipitar el ARN.

48 horas después se centrifugd 10 minutos a 12.000 xg y 4°C.

Se desechd el sobrenadante y se lavod el pellet de ARN con 1 mL de etanol 70° por cada
mililitro de Trizol.

Se centrifugd durante 5 minutos a 7.500 xg y 4°C.

Se desechd el sobrenadante y se lavd el pellet con 1 mL de etanol 100° por cada mililitro
de Trizol.

Se centrifugd durante 5 minutos a 7.500 xg y 4°C.

Se desech¢ el sobrenadante, dejé secar el pellet de ARN y se resuspendié 10 plL de agua

de biologia molecular (Millipore, EEUU).
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Una vez terminado el proceso de extraccidn, las concentraciones de ARN se cuantificaron en un
bio-espectrofotdmetro para microgota y cubeta (MySpec Twin de VWR, Alemania), tras lo que

se conservaron a -80°C hasta continuar con el siguiente paso.
e Células en cultivo

Una vez transcurridos los 21 dias, se elimind el medio y se lavaron con suero salino. Una vez
lavadas se afiadieron 500 mL de Trizol pipeteando repetidamente y se recogieron las células en
un tubo Eppendorf. A continuacién, se realizaron los mismos pasos que en el caso de la

extraccién de ARN de micromasas a partir del punto 3 (apartado micromasas).
2.2.2.2. Cuantificacidon y medidas de calidad del ARN

Se cuantificd y se realizaron medidas de calidad del ARN obtenido. Para ello se recogié de cada
una de las muestras 1 pL que se midid en un bio-espectofotdmetro para microgota y cubeta
(MySPEC Twin de VWR). De esta forma, se recogieron los datos de concentracién de ARN (en
ng/uL) y los valores de calidad, es decir la Absorbancia 260/230 que nos ofrece informacidn
sobre contaminacidn con alcoholes en la muestra y Absorbancia 260/280 que nos indica si la

muestra tiene contaminacién organica.
2.2.2.3. Sintesis ADN complementario

Para realizar la sintesis de ADN complementario (ADNc) utilizamos la SuperScript Vilo MasterMix
(Thermo Fisher). La cantidad de ARN utilizado fue de 500 ng. Los pasos seguidos fueron los que

aparecen a continuacion:

1. DNasa (Quiagen, IZASA): Allos 500 ng de ARN se afiadié 0,5 pL de buffer; 0,5 puL de DNasa
y agua de biologia molecular hasta 7 pL. Una vez hecha la mezcla se incubd en el
termociclador (AB Applied Biosystems) durante 30 minutos a 37°C.

2. EDTA: Una vez transcurrida media hora, se afiadieron 0,5 pL de EDTA a la mezcla, y se
incubd 10 minutos a 65°C.

3. VILO: Tras esos 10 minutos se afadieron 1,5 pL de la SuperScript Vilo MasterMix, y se

incubd 10 minutos a 25°C — 90 minutos a 42°C — 5 minutos a 85°C.

Una vez que las muestras salieron del dltimo ciclo del termociclador se guardaron a -20°C hasta

Su uso.
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2.2.2.4. PCR a tiempo real (gPCR)

Para observar la expresidn de los genes relacionados con la diferenciaciéon, se utilizaron los
primers y las sondas que vienen especificados en la tabla 6. Los primers fueron disefiados en la

plataforma de centro de disefio de ensayo de Roche Life Science.

Tabla 10. Informacion de los primers y sondas utilizados para amplificar los genes objeto de estudio.

Forward 5' ACC ATA AAG AGA AAA CGA GTG GA 3' 39
Reverse | 5 AAG TGA CGC CTT TCATGATACA 3' a1 FABP4 77 64
Forward 5' GAG GCA CTT TTC AAC CAG GA 3' <0

Reverse  5' CCT CTC TCT GCA ATC AGA CG 3' - LPL 60 61
Forward 5' CAATCT GTG TCA CTC ACT CCT GT 3' 48%

Reverse 5 GCTTCCTTT TGC AGT TCT GG 3' 0% IBSP 38 60
Forward 5 GACATT CCA GCA ACC CAATTA3' 43%

Reverse | 5' CGG CCA TCA TAT GAA CCT CT 3' 0% SPP1 78 62
Forward 5' AAT GAC ACC ACC CAG CAA AT 3' 45%

Reverse 5 GGG GCA CAG AAT TGA AAA GA 3' 45% RUNX2 36 36
Forward 5 CTT CTT TGT CAG CGG AGA GG 3' c5%

Reverse 5 TTC CACTCT CCCTTCTCG TG 3' s504 ACAN 9 60
Forward 5' CAA GGG TCA CAG AGG CTA CC3' 60%

Reverse 5 CTC TCC CTT CAC ACC TGG AG 3' 60% COL2A1 7 73
Forward 5 CCA ACG CCATCT TCA AGC 3' c6%

Reverse 5' GAG TGC ACC TCG TTC ATG C 3' S89% SOX9 63 70

Para cuantificar la expresidn génica, se siguid el método 222 (Livak y Schmittgen, 2001). Para
esto se necesitd un gen de referencia (housekeeping). Para poder determinar cudl era el mejor
gen de referencia se utilizé el algoritmo estadistico geNORM, utilizando el programa gbase*
(versidon 3.1). Los genes de referencia que se analizaron fueron el RPS5 (ribosomal protein S5),
B2M (beta-2-microglobulin), GAPDH (glyceraldehayde-3-phosphate dehydrogenase), HPRT
(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase), RPS19 (ribosomal protein S19) y RPL13A
(ribosomal protein L13a) (Brinkhof et al., 2006; Ayers et al., 2007; Peters et al., 2007). Los primers

y las sondas que se utilizaron aparecen en la tabla 7.
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Tabla 11. Informacién de los primers y sondas utilizados para realizar los analisis de los genes de referencia.

Forward | 5' AAG AAG GAT GAG CTG GAA CG 3' 50
RPS5 76 81

Reverse | 5' CCA AGG GCA GACAGG TTT AT 3' 50

Forward 5' ACC TTC TAT CTT CTG GTC CAC ACT 3' 46
B2M 15 73

Reverse | 5' CAT GCT TTA CACGGCAGCTA3' 50

Forward  5' GCT GGG GCT CACTTG AAA 3' 56
GAPDH 68 87

Reverse | 5' GTT CAC GCC CAT CACAAAC3' 53

Forward | 5' TCA GGA AAG AAC AGA AGT GATTGA 3' 38
HPRT 68 110

Reverse | 5' CAG AAC AAT ACCTTA AATGCTGTCA3' 36

Forward 5' GCT TGC TCC CTA CGA TGA GA 3' 55
RPS19 38 110

Reverse | 5' CCCCGTAGATCTTAGTCATGGA3' 50

Forward | 5' TTT TGG CGG ACA GTT AGA GG 3' 50
RPL13A 37 89

Reverse | 5' GGG ATC CCA TCA AACACCTT 3' 50

Para cada uno de los genes de referencia se recogieron los ciclos umbrales (cycle threshold, Ct)
que se transforman mediante el método 222 (tomando el valor de la muestra del Ct mas bajo
como valor de referencia) y se incluyeron en el programa gbase*, para poder utilizar el algoritmo
geNORM. Este programa devuelve un valor denominado M, que se define como la variacién a
pares media de un gen particular frente a todos los otros genes normalizados (Lépez, 2010). Este
gen debe ser menor que 1,5 y, en funcién del valor de M, se determind cudl era el gen mas
estable, y por lo tanto el mejor gen de referencia para cada uno de los experimentos. En este
caso los genes de referencia para cada una de las condiciones fueron: para las células
diferenciadas a adipogénesis los genes RPS5 y B2M; para las células diferenciadas a
condrogénesis RPL13A, HPRT y B2M; como ya se comentard mas adelante, en el caso de la

osteogénesis no fue posible realizar estos experimentos.

La PCR a tiempo real se llevd a cabo en un LightCycler® 480 Instrument, con LightCycler® 480

Probes Master y con sondas (Roche Diagnostics, S.L.). Las reacciones de PCR consistieron en:

- Pre-incubacién 10 minutos a 95°C

- Amplificacidn, constando de hasta 45 ciclos de los pasos:
Incubacién 10 segundos a 95°C
Extension 30 segundos a 60°C
Enfriamiento 1 segundo a 72°C

- Rampa final de enfriamiento de 20 segundos a 40°C
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Cada reaccion contenia 2 uL de ADNc, 5 uL de LightCycler® 480 Probes Master, 0,35 uL de primers

sentido y antisentido, y 0,2 uL de sonda en una concentracién de 200 nM.

Una vez obtenidos los datos de las Ct por el equipo LightCycler 480 Real Time PCR (Roche), con
la ayuda software gbase*y Graph Pad Prism 5.01, se obtuvieron los resultados de las diferencias
existentes entre las muestras diferenciadas y las muestras control, utilizando el test no

paramétrico de Mann-Whitney.

)
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Material y métodos

Evaluacion clinica del tratamiento



Todos los procedimientos de este proyecto, asi como las muestras y datos obtenidos, se
realizaron bajo la firma voluntaria por parte de los duefios de los animales de un consentimiento
informado (anexo...) (Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica). Al tratarse de un
estudio clinico veterinario, los animales que entraron a formar parte de él no han sido
estabulados en ningln centro, sino que se han mantenido con sus familias durante todo el afio
de estudio. En todos los casos se garantizé la confidencialidad de los datos identificativos, de
acuerdo con la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter

Personal.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto de Investigacién Biomédica de A
Corufia (INIBIC), érgano habilitado. El proyecto se ha realizado conforme al Real Decreto
53/2013 (RD53/2013), cubriendo el “Documento de evaluacidon de severidad”, en el que se

indica el criterio de punto final que se pondria en marcha de ser necesario.
1. Pacientes incluidos dentro del estudio

Dentro de esta tesis nos encontramos con tres grupos de perros. Uno de los grupos son los
perros a los que les realizamos el seguimiento y a los que les realizamos una inyeccién
intraarticular de CMEs derivadas de tejido adiposo, donado por diferentes clinicas veterinarias,
en las articulaciones que sufrian de la enfermedad de la OA al que llamamos grupo de inyeccién
intraarticular (Gl). Los datos del grupo de perros (n = 11) al que llamamos grupo control (GC) en
el que los perros fueron tratados con Meloxicam oral y el grupo de perros (n = 7) llamado grupo
analitica (GA) a los que se les realizd una infiltracién de CMEs derivadas de tejido adiposo,
cultivadas por la empresa Integral Vetter S.L., en diferentes clinicas veterinarias del ambito
geografico de Espafia fueron colaboraciones externas con este proyecto. A este grupo se les
realizd un analisis de sangre antes y después de la infiltracion de CMEs, llevado a cabo por la

empresa SEASLAB S.L.

2. Grupo inyeccidn intraarticular (Gl)

2.1.Criterios de inclusién/exclusién

El reclutamiento de estos perros se realizé siguiendo una serie de criterios de inclusidn/exclusion

(tabla 8).
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Tabla 12. Relacion de criterios de inclusién y exclusién seguidos durante la seleccién de pacientes para entrar a formar
parte del estudio.

o ) ) Presencia de una hemorragia intensa o trastorno
Consentimiento informado firmado o
trombético

Artrosis diagnosticada Haber sido transfundido en alguna ocasion

Tratamiento antineoplasicoen los 2 afios
Mayor de 12 meses de edad ] ]
anteriores a la entrada en el estudio

En tratamiento ambulatorio Neoplasia maligna pasada o actual
Si tratado con AINES, dosis estable desde 1
semana antes de la seleccion hasta que haya

Corticosteroides en un plazo de 4 semanas antes

o ) de la entrada en el estudio (intraarticulares,
completado la visita del primer mes de

estudio
Si es hembra, no cruzarse durante el periodo | Enfermedad infecciosa crénica o activa en curso

intramusculares o intravenosos)

de estudio que requiera un tratamiento sistémico
No subir mas de un 15% de su peso durante | Proceso médico no controlado concomitante de

el estudio importancia
Consentimiento por parte del propietario

. ) . Positividad conocida para Leishmaniosis
para realizar radiografias

Cualquier vacuna (de microorganismos vivos,

Mantenimiento del ritmo de vida atenuados o muertos) en las 8 semanas anteriores

a la visita basal (VBg)

Este reclutamiento se llevd a cabo en las instalaciones del Hospital Veterinario 4 de Octubre de

A Coruifia, en una visita a la que denominamos VBg (figura 16).

A estos perros se les realizé una analitica de sangre (ANEXO “Andlisis de sangre”), cuyos

pardmetros analizados aparecen recogidos en la tabla 9.

Tabla 13. Parametros de las analiticas recogidos de cada uno de los perros dentro del grupo Gl. V.C.M. (volumen corpuscular medio);
H.C.M. (hemoglobina corpuscular media); C.H.C.M. (concentracién de hemoglobina); R.D.W. (indice de distribucion de los hematies);
V.P.M. (volumen plaquetario medio); ALT (alanina aminotransferasa); AST (aspartato aminotransferasa).

- Hemties (mil/mm3) |- Leucocitos - Plaquetas - Glucosa(mg/dL) - Frotis sanguineo
- Hemoglobina (g/dL) (x103/mm3) (x103/mm3) |- Urea(mg/dL)
- Hematocrito (%) - Segmentados (%) |- V.P.M.(fL) - Creatinina (mg/dL)
- V.C.M. (fL) - Linfocitos (%) - Colesterol total (mg/dL)
- H.C.M. (pgr) - Monocitos (%) - Triglicéridos (mg/dL)
- CH.C.M. (g/dL) - Eosindfilos (%) - Proteinastotales (g/L)
- R.D.W. (%) - Basofilos (%) - Albumina (g/L)
- Reticulocitos (%) - Cayados (%) - Globulinas totales (g/L)
- ALT (UI/L)
- AST(UI/L)

- Creatina fosfoquinasa (Ul/L)
- Fosfatasaalcalina (UI/L)

- Bilirrubina total (mg/dL)

- Lipasa (UI/L)

- Amilasa (UI/L)

)
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2.2.Procedimiento seguido con los perros Gl

A los pacientes dentro del Gl se les realizé una infiltracién de CMEs en aquellas articulaciones
gue mostraban signos de OA. Una vez infiltradas, se realizaron una serie de visitas a lo largo de

12 meses (figura 16) en las cuales se realizaron diferentes pruebas.

VISITA BASAL VISITA1GI VISITA 2 GI VISITA 3 Gl

Gl VISITA 0 GI
Infiltracion 7 dias tras 30 dias tras 2 meses tras
Reclutamiento infiltracion infiltracion infiltracion

VISITA 4 Gl VISITA 5 GI VISITA 6 GI VISITA 7 GI

3 meses tras 6 meses tras 9 meses tras 12 meses tras
infiltracién infiltracién infiltracién infiltracién

Figura 33. Diferentes visitas a lo largo de un afio de evaluacion de las articulaciones de los perros seleccionados.

2.2.1. Visita basal Gl (VBg)

En esta visita se realizé el reclutamiento de los pacientes siguiendo los criterios de

inclusion/exclusion comentados en el apartado “criterios de inclusidon/exclusiéon”. Grupo
inyeccidn intraarticular (Gl). Segun los datos obtenidos después de revisar esos criterios, los

perros entraron o no a formar parte del Gl para continuar con el estudio.

También se llevd a cabo un analisis de las radiografias cedidas por los dueiios, para observar y
determinar cémo se encontraban las articulaciones. Para realizar la valoracién se siguieron los
parametros establecidos por la Escala Bioarth (Sdnchez-Carmona et al., 2006; https://be-

vet.com/servicios/escalabioarth), descrita en la introducciéon apartado “valoracion

radiografica”.

Ademas, se realizé una exploracién inicial, en la que se tomaron datos por parte del veterinario
(funcionalidad articular, movilidad articular y atrofia muscular) (ANEXO “Cuestionarios vy
consentimiento informado — Veterinarios”). Los duefios cubrieron un cuestionario en el que
contestaron a preguntas relacionadas con el comportamiento de su mascota en cuanto a
movilidad, ademas de cubrir una escala visual analédgica (EVA) en la que marcaban el dolor
aproximado que creian que su sufria su perro (ANEXO “Cuestionarios y consentimiento

informado — Duefios”).
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En esta visita, se les explicd mas en detalle a los duefios en qué consistiria el estudio, se les dio
un teléfono de contacto para cualquier duda que tuvieran y firmaron el consentimiento
informado (ANEXO “Cuestionarios y consentimiento informado — Consentimiento informado”)

para que sus mascotas pudieran entrar a formar parte del estudio.
2.2.2. Visita 0 Gl (VOg)

Se corresponde con la visita en la que se inyectaron las CMEs en las articulaciones a tratar, que

fueron cadera, codo o rodilla (figura 17).

cadera ]

rodilla

Figura 17. Articulaciones tratadas en este estudio.

Para la infiltracién las CMEs criopreservadas se descongelaron en placas de 150 cm? (Corning,
EEUU) y se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar el numero de células adecuado para infiltrar
en cada caso. En este estudio el nimero de células infiltradas por articulacién fue de 1 x 108

células por kg de peso del perro.

Una vez que los cultivos alcanzaron el crecimiento adecuado, se procedid a recoger las células
de las placas siguiendo el protocolo de subcultivo celular (apartado “obtencién y cultivo
celular”). Estas células se lavaron dos veces con suero salino centrifugdndolas a 250 xg durante
8 minutos. Tras estos lavados se introdujeron en un vial para ser transportadas al Hospital

Veterinario 4 de Octubre, instalacion en las que se realizaron las inyecciones intraarticulares.

