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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells located in a variety of tissues
including bone marrow and adipose, that possess the ability to differentiate towards
mesodermal cell lineages. Its therapeutic potential is mainly based on their low
immunogenicity, as well as their immunomodulatory, antibacterial and regenerative
properties. Thus, MSC are currently considered a therapeutic option in multiple pathologies
that affect both humans and animals. In the case of the bovine specie, few studies have
described the potential of MSC for therapeutic application, despite the fact that dairy cattle
suffer multiple pathologies that impact productive performance including mastitis. The
objective of this study was to evaluate the safety of the intramammary administration of
two doses of MSC derived from fetal bovine adipose tissue (MSC-TA), in healthy Holstein
heifers. Each dose of 2.5 x 10’ MSC-TA was administered in two quarters on days 0 and 10
of a total of 20 experimental days. The effect of the administration of MSC was evaluated
on heifers (N=6) clinical variables including cutaneous temperature, firmness and signs of
pain in the inoculated quarters. To evaluate a possible response by the immune system,
hematological parameters were determined on days 0, 5, 10, 15 and 20 of the study. In
addition, a potential lymphocyte activation process was analyzed on days 0, 5, 10, 15 and
20 of the study by determining the gene expression of markers of helper CD4+ and
cytotoxic CD8+ T cells, and lymphocyte activation markers CD69 (early activation
marker), CD25 (subunit of interleukin 2 receptor), and CD62L (L-selectin, peripheral
lymph node adhesion marker) in peripheral blood lymphocytes (PBL). The clinical
parameters evaluated in heifers showed no alterations associated to the administration of
MSC-TA on the days of the study. No changes were detected in the mammary gland
condition or differences (P> 0.05) in the skin temperatures of the treated quarters. The
hematological parameters were not different (P> 0.05) between days of the study. In
addition, no differences were detected (P> 0.05) in the gene expression levels of CD4+,

CD8+, CD69, CD25 or CD62L during the study. In conclusion, the results obtained in the
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present study indicated that intramammary administration of two doses of 2,5 x 10" MSC-
TA allogenic separated by 10 days in Holstein heifers did not generate clinical or
hematological changes, or changes in the expression of activation markers in PBL. This
data suggests that a potential therapy for mastitis using MSC-TA could be safe, however,
further studies are necessary to determine the effectiveness of this therapy in cows with

mastitis.

Key words: MSC, Holstein heifers, lymphocyte activation.



RESUMEN

Las ceélulas troncales mesenquimaticas (MSC) se encuentran en una variedad de tejidos
incluyendo médula dsea y tejido adiposo y poseen capacidad de diferenciacion hacia linajes
celulares mesodérmicos. Su potencial terapéutico se basa principalmente en su baja
inmunogenicidad y sus propiedades de inmunomodulacion, antibacterianas y regenerativas.
Estas capacidades han convertido a las MSC en una opcidn terapéutica para el tratamiento
de mudltiples patologias tanto en humanos como en animales. En el caso de la especie
bovina, existen escasos estudios que describen su potencial aplicacion terapéutica, a pesar
de que el ganado bovino lechero estad expuesto a multiples patologias de alto impacto
productivo como la mastitis. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la seguridad de
la administracién de dos dosis de MSC, derivadas de tejido adiposo (MSC-TA) fetal
bovino, por via intramamaria en vaquillas Holstein sanas. Para esto se administraron dos
dosis de 2,5 x 10’ MSC-TA en dos cuartos mamarios, los dias 0 y 10 de un total de 20 dias
experimentales. Se evalu6 el efecto de la administracion de MSC-TA sobre variables
clinicas en vaquillas (N=6) que incluyeron temperatura cutanea, volumen, firmeza y signos
de dolor en la ubre. Para evaluar una posible respuesta inmune se realizé la evaluacion de
pardmetros hematoldgicos los dias 0, 5, 10, 15 y 20 del estudio. Ademas, se analiz6 los dias
0, 5, 10, 15 y 20 del estudio un potencial proceso de activacion linfocitaria, mediante
determinacion de la expresion génica de marcadores de linfocitos T helper CD4+ y T
citotoxicos CD8+ y marcadores de activacion linfocitaria CD69 (activacién temprana),
CD25 (subunidad del receptor de interleuquina 2) y CD62L (L-selectina, marcador de
adhesion a linfonodos periféricos) en linfocitos de sangre periférica (PBL). Los parametros
clinicos evaluados en las vaquillas no presentaron alteraciones atribuibles a la
administracion con MSC-TA los dias del estudio. No se detectaron cambios en la condicion
de la glandula mamaria ni diferencias (P>0,05) en las temperaturas de los cuartos tratados

durante los dias del estudio. Los parametros hematolégicos no mostraron una variacion



(P>0,05) a lo largo de los dias de estudio. Tampoco se detect6 una diferencia (P>0,05) en la
expresion génica de CD4+, CD8+, CD69, CD25 o CD62L durante los dias de estudio. En
conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio permiten indicar que la
administracion intramamaria en dos dosis de 2,5 x 10’ MSC-TA alogénicas separadas por
10 dias, no genera cambios clinicos, hematoldgicos ni en la expresion de marcadores de
activacion linfocitaria en PBL de vaquillas Holstein. Por lo tanto, una potencial terapia para
mastitis utilizando MSC-TA podria ser segura, sin embargo, es necesario evaluar si efecto

en vacas con mastitis.

Palabras clave: MSC, vaquillas Holstein, activacion linfocitaria.



INTRODUCCION

Las células troncales mesenquimaticas (MSC por sus siglas en inglés) son células
multipotentes adultas con morfologia fibroblastoide, que pueden ser aisladas desde diversos
tejidos incluyendo médula 6sea, corddén umbilical y tejido adiposo (Bianco et al., 2009).
Las MSC pueden diferenciarse hacia linajes celulares de origen mesodermal como
osteocitos, condrocitos y adipocitos y también se ha descrito la capacidad in vitro de
diferenciacion hacia linajes celulares de origen endodérmico y ectodérmico (Kim y Cho,
2013; Bianco et al., 2009; Cogle et al., 2004). Adicionalmente a su capacidad de
diferenciacion, se ha reportado que las MSC poseen propiedades o efectos tréficos que
incluyen inmunomodulacién, capacidad regenerativa y capacidad antibacteriana (Gao et al.,
2016; Bruna et al., 2016; Sutton et al., 2015). Estas propiedades han generado expectativas
sobre el potencial uso terapéutico de las MSC para el tratamiento de enfermedades que
afectan a humanos y animales. Se ha reportado el uso en investigacién de MSC en distintas
especies animales como caballos y gatos (Kol et al., 2015; Quimby et al., 2013). Sin
embargo, existen escasos reportes sobre la biologia de las MSC en especies animales de uso
productivo como el bovino, especialmente sobre su potencial aplicacion para el tratamiento
de patologias que afectan a esta especie. Lo anterior, a pesar de que recientemente se ha
determinado que las MSC bovinas poseen un amplio potencial de diferenciacién y
propiedades terapéuticas incluyendo inmunomodulacién, angiogénesis y capacidad
antibacteriana (Huaman, 2017.; Cahuascano, 2017.; Duefias et al., 2014). En el caso del
ganado bovino, una de las principales patologias que afectan a esta especie dentro de un
rebafio lechero corresponde a la mastitis o inflamacion de la glandula mamaria (Rollin et al,
2015). La mastitis es una de las enfermedades de mayor prevalencia e impacto econémico
que afectan a la industria lechera a nivel mundial y se produce por el ingreso de
microrganismos patogenos hacia la ubre (Bravo, 2009; NAHMS, 2007). En la actualidad, la
mayoria de los tratamientos utilizados para el control de la mastitis se basan principalmente

en el uso de antibioticos. Este tipo de terapia tiene, sin embargo, desventajas que se basan
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principalmente en el potencial desarrollo de resistencia bacteriana (Pol y Ruegg, 2007).
Adicionalmente, los antibidticos no inducen capacidad regenerativa en el tejido mamario.
En consecuencia, el desarrollo de nuevos tratamientos para la mastitis es de importancia y
considerando el potencial terapéutico de las MSC, es que el desarrollo de una terapia
basada en el uso de MSC podria ser una alternativa interesante para el tratamiento de esta
enfermedad. Para el desarrollo de una terapia basada en la utilizacion de MSC de origen
alogénico, es fundamental previamente evaluar el potencial rechazo inmune que una terapia
alogénica de MSC puede generar en el receptor. Un trasplante alogénico implica que el
sistema inmune del receptor se enfrenta a células que poseen moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) que participan en la presentacion de antigenos a
linfocitos T (Ayala et al., 2012). Al ser detectadas, las MSC aplicadas son susceptibles de
ser reconocidas como extrafias y ser atacadas como consecuencia un rechazo al trasplante
alogénicos (Ayala et al., 2012). Este reconocimiento inmunogénico induce la activacion de
linfocitos T que desencadenan una respuesta inflamatoria y actividad citolitica (Barret et
al., 2003). Los linfocitos T helper (Th) (CD4 +) y T citotdxicos (CD8 +) interactuaran con
los aloantigenos presentes en las células del injerto del donante, o sobre las células
presentadoras de antigeno (APC) del receptor del trasplante (Shipkova y Wieland, 2011).
Ademas, al ser activados, estos linfocitos expresaran algunas moléculas como el receptor de
interleuquina 2 (CD25) fundamental para la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos
T (Ingulli 2010), el marcador de activacién temprana CD69 que participa en la regulacién
de la distribucion linfocitaria, (Ahn et al., 2002) y disminuira la expresion de L-Selectin
(CD62L), que media la adhesién de los linfocitos a linfonodos periféricos (Waters et al.,
2003).

Por lo tanto, considerando el potencial rechazo inmune a una terapia celular alogénica, el
presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de la administracion intramamaria
de una suspension de MSC-TA bovinas sobre el perfil hematoldgico y la activacion

linfocitaria en vaquillas Holstein clinicamente sanas.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Células troncales mesenquimaticas

Durante el desarrollo embrionario, las células troncales mesenquiméticas (MSC) se
originan en el mesénquima embrionario derivado del mesodermo (Bianco et al., 2009).
Aunque las MSC fueron inicialmente descritas como células fibroblasticas derivadas de
médula 6sea y formadoras de colonias, posteriormente se han reportado poblaciones de
MSC en diversos tejidos como adiposo, cordon umbilical, membrana sinovial, placenta,
pulpa dental y sangre periférica (Wagner et al., 2005). La Sociedad Internacional para la
Terapia Celular (ISCT por sus siglas en inglés) ha establecido criterios minimos que
caracterizan a los cultivos de MSC y que incluyen 1) capacidad de adherencia al plastico
bajo condiciones de cultivo estandar, 2) expresion de antigenos de superficie CD105,
CD73, CD90 y ausencia de expresion de moléculas hematopoyéticas CD45, CD34, CD14 o
CD11b, CD79a o CD19 y 3) capacidad de diferenciacion osteogénica, adipogénica y
condrogeénica bajo condiciones in vitro (Dominici et al., 2006). En el caso de poblaciones
de MSC humanas y también bovinas, se ha reportado que estas células poseen capacidad de
transdiferenciacion in vitro, es decir, potencial de diferenciacion hacia linajes celulares de
capas embrionarias distintas a la mesodérmica como la ectodérmica y la endodérmica (Kim
y Cho, 2013; Duefias et al., 2014; Bianco et al., 2009; Cogle et al., 2004).

Propiedades terapéuticas de las MSC en injurias y enfermedades

La terapia con MSC implica el trasplante de células autélogas o alogénicas desde donantes
de la misma especie a traves de su administracion local o sistémica (Quimby et al., 2013).
Actualmente, se han descrito diversas patologias en las que la aplicacion terapéutica de
MSC ha demostrado ser beneficiosa, como en osteogénesis imperfecta, enfermedad de
injerto contra huésped e infarto al miocardio (Kim y Cho, 2013). En cada caso, la terapia
con MSC apunta a aplicar efectos inmunomoduladores, angiogénicos y regenerativos con el

objetivo de aumentar las probabilidades de recuperacion. Desde la lesion tisular se secretan
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factores celulares sintetizados por células apoptoéticas, células necroticas y microvasculatura
dafiada que lleva a la activacion de células inflamatorias como macréfagos y neutrofilos y
al reclutamiento de linfocitos T CD4 +, T CD8 + y B hacia la zona de injuria (Ma et al.,
2014). Desde esta zona dafiada se liberan ademas moléculas inflamatorias como
interleuquina uno beta (IL-1pB), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), e interferon gama
(IFN-y) que junto a las células inmunes, endoteliales y fibroblastos orquestan cambios en el
microambiente y estimulan la movilizacion y diferenciacion de MSC en estroma y
eventualmente el reemplazo de células de tejido dafiadas (Ma et al., 2014). Aunque los
mecanismos por los cuales las MSC mejoran el dafio tisular han sido objeto de debate,
actualmente existen algunas hipotesis que explican el potencial terapéutico de estas células.
Por una parte, su capacidad de auto-renovacion, potencial de diferenciacién multi-linaje y
capacidad regenerativa, se basaria en la capacidad de producir citoquinas como factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) que estimula la proliferacion queratinocitica y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que estimula la angiogénesis y metaloproteinasas
de matriz que regulan las vias de sefializacion que controlan el crecimiento celular, la
inflamacion y la angiogénesis (Bruna et al., 2016; Ishikawa et al., 2012). Por lo anterior, las
MSC estimulan positivamente las funciones bioldgicas del tejido con efectos anti fibrético,
anti apoptoticos, proangiogénicos, y promoviendo la diferenciacion y la supresion inmune

de las células circundantes (Ishikawa et al., 2012).