Antes de inyectar las células, los viales se atemperaron para que estuviesen a una temperatura
lo mas cercana posible a la de la activacion celular (36-37°C). A continuacion, se disgregaron las
células, golpeando suavemente la base de los viales. Por ultimo, las células del vial se recogieron

con una aguja estéril (BD Bioscience 20G) de forma estéril y suave para evitar el lisado celular.

(o)}
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A los perros se les administré una sedacién profunda con dexmedetomidina (3ug/kg) vy
butorfanol (0,2 mg/kg) + meloxicam (0,2 mg/kg) para proceder a continuacidn con el proceso de

la infiltracion de las CMEs.

Una vez que los perros estuvieron sedados, se les rasurd y desinfecté la zona en la que se iba a
proceder a infiltrar las células, para asi evitar la posible contaminacién de la articulacién a tratar.
A continuacién, de forma estéril, se introdujo una aguja de calibre 20 G a 24 G (en funcidn del
tamanio del paciente) en la articulacion, conectada a una jeringa de 1 0 2 mLy se aspird el liquido
sinovial para comprobar la entrada de ésta en la articulacién. Tras realizar esto, se retird la
jeringa con cuidado, sin mover la aguja, y se conectd entonces la jeringa que se cargd
previamente en el proceso de preparacion de las células. Por ultimo, se inyectaron las células de

forma lenta dentro de la articulacién a tratar.

En el caso del codo, la infiltracion de las CMEs se realizé buscando la zona por palpacion. Para
ello el codo se situé semiflexionado. A continuacidn, la aguja se situé de forma paralela al
olecranon entre éste y la zona caudal del epicdndilo lateral. La aguja avanza en una trayectoria
distal y ligeramente medial hacia la fosa del olécranon. Se aspira levemente (para comprobar la
salida de liquido sinovial con una jeringa vacia) y a continuacion se administran las CMEs en esa

zona (figura 18).

Figura 18. Zona de infiltracién de las CMEs en codos.

En cuanto a la infiltracidén de la rodilla, ésta se situd semiflexionada, introduciendo la aguja en
el triangulo delimitado por la meseta tibial, el céndilo femoral y el ligamento rotuliano (figura
19). El resto del procedimiento es del mismo modo que en el codo (se aspira suavemente para

comprobar, al extraer liquido sinovial, que estamos dentro de la articulacion).
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Figura 19. Zona de administracion de CMEs en rodilla.
En la inyeccidn intraarticular de las caderas, se utilizé un ecégrafo. Con esta técnica se buscé el
acetdbulo articular de la cadera, y fue en esa zona donde se realizé la inyeccion de las CMEs

(Bergamino et al., 2015) (figura 20).

. Acetabulum

Fem Head

Figura 20. Imagen de ecografia para la inyeccién intraarticular de las CMEs en cadera. La flecha verde indica el lugar donde se
infiltraron las CMEs.

El pinchazo en la membrana sinovial puede dar lugar a un proceso inflamatorio leve y/o
molestias en dicha articulacién durante unos dias, por lo que, por ello, a todos los animales a los
que se les realizé la inyeccidn, se les receté el AINE meloxicam (0,1 mg/kg) durante 3 dias para
que los duefios se lo administraran en el caso de que observaran molestias/inflamacién de los

animales.
2.2.3. VisitalGl (Vi)

Se corresponde con una semana después de haber realizado la inyeccidn intraarticular de las

CMEs.

(o)}
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En esta visita el veterinario realizd una exploracién de las articulaciones tratadas con el fin de
determinar si existia algun tipo de inflamacién. A los perros también se les midid la fiebre, la
frecuencia cardiaca (FC) y la frecuencia respiratoria (FR). Los duefios cubrieron la EVA para

darnos una vision del dolor general que podian estar sufriendo los perros.
2.24. \Visitas 2,3,4,5y 6 Gl (V2g, V3a), V4a, V56 Y V6a)

Estas visitas se corresponden con: V2g, un mes después de realizar la inyeccidn intraarticular;
V3a, dos meses después de realizar la inyeccién intraarticular; V4g, tres meses después de
realizar la inyeccion intraarticular; V5g, seis meses después de realizar la inyeccidn intraarticular;

V6, 9 meses después de realizar la inyeccidn intraarticular.

En todas estas visitas se realizd la evaluacidn de las articulaciones por parte del veterinario
(funcionalidad articular, movilidad articular y atrofia muscular) (ANEXO “Cuestionarios y
consentimiento informado — Veterinarios”) y también se recogieron datos de la frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura (T2). Ademas, los duefios, al igual que en la visita
basal, cubrieron un cuestionario establecido (ANEXO “Cuestionarios y consentimiento
informado — Duefios”) para observar los cambios de comportamiento en cuanto al movimiento
que fueron sufriendo sus perros, y también cubrieron la EVA para determinar cudl era el grado

de dolor que pensaban que los perros sentian.
2.2.5. Visita7 Gl (V7a)

La V7 se corresponde con la ultima visita, 12 meses después de que los animales fueran tratados

con las CMEs.

En esta ultima visita, ademas de realizar la misma evaluacidn que en las 5 visitas anteriores, se
realizd una radiografia para poder comparar las posibles diferencias entre la radiografia valorada
antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un aifo después. Para realizar la valoracién de

estas radiografias se utilizd, al igual que en la VOg, la Escala Bioarth.

Tabla 14. Resumen de las técnicas realizas en cada una de las visitas a lo largo de los 12 meses de estudio.

Revisién criterios inclusién/exclusién

Radiografia

Analisis de sangre

Valoracién veterinaria de las articulaciones

Valoracién de los duefios
EVA
Infiltracion CMEs X
Revision inflamacion
FC,FRy T2 X X X X X X X

XX | x| X |x|Xx
>
X[ x| x| x| X
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w



3. Grupo control (GC)

En el caso del GC, estos datos pertenecen a un seguimiento que veterinario de una nigual a 11

perros a lo largo de seis meses tras tratarlos con el antiinflamatorio Meloxicam.
3.1.Poblacién perros GC

Dos de los 11 perros que entraron en este estudio fueron excluidos porque el Meloxicam no fue

suficiente para reducirles el dolor, con lo que se les cambié el tratamiento.

Los datos de razas, sexo, edad y peso de los 9 perros que continuaron dentro del estudio

aparecen recogidos en la tabla 11.

Tabla 15. Informacién demografica de los animales que entraron a formar parte del GC. M: Mestizo; GR: Golden Retriever; BF:
Bulldog Francés; CC: Chow-Chow; L: Labrador.

Edad (afios)

8,7+1,41 7-11

6(66,7) O
3(333) Q

Sexo

249+7,37 | 12,8-32,7

Peso (kg)

3(33,3) M
2(22,2) GR
Razas 1(11,1) BF
1(11,1) €C
2(22,2)L

El nimero de articulaciones evaluadas en este grupo fue igual a 15.
3.2.Procedimiento seguido con los perros GC

A los perros incluidos dentro del grupo GC se les administré mediante via oral Meloxicam,
medicamento utilizado de forma rutinaria en medicina veterinaria para tratar dolor en los
perros. EI Meloxicam se encuadra dentro de los AINEs cuya accion es inhibir las enzimas
ciclooxigenasas COX-1y COX-2. La dosis administrada de este AINE fue de 0,1 mg/kg a lo largo
de 15 dias, a algunos perros les dieron 2, e incluso, 3 dosis. Estos perros realizaron diversas
visitas a lo largo de 6 meses (figura 21) en las que se les evaluaron las articulaciones que

presentaban la dolencia de la OA.
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VISITA BASAL
GC VISITA 4 GC VISITA 5 GC

Antes del 3 meses 6 meses
tratamiento

Figura 34. Diferentes visitas a lo largo de seis meses de evaluacién de las articulaciones de los perros seleccionados.

3.2.1. Visita basal GC (VBac)

En la visita basal a estos perros se les realizd una evaluacién de la funcionalidad articular,
movilidad articular y atrofia muscular (ANEXO “Cuestionarios y consentimiento informado —
Veterinarios”) por parte del veterinario. Ademas, los duefios cubrieron la EVA para indicar el
dolor general que pensaban que sufria su mascota, asi como contestaron a una serie de
preguntas (ANEXO “Cuestionarios y consentimiento informado — Duefios”) que dieron una vision

del comportamiento de la mascota en casa.

Ademas, se realizo la valoracion de las radiografias de las articulaciones afectadas siguiendo el

mismo procedimiento descrito en el apartado “valoracién radiografica” al igual que en el grupo

Gl.
3.2.2. Visitas 2,4y 5 GC (V2sc, V4sc Y V5ac)

Una vez que se trataron los perros con el antiinflamatorio Meloxicam (una dosis de 0,1 mg/kg),
se realizaron varias visitas a lo largo de 6 meses para observar la evolucion del dolor de las
articulaciones que presentaban la enfermedad de la OA. Estas visitas se corresponden a: V2,
un mes; Vdec, tres meses; V5cc, seis meses. Para ello, y al igual que en la VBgc, el veterinario
evalud la funcionalidad articular, movilidad articular y atrofia muscular (ANEXO “Cuestionarios
y consentimiento informado — Veterinarios”). Los duefios también aportaron datos, como el

dolor general que parecia sentir sus perros mediante la EVA.

A todos los perros excepto dos se les tratd con una segunda dosis de Meloxicam a los dos meses
del primer tratamiento, al igual que en la V4gc, que se administré una tercera dosis en 8 de los

11 perros.

4. Grupo analitica (GA)

Este grupo esta conformado por 7 perros a los que se les realizaron analiticas de sangre antesy

después de ser tratados con CMEs autélogas o alogénicas (tabla 13).
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4.1.Poblacién perros GA

Los datos de razas, sexo, edad y peso de los 8 perros que se encuentran dentro del GA son los

gue aparecen en la tabla 12.

Tabla 16. Informacion demografica de los animales que entraron a formar parte del GA. M: Mestizo; P: Podenco; CC: Chow-Chow;
BC: Border Collie; GR: Golden Retriever; BB: Bollero de Berna; R: Rotweiller.

Edad (afios)

Sexo

Peso (kg)

Razas

4(s0) O
4(50) @

2(25) M
1(12,5)P
1(12,5) cC
1(12,5) BC
1(12,5) GR
1(12,5) BB
1(12,5) R

6,57+1,9

31,7+14,1

4.2.Procedimiento seguido con los perros GA

3-9

9,6 53

Dentro de este grupo los perros fueron tratados con CMEs autdlogas o alogénicas (tabla 13).

Para aquellos perros tratados con las CMEs alogénicas se utilizé el mismo donante. Las células

fueron preparadas por la empresa Integral Vetter y enviadas a las clinicas veterinarias a las que

pertenecian cada uno de los perros tratados.

Tabla 17. Datos sobre el tipo de CMEs que se infiltraron en los perros dentro del grupo GA (PA, perro analitica).

PAO1 Autdlogas
PA0O2 Alogénicas
PAO3 Alogénicas
PAO4 Alogénicas
PAOS Alogénicas
PAD6 Alogénicas
PAO7 Autdlogas
PAO8 Alogénicas

Las analiticas de sangre se llevaron a cabo en el laboratorio SEASLAB S.L. Estas analiticas se

realizaron antes y una semana después del tratamiento con CMEs.
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De las analiticas realizamos el analisis de la proteina C reactiva. Esta proteina, producida en el
higado como respuesta a la presencia de citoquinas proinflamatorias se utiliza, por lo tanto,
como marcador de inflamacion en varias enfermedades tanto en humanos, como la
arterosclerosis, o en perros, en enfermedades inmunomediadas (Nakamura et al., 2008; Castro
et al., 2018). Nosotros evaluamos si existian diferencias de esta proteina antes y después de la
inyeccion intraarticular de las CMEs tanto autélogas (del mismo paciente) como alogénicas (de

un paciente a otro).

Para cuantificar la proteina C reactiva, los sueros de las sangres de los perros se analizaron en el
laboratorio SEASLAB S.L., en el que utilizaron un método inmunoturbidimétrico. Para ello
mezclaron 180 plL de unas particulas de latex que contenian anticuerpos contra la proteina C
reactiva fijados covalentemente con 2 microlitros de muestra. Estas particulas se unen a la
proteina C reactiva formando inmunoagregados que aumentaban la turbidez del suero.
Inmediatamente después de haber afadido las particulas se realizé una primera medida de
absorbancia a 600 nm. A continuacién, se incubd la mezcla a 372C durante 5 minutos y se volvié
a realizar una lectura de la absorbancia a 600 nm. Por ultimo, se determina el aumento de la
absorbancia (segunda lectura menos la primera) y este aumento de absorbancia es proporcional
a la concentracién de proteina C reactiva (se calcula utilizando una curva de calibracion con los

calibradores que son aportados por el kit) (Acuvet Biotech, Espafia).

5. Analisis estadistico

5.1.Evaluacion de la evolucidn de los parametros veterinarios del Gl

Para conocer la evolucién que presentaron las articulaciones tratadas con CMEs a lo largo de los
12 meses, hemos realizado un andlisis descriptivo de cada uno de los pardmetros evaluados por

el veterinario (funcionalidad articular, movilidad articular y atrofia muscular).
5.1.1. Funcionalidad articular

Para la funcionalidad articular, el veterinario observé para cada una de las articulaciones las
siguientes variables obtenidas de la Escala Bioarth, cada una de ellas con cuatro categorias

(ANEXO “Cuestionarios y consentimiento informado — Veterinarios”):

1) Cambios de los apoyos en la estacion
* Apoyo normal
* Desplaza carga
* Apoya solo dedos

* No apoya
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2) Cambio de postura al levantarse
* Se levanta correctamente
* Modifica posicién
* Presenta muchas dificultades
* No se levanta
3) Cojera en frio
* No cojea
* Cojera leve
* Cojera intensa
* No apoya
4) Cojera en caliente (tras 10 minutos de marcha)
* No cojea
* Cojera leve
* Cojera intensa

* No apoya
El veterinario recogid dichas variables para cada articulacién evaluada en cada uno de los perros.

Una vez recolectados los datos, se realizd un andlisis descriptivo comparando el porcentaje de
articulaciones que mejoraron, se mantuvieron o empeoraron entre la VBg y las dema3s visitas
utilizando el programa SPSS (IBM SPSS Statistics v.24). Se calculé el cambio en cada visita
respecto a la visita basal (VB) como la diferencia entre el valor basal y el observado en la
correspondiente visita. Se consideré6 mejoria en aquellos casos con diferencia positiva,
empeoramiento en aquellos con diferencia negativa y, se considerd que se mantenia en los

casos con diferencia nula.
5.1.2. Movilidad articular

En el caso de la movilidad articular tenemos tres variables distintas, al igual que en el caso de la
funcionalidad, basadas en la Escala Bioart. La primera de ellas con cuatro categorias, mientras

que las otras dos con tres (ANEXO “Cuestionarios y consentimiento informado — Veterinarios”):

1) Movilidad articular manual pasiva
*Sin dolor ni crepitacion
* Dolor leve
* Dolor y/o crepitacion
* Dolor y/o crepitacion elevado

2) Limitacion movimiento flexion

(o)}
o



* Flexion total
* Ligera limitacidon
* Limitacidn severa
3) Limitacion movimiento extension
* Extensidn total
* Ligera limitaciéon

* Limitacion severa

El veterinario cubrié el cuestionario en el que se encontraban esas variables en funcién de lo

qgue observaba en la evaluacién de las articulaciones.

Una vez recolectados los datos, se realizé un andlisis descriptivo comparando el porcentaje de
articulaciones que mejoraron, se mantuvieron o empeoraron entre la VBg y las demas visitas
utilizando el programa SPSS, y siguiendo la metodologia descrita en el apartado “Funcionalidad

articular”.
5.1.3. Atrofia muscular

Para la atrofia muscular existen tres categorias (ANEXO “Cuestionarios y consentimiento

informado — Veterinarios”): no hay signos de atrofia; atrofia leve; atrofia severa.

El veterinario cubrid el cuestionario en el que se encontraban esas variables en funcién de lo

que observaba en la evaluacidn de las articulaciones.

Una vez recolectados los datos, se realizd un andlisis descriptivo comparando el porcentaje de
articulaciones que mejoraron, se mantuvieron o empeoraron entre la VBg y las demas visitas
utilizando el programa SPSS, y siguiendo la metodologia descrita en el apartado “Funcionalidad

articular”.
5.2.Evaluacion de la evolucidn de las variables observadas por los dueiios del Gl

Por un lado, los duefios cubrieron un cuestionario con preguntas que nos brindaron informacion
sobre posibles cambios en el comportamiento del perro (ANEXO “Cuestionarios vy
consentimiento informado — Duefios”). Para la redaccion del cuestionario nos basamos en la
Escala Bioarth y en otros estudios clinicos con perros que realizaban una evaluacién similar a la
que realizamos nosotros (Bennett et al., 2013; Tsai et al., 2014; Serrato, 2015). Una vez
obtenidos esos datos, pudimos realizar un anadlisis descriptivo en el que observamos si existia

una mejora en los cambios de comportamiento de los perros en sus casas comparando la VBg
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frente al resto de visitas siguiendo la metodologia descrita en el apartado “Funcionalidad

articular”.

Ademas de los cambios de comportamiento, los duefios nos ofrecieron informacién de si
observaban que su mascota tuviera mayor o menor dolor o se mantenia conforme pasaban las
visitas, para lo que utilizamos, como ya se ha descrito anteriormente, la EVA (ANEXO
“Cuestionarios y consentimiento informado — Duefios”). Para comparar los resultados recogidos
en la VBg con el resto de visitas, utilizamos la prueba de rangos con signo de Wilcoxon utilizando
el software SPSS, puesto que nos permite comparar una misma variable que cambia a lo largo

del tiempo.
5.3.Evaluacion del dolor del GC siguiendo los datos obtenidos de los duefios

En el caso del GC (aquellos perros tratados con el antiinflamatorio Meloxicam), nos cedieron los
datos del EVA que habian cubierto los duefios. Para comparar los resultados recogidos en la VBgc
con el resto de visitas, utilizamos la prueba de rangos con signo de Wilcoxon utilizando el
software SPSS, puesto que nos permite comparar una misma variable que cambia a lo largo del

tiempo.
5.4.Comparacion Gl vs. GC parametros veterinarios

Para realizar la comparativa entre los dos grupos de perros en primer lugar, calculamos en
porcentaje el numero de articulaciones clasificandolas en cada una de las articulaciones que
hemos tratados codo, cadera o rodilla, para observar si existian diferencias en cuanto a ese

pardmetro mediante una tabla cruzada con el programa SPSS.

A continuacidn, y también mediante el uso de tablas cruzadas, realizamos una comparacién del
porcentaje de articulaciones tratadas que mejoraban, se mantenian o empeoraban en la VB
frente a las visitas de 1 mes, 3 meses y 6 meses, del GC frente al Gl para cada una de las variables

seleccionadas.
5.5.Comparacién Gl vs. GC EVA

Para compara los valores de la EVA cubierta por los dueinos de los perros de los dos grupos, se
aplicé la prueba de Mann — Whitney con el SPSS. En primer lugar, calculamos la disminucién de
la EVA en comparacién con la VB en cada una de las visitas (V2, V4 y V5) para ambos gruposyy, a
continuacién, calculamos si existian diferencias significativas entre las disminuciones del Gl

frente al GC.
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Resultados

Obtencion y caracterizacion de las

celulas



1. Obtencion y cultivo de las células procedentes de tejido adiposo

Los cultivos celulares procedentes de diferentes donantes de grasa (n = 13 muestras) de este
estudio presentaron adherencia al plastico de cultivo y morfologia fibroblastica (figura 22), tras
los dos preplatings, gracias a los cuales se eliminaron los macréfagos presentes en el cultivo una
vez procesada la grasa. De estas 13 muestras de células, seleccionamos las cinco con las mejores

caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento (figura 22).

Figura 22. Células en cultivo en pase 1 (S1) seleccionadas para la infiltracién.

Estas cinco muestras de células tuvieron un crecimiento medio de So a S;igual a 6 £ 1,87 dias,
mientras que las otras 8 muestras de células no seleccionadas este crecimiento medio de Spa S;
fue igual a 8,87 + 3,85 dias. Ademas, la cantidad media de células obtenidas en las 5 muestras
seleccionadas en S; fue mayor que en las 8 muestras descartadas (18 + 14,3 millones de células

y 3,93 £ 1,38 millones de células, respectivamente).

2. Caracterizacion celular
2.1. Citometria

La media y desviacidn estandar de los marcadores tipicamente descritos como positivos para las
CMEs de las 13 muestras de células obtenidas fueron CD29 (92,16% + 11,6), CD44 (95,05% +
5,1), CD73 (26,98% * 21,39), CD90 (83,87% + 18,43) y CD105 (49,88% * 30,06) (figura 23). Para
los marcadores descritos como tipicamente negativos, los resultados obtenidos con nuestras
células fueron para el CD34 (2,09% + 2,32), CD45 (1,1% + 0,78) y MHC clase Il (0,47% + 0,38)
(figura 23). En la tabla... aparecen los valores de estos marcadores para las cinco muestras de
células seleccionadas para utilizar en las inyecciones intraarticulares, y también se puede

observar la comparacion de su representacion grafica en la figura 23.
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Figura 23. A) Representacion del porcentaje de expresion de los distintos marcadores de superficie de las células seleccionados en
todas las muestras seleccionadas para el estudio. B) Representacidn del porcentaje de expresion de los distintos marcadores de
superficie seleccionados de las células en las 5 muestras seleccionadas para ser infiltradas.

Para determinar si la media del porcentaje de positividad para cada uno de los marcadores no
tenia diferencias significativas entre las cinco muestras seleccionadas y las ocho restantes,

aplicamos la prueba de Mann — Whitney (tabla 14).

Tabla 18. Valores medios del porcentaje de positividad de los marcadores de superficie de las muestras no seleccionadas (8
muestras) y las seleccionadas (5 muestras). p-valor obtenido de la prueba Mann-Whitney.

CD29 89,33+ 13,52 97,14+ 1,42 0,089
CD34 2,65+2,7 1,2+1,3 0,241
cD44 93,66 * 6,03 97,27+2,1 0,143
cD45 0,96 £ 0,65 1,33+0,98 0,461
cD73 27,83 18,87 25,62+ 27,29 0,464
cD90 81,92 + 18,36 86,97 + 20,23 0,464
cD105 38,52 + 27,52 68,05 + 26,31 0,107
MHC Il 0,5+ 0,38 0,43 +0.43 0,658

Como se puede observar, ninguno de las medias de los porcentajes de positividad de los
marcadores presenta diferencias significativas entre las muestras seleccionadas (5 muestras) y

el resto (8 muestras).

Observando los datos obtenidos en cuanto a la caracterizacion fenotipica y de diferenciacion,
podemos determinar que las cinco muestras de células obtenidas de tejido adiposo presentan

caracteristicas de CMEs, por lo que de aqui en adelante las denominaremos de esta forma.
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2.2. Capacidad de diferenciacion

A las células que posteriormente serian infiltradas (n = 5 muestras distintas), se les indujo la
diferenciacion hacia tres linajes distintos: adipogénesis, osteogénesis y condrogénesis. Para
determinar si estas células presentaban esta capacidad se realizaron tinciones citoldgicas,

histoldgicas y expresion génica.
2.2.1. Adipogénesis
Tincidn citologica

La tincidn Oil Red O se caracteriza por evidenciar, de color rojo, la presencia de gotas lipidicas
dentro del citoplasma de las células que han sufrido diferenciacidn adipogénica. En las muestras
analizadas para esta tesis se observd que solamente una de ellas mostraba esta tincién en las
células estimuladas con medio de diferenciacién (figura 24 ). En algunos casos se pudo observar
un cambio morfolédgico con respecto al control (figura 24). En los cultivos control, los que no

fueron estimulados con medio de diferenciacidén adipogénica, se observé algo de tincidn basal.

Control Diferenciacion

Figura 24. Tincion Oil Red O de dos de las muestras celulares seleccionadas para la infiltracion. A) Se observa el cambio de morfologia
de las células y un pequefio aumento de la cantidad de gotas lipidicas en el citoplasma entre el control y la diferenciacién; B) Se
observa el aumento significativo de cantidad de gotas lipidicas entre el control y las células en diferenciacion. Todas las imagenes
estan a 20X aumentos.
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Expresidn génica

En cuanto a los genes que hemos analizado para determinar si se habia inducido la
diferenciacidn adipogénica en las células, se han observado diferencias significativas entre la
expresion de las células control (cultivadas en DMEM al 20% SBF) y las células cultivadas en
medio de induccidn a la adipogénesis. Asi, observamos que la media de las células inducidas a
adipogénesis para los dos genes analizados con respecto al control es mucho mayor: FABP4,
control 1,110 + 0,52/diferenciacién 171,6 + 318,8; LPL, control 4,356 + 6,330/diferenciacion
134,7 +110,6 (figura 25 Ay figura 25 B respectivamente). En ambos genes obtuvimos diferencias
significativas, siendo el p-valor para el FABP4 de 0,008 y para LPL de 0,008. Si observamos la
expresion génica relativa de cada una de las muestras con respecto al control, observamos que
todas las muestras analizadas alcanzan valores mayores que el control, destacando la muestra

GR2 para ambos genes (figura 26).
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Figura 25. A) Representacion de la media de expresidn génica de las células diferenciadas del gen FABP4 con respecto a la expresion
génica obtenida con las células cultivadas en medio DMEM 20% SBF (células control); B) Representacion de la media de expresion
génica de las células diferenciadas del gen LPL con respecto a la expresidn génica obtenida con las células cultivadas en medio DMEM
20% SBF. En las tablas se muestran los valores numéricos de la media de expresidn génica obtenidos, tanto para los controles como
para las diferenciaciones. * p-valor = 0,008
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Figura 26. A) Representacion de la expresidn génica relativa del gen FABP4 de cada una de las muestras con respecto al control; B)
Representacion de la expresion génica relativa de LPL de cada una de las muestras con respecto al control. En las tablas se muestran
los valores numéricos de expresion relativa obtenidos para cada una de las muestras.

Estos resultados nos indican que las cinco muestras seleccionadas tenian capacidad de

diferenciacidn hacia el linaje adipogénico.
2.2.2. Condrogénesis
Tinciones histoldgicas

A continuacién, se muestran unas imagenes representativas de cada una de las tinciones
realizadas a las cinco muestras utilizadas para la inyeccidn intraarticular. Todas las imagenes se

corresponden con una de las cinco muestras.
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Figura 27. Tinciéon Hematoxilina-Eosina de la micromasa control y diferenciada. Las flechas indican la capa exterior de la micromasa
con células con una morfologia mas aplanada que las células que se encuentran en el interior de la micromasa. Aumentos: imagenes
superiores 10X, imagenes inferiores 20X.

Figura 28. Tincidn Azul de Toluidina de la micromasa control y diferenciada. * zonas donde se acumulan los proteoglicanos que los
podemos observar de un color rojizo. Aumentos: imagenes superiores 10X, imagenes inferiores 20X.
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Figura 29. Tincién Safranina O de la micromasa control y diferenciada. * muestran las zonas donde se concentran los proteoglicanos
tefiidos de un color rojizo-anaranjado. Aumentos: imagenes superiores 10X, imagenes inferiores 20X.

Figura 30. Tincion Tricromico de Masson de la micromasas control y diferenciada. Las flechas indican la capa externa de la micromasa
con una tincién azul muy intensa que nos indica la presencia de colagenos. Aumentos: imagenes superiores 10X, imagenes inferiores
20X.
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Con la tincion de Hematoxilina-Eosina, podemos observar como cambia la morfologia de la
micromasa diferenciada, con respecto a la control. En la micromasa diferenciada se puede
observar que las células que se encuentran hacia los bordes tienen una morfologia mas aplanada
que las células que se encuentran en el interior (figura 27 flecha). Esto parece emular la
disposicion de las células dentro del cartilago hialino, en el cual, las células que se encuentran
dispuestas en la capa mas exterior del cartilago presentan una morfologia mas aplanada y en las
siguientes aparecen los condrocitos con una forma mas redondeada apreciandose las lagunas

(ver “Cartilago articular hialino”).

La tincién de Azul Toluidina nos evidencia la presencia de proteoglicanos, que se observan en un
tono rojizo. En la micromasa diferenciada, éstos parecen concentrarse en la parte interior de la
micromasa, mientras que, en la parte mas externa, donde las células se encuentran con una

forma mas aplanada, no se evidencia su presencia (figura 28 *).

En cuanto a la tincién Safranina O nos indica, al igual que en el caso del Azul Toluidina, la
presencia de proteoglicanos. En este caso se observa un tono rojizo-anaranjado también situado
mas en el centro de la micromasa que en la zona mas superficial, coincidiendo con la tincién de

Azul Alcian (figura 29 *).

Estas dos tinciones, Azul de Toluidina y Safranina O, nos evidencié la presencia de proteoglicanos
en el interior de la micromasa. Esto podria compararse con la zona Il del cartilago hialino, capa
que abarca entre un 40% y un 60% del cartilago, en la que se encuentra la mayor concentracidn

de proteoglicanos (“Cartilago articular hialino”).

Por ultimo, la tincién de Tricrdmico de Masson nos muestra una tincidn azula intensa en la parte
externa de la micromasa, evidenciando la presencia de colagenos (figura 30 flecha). Esto podria
coincidir con la lamina splendens, que es la capa mds externa del cartilago hialino y que esta

compuesta Unicamente de fibras de colageno.
Expresion génica

En cuanto a la expresion génica de los genes seleccionados para determinar si existe
diferenciacidon condrogénica, en uno de ellos, ACAN, se ha visto diferencia de expresién de las
muestras diferenciadas relativas al control en tres de las cinco muestras analizadas: GR2 2,448;
FAT3 12,028; FAT10 7,745 (figura 31). En cambio, SOX9 no se ha expresado, y COL2A sélo se
expreso en una de las muestras analizadas, FAT3, mostrando una expresidon génica relativa de

3,13 con respecto a su control (datos no mostrados).
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Figura 31. A) Representacién grafica de la media de expresion génica del gen ACAN de las células diferenciadas con respecto a la
expresion génica obtenida con las células cultivadas en medio DMEM 20% SBF (células control); B) Representacion grafica de la
expresion génica relativa de ACAN de cada una de las muestras con respecto al control. C) Datos numéricos de la media de la
expresion génica de ACAN obtenida en los controles y diferenciaciones con sus desviaciones estandar; D) Datos numéricos de la
expresion de ACAN para cada una de las muestras con respecto al control.

Observando estos datos, podemos decir que tres de nuestras muestras expresaron agrecano

cuando fueron sometidas a diferenciacién condrogénica.

Al ser muestras de donantes distintos se aprecia variabilidad en los datos, pero parece que FAT3
seria una de la muestra con mejores resultados en cuanto a la diferenciacion condrogénica

porque expresa mas agrecano y ademas colageno Il con respecto a su control.

2.2.3. Osteogénesis

Tras 7 dias en cultivo, en el cultivo celular de las células de los cinco donantes seleccionados que
se estimularon a diferenciaciéon osteogénica se observd que cuatro de ellas cambiaban su
morfologia y perdian adherencia al plastico de cultivo llevandolas a la muerte (figura 32 B). Sélo
en uno de los cultivos las células siguieron vivas y se pudo finalizar la diferenciacién y realizar la
tincién Rojo Alizarina (figura 32 A), en la que se observd la presencia de depdsitos calcicos
extracelulares, tipicos de los osteocitos, de un color rojo anaranjado intenso en aquellas células

estimuladas con medio de diferenciacién osteogénico.
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A)

Control Diferenciacion

Figura 32. Imagenes de diferenciacién osteogénica. A) Muestra que llegd a diferenciarse, a la izquierda el control sin estimulary a
la derecha las células estimuladas para la diferenciacion osteogénica; B) Células en cultivo muertas al utilizar el medio de
diferenciacion osteogénico (Aumentos: 20X).
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1. Poblacion perros Gi

Una vez realizado el andlisis de los criterios de inclusion/exclusiéon en todos los perros
presentados (n = 19) para entrar a formar parte de este estudio, nos quedamos conunan=9

perros. De estos 9 fueron 7 los que completaron todas las visitas repartidas a lo largo de 12

meses (figura 33).

Cribado
n=19

4

No acudié a la visita basal = 2
Ya tratado con CMEs =1
Edad muy avanzada=4
Otras enfermedades = 3

Dentro del estudio

n=9
] ! ]
Infiltracion cadera Infiltracién codo Infiltracion rodilla
n=4 n=4 n=1
Abandono del estudio =0 Abandono del estudio =0 Abandono del estudio =0

Muerte =0
Enfermedad diferente ala OA=0
Otros=0

Muerte =1
Enfermedad diferente alaOA =1
Otro=0

Muerte =0
Enfermedad diferente ala OA =0
Otro=0

v

Completaron el estudio
n=4

Completaron el estudio
n=2

Completaron el estudio
n=1

A 4

Numero de perros que completaron el estudio en total

n=7

Figura 33. Flujo del numero de perros a lo largo del estudio.

Los datos de raza, sexo, edad y peso de los 7 perros que completaron el estudio, ademas de la

evaluacién radiografica de la articulacion y el valor medio de EVA obtenido de los cuestionarios

realizados a los duefios aparecen recogidos en la tabla 15.

El nimero de articulaciones evaluadas en este grupo fue igual a 11.
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Tabla 19. Datos obtenidos en la visita basal (VB) tanto para el grupo de inyeccidn intraarticular (Gl), como para el grupo control

tratado con Meloxicam (GC).

Sexo, n (%) Macho 1(14,3) 6 (66,7)
Hembra 6 (85,7) 3(33,3)
Edad, afos Media (SD) 6,21 +2,41 8,7+1,41
Rango 3-10,5 7-11
Raza, n (%) Mestizo 2 (28,6) 3(33,3)
Golden Retriever 2(22,2)
Bulldog Francés 1(11,1)
Chow-Chow 1(11,1)
Labrador 2(22,2)
Pastor Aleman 3(42,9)
Pastor Belga 1(14,3)
Border Collie 1(14,3)
Peso, kg Media (SD) 31,25+ 8,54 | 249+ 7,37
Rango 16 -42,5 12,8 -32,7
Escala Bioarth, n articulaciones (% Sin artrosis 0 0
articulaciones) Artrosis leve 7 (46,7) 1(9,09)
Artrosis moderada 8(53,3) 8(72,7)
Artrosis severa 0 2(18,1)
EVA Media (SD) 5,29 + 2,06 6,11 + 1,05

En la VB también recogimos los datos del Gl de la evaluacion veterinaria y los cedidos por los
duefios (tablas 16 y 17), asi como conseguimos datos del GC sobre la evaluacién veterinaria
(tabla 16), con el fin de poder comparar estos datos con los obtenidos a lo largo de las diversas

visitas realizadas.

Tabla 20. Datos veterinarios de la visita basal (VB) para el grupo de inyeccién intraarticular tratado por nosotros (Gl) y para el grupo
control tratado con Meloxicam (GC).