Las MSC pueden influir sobre las funciones de las células efectoras implicadas en la
inmunidad innata y adaptativa (Krampera et al., 2013). Existe un amplio consenso de que a
pesar de que las MSC pueden provenir de diferentes fuentes tisulares, sus productos
celulares probablemente comparten mecanismos fundamentales de accién que median sus
funciones antiinflamatorias y de reparacion de tejidos (Bruna et al., 2016). Actualmente,
diversos estudios han reportado factores solubles presentes en el microambiente
inflamatorio como IFNy, TNFa, IL-1a 0 IL-1p que modulan la actividad paracrina de las

MSC induciendo la secrecidn de diversos factores solubles como indolamina 2,3 dioxigenasa
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(IDO), interleuquina 6 (IL-6), factor de crecimiento transformante B1 (TGFp1), prostaglandina
E2 (PGE2) e interleuquina 10 (IL-10) que juegan un rol importante al suprimir la capacidad
de respuesta de las células T (Huaman, 2017; Krampera et al., 2013). Junto a lo anterior,
existen estudios recientes que indican que las MSC ejercen fuertes efectos antimicrobianos
a través de mecanismos indirectos y directos, parcialmente mediados por la secrecion de
péptidos y proteinas antimicrobianas (AMP) (Alcayaga-Miranda et al., 2017). En estudios
in vivo se ha reportado que las MSC poseen capacidad de disminuir la carga bacteriana
frente diversas enfermedades como neumonia, fibrosis quistica, enfermedades inflamatorias

intestinales y sepsis entre otros (Sutton et al., 2015).

Inmunogenicidad e inmunoevasion de las MSC

El rechazo a injertos de tejidos u 6rganos es causado por el reconocimiento de moléculas
del MHC alogénicas y mediado por los linfocitos T CD4 Y CD8 (Ayala et al., 2012). Esto
ocurre mediante dos vias diferentes, la via indirecta que requiere el procesamiento de las
moléculas MHC del donante por parte de las APC del receptor, y la via directa de
activacion en la que se reconoce directamente en las APC del donante las moléculas del
MHC alogénicas sin requerir el procesamiento del antigeno por las APC del receptor
(Ayala et al., 2012). En estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que las MSC
desempefian un papel importante en la tolerancia a aloantigenos, sin generar linfocitos T
aloreactivos ni incidencia de enfermedad injerto contra huésped (Ryan et al., 2005). Esta
capacidad de las MSC de evitar el rechazo inmune es conocida como inmunoevasion y se
explica por su baja inmunogenicidad mediada por diversos mecanismos, basados
inicialmente en la baja expresion de moléculas MHC-I y 1l y la carencia de moléculas
coestimuladoras de la activacion linfocitaria como B7-1(CD80) y B7-2 (CD86) (Ryan et
al., 2005). Ambos mecanismos son necesarios para la activacion y funcién efectora de las
células T y permiten evitar el reconocimiento de las células Natural Killer (NK) y la
activacion de linfocitos T (Ryan et al., 2005). A lo anterior debe afiadirse la capacidad de
las MSC de interactuar con las células del sistema inmune, generando inmunomodulacion
9
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de la respuesta inmune innata y adaptativa, mediante la actividad de diversos factores
solubles secretados por las MSC, que incluyen IDO; PGE2; TGF-B1 y 6xido nitrico (NO)
(Gao et al.,, 2016; Ankrum et al., 2014; Ma et al., 2014). Estos factores inhiben la
proliferacion de linfocitos T y B; la activacion de las células natural Killer, la maduracién y
activacion de las células dendriticas e inducen y regulan a los linfocitos T reguladores (Gao
etal., 2016).

Activacion linfocitaria como respuesta inmune

La activacion de las células T se puede dividir en tres fases que incluyen induccion,
expansion y fase efectora (Barret et al., 2003). Posterior al trasplante alogénico, las células
T helper (Th) (CD4 +) y citotoxicas T (CD8 +) interactlan, en la fase de induccion, con
aloantigenos presentes en las células del injerto del donante, o sobre las células
presentadoras del antigeno del receptor del trasplante, a través de sus receptores de células
T (TCR) (Shipkova y Wieland, 2011). Posteriormente, en la fase de expansion, las células
T especificas proliferan en los nodulos linfaticos y finalmente en la fase efectora, las
células T aloactivadas interactian con sus antigenos afines en las células diana, causando
citotoxicidad, destruccion celular y apoptosis (Shipkova y Wieland, 2011). Sin embargo,
para que se produzca la activacion linfocitaria, es necesario el trafico de linfocitos a los
nodulos linfaticos, procesos mediados por la expresion diferencial de multiples moléculas
de adhesidn superficial (Waters et al., 2003). En este grupo de moléculas se incluyen la L-
Selectina (CD62L), que media la adhesion especifica de los linfocitos T a las direccionales
vasculares de los nodulos linfaticos periféricos, dirigiéndose asi los linfocitos en reposo a
areas de concentracion de antigeno dentro de los nddulos linfaticos en donde seran
activados, tras su activacion la expresion de CD62L se regula negativamente (Waters et al.,
2003). También se encuentra involucrada la molécula de superficie CD69 que es una de las
moléculas de activacion linfocitaria mas temprana que se expresa con la estimulacion de los
linfocitos T (Ahn et al., 2002). Las células T reguladoras (Treg) son consideradas

mediadores esenciales de la tolerancia periférica al mantener la homeostasis inmunitaria,
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prevenir la autoinmunidad y regular la inflamacion (Ingulli, 2010). Las células T
reguladoras CD4 + CD25 + (receptor de IL-2) se han identificado en muestras de sangre
periférica de receptores de aloinjerto hepatico tolerante y dentro de aloinjertos tolerados
(Yoshizawa et al., 2005). No obstante, CD25 puede ser utilizado tanto como marcador de
regulacion mostrando una expresion sostenida en las células T, como marcador de

activacion en las células T activadas recientemente (Ingulli, 2010).