Cambios en los apoyos 3(27,3) normal
n (%) 8(72,7) desplaza carga 9 (60) desplaza carga
6 (40) solo apoya dedos
Cambios de postura al 1(9,1) correctamente
levantarse n (%) 10 (90,9) modifica posicion | 10 (66,7) modifica posicion
5 (33,3) dificultad levantarse
FUNCIONALIDAD
Cojera en frio n (%) 1(9,1) no cojea
6 (54,5) cojeraleve
4 (36,4) cojeraintensa
Cojera en caliente n (%) 1(9,1) no cojea
8(72,7) cojeraleve 12 (80) cojera leve
2 (18,2) cojeraintensa 3(20) cojera intensa
Movilizacién articular 3(27,3) 9 (60)
manual pasiva n (%) 8(72,7) dolor elevado 5(33,3) dolor elevado
1(6,7) dolor inhabilitante
Limitacion flexion n (%) 9 (81,8) flexion total
MOVILIDAD ARTICULAR 1(9,1) ligera limitacion 13 (86,7) ligera limitacion
1(9,1) limitacion severa 2 (13,3) limitacion severa
Limitacién extensién n 5(33,3) extensién total
(%) 9 (81,8) ligera limitacién 10 (66,7) ligera limitacion
2 (18,2) limitacion severa
Atrofia muscular n (%) 2 (18,2) sin atrofia 9 (60) sin atrofia
ATROFIA MUSCUALR 8(72,7) atrofia leve 6 (40) atrofialeve
1(9,1) atrofia severa
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Tabla 21. Datos del grupo inyeccion intraarticular (Gl) obtenidos a partir de la informacién cedida por los duefios.

Ninguno Un poco Bastante Mucho Muchisimo

Grado dificultad
para subir escaleras 3(42,9) 1(14,3) 3(42,9)
n (%)
Grado dificultad
para bajar escaleras 1(14,3) 2(28,6) 2 (28,6) 2(28,6)
n (%)
Grado dificultad
para levantarse 1(14,3) 5(71,4) 1(14,3)
n (%)
Grado dificultad
para estar de pie 3(42,9) 2(28,6) 2(28,6)
n (%)
Grado dificultad
para estar sentado 2 (28,6) 4(57,1) 1(14,3)
n (%)
Grado dificultad
para andar en
terrenollano
n (%)
Resistenciaala
carreray juego 2(28,6) 3(42,9) 2(28,6)
n (%)
Resistencia a dar
saltos (40-50 cm) 3(42,9) 3(42,9) 1(14,3)
n (%)

2 (28,6) 3(42,9) 2(28,6)

2. Seguridad del tratamiento con CMEs alogénicas

2.1.Seguridad local

A aquellos perros a los que se les han infiltrado las CMEs en las articulaciones (Gl) que padecian
OA se le realizd una evaluacién de la inflamacién presente una semana después de haber
infiltrado con las células (V1a), palpando la zona (tabla 18 A). Ademds, también se recogieron
signos vitales como la temperatura, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria, para observar
si aparecian diferencias entre la VBg y la Vlg, Yy si los animales presentaban fiebre en la Vig,

uno de los signos que nos indicarian rechazo (tabla 18 B).
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Tabla 18. Datos de seguridad de la administracion de CMEs. A) Signos de inflamacion para cada uno de los siete perros dentro del
estudio; B) Signos vitales (temperatura, frecuencia cardiaca) de cada uno de los siete perros dentro del estudio en la VBGI (visita
basal) y V1GlI (visita 1 semana después de la infiltracion).

* paimes| s | evteimn oo s

P03 No No No
P04 No No No
P05 No No No
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P07 No No No
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Como se puede observar, solo uno de los siete perros mostraba una leve hinchazén y un dolor
leve al ser manipulada la articulacion tratada a los 7 dias tras el tratamiento con las CMEs, lo
cual nos indica que la inyeccién intraarticular de CMEs parece no producir una inflamacion
observable, mas que la producida por el pinchazo dentro de la cdpsula articular. Ademas, ningun

perro presento fiebre tras la infiltracion de las CMEs.
2.2. Seguridad sistémica

Con los perros del GA hemos podido determinar los valores de la proteina C reactiva en sangre
(siendo unos valores normales entre 0,1 y 6 mg/L). Para todos los perros tratados con células
alogénicas éstas procedieron del mismo donante. Hemos observado que la proteina C reactiva
aumentaba a valores anormales (PA02 12 mg/L; PA04 11 mg/L; PAO6 6,3 mg/L; PAO7 6,2 mg/L)
en el caso de aquellos perros que antes de infiltrar intraarticularmente las CMEs tenian valores
normales (PAO2 5,3 mg/L; PAO4 5,1 mg/L; PAO6 4,1 mg/L; PAO7 4,4 mg/L) (tabla 19). Por otro
lado, aquellos perros que presentaban unos valores de proteina C reactiva por encima de los
normales (PAO1 14 mg/L; PA0O3 13 mg/L; PAO8 72 mg/L), les bajé una semana después, incluso
en dos de los casos llegando a establecerse en valores normales (PA01 5,1 mg/L; PAO3 5,2 mg/L;

P08 13 mg/L) (tabla 19).
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Tabla 229. Datos de la proteina C reactiva antes y 1 semana después de la inyeccién intraarticular de CMEs en perros que padecian
OA. AUT: CMEs autdlogas; ALO: CMEs alogénicas.

PAO1 AUT 14 mg/L 5,1 mg/L
PAO2 ALO 5,3 mg/L 12 mg/L
PAO3 ALO 13 mg/L 5,2 mg/L
PAO4 ALO 5,1 mg/L 11 mg/L
PAO5 ALO 3 mg/L 12 mg/L
PAO6 ALO 4,1 mg/L 6,3 mg/L
PAO7 AUT 4,4 mg/L 6,2 mg/L
PAOS ALO 72 mg/L 13 mg/L

Como se puede observar, ocurre lo mismo tanto en los perros tratados con CMEs autdlogas (n

= 2) como en aquellos tratados con las CMEs alogénicas (n = 6) (tabla 19).
2.3.Seguridad general

De los 9 perros que entraron a formar parte del estudio 2 de ellos salieron tras haber sido

tratados con las CMEs.

Uno de esos dos perros que salié del estudio fallecid a causa de varios tumores en las mamas,
de los cuales ya habia sido operado anteriormente, y uno metastdsico en el pulmén (en los
informes veterinarios previos a ser incluido en el estudio no se habia indicado el que habia sido

operada de tumores con anterioridad).

El otro perro sdlo realizd las visitas correspondientes a los tres primeros meses tras la inyeccion

intraarticular debido a que se le detectd una insuficiencia renal crénica (IRC) (figura 33).
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3. Evaluacidn de las articulaciones tratadas con CMEs

3.1.Evaluacién radiolégica

La mayoria de las articulaciones tratadas se encuadraban dentro de una OA moderada segun la
escala Bioarth. Tras la aplicacién de las CMEs, solamente una de ellas pasé de OA moderada a

OA leve (figura 34 y tabla 20).

28 [ VB,
24 LY.

104 Sin OA

6- OA leve

Valores radiolégicos
—
'y
[]

4- OA Moderada
2+ OA Severa

Figura 34. Datos de los andlisis de las radiografias antes de la infiltracidn intraarticular con CMEs (VBa) y un afio después (V7a). Se
muestran los datos para cada una de las articulaciones tratadas. P: perro; Col: codo izquierdo; CoD: codo derecho; Cal: cadera
izquierda; CaD: cadera derecha; RI: rodilla izquierda.

Tabla 20. Numero y porcentaje de articulaciones distribuidas segun el nivel de OA que presentaban, segun la Escala Bioarth, antes
del tratamiento con CMEs (VB) y un afio después del tratamiento (V7).

Sin artrosis 0 0
Artrosis leve 1(9,1) | 2(18,2)
Artrosis moderada 8(72,7) | 8(72,7)
Artrosis severa 2(18,2) | 1(9,1)

En general, todas las articulaciones se mantuvieron a lo largo del aio de estudio a excepcidn de
un codo derecho (P03), una cadera derecha (P06) y una cadera izquierda (P07), los cuales
empeoraron un poco su puntuaciéon pero que contindan siendo valoradas como una OA

moderada (figura 34; ANEXO “Radiografias”).
3.2.Evaluacidn de la evolucion de los parametros veterinarios

El andlisis descriptivo de cada uno de los parametros evaluados (funcionalidad articular,
movilidad articular y atrofia muscular) nos mostraron si las articulaciones de los perros tratados
mejoraron, se mantuvieron o empeoraron en cada una de las visitas realizadas a lo largo del afio

de estudio.
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Como se puede observar en los graficos (figura 35), la mayoria de las articulaciones para todas
las variables estudiadas a lo largo de las visitas en comparacién con la VBg mejoraron o se

mantuvieron estables, mientras que el porcentaje de aquellas que empeoraron fue menor.
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Atrofia muscular GI -~ Mejoran
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Figura 35. Graficos en los que se puede apreciar la comparacién del porcentaje de articulaciones que mejoran, se mantienen o empeoran entre la visita basal (VBai) y el resto de visitas (visita 1 mes después de la
inyeccion de CMEs (V2a); visita 3 meses después de la inyeccién de CMEs (V4a); visita 6 meses después de la inyeccion de CMEs (V5ai); visita 12 meses después de la inyeccion de CMEs (V7a)) para cada una de los
parametros estudiados (funcionalidad articular, movilidad articular y atrofia muscular).
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Se puede observar también que son las variables relacionadas con la funcionalidad articular
(cambios de los apoyos en la estacion, cambios de postura al levantarse, cojera en frio y cojera
en caliente) las que presentan un mayor porcentaje de articulaciones que mejoran con respecto
al parametro de movilidad articular y atrofia muscular (figura 35; ANEXO “Tablas — Tabla 40”).
Un ejemplo de esto es en la V5¢ (seis meses después del tratamiento) frente a la VBg, los
porcentajes de mejora para cada una de las variables nombradas anteriormente son 36,4%,
45,5%, 54,5% y 45,5% respectivamente (ANEXO “Tablas — Tabla 40”). Para aquellas variables
relacionadas con la movilidad articular (movilidad articular manual pasiva, limitacion
movimiento de flexién y limitacién movimiento de extensién) los porcentajes son menores
(36,4%, 0%y 27,3% respectivamente) (ANEXO “Tablas — Tabla 40”). Esto nos indica que las CMEs
parecen estar teniendo un efecto sobre el dolor que sienten esos animales en la articulacién, es
decir, las CMEs pueden estar teniendo un efecto inmunomodulador, pues las articulaciones se
vuelven mas funcionales, observdandose un incremento en el porcentaje de articulaciones que

mejoran a lo largo de las visitas.
3.3.Evaluacién de la evolucion de las variables observadas por los dueiios

El dolor de los perros fue analizado gracias a que los duefios marcaron en una escala EVA cual
era la cantidad de dolor que pensaban que sufria su mascota. Como se puede observar en la
tabla, el dolor disminuyé a lo largo de las visitas a pesar de que las diferencias no sean
significativas (tabla 21). Concretamente la media de las puntuaciones de la EVA para todos los
perros en la VBg fue igual a 5,29 + 2,06, mientras que ya en la V2g bajé hasta situarse en 4,43 +
2,57, a los seis meses bajo a 4,29 £ 2,75 y al aiio después del tratamiento se volvid a situar en
4,43 + 2,28. Esto nos indica, que los duefios no detectaron los signos de dolor que detectaban
antes de que los perros recibieran el tratamiento con las CMEs, por lo que, al igual que en el
caso de las variables veterinarias, parece que estas células estdn ejerciendo un efecto

inmunomodulador en las articulaciones tratadas.

Tabla 21. Puntuacién media de la EVA en la VBa (antes de recibir el tratamiento con CMEs), la V2 (1 mes después de recibir el
tratamiento con CMEs), V5ai (6 meses después de recibir el tratamiento con CMEs) y V7q (1 afio después de recibir el tratamiento
con CMEs). * Prueba de rangos con signo de Wilcoxon.

5,29 +2,06 4,43 +2,57 4,29 +2,75 4,43 +2,28

0,131 0,141 0,173

Para observar los cambios de comportamiento de los perros, seleccionamos las preguntas del

cuestionario que cubrieron los duefios en cada visita que mas informacidon nos podrian aportar,
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y observamos cual era el porcentaje de perros que mejoraban, se mantenian o empeoraban en
cada una de ellas con respecto a la VBg (figura 36; ANEXO “Tablas — Tabla 43, 44 y 45”). Los
items seleccionados fueron: subir escaleras, bajar escaleras, levantarse, estar de pie, estar

sentado, andar por terreno llano, resistencia a correr y jugar, saltos de unos 40-50 cm.

A) V2 Gl VS VBg|
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Figura 36. Graficos en los que se muestran los porcentajes de perros que mejoraron, se mantuvieron o empeoraron en algunas de
las variables de las que obtuvimos informacién por parte de los duefios, evaluando asi los cambios de comportamiento de los perros
tratados en sus hogares. A) Grafica en la que se muestra el porcentaje de perros que mejoran, se mantienen o empeoran en la visita
de 1 mes después de la inyeccidn intraarticular (V2a) frente a la visita basal (VBa); B) Grafica en la que se muestra el porcentaje de
perros que mejoran, se mantienen o empeoran en la visita de 6 meses después de la inyeccidn intraarticular (V2a) frente a la visita
basal (VBa); C) Gréfica en la que se muestra el porcentaje de perros que mejoran, se mantienen o empeoran en la visita de 12 meses
después de la inyeccién intraarticular (V7a) frente a la visita basal (VBai).

Como se puede observar, en todas las visitas el porcentaje de perros se mantienen en su
comportamiento de antes de infiltrar las CMEs. Pero se puede observar también que existe un

aumento en el porcentaje de perros que mejoran su comportamiento en la V5¢ en todos los
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items seleccionados con respecto a las demas visitas. Esto concuerda con que el valor de la
media de la EVA de todos los perros también es menor en la V5¢. Teniendo en cuenta estos
resultados obtenidos de las observaciones de los duefios, podriamos indicar que, posiblemente,
para una mejora aun mayor de estos perros, seria necesario inyectar una segunda dosis de estas
células a los 6 meses, que es cuando se da el mayor porcentaje de perros que mejoran en

practicamente todas las variables con respecto a la VBa.

4. Comparativa de Gl vs. GC

4.1.Articulaciones tratadas

Como se puede observar en la tabla 22, el porcentaje de articulaciones de cadera y codo es
similar entre los dos grupos. La uUnica diferencia es que en el Gl tratamos una rodilla, mientras
que en el GC ninguna. Ademds, también se puede observar que el mayor numero de

articulaciones tratadas pertenecen a caderas (63,7% en Gl y 73,3% en GC) (tabla 22).

Tabla 22. Porcentaje de articulaciones, clasificadas por articulaciéon, en cada uno de los dos grupos, grupo de inyeccion intraarticular
de CMEs (Gl) y grupo control (GC).

Codo derecho 9,1 13,3
Codo izquierdo 18,2 13,3
Cadera derecha 36,4 40

Cadera izquierda 27,3 33,3
Rodilla izquierda 9,1 0

4.2.Valoracion veterinaria

Los datos obtenidos muestran que hay un mayor nimero de articulaciones tratadas con CMEs
(GI) que mejoran con respecto a aquellas de los perros tratados con meloxicam (GC). Esta mejora
se observa sobre todo en las variables “cambio de postura al levantarse” y “cojera en caliente”
respectivamente, pertenecientes al pardmetro funcionalidad articular, en las que para el GC los
porcentajes de mejora en la V4 (tres meses después del tratamiento) con respecto a la VB son
de 28,6 % en la “cambio de postura al levantarse” y 9,5 en la “cojera en caliente”, mientras que,
en el caso de Gl, el porcentaje de mejora en este caso es en “cambios de postura al levantarse”
del 45,5% al igual que para la “cojera en caliente” del 27,3% (figura 37; ANEXO “Tablas — Tabla
46”). Y esto continda ocurriendo en la comparacion de VB frente a V5 (seis meses después del
tratamiento), los valores para el GC de esas variables se mantienen en 13,3% y en el caso del Gl

se mantiene en un 45,5% (figura 37; ANEXO “Tablas — Tabla 46”).
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Los porcentajes de articulaciones que se mantienen son muy elevados con ambos tratamientos,
sobre todo en los perros del grupo GC, observandose variables en las que el 100% de las
articulaciones no mostraron cambios con respecto a la VB, como por ejemplo en las variables
“limitacién movimiento de flexion” y “atrofia muscular”, relacionadas con la movilidad articular,
mientras que en el grupo Gl, aunque también es un porcentaje elevado, en ningun caso llega al

100% de las articulaciones (figura 37; ANEXO “Tablas — Tabla 47”).

Por ultimo, el porcentaje de articulaciones que empeoran, es mucho menor que el de las que
mejoran o se mantienen en el caso de ambos tratamientos. La gran mayoria de las variables para
los perros tratados con Meloxicam nos muestran que los perros no empeoran, exceptuando la
variable “cojera en caliente” en la que en la VB frente a la V4 hay un 9,5% de articulaciones que
empeorany en la VB frente a la V5, un 13,3% (figura 37; ANEXO “Tablas — Tabla 48”). En el caso
del Gl si existe un porcentaje de articulaciones que empeoran, sobre todo en la V2 frente a la
VB en aquellas variables relacionadas con la funcionalidad, o en la V5 frente a la VB, en las

variables relacionadas con la movilidad articular (figura 37; ANEXO “Tablas — Tabla 48").

Estos resultados nos indican que las CMEs podrian tener un efecto similar o incluso mejor que el
AINE Meloxicam para tratar el dolor que sufren los perros que padecen OA. Ademas, esta mejoria se
observa con una sola dosis de CMEs, mientras que el AINE Meloxicam se administra durante 15 dias

seguidos y, ademas, en algunos casos, fue necesario repetir la dosis dos e incluso tres veces.
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Figura 37. Graficos que muestran la comparacion entre el grupo de perros que hemos tratado con CMEs (Gl) y el grupo de perros
tratados con Meloxicam (GC) para cada una de las variables evaluadas por el veterinario. Se muestra por separado el porcentaje de
articulaciones que mejoran, que se mantienen y que empeoran.

4.3.Valoracién EVA por parte de los duefios

Al igual que en el caso del Gl, el dolor de los perros del grupo GC fue analizado gracias a que los
duefios marcaron en una escala EVA cual era la cantidad de dolor que pensaban que sufria su
mascota. Como se puede observar en la tabla 23, y de forma similar a lo que ocurrié en el Gl, el dolor
disminuyd a lo largo de las visitas a pesar de que las diferencias no sean significativas (tabla 23).
Concretamente la media de las puntuaciones de la EVA para todos los perros en la VBgc fue igual a
6,11 £ 1,05, mientras que ya en la V2¢c bajé hasta situarse en 5,44 + 1,23. A los tres meses aumenté
un poco con respecto al mes, pasando a tener un valor igual a 5,56 + 1,13 y seis meses después del
tratamiento siguié situdndose en el mismo valor que después de tres meses con un valor de 5,56 +
1,13. Al tratarse de un AINE era de esperar que los duefios no detectaran los mismos signos de dolor

que detectaban antes del tratamiento, y estos datos nos lo cercioran.

Tabla 23. Puntuacion media de la EVA en la VBac (antes de recibir el tratamiento con Meloxicam), la V2sc (1 mes después de recibir
el tratamiento), Vdac (3 meses después de recibir el tratamiento) y V5ac (6 meses después de recibir el tratamiento). * Prueba de
rangos con signo de Wilcoxon.

6,11+ 1,05 5,44 +1,23 556+1,13 556+1,13

0,084 0,102 0,102

Comparando los datos del EVA del Gl con los del GC, observamos que no existen diferencias
significativas entre la disminucién de la EVA en relacién a la VB para cada una de las visitas entre el
grupo GC y el Gl, puesto que el test de Mann-Whitney nos muestra unos p-valores mayores a 0.05
(tabla 24). A pesar de que no existan diferencias significativas, se puede apreciar que la disminucion
del EVA en cada una de las visitas con respecto a la VB, es mayor en el caso del Gl, pero en ambos

casos los duefios notaron mejoria en sus perros.
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Tabla 24. Valores de disminucion en cada una de las visitas con respecto a la VB de cada uno de los dos grupos y las diferencias entre
los dos grupos. *Prueba de Mann-Whitney.

0,467 +0,91 | 0909+137 | 04+0,737 |0818+1,146| 0,4+0,737 [0,909 +1,513

En conjunto, comparando los datos veterinarios con los datos de las valoraciones realizadas por los
duefios, podemos decir que el AINE Meloxicam y el tratamiento con CMEs es similar en cuanto a que

mejoran la funcionalidad y dolor de las articulaciones de los perros que presentan OA.
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Esta tesis se ha centrado en evaluar si la aplicacidn intraarticular de CMEs de origen heterdlogo
en las articulaciones de perros que padecian de OA, tenia un efecto beneficioso en estos
animales, ademas de determinar la seguridad del procedimiento.
1. Obtencién y caracterizacion de las células extraidas de tejido adiposo

En la literatura existe poca informacidn acerca de las CMEs de perro y la informacion que se
encuentra no tiene mucha similitud entre articulos. Por ello, una gran parte del estudio estuvo
centrada en buscar los mejores pardmetros para poder determinar que las células que habiamos
obtenido de las muestras de tejido adiposo tenian caracteristicas similares a las establecidas
para las CMEs de humanos por la ISCT (Domenici et al., 2006).

1.1. Obtencidn de células
En la revision bibliografica previa a la experimentacidn llevada a cabo en esta tesis doctoral,
observamos una gran controversia en cuanto a los protocolos de aislamiento de CMEs derivadas
de tejido adiposo.
En el afio 2007, en uno de los primeros estudios sobre este tema, Black y colaboradores
indicaron, como su método de obtencidon de estas células, la realizacion de una digestiéon
guimica con una mezcla de colagenasa (sin indicar qué tipo) y hialuronidasa durante 50 minutos
y a una temperatura de 37°C (Black et al., 2007). En cambio, tres afos después, en el afio 2010,
Vieira y colaboradores expresaron que su método de obtencidon de las células a partir de tejido
adiposo constaba de una digestidon quimica con colagenasa (una vez mas sin indicar de qué tipo)
durante solamente 15 minutos (Vieira et al., 2010). Y esto son solo dos ejemplos, pero nos
encontramos con protocolos en los que indican que digieren el tejido adiposo overnight o
durante 3-4 horas a 37 °C con colagenasa tipo IA (Neupane et al., 2008; Guercio et al., 2013), o
utilizan colagenasa tipo Il al 0,1% durante 90 minutos (Villatoro et al., 2015) o, acercandonos
mas a la actualidad, digiriendo el tejido adiposo con colagenasa tipo | a 37°C durante 45 minutos
o 1 hora, pero sin indicar cual es la concentracién a la que utilizan la enzima (Teshima et al.,
2017; Zhan et al., 2019).
El protocolo que hemos puesto en practica en esta tesis es el que se lleva aplicando en la
empresa Integral Vetter S.L. desde el afio 2015, donde se realizaron diferentes estudios sobre
las células aisladas basandose en diferentes estudios (_). En concreto, como ya se ha
comentado en el apartado de material y métodos, se utilizé la colagenasa tipo | (Sigma-Aldrich)
en una concentracion de 0,4 mg/mL, dejandola actuar durante 30 minutos a 37°Cy a 200 U/min
de agitacion. Utilizamos la colagenasa tipo | porque estd indicada para la digestion de tejidos
como pulman, tejido adiposo o tejido adrenal, mientras que la colagenasa tipo Il estd indicada

para tejidos como el rifidn, hueso, tiroides, corazén o glandulas salivares, y la colagenasa IV estd
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recomendada para el aislamiento de los islotes de Langerhans

(https://www.sigmaaldrich.com/spain.html).

Con el protocolo que se ha llevado a cabo en esta tesis se obtuvieron células con una morfologia
similar a la de los fibroblastos, al igual que se observa en otros estudios que nos muestran
imagenes de cultivo de sus células (Neupane et al., 2008; Vieira et al., 2010; Guercio et al., 2013;
Villatoro et al., 2015; Zhan et al., 2019), siendo esta una de las premisas de la ISCT, con una
buena tasa de crecimiento (del SO a S1 una media de 6 + 1,87 dias y de S1 a S2 una media de
5,25 + 0.83 dias) y con un corto tiempo de digestion.
La existencia de un protocolo comun para el aislamiento de estas células habria hecho mas
sencillas el poder comparar nuestros resultados con los de los demas estudios publicados en
relacion a estas células.

1.2.Marcadores de superficie
Una de las condiciones para que unas células sean reconocidas como CMEs que establece la ISCT
en humanos, ademds de la morfologia fibroblastica y la adherencia al plastico de cultivo, es la
presencia de los marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105 y la ausencia de los marcadores
de superficie CD14, CD19, CD34, CD45 y HLA-DR (Dominici et al., 2006). Puesto que no existe
ningun panel de marcadores de superficie establecido para la especie canina, nos hemos
centrado en estos marcadores de superficie indicados para la caracterizacién de las células
mesenquimales humanas, incluyendo al panel alguno mas.
Para llevar a cabo el andlisis de estos marcadores a través de citometria de flujo se realizé una
busqueda bibliografica en la que se utilizaban anticuerpos especificos para la especie canina
(lvanovska et al., 2017; Teshima et al., 2017). A partir de lo que indicaban en los diferentes
estudios y lo que indicaban las casas comerciales, se fueron titulando los anticuerpos para asi
poder proceder a la caracterizacion de los marcadores de superficie de las células que fuimos
aislando a lo largo del trabajo.
Los datos que obtuvimos para los marcadores de superficie del CD29, CD34, CD44, CD45 y CD90,
son similares a los que nos podemos encontrar en la bibliografia (Takemitsu et al., 2012;
Ivanovska et al., 2017; Kriston-Pal et al., 2017; Teshima et al., 2017) con pocas variaciones (tabla
23).
En el caso del marcador CD73, los datos que se obtienen tanto en la bibliografia como en nuestro
propio estudio tienen una gran variabilidad. El dato que obtuvimos nosotros fue de 29,1 + 19,97.
En el caso de Ivanovska y colaboradores obtuvieron un resultado de 14 + 12,3 (lvanovska et al.,
2017) y en el estudio realizado por Russell y colaboradores, el resultado que obtuvieron fue de
63,2 + 5,7 (Russell et al.,, 2016), mientras que en Takemitsu y colaboradores el resultado

obtenido fue de 0.038 + 0,038. Este tltimo es uno de los pocos estudios con CMEs de perro en
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el que analizan en marcador CD105 por citometria de flujo y el resultado que obtuvieron fue
negativo 0,023 + 0,018 (Takemitsu et al., 2012), mientras que en nuestro trabajo hemos
obtenido un resultado positivo 46,55 + 27,56.

Las diferencias observadas en estos dos marcadores de superficie (CD73 y CD105) pueden ser
debidas a que los anticuerpos utilizados no son de la misma casa comercial como es el caso del
CD105 que en Takemitsu y colaboradores utilizan uno de la marca Bioss antibodies (no indican
el clon que utilizan), mientras que en nuestro estudio utilizamos uno de Abcam clon 8A1.
Podemos observar en la tabla 25 que Ivanovska y colaboradores utilizan el mismo anticuerpo
para el CD73 que nosotros, y obtuvimos un resultado muy similar, pero en el caso de Takemitsu
y colaboradores, que también utilizaron el mismo anticuerpo obtuvieron un resultado muy
diferente al nuestro. En este caso, no se podria justificar estas diferencias con el hecho de que
sea otro clon u otra casa comercial.

En el caso del CD105 quiza se puede deber al protocolo utilizado, pues la casa comercial te
indicaba la necesidad de aplicar un protocolo especial con este anticuerpo (explicado en

“citometria de flujo”) que Takemitsu y colaboradores no indican que hayan utilizado, y esto

puede ser por lo que no hayan obtenido resultados similares a los nuestros.

Tabla 25. Resultados obtenidos de los marcadores de superficie celular por citometria de flujo en este trabajo y resultados del
mismo andlisis en varios estudios con células derivadas de tejido adiposo de perro encontrados en bibliografia.

CD29 BioLegend TS2/16 92,16 £11,1
CD34 eBioscience 1H6 2,27 £2,24
CD44 BD Pharmigen IM7 94,85 + 5,05
CD45 Invitrogen YKIX716.13 1,13+£0,77
Esta tesis
CD73 Bioss antibodies Policlonal 29,1+19,97
CD90 Invitrogen YKIX337.217 86,6 £ 15,56
CD105 Abcam 8A1 46,55 + 27,56
MHC I LsBioLifeSpan Biosciences, Inc. CVS20 0,51+0,35
CD29 BioLegend - 97,85 + 0,94
CD34 R&D Systems - 0,25 + 0,06
Takemitsu CD44 eBioscience - 97,85+ 0,25
etal., CD45 Abcam - 0,24 +0,02
2012 cD73 Bioss antibodies - 0,038 + 0,038
CD90 BD Biosciences - 22,55+2,8
CD105 Bioss antibodies - 0,023 +£0,018
CD4 eBioscience YKIX302.9 48 + 3,5
CD8 AbD Serotec YCATES55.9 55,3+11,5
'::I‘fs:(';l‘;t D14 ThermoFisher TUK.4 7,1%2,9
CD29 ThermoFisher MEM-101A 81,8+12,2
CD34 AbD Serotec 1H6 18,6 +3,4
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CD44 AbD Serotec YKIX337.8.7 100£0
CD45 AbD Serotec YKIX716.13 1,5+0,3
CD73 ThermoFisher 7G2 63,2 +5,7
CD90 eBioscience YKIX337.217 99,6 +0,3
MHC | Kingfisher Biotech H5BA 97,6 +£1,8
MHC I AbD Serotec YKIX334.2 4,7+1,7
CD29 BioLegend TS2/16 99,5 +0,6
CD34 eBioscience 1H6 051
Ivanovska Cb44 eBioscience YKIX337.8.7 78 £17
etal., CD45 eBioscience YKIX716.13 0,25+0,5
2017 cD73 Bioss antibodies Policlonal 14+12,3
CD90 eBioscience YKIX337.217 89+6,7
MHC I eBioscience YKIX337.8 4,5+6,3
CD34 R&D Systems - 7
Plglis:to:i, CD45 eBioscience - 5
2017 Cb44 BioLegend - 99
CD90 eBioscience - 97
CD14 BD Pharmigen MS5E2 1,18 + 0,07
CD29 BioLegend TS2/16 98,18 +1,03
T'Zi':;;“a CD34 R&D Systems 1H6 0,71 0,07
2017' CD44 BioLegend IM7 99,48 £ 0,28
CD45 eBioscience YKIX716.13 1,02 £ 0,09
CD90 eBioscience YKIX337.217 94,03 £ 0,77

Si comparamos nuestros datos con los obtenidos en estudios de caracterizacién de CMEs
derivadas de tejido adiposo en humanos, observamos que los datos obtenidos son similares,
pero una vez mas con excepcion de los marcadores CD73 y CD105. En nuestro estudio hemos
obtenido resultados de positividad para estos dos marcadores (29,1 + 19,97 y 46,55 + 27,56
respectivamente), pero en el caso de las células humanas los resultados son mucho mas
positivos como por ejemplo en el caso de Baglioni y colaboradores en el que realizan una
comparacién de las CMEs obtenidas de grasa subcutdnea o visceral y en las que el CD73 mostrd
una positividad de 99,7 £ 0,2 en las derivadas de grasa subcutanea y 96,5 + 3,2 en las de grasa
visceral y, en el caso del CD105, 85,8 + 7,8 en las CMEs de grasa subcutaneay 93,3 £ 5,9 en las
de grasa visceral (Baglioni et al., 2009). Otro ejemplo en Heo y colaboradores en el que obtienen
un resultado de 90,9 + 0,3 para el CD73 y de 75,0 £ 14,1 en el caso del CD105 (Heo et al., 2016).
Observando los marcadores CD73 y CD105 en estudios de células caninas y en estudios de
células humanas, se ve la necesidad de establecer un perfil de marcadores especifico para la
especie canina, al igual que existe uno establecido para la especie humana. Esto ayudaria mucho
a los investigadores centrados en estudios con perros, y la caracterizacion de las células seria un

poco mas precisa de lo que es a dia de hoy. Esto facilitaria la comparacién entre estudios de los
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resultados obtenidos con el uso de las CMEs, aumentando asi también la reproducibilidad de los
estudios.

2. Diferenciacion a tres linajes distintos
En la bibliografia estd descrito que para decir que una célula es una CME, ademas de las
caracteristicas comentadas anteriormente, es necesario que tengan la capacidad de
diferenciacién a diferentes linajes celulares, y en concreto tres: adipogénico, osteogénico y
condrogénico (Domeneci et al., 2006), independientemente del tejido del que provengan.
Nosotros hemos estudiado la capacidad de diferenciacidon de nuestras muestras celulares a esos
tres linajes. Los resultados que obtuvimos no fueron los esperados, puesto que en la
diferenciacién osteogénica no pudimos realizar las técnicas de tinciones o qPCR puesto que el
numero de células que sobrevivieron tras la induccidn era demasiado bajo. Revisando la
literatura para obtener algo de informacidn de qué podria estar ocurriendo, una vez mas, vemos
las disparidades existentes en cuanto a la diferenciacién y, por otro lado, también las técnicas
de diferenciacion difieren mucho entre los diferentes estudios. En algunos casos se realizan
tinciones citoldgicas e histoldgicas (Bunnell et al., 2008; Teshima et al., 2017; Zhan et al., 2019),
mientras que, en un menor nimero de casos, se realizan tanto tinciones como pruebas de
expresion génica (Russell et al., 2016), como hemos realizado en nuestro estudio.
Sin embargo, en la literatura observamos que las CMEs derivadas de tejido adiposo si tienen la
capacidad de diferenciarse al linaje osteogénico, observado tanto por tinciones citoldgicas como
por expresion génica (Russel et al., 2016; Zhan et al., 2019). Por ello, esto nos llevé a pensar que
nuestras células podrian haber perdido la capacidad de diferenciacién osteogénica por haber
sido cripreservadas, pero existen evidencias de que la criopreservacién celular no provoca que
las CMEs pierdan su habilidad de diferenciacion (Martinello et al., 2011). Por tanto, esto nos
indica que pudo haber un problema con el medio de induccion utilizado en estos experimentos
o que la cantidad de células en cultivo fueran insuficientes para que se produjera la
diferenciacion osteogénica. No hemos podido realizar mas ensayos de diferenciacion
osteogénica por la limitaciéon de células criopreservadas, por lo que seria interesante para un
futuro investigar si cambiando algunos de los parametros utilizados las células derivadas de
tejido adiposo de perro efectivamente tienen la capacidad de diferenciacidon osteogénica.
Todas las diferencias descritas entre los diversos estudios que nos encontramos en la literatura,
una vez mas, hace que el caracterizar las CMEs caninas sea un trabajo muy tedioso debido a la
inexistencia de protocolos concreto. Es necesario llegar a un acuerdo, al igual que en su
momento se llegd para la caracterizacién de las células humanas puesto que, sin un consenso es
muy complicado llegar a determinar si las células que se obtienen de los tejidos de perro son o

no células mesenquimales estromales.
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1. Seguridad inyeccion intraarticular con CMEs