Potencial terapéutico de MSC en mastitis bovina

La produccion lechera en Chile y en el mundo es una parte importante de la industria de los
alimentos, por lo que optimizar los procesos y minimizar los costos son aspectos
fundamentales. Sin embargo, existen enfermedades que afectan al ganado lechero y que son
de alto impacto en gran parte de las lecherias como es el caso de la mastitis o inflamacion
de la glandula mamaria (Bravo, 2009). Esta enfermedad alcanza tasas de 16,5% de mastitis
clinica en planteles de Estados Unidos (NAHMS, 2007), mientras que en la zona sur de
Chile se ha reportado una incidencia mensual de un 3,7% de mastitis clinica y una
prevalencia de mastitis subclinica de 38,7% (Bravo, 2009). Los casos de mastitis generan
una disminucién de un 1,9% a un 18,4% de la produccion por lactancia y una disminucion
en los ingresos de un 23,4% por lactancia solo en mastitis subclinica (Bravo, 2009). En
cuanto a la mastitis clinica, se han calculado pérdidas de 444 dolares por vaca cuando se

presenta durante los primeros 30 dias de lactancia (Rollin et al, 2015).

Actualmente, los tratamientos para la mastitis se basan principalmente en el uso de
antibioticos, lo cual representa un 35% del total de antibi6ticos administrados en una
produccion lechera (Kayitsinga et al., 2017). Sin embargo, existen patégenos causantes de
mastitis como S. aureus que muestran bajas tasas de curacién con diversos antibidticos
(Wagner et al., 2005). Por lo anterior y debido al riesgo que significa el uso indiscriminado
de antibidticos en la resistencia bacteriana, es fundamental enfocar los esfuerzos en

desarrollar nuevos tratamientos para la mastitis.
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Debido a sus caracteristicas terapéuticas, el uso de MSC como potencial tratamiento es una
alternativa experimental, sin embargo, previamente a evaluar el potencial terapéutico contra
la mastitis es importante evaluar su seguridad de utilizacién. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de la administracion intramamaria de una suspension
de MSC-TA bovinas sobre el perfil hematoldgico y la activacion linfocitaria en vaquillas

Holstein clinicamente sanas.
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HIPOTESIS

La administracion intramamaria de dos dosis de MSC derivadas de tejido adiposo fetal
bovino, separadas por diez dias en vaquillas Holstein clinicamente sanas, no induce un

rechazo inmunoldgico mediado por activacion linfocitaria.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion intramamaria de dos dosis de MSC alogénicas
derivadas de tejido adiposo fetal bovino, sobre parametros hematologicos y de activacion

linfocitaria en sangre periférica de vaquillas Holstein clinicamente sanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto clinico y hematoldgico de la administracion por via intramamaria
de dos dosis de MSC alogénicas derivadas de tejido adiposo fetal en vaquillas Holstein

clinicamente sanas.

2. Determinar el efecto sobre la activacion linfocitaria de la administracién por via
intramamaria de dos dosis de MSC alogénicas derivadas de tejido adiposo fetal en

vaquillas Holstein clinicamente sanas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y lugar de estudio

Se seleccionaron vaquillas de raza Holstein (N=6), clinicamente sanas de aproximadamente
15 meses de edad, con peso promedio de 445 kg, pertenecientes a una lecheria comercial
ubicada en la localidad de Panquehue en la Region de Valparaiso. Las vaquillas fueron
mantenidas en un sistema de produccion intensivo en confinamiento y alimentadas con
racion total mezclada en base a ensilaje de maiz, heno de alfalfa y concentrado. Los
animales fueron evaluados clinicamente en forma diaria durante 20 dias experimentales. Se
determind la frecuencia cardiaca, respiratoria, ruminal, coloracion de mucosas Yy
temperatura rectal. Ademas, se colectaron muestras de sangre desde la vena coccigea los
dias 0, 5, 10, 15 y 20, utilizando tubos vacutainer para aislacion de linfocitos y en tubos
separados para analisis de hemograma. Los dias experimentales 0 y 10 se administrd por
via del canal del pezén una suspension de 2,5 x 107 de MSC-TA en 3mL de Ringer Lactato
en dos cuartos mamarios seleccionados aleatoriamente (Anexo 1). En los dos cuartos
mamarios restantes se administrd una solucion de 3mL de Ringer Lactato como control.
Las muestras de sangre fueron analizadas por un laboratorio comercial para hemograma
que incluye morfologia de eritrocitos, nimero de eritrocitos (célulassrmm3), porcentaje de
hematocrito y hemoglobina (gr/dL), numero de células mononucleares (células/mm3),
conteo de plaquetas (célulassrmm3) y morfologia de las plaquetas. La evaluacion clinica de
la glandula mamaria se basé en un método publicado previamente que incluye la
observacién de aumento de volumen, firmeza y signos de dolor y secrecién lactea (Wenz et
al., 2006). Ademas, se cuantifico la temperatura de cada cuatro mamario utilizando un
termégrafo portatil (Fluke VT02 Washington, USA).

Obtencidn y cultivo de MSC-TA

Las MSC fueron aisladas desde un pool de tejido adiposo derivado de fetos bovinos (N=9,

ultimo tercio de gestacion). Los fetos bovinos fueron obtenidos desde una planta faenadora
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y transportados en un contenedor térmico al laboratorio. Se extrajo una muestra
intracardiaca de 10mL de sangre desde los fetos y se centrifugd a 400 rpm por 10 min para
separar el suero. Las muestras se suero se enviaron al laboratorio del SAG para deteccion
de diarrea viral bovina, rinotraqueitis infecciosa bovina, leptospirosis y brucelosis. Solo
fetos libres de estas enfermedades se utilizaron para aislamiento de MSC-TA. El tejido
adiposo fetal se extrajo mediante una incision en la linea media abdominal y extraccion
quirdrgica utilizando bisturi y pinzas estériles. Luego el tejido adiposo se lavéd con solucion
tampon fosfato (PBS) pH 7,4 (Corning, Manassas, USA) y se seccion0 utilizando un
bisturi. Posteriormente el tejido fue incubado a 38°C por 45 min en agitacion constante en
medio de digestion compuesto por colagenasa 0,5% diluida en HBSS (Gibco, Nueva York,
USA) (Hyclone, Utha, USA). La reaccién enzimaética fue detenida adicionando medio de
expansion compuesto por DMEM con 4,5 gr/dL de glucosa y sin L-glutamina (Corning,
Manassas, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco, México), 500 uL de
anfotericina B (Biological Industries, Beit Haemek, Israel) y 500 pL de
penicilina/estreptomicina (Corning) en una cantidad equivalente al medio de digestion.
Posteriormente, el tejido fue filtrado utilizando poros de 40 um y centrifugado dos veces a
400 x g por 5 min utilizando medio de lavado, el cual estaba compuesto por DMEM
suplementando con 100 pg/mL de anfotericina B (Biological Industries) 100 Ul/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (Corning). El sedimento fue resuspendido en
medio de expansion y posteriormente traspasado a frascos de cultivo celular de 175 cm2.
Los cultivos de MSC derivadas de tejido adiposo fueron incubados a 38°C bajo una
atmosfera humeda con 5% de CO». Luego de 48 horas, las células no adherentes al plastico
fueron removidas mediante un cambio de medio de cultivo. Al alcanzar un 80 a 90% de
confluencia se realizaron pasajes de MSC mediante remocion con tripsina/EDTA,
suplementado con 250 pg/mL de anfotericina B, 100 UlI/mL de penicilina y 100 pg/mL de

estreptomicina.
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Aislamiento de linfocitos de sangre periférica

Los dias experimentales 0, 5, 10, 15 y 20 se extrajeron muestras de sangre de las vaquillas
de aproximadamente 10mL desde la vena coccigea utilizando tubos vacutainer con
heparina. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio y la sangre fue mezclada con PBS
(Corning) en partes iguales (1:1). Posteriormente, se agregd el mismo volumen de
Histopaque (Sigma, Inglaterra) a temperatura ambiente y sobre esta solucion se adiciond la
sangre mezclada con PBS lentamente y sin mezclar. Posteriormente, la solucion se
centrifugd a 900 x g por 35 minutos, para lograr una separacion en cuatro fases: 1) plasma
con PBS, 2) nube de células mononucleares de sangre periférica, 3) solucion Histopaque y
4) granulocitos y globulos rojos (Anexo 2) (Huaman, 2017). La nube de linfocitos de
sangre periférica (PBL) fue extraida, mezclada con PBS y centrifugada a 1100 x g por ocho
minutos. El pellet fue resuspendido en PBS y centrifugado a 800 x g por seis minutos.
Finalmente, el nuevo pellet fue resuspendido en RPMI (Biological Industries, Beit Haemek,
Israel) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y 250 pg/mL de anfotericina
B, 100 Ul/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (Corning). Posteriormente, el
pellet de PBL fue sembrado en placas Petri con medio RPMI (Biological Industries) e
incubado a 38,5°C con 5% de CO. durante dos horas. Para conservar el PBL, se
removieron las células no adherentes al plastico y se centrifugaron a 800 x g con freno por
seis minutos. El pellet de células fue fijado en buffer de lisis (Thermo Scientific, Vilnus,
Lituania) suplementado con 2-Mercaptoethanol (1:50, Sigma-Aldrich, Alemania). Una vez
realizado el procedimiento las muestras fueron guardadas a -20°C hasta su posterior

anélisis.
Sintesis de cDNA y PCR cuantitativo

La purificacion del RNA total desde PBL se realizo utilizando un kit de purificacion de
GeneJET (Thermo Scientific, Vilnus, Lituania), siguiendo las indicaciones del fabricante.

La cuantificacion del RNA fue realizada mediante fluorometria utilizando el kit Qubit RNA
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BR Assay (Molecular probes, Thermo Fisher Scientific, Oregon, USA). La remocién del
DNA gendmico se llevd a cabo utilizando un kit DNase | (RNase-free) (Thermo Scientific)
en un termociclador Step One (Scilogex, Connecticut, USA). Posteriormente se realizé la
sintesis del cDNA utilizando el kit Affinity Script cDNA Synthesis de Agilent
Technologies (Texas, Estados Unidos) en un termociclador Step One (Scilogex). Los
partidores necesarios fueron disefiados utilizando la base de datos de NCBI para encontrar
las secuencias nucleotidicas requeridas (NCBI, 2017). Posteriormente, se utilizd la
herramienta de disefio de partidores del NCBI y se comprobo6 el funcionamiento de los
partidores para Q-PCR utilizando el software de analisis de partidores de Premier Biosoft
(Tabla 1). Los niveles de mRNA de los genes marcadores de activacion linfocitaria CD4,
CD8, CD25, CD62L y CD69 fueron cuantificados utilizando kit Brilliant Il Sybr Green
gPCR Master Mix (Agilent Technologies, Texas, Estados Unidos) en un equipo PCR
tiempo real (Illumia, San Diego, USA).

Tabla 1. Secuencia nucleotidica de partidores utilizados en analisis de Q-PCR

Gen Amplicon
Secuencia Nucleotidica (5"- 3") (pb)

Genes enddgenos

GAPDH  Forward CCTTCATTGACCTTCACTACATGGTCTA 104

Reverse TGGAAGATGGTGATGGCCTTTCCATTG

BACTIN  Forward CGCACCACTGGTATTGTCAT 02

Reverse TCCAAGGCGACGTAGCAGAG
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Genes de activacion linfocitaria

CD4

CD8

CD25

CD62L

CD69

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

TTCCTTCCCACTCACCTTCG

ATCTTGTTCACCTTCACCTCTC

AAGGCATACCACAAGGGTTATC

CACAGCCAGGTTCTGAGAATAG

GGAAAGCCCTAACACTGATGTA

AGAGGCTTGGAAAGGACTTATG

TACGAAAGGACGGAGCAAAG

GAGCATAATCCAGACCCACAG

GGGTCCATTCAAGTTCCTATCC

TGTACTGGCCCACTGATAGA

132

102

95

100

97

Andlisis estadistico

Las variables del hemograma y los niveles de mMRNA de CD4, CD8, CD25, CD62L y
CD69 fueron analizados mediante la prueba de normalidad de Shapiro Wilks. Los efectos
del dia de tratamiento con MSC-TA fueron evaluados por ANOVA de una via. Como
variables independientes se evaluaron los dias de tratamiento y como variables
dependientes se evaluaron las variables del hemograma y los niveles de mMRNA de CD4,
CD8, CD25, CD62L y CD69. Las diferencias entre promedios para dias de tratamiento

fueron determinadas por medio del post test de Duncan. Las diferencias entre los valores de
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termografia entre los cuartos tratamiento y control fueron comparadas mediante prueba de t
de Student. Para todos los andlisis se utiliz6 un valor de significancia (P <0.05) y el
software Info Stat (Cdérdoba, Argentina, 2008).
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RESULTADOS