1.1.Seguridad local
En nuestro estudio realizamos, a los 7 dias de la inyeccidn intraarticular, una evaluacién del
estado de las articulaciones tratadas y de los signos vitales de los animales (temperatura,
frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria). Observamos que, salvo uno de los perros en el
gue alos 7 dias presentaba una leve inflamacién de la zona, ninguno de los otros perros presenté
inflamacidn. Ademads, ninguno de los perros presenté diferencias en la temperatura corporal a
los 7 dias del tratamiento. Estos datos nos indican que los perros de nuestro estudio no
presentaron rechazo de las células que utilizamos en la infiltracién intraarticular. Algunos
autores defienden que el uso de este tipo de células es seguro, como es el caso de Escalhdo y
colaboradores (Escalhdo et al., 2017) en el que tratan intraespinalmente a perros con problemas
cronicos de dafo en la espina dorsal con células mesenquimales alogénicas derivadas de tejido
adiposo. En este estudio analizaron marcadores de funcionalidad del higado y de los rifiones y
no observaron alteraciones después de una y dos semanas del tratamiento. Tampoco
observaron diferencias en los analisis de sangre que realizaron antes y después de la inyeccion
intraespinal de estas células. Otros autores que apoyan la seguridad de este tipo de tratamiento
que, trataron 22 articulaciones de perros que presentaban dolor y cojera debido a OA (de
moderada a severa) con CMEs neonatales (derivadas de los tejidos anexos neonatales que se
recogieron de cesareas) (Cabon et al, 2019). Observaron que solamente 5 de las 22
articulaciones tratadas presentaron inflamacién e incremento de la temperatura local el dia
después de la administracion de las células. También evaluaron los mismos sintomas seis meses
después, sin observar ningun tipo de evento adverso.
Estos dos estudios (Escalhdo et al., 2017; Cabon et al., 2019) son un ejemplo que apoya nuestros
resultados con respecto a la seguridad local del tratamiento con CMEs alogénicas.
Existe algun estudio que indica que el aparece rechazo si se realiza una segunda dosis del
tratamiento celular, como es el caso de Joswig y colaboradores (Joswig et al., 2017), en el que
observan que aquellos caballos a los que se les trata una segunda vez con CMEs alogénicas
derivadas de médula ésea, presentaban respuestas adversas como un elevado contaje de células
nucleadas en el liquido sinovial. En cambio, en el estudio realizado por Cabon y colaboradores
no observaron ningun tipo de rechazo cuando seis meses después inyectaron una segunda dosis
de CMEs intraarticular en algunas de las articulaciones (Cabon et al., 2019).

1.2.Seguridad sistémica
Ademas de observar la inflamacion y evaluar los signos vitales de los perros que entraron a
formar parte del estudio, se realizé un estudio paralelo, con otro grupo de perros (GA) en el que

evaluamos la concentracién de la proteina C reactiva en 5 perros a los que se trataron con CMEs
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de origen alogénico (todos con la misma muestra de células) y a 2 con CMEs autdlogas. Los
niveles normales de concentracion de proteina C reactiva en el suero de los perros se encuentra
entre los valores de 0,1 y 6 mg/L. El hecho de que nuestros datos con respecto a este parametro
variaran conforme si un perro presentaba valores fuera de los niveles normales la proteina C
reactiva o se encontraba dentro de los normales, nos ha hecho pensar que probablemente las
CMEs estén actuando en un caso (el primero de ellos) como células pro-inflamatorias, mientras
que en el otro (el segundo de ellos) parecen estar actuando como células antiinflamatorias. Esta
descrito que las CMEs tienen la capacidad de comportase de manera distinta dependiendo del
ambiente inflamatorio que se encuentren en el medio, es decir, pueden presentar un fenotipo
pro-inflamatorio cuando la concentracién de citoquinas pro-inflamatorias no es elevado, o un
fenotipo antiinflamatorio en aquellos casos en el aparece una alta concentracidn de citoquinas
pro-inflamatorias (Ren et al., 2011; Jiang y Xu, 2020) (figura 38). Las CMEs son capaces de
detectar sefales de peligro gracias a los receptores toll-like (Toll like receptor, TLR),
observandose que cuando se activa el TLR3 las CMEs presentan un fenotipo antiinflamatorio,
mientras que cuando se activan los TLR4, entonces las CMEs muestran un fenotipo pro-
inflamatorio (Jiang y Xu, 2020). Se ha observado que las CMEs tienen funciones pro-inflamatorias
en los inicios de la inflamacion a través del reclutamiento de los neutréfilos. Ademas, las CMEs
son capaces de activar las células T secretando diversas citoquinas como MIP-1 (proteina
inflamatoria macrofégica-1), CCL5 (C-C motivo ligando 5), CXCL9 o CXCL10 (C-X-C motivo ligando

9y 10 respectivamente) (Jiang y Xu, 2020).

TNF-a
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Equilibrio inmune
Figura 38. Fenotipos de las CMEs dependiendo del medio en el que se encuentren, con el fin de mantener un equilibrio inmune.
IFN-¥ (interferon-¥); IFNYR (receptor de IFN- ¥); IL-R1 (receptor de interleuquina 1); TLR (receptor toll-like); TNF-a (factor de necrosis
tumoral a); TNFaR (receptor del TNF-a). Imagen modificada de Jiang y Xu, 2020.
El hecho de que las CMEs puedan pasar al torrente sanguineo desde las articulaciones se

encuentra descrito en bibliografia como es el caso del estudio realizado por Wood y
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colaboradores, en el que observan que las CMEs marcadas con éxido de hierro se quedan en el
lugar donde se inyectaron hasta 4 semanas después del tratamiento (en este caso en rodillas de
perro) pero que un porcentaje de ellas se dispersan por el torrente sanguineo apareciendo en
otros drganos como el timo, en el estdmago o en el duodeno (Wood et al., 2012). Por ello, otro
de los motivos que barajamos para esta subida de la concentracion de proteina C reactiva, es
que las CMEs que hayan pasado al torrente circulatorio alcanzaran otros tejidos donde podrian
estar teniendo lugar otras interacciones no detectadas. Este es un tema poco estudiado, pero
es imprescindible conocer qué acciones pueden estar llevando a cabo las CMEs en esos otros
tejidos, para determinar que este tipo de terapia es totalmente seguro.

Por la falta de estudios relacionados con la proteina C reactiva en aquellos casos de OA en los
tratados con CMEs, deberia realizarse un estudio mds profundo para llegar a determinar por qué
ocurre esta variacidén de concentracién de esta proteina indicadora de inflamacién.

1.3.Seguridad general

De los 9 perros que entraron a formar parte del estudio, 2 de ellos salieron por dos causas
distintas. Uno de ellos murié a causa de varios tumores en las mamas y uno metastdsico de
pulmdn. Como se puede observar en la tabla... en los criterios de exclusién se incluye “neoplasia

III

maligna pasada o actual” pues, aunque se ha observado que estas células parecen tener un
efecto dual sobre las células tumorales es predominante la funcién de promover la propagacion
del tumor (Lin et al., 2019; Galland y Stamenkovic, 2019). Es por ello, que este perro no deberia
haber entrado a formar parte del estudio, pero en los informes veterinarios previos no se habia
indicado que este perro habia sido operado de tumores con anterioridad.

En cuanto al otro perro que salié del estudio, fue por desarrollar insuficiencia renal crénica, una
de las enfermedades que pueden ser tratadas con CMEs, por lo que no se ha relacionado con el
tratamiento.

2. Evaluacion clinica tras la aplicacion de las CME
2.1. Analisis radiolégico del GI

En esta tesis se ha realizado una valoracién radioldgica inicial (antes de realizar la infiltracién
intraarticular de las CMEs) y una al finalizar el estudio (un afo después del tratamiento)

siguiendo la escala Bioarth (Sd4nchez-Carmona et al, 2006; https://be-

vet.com/servicios/escalabioarth). Como se ha podido observar en los resultados, no existen

diferencias significativas entre las puntuaciones de la VBg y las de la V7, pero lo que si podemos
observar es que parece que a lo largo de ese afo tras el tratamiento con las CMEs las
articulaciones se mantuvieron sin empeorar, es decir, parece que la inyeccion de estas células

no empeoran la progresién de la OA.
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2.2.Evaluacion de la evolucion del Gl
Con los datos que hemos obtenido después de realizar el estudio de las articulaciones de los
perros con OA tratadas a lo largo de 1 afio, podemos determinar que parece que aquellas
variables relacionadas con la funcionalidad de la articulacién se han mantenido e incluso
mejorado en comparacién con las variables que se encuentran relacionadas con la movilidad
articular y la atrofia.
En el estudio realizado por Shah y colaboradores en el que utilizaron CMEs alogénicas derivadas
de tejido adiposo en una n igual a 203 perros que padecia OA, observando que después de 10
semanas del tratamiento sdélo el 12% de los perros no exhibieron cambios en los sintomas y sélo
uno empeord (Shah et al., 2018). La mayoria de los perros mejoraron su actividad y
funcionalidad, e incluso los duefios indicaron que observaban una mejora en el dolor que sentian
los animales. A pesar de que nuestro estudio tiene la limitacion de tener una n baja (n = 7 perros
y 11 articulaciones), los resultados que encuentran Shah y colaboradores son similares a los que
nosotros encontramos en nuestro estudio. Ademas, nosotros pudimos determinar que la mejora
apreciada continud al menos durante un afo.
En este estudio se observd que el dolor que sufrian los perros fue disminuyendo una vez
inyectadas las CMEs conforme pasaba el tiempo segun los datos que nos indicaron los duefios
cubriendo la escala EVA. Esta disminucién del dolor puede estar asociada al efecto
antiinflamatorio de las CMEs, puesto que existen estudios que demuestran que cuando estas
células se encuentran en un ambiente pro-inflamatorio son capaces de secretar factores
solubles inmunomoduladores como la IDO, la PGE,, TGF-8 o el HGF (Gao et al., 2016; Zachar et
al., 2016; Shi et al., 2018; Jian y Xu, 2020).

Si bien es cierto, los datos obtenidos por los duefios nos indican que el momento en el que
observaron una mayor mejora en sus perros fue a los 6 meses del tratamiento. En el caso de los
datos veterinarios se puede apreciar, entre la V5q y la V76, un ligero aumento de aquellas
articulaciones que empeoran en practicamente todas las variables analizadas. Esta observacion
nos puede dar pie a que sea necesaria una segunda dosis a los 6 meses después del tratamiento,
para asi mantener los efectos beneficiosos para las articulaciones de los perros.

El someter a los perros a una segunda dosis de CMEs alogénicas trae consigo las incégnitas de si
al inyectar intraarticularmente una segunda dosis de estas células el sistema inmune del animal
rechace o no las células. Existen algunos articulos en los que se indica que una segunda dosis de
CMEs alogénicas no provocan rechazo, como es el caso del estudio realizado por Ardanaz y
colaboradores, en el que observan si la aplicacion de dos dosis intraarticulares de CMEs

derivadas de médula désea en caballos producia rechazo observando que no existia una
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respuesta de hipersensibilidad al realizar la segunda inyeccién de estas células (Ardanaz et al.,
2016). Ademas, datos que obtenidos de veterinarios colaboradores de la empresa Integral
Vetter que trataron perros con dos o mas dosis de CMEs mostraron que ninguno de ellos mostré
signos de rechazo reflejados como aumento de la temperatura corporal, reaccién alérgica,
nauseas o vomitos, hipotension o inflamacion.

En esta tesis no hemos podido determinar si las células pudieron ejercer un papel regenerativo
dentro de la articulacion, puesto que no tuvimos la oportunidad de realizar una artroscopia
antes y después de la inyeccidn intraarticular. Este es un tema donde existe mucha controversia.
Hay diversos estudios que apoyan el hecho de que las CMEs si tienen un efecto regenerativo.
Dos ejemplos son los llevados a cabo por Harada y colaboradores y por Wang y colaboradores.
En ambos estudios utilizaron al conejo como animal modelo. Harada y colaboradores
observaron que al utilizar CMEs (en este caso derivadas de médula dsea y autdlogas) y ademas
afadir movimientos de separacién de 1,5 mm, la regeneracién de los defectos osteocondrales
que tenian los conejos, detectando colageno Il en el tejido cartilaginoso creado (Harada et al.,
2015). En el caso del estudio realizado por Wang y colaboradores utilizaron CMEs derivadas de
tejido adiposo humanas, que inyectaron intraarticularmente en un modelo de conejo de OA. Los
defectos de las articulaciones de los conejos tratados con CMEs humanas, mostraban un tejido
de reparacién cartilaginoso, de superficie lisa, con elevadas cantidades de proteoglicanos, un
buen grosor y ademads una buena expresién de colageno Il. También detectaron que las CMEs
se encontraban injertadas en el cartilago regenerado concluyendo que este tratamiento es

beneficioso y capaz de regenerar el tejido dafiado en la OA (Wang et al., 2015).

3. Comparativa GC vs. GI
Estos resultados nos dejan entrever que a la hora de elegir un tratamiento para los perros que
sufren dolor a causa de la OA, quiza es mejor un tratamiento con CMEs que un AINE que presenta
unos posibles efectos secundarios como pérdida de apetito, vomitos, diarrea, sangre en las
heces, apatia e insuficiencia renal (European Medicines Agency,

https://www.ema.europa.eu/en/documents/overview/metacam-epar-summary-

public_es.pdf). Ademas, los efectos que hemos visto son de animales a los que les han tenido
que repetir el tratamiento con Meloxicam dos o tres veces a lo largo de los seis meses de estudio,

lo que no ocurre con las CMEs, ya que solo se les han inyectado una vez.

Estos datos, apoyan el hecho de que la comparacién de la aplicacion de CMEs frente al uso de
AINEs para el tratamiento de la OA podria traer consigo mas beneficios, ademas de carecer de

efectos secundarios y ser seguras.
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Pero, también nos encontramos con limitaciones a la hora de utilizar las CMEs como
tratamiento. Una de estas desventajas es el coste econdmico de la infiltracion de CMEs, ya que
es mucho mayor que el coste de los AINEs. Ademds, como he comentado en apartados
anteriores, probablemente seria necesario realizar una segunda dosis después de seis meses
para que el efecto beneficioso se mantuviese mejor a lo largo del tiempo, por lo que seria un

coste a mayores.
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Conclusiones



Las conclusiones obtenidas después de haber realizado este trabajo de investigacion en
referencia a la caracterizacién de las células obtenidas de tejido adiposo de perros sanos son las

siguientes:

Conclusion 1. Las células aisladas presentan un perfil de marcadores de superficie analizados
mediante citometria de flujo que coincide con células mesenquimales estromales.

Conclusion 2. Las células aisladas presentan diferenciacién hacia el linaje adipogénico tanto por
expresion génica como por tincion citolégica. No presentaron diferenciacion hacia el linaje
osteogénico. Presentaron algunas caracteristicas relacionadas con la diferenciacién condrogénica
como el cambio de morfologia de las células de las micromasas, la tincién azul del Tricrémico de

Masson en la capa mas superficial de las micromasas, o la expresion del gen agrecano.

Las conclusiones derivadas del trabajo de investigacidn con respecto a la valoracién de la seguridad
y la evaluacién sintomatica y funcionalidad de las articulaciones tratadas, son las que aparecen a

continuacion:

Conclusion 3. El tratamiento con células mesenquimales estromales derivadas de tejido adiposo de
perros es una técnica segura, no presenta efectos adversos, de rechazo, infecciéon u otro tipo de
complicaciones.

Conclusion 4. La administracidn intraarticular de células mesenquimales estromales en perros que
presenta artrosis parece que tiene un efecto de mantenimiento de la enfermedad, sin que esas
articulaciones lleguen a empeorar un afio después de ser tratados. El tratamiento con células
mesenquimales estromales parece tener un efecto analgésico similar al observado en perros

tratados con el antiinflamatorio no esteroideo Meloxicam.
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VETERINARIOS
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CUESTIONARIO ANALISIS FUNCIONAL PARA CADERA

LIMITACION FUNCIONAL

1. Cambios en los apoyos en la estacion (extremidad posterior)
D El perro apoya normal en la estacion
D Desplaza la carga a un lado
D Apoya solo los dedos

D No apoya

2. Cambio de postura al levantarse
D El perro se levanta correctamente
D Modifica la posicion al levantarse
D Presenta muchas dificultades al levantarse

D No se levanta

3. Cojeraen frio
D No cojea al iniciar el andar

D Cojea inicialmente pero desaparece durante los primeros 10 minutos de
marcha

D Cojea inicialmente pero desaparece tras 10-20 minutos de marcha

] La cojera no desaparece

4. Grado de cojera durante la marcha (tras mas de 10 minutos de marcha)
D No cojea
D Cojera leve
D Cojeraintensa
D No apoya la extremidad afectada

MOVILIDAD ARTICULAR

5. La movilizacién articular manual pasiva en la cadera es

D Libre de dolor y crepitacion
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D Se produce dolor leve en los Ultimos grados de flexidn y extension
D Se produce dolor y/o crepitacién durante el recorrido

D No se puede realizar debido al elevado dolor y/o crepitacion

6. ROM (Rango de movimiento)- Limitacién de movimiento en flexidn, el grado de flexion
de la cadera es...

[ ] Flexién total 50-60°
D Ligera limitacién < 80°

D Limitacidon severa > 80°

7. ROM- Limitacién de movimiento en extension, el grado de extension de la cadera es...
[ ] Extension total 160-170°
[ ] Ligera limitacion 150-160°
D Limitacion severa < 150°

ATROFIA MUSCULAR

8. Atrofia muscular
D No hay signos de atrofia muscular
D Atrofia leve

D Atrofia severa
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VETERINARIOS
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CUESTIONARIO ANALISIS FUNCIONAL PARA CODO

LIMITACION FUNCIONAL

9. Cambios en los apoyos en la estacion (extremidad anterior)
D El perro apoya normal en la estacion
D Desplaza la carga a un lado
D Apoya solo los dedos

D No apoya
10. Cambio de postura al levantarse

D El perro se levanta correctamente
D Modifica la posicion al levantarse
D Presenta muchas dificultades al levantarse

D No se levanta
11. Cojera en frio

D No cojea al iniciar el andar
D Cojea inicialmente pero desaparece durante los primeros 10 minutos de marcha
D Cojea inicialmente pero desaparece tras 10-20 minutos de marcha

D La cojera no desaparece
12. Grado de cojera durante la marcha (tras mas de 10 minutos de marcha)

D No cojea
D Cojera leve
D Cojeraintensa

D No apoya la extremidad afectada

MOVILIDAD ARTICULAR

13. La mouvilizacién articular manual pasiva en el codo es
D Libre de dolor y crepitacion
D Se produce dolor leve en los Ultimos grados de flexidn y extension

D Se produce dolor y/o crepitacién durante el recorrido
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D No se puede realizar debido al elevado dolor y/o crepitacion

14. ROM (Rango de movimiento)- Limitacién de movimiento en flexion, el grado de flexién
del codo es...

L] Flexion total 20°- 50°
D Ligera limitacién < 60°

D Limitacion severa > 60°
15. ROM-Limitacion de movimiento en extensidn, el grado de extension del codo es...