Determinacion de variables clinicas y de la ubre en vaquillas tratadas con MSC-TA

por via intramamaria

Se evaluaron variables clinicas sistémicas y mamarias en vaquillas Holstein tratadas con
dos suspensiones de 2,5 x 10’ de MSC-TA por via intramamaria en dos cuartos los dias
experimentales 0 y 10. La coloracion de la mucosa oral fue rosada palida y se considero
normal en todas las vaquillas durante el estudio. Los valores de frecuencia cardiaca
promedio el dia 5 del estudio (D5, 90,3 £ 7,2) fueron mayores al intervalo de referencia
(48-84) (Tabla 2). En tanto la frecuencia respiratoria promedio los dias 5, 10, y 20 (D5,
55,5 = 4,4; D10, 60,7 + 8,8; D20, 51,3 + 5,5) fue mayor al intervalo de referencia (26-50).
Los valores de temperatura rectal promedio fueron considerados dentro de los rangos
normales durante todo el estudio. Ademas, la frecuencia ruminal promedio los dias 15y 20
del estudio (D15, 3,7 £ 0,3 ; D20, 3,3 £ 0,3) fue mayor al intervalo de referencia (2-3).
No se detectaron alteraciones en los parametros clinicos evaluados en los cuartos mamarios
incluyendo volumen, firmeza y signos de dolor. Se detectd secrecion lactea en una de las
vaquillas del estudio luego de la primera infusion con MSC-TA. Los valores de la
termografia se encontraron dentro del limite m&ximo de temperatura (34,1-37,9 °C) para un
cuarto mamario sano durante todo el estudio y no se detectaron variaciones
estadisticamente significativas en el analisis de la termografia realizada en los cuartos

tratados, a lo largo de los dias del estudio (Tabla 3).
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Tabla 2. Valores promedio de variables clinicas durante 20 dias de estudio en vaquillas
Holstein tratadas por via intramamaria con dos dosis de MSC-TA los dias experimentales O
y 10.

Variable/dia 0 5 10 15 20 *Int. Ref.
MSC-TA MSC-TA

FC (latidos/minuto) 84,0+3,1 90,3+7,2 823+71 71,7+58 740+2,0 48-84
FR (resp./minuto) 44,7 +3,7 555+4,4 60,7+88 440+16 51,3%+55 26-50
TR (grados celsius) 38,9+0,1 39,2+0,1 39,3+0,2 385+04 389+0,3 38,1-39,1
Fr (ciclos/2 min.) 23+0,2 28+03 27+0,2 37203 33%+0,3 2-3

Valores: promedio + error estandar.

Abreviacion: Frecuencia cardiaca (FC), frecuencia respiratoria (FR), temperatura rectal
(TR), frecuencia ruminal (Fr), intervalo de referencia (Int.Ref).

(*Andersson et al., 2007)

Tabla 3. Valores promedio de termografia de los cuartos mamarios durante 20 dias de

estudio en vaquillas Holstein tratadas por via intramamaria con dos dosis de MSC-TA los

dias experimentales 0 y 10.

Variables/dia 0 5 10 15 20 P *Int. Ref.
MSC-TA MSC-TA

Temp. CT(°C) 31,9+0,6 29,840,6 31,4+0,6 30,4+2,1 30,3+0,9 0,34 34,1-37,9

Temp.CC (°C) 31,1+0,7 30,9+0,5 31,8+0,6 29,6+2,1 30,8+0,8 0,57 34,1-37,9

Pruebade T(P) 0,38 0,19 0,64 0,79 0,70

Valores: promedio + error estandar.

Abreviacion: Temperatura cuartos tratados (Temp. CT), temperatura cuartos control (Temp.
CC), intervalo de referencia de temperatura en un cuarto sano (Int. Ref).
(*Metzner et al., 2014)
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Determinacién de variables hematoldgicas en vaquillas tratadas con MSC-TA por via
intramamaria

El efecto de la administracion de dos dosis de 2,5 x 107 de MSC-TA por via intramamaria
separadas por 10 dias, fue evaluado sobre variables hematoldgicas en vaquillas Holstein.
Las muestras sanguineas fueron obtenidas desde sangre periférica y evaluadas por analisis
hematoldgico los dias 0, 5, 10, 15 y 20. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los recuentos de leucocitos, linfocitos y neutrofilos entre los dias
experimentales analizados (Tabla 4). Sin embargo, tanto el recuento de leucocitos
(X=20967), como el conteo de linfocitos (X=12239) y neutrdfilos (Xx=8192) se encontraron
sobre el rango normal (leucocitos, 4000-12000; linfocitos, 2500-7500; neutrofilos, 600-

4000 células por mm3) desde antes de la infusion hasta el final del estudio (Figura 1).
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© 0
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Figura 1. Recuento de leucocitos, linfocitos y neutréfilos en vaquillas Holstein tratadas con
dos dosis intramamarias de 2,5 x 10" de MSC-TA. Los analisis fueron realizados cada 5
dias por un total de 20 dias y las MSC-TA fueron administradas los dias 0 y 10 (flecha
negra). No se detectaron diferencias (P>0,05) en los recuentos de leucocitos, linfocitos y

neutrofilos durante los dias del estudio.
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Tabla 4. Variables hematoldgicas evaluadas cada 5 dias en vaquillas Holstein tratadas con
MSC-TA por via intramamaria los dias experimentales 0 y 10.

Valores: media + error estandar

0 10 P *Int. Ref
Variable/dia MSC-TA 5 MSC-TA 15 20

Eritrocitos (mm?) x10°  6,2+0,34  6,4+0,12 5,8+0,17 5,840,097 6,4+0,17 0,14 51-7,6
VGA (%) 29,1+1,7 29,6+0,5 26,8+1,0 29,1+0,3 29,4+0,7 0,50 22-33
Hemoglobina (g/dL) 10,2+0,5 10,2+0,2 9,2+04 10,1+0,1  10,2+0,2 0,12 8,5-12,2
Eosindfilos (mm?3) 145,7+74,5510,2+171,2 106+67,3 417,5+181,1 270,7+136,3 0,16  0-900

Monocitos (mm?3) 97+97 0,000 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,40 0-800

N° Plaquetas(mm?) x10° 2,7+0,22 2,0+0,41 3,2+0,98 2,22+0,21  2,6+0,24 0,29 1,9-6,4

Abreviacion: Hematocrito (VGA), intervalo de referencia (Int. Ref.)
(*George et al., 2010)

Determinacién de la expresion génica de marcadores de activacion linfocitaria en PBL
de vaquillas tratadas con MSC-TA por via intramamaria

El potencial de activacion linfocitaria en vaquillas Holstein tratadas con dos dosis de
2,5x10" de MSC-TA fue determinado mediante la cuantificacion de la expresion relativa de
los genes de activacion linfocitaria CD4, CD8, CD25, CD69 Y CD62L en PBL. Las
muestras para Q-PCR fueron obtenidas desde PBL cada 5 dias por un total de 20 dias
experimentales. Los niveles de mRNA de CD4 (x=1,00), CD8 (X=0,86), CD25 (Xx=0,96),
CD69 (X=1,17) Y CD62L (X=1,14) no fueron distintos (P>0,05) entre los dias

experimentales evaluados (Figura 2).
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Figura 2. Niveles de mRNA de CD4, CD8, CD25, CD69 Y CD62L en PBL de vaquillas
Holstein tratadas con dos dosis de MSC-TA los dias experimentales 0 y 10. Los analisis
fueron realizados cada 5 dias por un total de 20 dias y las MSC-TA fueron administradas
los dias 0 y 10 (flecha negra). No se detectaron diferencias (P<0,05) en los niveles de
MRNA de los marcadores evaluados (A, CD4; B, CD8; C, CD25; D, CD69; E, CD62L) en

los dias evaluados.
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DISCUSION

En el presente estudio se evaluo el efecto de la administracion intramamaria de dos dosis de
MSC-TA alogeénicas separadas por 10 dias, sobre el perfil hematoldgico y la activacion
linfocitaria en vaquillas Holstein clinicamente sanas. Estos analisis fueron realizados con el
objetivo de determinar la seguridad asociada a un potencial rechazo inmunologico de una
terapia con MSC-TA para el tratamiento de la mastitis. Los efectos tréficos antibacterianos,
inmunomoduladores y proangiogénicos de las MSC han potenciado su estudio con el fin de
desarrollar terapias en humanos y animales (Sutton et al., 2015; Bruna et al., 2016). Sin
embargo, antes de considerar su efectividad terapéutica es necesario determinar su
seguridad y potencial rechazo inmune en animales sanos, especialmente en el caso de

fuentes de MSC alogénicas.

Previamente se han reportado estudios de seguridad de terapias basadas en MSC alogénicas
en la especie equina (Camargos et al. 2016; Ardanaz et al., 2016; Kol et al. 2015). Sin
embargo, a la fecha no se han encontrado reportes de ensayos de seguridad en bovinos, a
pesar de la existencia de patologias de alto impacto que afectan a esta especie, como la
mastitis. La mastitis es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria que es inducida por
agentes patdgenos frecuentemente infectocontagiosos, que penetran en la ubre via canal del
pezon multiplicandose en el tejido mamario y dafiando su estructura (Wellnitz y Bruckmaier,
2012). Esta patologia se ha convertido en una de las enfermedades de mayor prevalencia e
impacto econdmico que afectan a la industria lechera a nivel mundial (Rollin et al, 2015;
NAHMS, 2007). En la actualidad la mayoria de los tratamientos para el control de la
mastitis se basan en el uso de antibi6ticos con la desventaja potencial del desarrollo de
resistencia bacteriana (Pol y Ruegg, 2007). Ademas, este tipo de terapias no mejoran el
dafio que se produce en el tejido glandular como consecuencia del proceso infeccioso.
Debido a esto, el estudio y desarrollo de nuevos tratamientos para la mastitis es de vital
importancia y la terapia con MSC surge como una posible alternativa.

26



Durante los veinte dias de estudio, cada vaquilla fue evaluada clinicamente y cada cuarto de
la ubre (dos cuartos tratados con MSC-TA y dos cuartos tratados con el vehiculo) fue
evaluado segin parametros previamente reportados de aumento de volumen, firmeza y
signos de dolor y secrecion lactea (Wenz et al., 2006). La temperatura rectal de las
vaquillas se mantuvo dentro de los rangos de referencia para vacas sanas durante el periodo
de estudio, sin embargo, las variables de frecuencia cardiaca, respiratoria y ruminal se
encontraron levemente aumentadas sobre los intervalos de referencia algunos de los dias
del estudio. Este leve aumento de estas constantes puede atribuirse al traslado de los
animales hacia el lugar donde se realizaron las evaluaciones clinicas y los manejos de

alimentacion, lo que pudo haber alterado transitoriamente dichos parametros.

En cuanto a la evaluacién de la glandula mamaria, no se detectaron cambios en la
temperatura cutanea de los cuartos, mediante termografia y palpacion. Tampoco se detecto
dolor, aumento de volumen o aumento de la firmeza en las ubres. Estos resultados podrian
indicar que la administracion intramamaria de dos dosis de MSC-TA no generd cambios
clinicos en la ubre asociados a rechazo inmunoldgico. Previamente se ha reportado que el
ingreso de agentes inmunogeénicos por via intramamaria induce reconocimiento e induccion
del sistema inmune innato al entrar en contacto con el revestimiento de las células
epiteliales y leucocitos en la leche (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Esta respuesta innata se
ve iniciada por el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y es facilitada por la accion del
sistema del complemento, lactoferrina y lisozima, generando efectos tisulares como
vasodilatacion, aumento de volumen y temperatura (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). La
ausencia de cambios clinicos en los cuartos inoculados con MSC-TA sugieren que la
administracion de MSC-TA no indujo cambios tisulares evidentes como consecuencia de la

activacion de la respuesta inmune.
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Los valores de eritrocitos, VGA, hemoglobina y plaquetas fueron detectados dentro de los
rangos normales durante el estudio y no fueron distintos estadisticamente entre los dias
muestreados. La respuesta al alotransplante puede generar desordenes hematolégicos como
citopenias 0 anemias que pueden presentarse como sintomas iniciales (Smith, 2010). La
anemia puede estar asociada a efectos colaterales al alotransplante como ocurre en la
incompatibilidad del grupo sanguineo que lleva a la presencia de anticuerpos preformados
en el plasma del donante o el manejo farmacologico de inmunosupresion que se induce
antes de un trasplante (Smith, 2010). En el presente estudio se utilizaron MSC-TA sin la
presencia de células sanguineas y no se realizd un manejo farmacol6gico previo para
inducir inmunosupresion. Como consecuencia, no se detectd presencia de anemia ni de
alteraciones en los parametros hematoldgicos de la serie roja. Los valores de la serie blanca
sanguinea no fueron distintos entre los dias muestreados durante el estudio. Sin embargo,
los recuentos promedio de leucocitos totales, neutrofilos y linfocitos fueron mayores a los
intervalos de referencia de vacas sanas desde antes de iniciar las inoculaciones con MSC-
TA. Recientemente, se han reportado cambios en los valores referenciales del hemograma
en vacas Holstein en relacion a los valores establecidos hace 44 afios (George et al., 2010).
Estos cambios han significado aumentos en los valores referenciales posiblemente
asociados al progreso genético de la raza, modificaciones del medio ambiente y dieta
enfocados en aumentar la produccion lactea. Como ejemplo se ha determinado que vacas
seleccionadas para una mayor cantidad de proteina en la leche poseen un recuento mayor de
leucocitos (George et al., 2010). Adicionalmente, es importante considerar que los animales
utilizados en este estudio correspondieron a vaquillas de quince meses de edad y que el
conteo total de linfocitos tiende a ser mayor en animales jovenes comparado con animales

viejos (Jones y Allison, 2007).