L] Extensién total 160°-170°
D Ligera limitacion > 150°

D Limitacién severa < 150°

ATROFIA MUSCULAR

16. Atrofia muscular
D No hay signos de atrofia muscular
D Atrofia muscular leve

D Atrofia severa
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VETERINARIOS
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CUESTIONARIO ANALISIS FUNCIONAL PARA RODILLA

LIMITACION FUNCIONAL

17. Cambios en los apoyos en la estacion (extremidad posterior)
D El perro apoya normal en la estacion
D Desplaza la carga a un lado
D Apoya solo los dedos

D No apoya

18. Cambio de postura al levantarse
D El perro se levanta correctamente
D Modifica la posicion al levantarse
D Presenta muchas dificultades al levantarse

D No se levanta

19. Cojera en frio
D No cojea al iniciar el andar
D Cojea inicialmente pero desaparece durante los primeros 10 minutos de marcha
D Cojea inicialmente pero desaparece tras 10-20 minutos de marcha

] La cojera no desaparece

20. Grado de cojera durante la marcha (tras mas de 10 minutos de marcha)
D No cojea
D Cojera leve
D Cojeraintensa

D No apoya la extremidad afectada

MOVILIDAD ARTICULAR

21. La movilizacidn articular manual pasiva en la rodilla es

D Libre de dolor y crepitacion
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D Se produce dolor leve en los Ultimos grados de flexidn y extension
D Se produce dolor y/o crepitacién durante el recorrido

D No se puede realizar debido al elevado dolor y/o crepitacion

22. ROM (Rango de movimiento)- Limitacidn de movimiento en flexidn, el grado de flexién
de la rodilla es...

[ ] Flexién total 40°- 50°
D Ligera limitacién < 70°

D Limitacidon severa > 70°

23. ROM-Limitacion de movimiento en extensidn, el grado de extension de la rodilla es...
[ ] Extension total 160°-170°
D Ligera limitacion > 150°

D Limitacién severa < 150°

ATROFIA MUSCULAR

24. Atrofia muscular
D No hay signos de atrofia muscular
D Atrofia muscular leve

D Atrofia severa
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DUENOS
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CUESTIONARIO EVALUACION DOLOR MASCOTA

Nota que su mascota se queje...

1=Nada 2=Unpoco 3=Bastante 4=Mucho 5 =Muchisimo

Al andar por un terreno llano 1 2 3 4 5
Al subir o bajar escaleras 1 2 3 4 5
Al estar sentada o tumbada 1 2 3 4 5
Al estar de pie 1 2 3 4 5

Grado de dificultad a...

1=Ninguna 2=Unpoco 3=Bastante 4=Mucha 5=Muchisima

Subir escaleras 1 2 3 4 5
Bajar escaleras 1 2 3 4 5
Levantarse después de estar sentada 1 2 3 4 5
Estar de pie 1 2 3 4 5
Andar por un terreno llano 1 2 3 4 5
Entrar y salir de un coche 1 2 3 4 5
Estar sentado 1 2 3 4 5

1. Resistencia a andar durante el paseo
D Puede caminar largas distancias sin problema
D Durante el paseo se detiene a menudo
D Puede dar sélo paseos muy breves (menos de 10 minutos)

D No quiere ir de paseo

2. Resistencia a la carreray al juego
D Puede correr y jugar sin dificultad
D Corre y juega con ligeras dificultades

D Corre y juega con mucha dificultad y se cansa rapidamente
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D No corre ni juega bajo ningln estimulo

3. Bajar escaleras
D Baja largos tramos de escaleras sin dificultad

D Baja bien tramos cortos pero muestra dificultad en tramos de 16 escalones o
mas

D Baja con dificultad tramos de 1 a 3 escalones o incluso bordillos

D Se resiste a bajar cualquier escalén

4. Limitaciones de pequefios saltos (40 -50 cm)
D Baja sin problemas del sofa o del coche
D Baja con dificultad del sofa o del coche

D No baja del sofa o del coche

EN GENERAL, {COMO PUNTUARIA EL DOLOR DE SU MASCOTA EN EL DiA A DIA?

]

=
oo



CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre y Apellidos del Propietario: ... irivrie st st e e aes s e e ebeseesreneas
[N\ oT g oY ol 0 ¥ Y olo] = AU
Nombre y Apellidos de quién ha iNformMado: ... e st

D Acepto de forma voluntaria que mi mascota participe en el estudio: “Estudio clinico para

el uso alogénico de células madre mesenquimales expandidas de tejido adiposo en

perros con artrosis”

D He leido la Hoja de Informacién al Paciente, comprendo los riesgos y los beneficios que
comporta, que el que mi mascota participe es voluntario y que la puedo retirar o solicitar

que retiren sus datos siempre que quiera

D Comprendo que la participacion de mi mascota en el estudio consiste en: asistir a las

visitas programadas y seguir las pautas indicadas por los veterinarios

D Comprendo que mi mascota recibird un beneficio directo por la participacidén en este
estudio y que no recibiré ningln beneficio econémico en el futuro en caso de que se

desarrolle un nuevo tratamiento

D Comprendo que la informacién del estudio sera confidencial y que ninguna persona no

autorizada tendra acceso a los datos o a las muestras

D Sé cdmo ponerme en contacto con los investigadores si lo necesito

FIRMA PROPIETARIO FIRMA DE QUIEN HA INFORMADO

Fecha (dia/mes/afio):

Puede contactar con los investigadores del estudio llamando al teléfono.
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ANEXO

Analisis de sangre
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Tabla 26. Resultados analitica de sangre perro PO3 antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un afio después.

PO3

Antes infiltracion

12 meses tras

Valores normales

infiltracion
HEMATOLOGIA
SERIE ROJA
Hematies 7,56 mill/mm3 6,72 mill/mm3 5,5 - 8,5 mill/mm3
Hemoglobina 16,8 g/dL 15,5 g/dL 12-18 g/dL
Hematocrito 51,5% 44,1 % 37-55%
V.C.M. 68,1 fL 65,6 fL 60-77 fL
H.C.M. 22,2 pgr 23,1 pgr 19,5 - 24,5 pgr
C.H.C.M. 32,6 g/dL 35,1 g/dL 30-36 g/dL
R.D.W. 16.6 % 15 % 13-19%
Reticulocitos 0,2% 0,47 % 0-1,5%
SERIE BLANCA
Leucocitos 10,38 x103/mm? 9,74 x103/mm3 6 - 17 x103/mm3
Segmentados 75,2 % 73,4 % 60-77 %
Linfocitos 16,7 % 15,2 % 15-35%
Monocitos 4,1% 7% 2-7%
Eosinodfilos 2,3% 4% 2-7%
Basofilos 0,6 % 0,1% 0-1%
Cayados 1,1% 0,3% 0-3%
SERIE PLAQUELAR
Plaquetas 127 x103/mm3 208 x103/mm? 120 -500 x103/mm3
V.P.M. 8,9 fL 12,8 fL 8-14fL

Frotis sanguineo

Frotis normal

Frotis normal

BIOQUIMICA
Glucosa 63 mg/dL 98 mg/dL 60 - 120 mg/dL
Urea 33 mg/dL 37 mg/dL 10 - 70 mg/dL
Creatinina 0,8 mg/dL 0,78 mg/dL 0,4 -1,5 mg/dL
Colesterol total 247,7 mg/dL 232 mg/dL 100 - 280 mg/dL
Triglicéridos 44,1 mg/dL 38 mg/dL 20 - 200 mg/dL
Proteinas totales 72,1g/L 71 g/L 55-75g/L
Albumina 32,30 g/L 29,75 g/L 23-45g/L
Globulinas totales 39,80 g/L 41,25 g/L 22-42¢g/L
ALT (GPT) 31 Ul/L 28 Ul/L 10 - 80 UI/L
AST (GOT) 41,5 Ul/L 30 UI/L 10-70 UI/L
Fosfatasa alcalina 11 Ul/L 15 Ul/L 10 - 180 UI/L
Bilirrubina total 0,04 mg/dL <0,1 mg/dL 0-0,6 mg/dL
Lipasa 11 U/L 11 U/L 10 - 240 U/L
Amilasa 633 UI/L 571 UI/L 290 - 1400 UI/L
Creatina fosfoquinasa 227 UI/L 137 Ul/L 30- 460 UI/L
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Tabla 23. Resultados analitica de sangre perro P04 antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un afio después.

P04

Antes infiltracion

12 meses tras

Valores normales

infiltracion
HEMATOLOGIA
SERIE ROJA
Hematies 6,73 mill/mm?3 6,48 mill/mm?3 5,5 - 8,5 mill/mm3
Hemoglobina 15,6 g/dL 15,3 g/dL 12 - 18 g/dL
Hematocrito 43,2 % 43,8 % 37-55%
V.C.M. 64.2 fL 67,6 fL 60-77fL
H.C.M. 23,2 pgr 23,6 pgr 19,5 - 24,5 pgr
C.H.C.M. 36,1 g/dL 34,9 g/dL 30-36 g/dL
R.D.W. 13,4 % 12,7 % 13-19%
Reticulocitos 0,19% 0,24 % 0-1,5%
SERIE BLANCA
Leucocitos 6,57 x103/mm? 4,5 x103/mm? 6 - 17 x103/mm3
Segmentados 71,1 % 48 % 60-77 %
Linfocitos 17,3 % 40,1 % 15-35%
Monocitos 4,1% 5,7% 2-7%
Eosinofilos 52% 4,6 % 2-7%
Basofilos 0,2% 0% 0-1%
Cayados 2,1% 1,6 % 0-3%
SERIE PLAQUELAR
Plaquetas 176 x103/mm3 244 x103/mm3 120 -500 x103/mm3
V.P.M. 10,3 fL 9,5 fL 8-14fL

Frotis sanguineo

Frotis normal

Leucopenia con
neutropenia

BIOQUIMICA
Glucosa 84 mg/dL 80 mg/dL 60 - 120 mg/dL
Urea 19 mg/dL 35 mg/dL 10 - 70 mg/dL
Creatinina 1,1 mg/dL 1,02 mg/dL 0,4 -1,5 mg/dL
Colesterol total 282 mg/dL 412 mg/dL 100 - 280 mg/dL
Triglicéridos 58 mg/dL 114 mg/dL 20 - 200 mg/dL
Proteinas totales 65,7 g/L 67 g/L 55-75g/L
Albumina 32,73 g/L 31,45 g/L 23-45g/L
Globulinas totales 32,97 g/L 35,55 g/L 22-42¢g/L
ALT (GPT) 33 Ul/L 113 Ul/L 10 - 80 UI/L
AST (GOT) 35,3 UI/L 33 UI/L 10- 70 UI/L
Fosfatasa alcalina 29 Ul/L 32 Ul/L 10- 180 UI/L
Bilirrubina total 0,147 mg/dL 0,1 mg/dL 0-0,6 mg/dL
Lipasa 58 U/L 53 U/L 10 - 240 U/L
Amilasa 360 UI/L 253 UI/L 290 - 1400 UI/L
Creatina fosfoquinasa 138 UI/L 218 UI/L 30- 460 UI/L

||
N
N



Tabla 28. Resultados analitica de sangre perro P05 antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un afio después.

PO5

Antes infiltracion

12 meses tras
infiltracion

Valores normales

HEMATOLOGIA

SERIE ROJA
Hematies 8,26 mill/mm3 6,95 mill/mm3 5,5 - 8,5 mill/mm3
Hemoglobina 18,4 g/dL 15,9 g/dL 12-18 g/dL
Hematocrito 53,6 % 46,3 % 37-55%
V.C.M. 64,9 fL 66,6 fL 60-77fL
H.C.M. 22,3 pgr 22,9 pgr 19,5 - 24,5 pgr
C.H.C.M. 34,3 g/dL 34,3 g/dL 30-36 g/dL
R.D.W. 17,9 % 15,9 % 13-19%
Reticulocitos 1,32% 0,77 % 0-1,5%
SERIE BLANCA
Leucocitos 6,08 x103/mm? 6 x103/mm? 6 - 17 x103/mm3
Segmentados 62,4 % 72,8 % 60-77 %
Linfocitos 24,3 % 14 % 15-35%
Monocitos 6.6 % 6,4 % 2-7%
Eosinodfilos 6,3 % 4% 2-7%
Basofilos 0% 0% 0-1%
Cayados 0,4 % 2,8% 0-3%
SERIE PLAQUELAR
Plaquetas 527 x103/mm3 233 x103/mm3 120 -500 x103/mm3
V.P.M. 10,5 fL 10,6 fL 8-14fL

Frotis sanguineo

Frotis normal

Frotis normal

BIOQUIMICA
Glucosa 71 mg/dL 80 mg/dL 60 - 120 mg/dL
Urea 49 mg/dL 39 mg/dL 10 - 70 mg/dL
Creatinina 1,1 mg/dL 0,78 mg/dL 0,4 -1,5 mg/dL
Colesterol total 225,7 mg/dL 206 mg/dL 100 - 280 mg/dL
Triglicéridos 131,6 mg/dL 42 mg/dL 20 - 200 mg/dL
Proteinas totales 72,7 g/L 63 g/L 55-75g/L
Albumina 32,81 g/L 32,30 g/L 23-45g/L
Globulinas totales 39,89 g/L 30,7 g/L 22-42¢g/L
ALT (GPT) 36 UI/L 30 Ul/L 10 - 80 UI/L
AST (GOT) 27,7 UI/L 17 UI/L 10- 70 UI/L
Fosfatasa alcalina 15 Ul/L 32 Ul/L 10 - 180 UI/L
Bilirrubina total 0,04 mg/dL 0,1 mg/dL 0-0,6 mg/dL
Lipasa 47 U/L 41 U/L 10 - 240 U/L
Amilasa 774 Ul/L 719 UI/L 290 - 1400 UI/L
Creatina fosfoquinasa 149 UI/L 335 UI/L 30- 460 UI/L
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Tabla 29. Resultados analitica de sangre perro P06 antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un afio después.

PO6

Antes infiltracion

12 meses tras
infiltracion

Valores normales

HEMATOLOGIA

SERIE ROJA
Hematies mill/mm3 7,51 mill/mm3 5,5 - 8,5 mill/mm3
Hemoglobina 16 g/dL 17 g/dL 12 - 18 g/dL
Hematocrito 46,59 % 47.9% 37-55%
V.C.M. 61 fL 63,8 fL 60-77fL
H.C.M. 20,9 pgr 22,6 pgr 19,5 - 24,5 pgr
C.H.C.M. 34,3 g/dL 35,5 g/dL 30-36 g/dL
R.D.W. 16 % 13,7 % 13-19%
Reticulocitos % 0,43 % 0-1,5%
SERIE BLANCA
Leucocitos x103/mm3 8,61 x103/mm3 6 - 17 x103/mm3
Segmentados % 47,5 % 60-77 %
Linfocitos 37,4 % 35% 15-35%
Monocitos 2,1% 7,8 % 2-7%
Eosinofilos 0,22 % 9,6 % 2-7%
Basofilos 0,03% 0,1% 0-1%
Cayados % 0,0 % 0-3%
SERIE PLAQUELAR
Plaquetas x103/mm3 209 x103/mm3 120 -500 x103/mm3
V.P.M. 12,8 fL 12,2 fL 8-14fL
Frotis sanguineo Frotis normal
BIOQUIMICA
Glucosa 93 mg/dL 91 mg/dL 60 - 120 mg/dL
Urea mg/dL 44 mg/dL 10 - 70 mg/dL
Creatinina 0,8 mg/dL 1,05 mg/dL 0,4 -1,5 mg/dL
Colesterol total mg/dL 134 mg/dL 100 - 280 mg/dL
Triglicéridos mg/dL 39 mg/dL 20 - 200 mg/dL
Proteinas totales g/L 58 g/L 55-75g/L
Albumina g/L 29,75 g/L 23-45g/L
Globulinas totales g/L 28,25 g/L 22-42¢g/L
ALT (GPT) 20 UI/L 26 UI/L 10-80 UI/L
AST (GOT) ul/L 33 UI/L 10- 70 UI/L
Fosfatasa alcalina ul/L 49 Ul/L 10 - 180 UI/L
Bilirrubina total 0,3 mg/dL 0,1 mg/dL 0-0,6 mg/dL
Lipasa 47 U/L 86 U/L 10 - 240 U/L
Amilasa 774 Ul/L 702 UI/L 290 - 1400 UI/L
Creatina fosfoquinasa ul/L 110 UI/L 30- 460 UI/L
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Tabla 30. Resultados analitica de sangre perro P07 antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un afio después.

P07

Antes infiltracion

12 meses tras
infiltracion

Valores normales

HEMATOLOGIA

SERIE ROJA
Hematies 10,02 mill/mm?3 8,8 mill/mm?3 5,5 - 8,5 mill/mm3
Hemoglobina 18,3 g/dL 18,5 g/dL 12 - 18 g/dL
Hematocrito 65,4 % 55 % 37-55%
V.C.M. 65,3 fL 62,2 fL 60-77fL
H.C.M. 18,2 pgr 21 pgr 19,5 - 24,5 pgr
C.H.C.M. 27,9 g/dL 33,6 g/dL 30-36 g/dL
R.D.W. 16,6 % 0,31% 13-19%
Reticulocitos 1% 0,0273 % 0-15%
SERIE BLANCA
Leucocitos 6,75 x103/mm? 6,62 x103/mm? 6 - 17 x103/mm3
Segmentados 59,1 % 58,6 % 60-77 %
Linfocitos 26 % 239% 15-35%
Monocitos 13,1 % 6,2 % 2-7%
Eosinofilos 1,6 % 11,3 % 2-7%
Basofilos 0,2% 0% 0-1%
Cayados % 0% 0-3%
SERIE PLAQUELAR
Plaquetas 324 x103/mm?3 255 x103/mm3 120 -500 x103/mm3
V.P.M. 11,6 fL 10,4 fL 8-14fL
Frotis sanguineo Frotis normal
BIOQUIMICA
Glucosa 140 mg/dL 67 mg/dL 60 - 120 mg/dL
Urea mg/dL 28 mg/dL 10 - 70 mg/dL
Creatinina 1 mg/dL 0,92 mg/dL 0,4 -1,5 mg/dL
Colesterol total mg/dL mg/dL 100 - 280 mg/dL
Triglicéridos mg/dL mg/dL 20 - 200 mg/dL
Proteinas totales g/L 63 g/L 55-75g/L
Albumina g/L 30,60 g/L 23-45g/L
Globulinas totales g/L 21g/L 22-42¢g/L
ALT (GPT) 50 Ul/L ul/L 10 - 80 UI/L
AST (GOT) ul/L ul/L 10- 70 UI/L
Fosfatasa alcalina ul/L ul/L 10 - 180 UI/L
Bilirrubina total 0,7 mg/dL mg/dL 0-0,6 mg/dL
Lipasa u/L u/L 10 - 240 U/L
Amilasa ul/L ul/L 290 - 1400 UI/L
Creatina fosfoquinasa ul/L ul/L 30- 460 UI/L
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Tabla 31. Resultados analitica de sangre perro P08 antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un afio después.

PO8

Antes infiltracion

12 meses tras

Valores normales

infiltracion
HEMATOLOGIA
SERIE ROJA
Hematies 7,87 mill/mm3 6,94 mill/mm?3 5,5 - 8,5 mill/mm3
Hemoglobina 18 g/dL 17 g/dL 12 - 18 g/dL
Hematocrito 53,8 % 49 % 37-55%
V.C.M. 68,4 fL 70,6 fL 60-77fL
H.C.M. 24,1 pgr 24,5 pgr 19,5 - 24,5 pgr
C.H.C.M. 35,3 g/dL 34,7 g/dL 30-36 g/dL
R.D.W. 16,4 % 14 % 13-19%
Reticulocitos % 0,47 % 0-1,5%
SERIE BLANCA
Leucocitos 7,7 x103/mm? 8,7 x103/mm? 6 - 17 x103/mm3
Segmentados % 67,7 % 60-77 %
Linfocitos 26,7 % 13,7 % 15-35%
Monocitos 3,4% 53% 2-7%
Eosinofilos 253 % 13,2 % 2-7%
Basdfilos 0,2% 0,1% 0-1%
Cayados 1,54 % 0% 0-3%
SERIE PLAQUELAR
Plaquetas 125 x103/mm3 241 x103/mm3 120 -500 x103/mm3
V.P.M. 10,9 fL 10,4 fL 8-14fL
Frotis sanguineo Frotis normal
BIOQUIMICA
Glucosa 84 mg/dL 101 mg/dL 60 - 120 mg/dL
Urea 27 mg/dL 34 mg/dL 10 - 70 mg/dL
Creatinina 1,03 mg/dL 1,21 mg/dL 0,4 -1,5 mg/dL
Colesterol total 211 mg/dL 148 mg/dL 100 - 280 mg/dL
Triglicéridos 64 mg/dL 54 mg/dL 20 - 200 mg/dL
Proteinas totales g/L 68 g/L 55-75g/L
Albumina g/L 30,6 g/L 23-45g/L
Globulinas totales g/L 37,40 g/L 22-42¢g/L
ALT (GPT) 43 Ul/L 34 Ul/L 10-80 UI/L
AST (GOT) 25 UI/L 26 UI/L 10- 70 UI/L
Fosfatasa alcalina 25 Ul/L 20 Ul/L 10 - 180 UI/L
Bilirrubina total 0,1 mg/dL 0,1 mg/dL 0-0,6 mg/dL
Lipasa 25 U/L 58 U/L 10 - 240 U/L
Amilasa 576 UI/L 703 UI/L 290 - 1400 UI/L
Creatina fosfoquinasa ul/L 96 UI/L 30- 460 UI/L
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Tabla 32. Resultados analitica de sangre perro P09 antes de la inyeccidn intraarticular de las CMEs y un afio después.

PO9

Antes infiltracion

12 meses tras

Valores normales

infiltracion
HEMATOLOGIA
SERIE ROJA
Hematies mill/mm?3 6,62 mill/mm3 5,5 - 8,5 mill/mms3
Hemoglobina 15,8 g/dL 16,6 g/dL 12-18 g/dL
Hematocrito 46 % 47,4 % 37-55%
V.C.M. fL 71,6 fL 60- 77 fL
H.C.M. pgr 25,1 pgr 19,5 - 24,5 pgr
C.H.C.M. 34,3 g/dL 35 g/dL 30-36 g/dL
R.D.W. % 13,1 % 13-19%
Reticulocitos % 1,45 % 0-1,5%
SERIE BLANCA
Leucocitos 12,8 x103/mm? 10,88 x103/mm?3 6 - 17 x103/mm3
Segmentados % 64,3 % 60-77 %
Linfocitos 17 % 20,7 % 15-35%
Monocitos % 6,4 % 2-7%
Eosinofilos 0% 6,5 % 2-7%
Basofilos % 0,1% 0-1%
Cayados % 2% 0-3%
SERIE PLAQUELAR
Plaquetas 372 x103/mm3 275 x103/mm?3 120-500
x103/mm3
V.P.M. fL 9,8 fL 8-14fL
Frotis sanguineo
BIOQUIMICA
Glucosa 82 mg/dL 66 mg/dL 60 - 120 mg/dL
Urea 8 mg/dL 61 mg/dL 10 - 70 mg/dL
Creatinina 1 mg/dL 0,98 mg/dL 0,4-1,5 mg/dL
Colesterol total 226 mg/dL 286 mg/dL 100 - 280 mg/dL
Triglicéridos mg/dL 257 mg/dL 20 - 200 mg/dL
Proteinas totales 61g/L 62 g/L 55-75g/L
Albumina 30g/L 30,60 g/L 23-45¢g/L
Globulinas totales 31g/L 31,40 g/L 22-42¢/L
ALT (GPT) 34 UI/L 15 Ul/L 10 - 80 UI/L
AST (GOT) ul/L 41 Ul/L 10-70 UI/L
Fosfatasa alcalina ul/L 22 Ul/L 10 - 180 UI/L
Bilirrubina total 0,3 mg/dL <0,1 mg/dL 0-0,6 mg/dL
Lipasa u/L 110 U/L 10 - 240 U/L
Amilasa 521 UI/L 561 UI/L 290 - 1400 UI/L
Creatina fosfoquinasa ul/L 305 UI/L 30- 460 UI/L
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ANEXO

Radiografias



Tabla 33. Radiografias del perro PO3 antes de la inyeccidn intraarticular de CMEs y un afio después.

1 afo después de inyeccion intraarticular
de CMEs

Antes inyeccioén intraarticular CMEs

Rodilla izquierda

Rodilla derecha
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Tabla 34. Radiografias del perro P04 antes de la inyeccion intraarticular de CMEs y un afio después.

Antes inyeccidn intraarticular CMEs

1 afio después de inyeccidn
intraarticular de CMEs
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Tabla 35. Radiografias del perro PO5 antes de la inyeccidn intraarticular de CMEs y un afio después.

1 afio después de inyeccion intraarticular de

. o icul E
Antes inyeccion intraarticular CMEs CMEs
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Tabla 36. Radiografias del perro P06 antes de la inyeccion intraarticular de CMEs y un afio después.

Antes inyeccion intraarticular CMEs

1 afio después de inyeccion intraarticular
de CMEs
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Tabla 37. Radiografias del perro PO7 antes de la inyeccion intraarticular de CMEs y un afio después.

Antes inyeccion intraarticular CMEs

1 afio después de inyeccion intraarticular
de CMEs
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Tabla 38. Radiografias del perro P08 antes de la inyeccion intraarticular de CMEs y un afio después.

Antes inyeccion intraarticular CMEs

1 afo después de inyeccidén intraarticular
de CMEs

a
D



Tabla 39. Radiografias del perro P09 antes de la inyeccion intraarticular de CMEs y un afio después.

Antes inyeccion intraarticular
CMEs

1 afio después de inyeccion intraarticular de

CMEs
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ANEXO

Tablas



Tabla 40. Resultados del porcentaje de articulaciones que mejoran con respecto a la VBa (Visita basal del grupo de animales con
tratamiento de CMEs) frente a la V2a, Ve, V5a y V7a (visita un mes después del tratamiento, visita 3 meses después del
tratamiento, visita 6 meses después del tratamiento y visita 1 afio después del tratamiento, respectivamente).

V25 s. VBg, [ V4 vs. VBg, | V5¢, VS. VBg, | V7 Vs. VBg
i I I
Cambios en os_a,poyos enla 273 273 36,4 455
___estaciéon 1
Cambios de postura al levantarse 45,5 45,5 45,5 63,6
Cojera en frio 45,5 54,5 54,5 45,5
Cojera en caliente 27,3 45,5 45,5 27,3
Movilizacion ar.tlcular manual 18,2 36,4 36,4 273
_pasiva 1
Limitacion flexién 9,1 9,1 0 0
Limitacién extension 0 18,2 27,3 27,3
Atrofia muscular 27,3 27,3 9,1 30

Tabla 41. Resultados del porcentaje de articulaciones que se mantienen con respecto a la VBg (Visita basal del grupo de animales
con tratamiento de CMEs) frente a la V2a, V4a, V5 Y V7a (visita un mes después del tratamiento, visita 3 meses después del
tratamiento, visita 6 meses después del tratamiento y visita 1 afio después del tratamiento, respectivamente).

V2¢, vs. VBg | V4g vs. VBg [ V54 Vs. VBg, | V7 vs. VBg,
Cambios en Ios.a’poyos enla 545 63,6 63,6 36,4
estacion

Cambios de postura al levantarse 45,5 54,5 54,5 27,3

Cojera en frio 45,5 36,4 36,4 45,5

Cojera en caliente 45,5 45,5 45,5 63,3

Movilizacion arFlcuIar manual 72.7 455 455 545

pasiva

Limitacion flexion 90,9 81,8 90,9 54,5

Limitacion extension 81,8 54,5 54,5 63,6
Atrofia muscular 72,7 54,5 81,8 60

[ —
\l



Tabla 42. Resultados del porcentaje de articulaciones que empeoran con respecto a la VBa (Visita basal del grupo de animales con
tratamiento de CMEs) frente a la V2a, Ve, V5a y V7a (visita un mes después del tratamiento, visita 3 meses después del

tratamiento, visita 6 meses después del tratamiento y visita 1 afio después del tratamiento, respectivamente).

V2, vs. VB, | V4 vs. VB, | V5¢, vs. VB¢, | V7 vs. VBg,
Cambios en Ios'a,poyos enla 18,2 91 0 18,2
estacion
Cambios de postura al levantarse 9,1 0 0 9,1
Cojera en frio 9,1 9,1 9,1 9,1
Cojera en caliente 9,1 9,1 9,1 9,1
Movilizacidn arFlcuIar manual 9,1 18,2 18,2 18,2
pasiva
Limitacion flexion 0 9,1 9,1 45,5
Limitacion extension 18,2 27,3 18,2 9,1
Atrofia muscular 0 18,2 9,1 10

Tabla 43. Resultado del porcentaje de perros que mejoran en diferentes variables observadas por los duefios de los perros
comparando la VBg (visita antes del tratamiento con CMEs) con respecto a la V2q, V5 y V7a (visita un mes después, 6 meses

después y 1 afio después del tratamiento respectivamente).

V25 vs. VBg, | V5q Vvs. VBg | V7g vs. VBg

Subir escaleras 429 57,1 14,3
"""""" srescalens | 571 | s | s71 |
Levertarse después de estar sentada| 28,6 | 571 | 286 |
"""""" ardepe | 286 | 429 | 143 |
"""""" Gtersenads | 286 | 286 | 183 |

Andar durante el paseo 0 14,3 28,6
"""" cmesyeluego | 0 | 286 | 143
lmitacones saltos (d0-50em) | 143 | 286 | 286 |
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Tabla 44. Resultado del porcentaje de perros que se mantienen en diferentes variables observadas por los duefios de los perros
comparando la VBg (visita antes del tratamiento con CMEs) con respecto a la V2q, V5 y V7a (visita un mes después, 6 meses

después y 1 afio después del tratamiento respectivamente).

V25 vs. VBg | V54 Vs.VBg | V7 vs. VBg

Subir escaleras 57,1 42,9 85,7
"""""" bajrescalenss | 286 | 428 | 286 |
Leventarse despuds de estarsenteda| 714 | s | s11
"""""" ewardepe | 286 | 429 | 571 |
"""""" erseads | 571 | 429 | 714 |

Andar durante el paseo 71,4 85,7 57,1
"""" cmeayeleso | 714 | 714 | 714
limitaciones saltos (@0-50em) | 714 | 571 | 714 |

Tabla 45. Resultado del porcentaje de perros que empeoran en diferentes variables observadas por los duefios de los perros
comparando la VBg (visita antes del tratamiento con CMEs) con respecto a la V2q, V5a y V7a (visita un mes después, 6 meses

después y 1 afio después del tratamiento respectivamente).

V2 vs. VBg | V55 vs. VBg | V7g vs. VBg

Subir escaleras 0 0 0

Bajar escaleras 14,3 0 14,3

Levantarse después de estar sentada 0 0 14,3

Estar de pie 42,9 14,3 28,6

Estar sentada 28,6 28,6 14,3

Andar durante el paseo 28,6 0 14,3

La carrera y el juego 28,6 0 14,3
Limitaciones saltos (40 — 50 cm) 14,3 14,3 0
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Tabla 46. Comparativa del porcentaje de articulaciones que mejoran del Gl (grupo de tratamiento con CMEs) y del GC (grupo control
tratados con Meloxicam).

Cambios en los apoyos

. 27,3 33,3 27,3 28,6 36,4 40
en la estacion

Cambios de posturaal | /o 333 45,5 28,6 45,5 13,3

levantarse
Cojera en caliente 27,3 33,3 45,5 9,5 45,5 13,3
MO‘::Z:S:';SSL‘;”'” 182 | 238 | 364 | 238 | 364 20
Limitacion flexidn 9,1 9,5 91 9,5 0 0
Limitacién extension 0 0 18,2 0 27,3 0
Atrofia muscular 27,3 0 27,3 0 9,1 0

Tabla 47. Comparativa del porcentaje de articulaciones que se mantienen del Gl (grupo de tratamiento con CMEs) y del GC (grupo
control tratados con Meloxicam).

V24 V24c Vi, Vg V5¢ V54c
Cambios en Ios.a,povos 54,5 66,7 63,6 71,4 63,6 60
en la estacion
Cambiosdeposturaal | oo | oo | s45 | 714 | 545 | 867
levantarse
Cojera en caliente 27,3 66,7 45,5 81 45,5 73,3
Movilizacion articul
ovilzacionarticufar |40, | 762 | 455 | 762 | 455 80
manual pasiva
Limitacion flexion 9,1 90,5 81,8 90,5 90,9 100
Limitacion extension 0 100 54,5 100 54,5 100
Atrofia muscular 27,3 100 54,5 100 81,8 100
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Tabla 48. Comparativa del porcentaje de articulaciones que empeoran del Gl (grupo de tratamiento con CMEs) y del GC (grupo
control tratados con Meloxicam).

Cambios en los apoyos
en la estacion

Cambios de postura al

9,1 0 0 0 0
levantarse

Cojera en caliente 9,1 9,1 9,5 9,1 13,3

Movilizacién ar'FlcuIar 9,1 18,2 0 18,2 0

manual pasiva

Limitacion flexion 0 9,1 0 9,1 0

Limitacion extension 18,2 27,3 0 18,2 0

Atrofia muscular 0 18,2 0 9,1 0
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