En estudios anteriormente realizados en equinos, se ha reportado que administraciones

endovenosas reiteradas (Kol et al. 2015) y trasplante intramuscular de MSC alogénicas
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(Camargos et al. 2016) no han desencadenado cambios en los pardmetros hematoldgicos.
Sin embargo, en uno de estos estudios se detectd, mediante citometria de flujo, un aumento
en la cantidad de linfocitos CD8+ circulantes en caballos inyectados con MSC de médula
Osea, lo que implica que pueden existir respuestas inmunolégicas sin evidenciarse cambios
hematoldgico asociados (Kol et al. 2015). En el presente estudio no se realizaron
evaluaciones de poblaciones linfocitarias mediante citometria de flujo (Kol et al. 2015;
Pigott et al., 2013). Alternativamente, la técnica de Q-PCR ha sido utilizada para la
caracterizacion de niveles de mRNA de marcadores de superficie en poblaciones de
linfocitos, ya que permite identificar cambios asociados a la activacion linfocitaria
(Mavropoulou et al., 2016). Sin embargo, el analisis de la expresion génica mediante Q-
PCR no es capaz de detectar cambios a nivel poblacional de linfocitos y adicionalmente
solo detecta cambios a nivel de mMRNA y no de proteina. A pesar de lo anterior, la variacion
en los niveles de mMRNA de diferentes marcadores podria dar cuenta de un proceso de
activacion linfocitaria en vaquillas como consecuencia de la respuesta inmune asociada a la
administracion de MSC-TA alogénicas (Li et al., 2014). En el presente estudio se evalud la
expresion génica de marcadores de células T-helper (CD4 +) y T-citotoxicas (CD8+), que
se activan en un rechazo inmunoldgico a un trasplante alogénico, interactuando con
aloantigenos presentes en las células del donante, o sobre las células presentadoras del
antigeno del receptor (Shipkova y Wieland, 2011). También se evalué el marcador de
activacion linfocitaria CD69, una de las moléculas de activacién linfocitaria mas temprana
que se expresa con la estimulacion de los linfocitos T (Ahn et al., 2002). Se cuantificé la
expresion de CD25 receptor de IL-2, citoquina fundamental en la estimulacion y
mantencion de la activacion linfocitaria (Ingulli, 2010). Ademas de esto se determind la
expresion de la molécula de adhesion superficial L-Selectina (CD62L), factor que participa
en la migracion de linfocitos hacia areas de concentracion de antigeno dentro de los
nodulos linfaticos y que regula negativamente su activacion (Waters et al., 2003). Como

resultado de nuestros analisis, no se detecto una variacion significativa entre los niveles de
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MRNA de los marcadores analizados después de la administracion de dos dosis de MSC-

TA alogeénicas.

Es posible que la ausencia de respuesta inmune al efecto de la administracion intramamaria
de dos dosis de MSC-TA en vaquillas, puede estar asociado a que la cantidad de células
utilizada (2,5x107 células) fue insuficiente para desencadenar dicha respuesta. Existen
estudios anteriores en los que se han utilizado dosis similares de MSC derivadas de medula
0sea, con el objetivo de evaluar su efecto a nivel intraarticular en caballos (Pigott et al.,
2013; Ardanaz et al., 2016). Estos estudios han reportado que la administracion de 2,5 x
10" MSC desencadend una leve reaccion inflamatoria local en las articulaciones tarso-crural
y radio-carpal. Sin embargo, se ha reportado que la infusion intraarticular de una dosis mas
baja de MSC de médula dsea (1,5 x 107) ha desencadenado una reaccion local con una
sinovitis mononuclear persistente en las articulaciones metacarpofalangicas (Pigott et al.,
2013). Las inyecciones endovenosas repetidas con 2,5 x 10’ de MSC de médula dsea en
equinos no desencadenan efectos clinicos adversos, pero inducen un aumento en las
poblaciones de células T CD8+ en sangre periférica (Kol et al. 2015). A pesar de que en
nuestro estudio no se realizd una determinacion especifica de las poblaciones linfocitarias
mediante citometria de flujo, es posible que la ausencia de respuesta del sistema inmune
esté relacionada con las caracteristicas inmunoevasivas de las MSC-TA inoculadas. Se ha
reportado que las MSC poseen una baja expresion de moléculas MHC-1 y 1l y la carencia
de moléculas coestimuladoras como B7-1(CD80) y B7-2 (CD86) (Ryan et al., 2005). En
particular, estudios realizados en nuestro laboratorio han determinado que las MSC-TA
bovinas expresan bajos niveles de mMRNA de MHC-II en comparacion con MSC de médula
6sea (Huaman, 2017). Estas propiedades les confieren una baja inmunogenicidad ya que los
linfocitos T requieren de estas moléculas y receptores para su activacion y/o funcion
efectora. Ademas, se ha reportado que las MSC poseen la capacidad de inmunomodular o
inmunosuprimir la respuesta inmune innata y adaptativa (Gao et al., 2016). Este mecanismo

se produce principalmente por la secrecion de diversos factores solubles como IL-10,
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citoquina que diferencia células T al fenotipo T regulador (Ryan et al., 2005). La
prostaglandina E2 también es producida por las MSC e inhibe la maduracion, activacion y
la presentacion de antigenos por parte de las células dendriticas y reprograma macréfagos
para secretar IL-10 (Ma et al., 2014). Por su parte, IDO, también secretado en MSC, inhibe
la proliferacion de linfocitos T y B (Gao et al., 2016). Por lo tanto, se ha descrito que la
capacidad de inmunoevasion de las MSC se explica por un equilibrio entre la actividad de
factores inmunogeénicos e inmunosupresores y el reconocimiento del sistema inmune por

parte del hospedero (Ankrum et al., 2014).

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio permiten indicar que la
administracion intramamaria de dos dosis de 2,5 x 10” MSC-TA alogénicas, separadas por
10 dias, en dos de los cuartos de la ubre en vaquillas Holstein no induce efectos clinicos ni
alteraciones en la respuesta inmune. La ausencia en cambios clinicos se evidencia en la
falta de alteraciones visibles en la glandula mamaria y en cambios asociados en el perfil
hematoldgico. Por su parte, los niveles de expresion génica de marcadores de activacion
linfocitaria en PBL indican que las MSC-TA no inducen una respuesta inmune. Estos
resultados indican que la aplicacion de una terapia intramamaria en vaquillas es segura y no
induce rechazo inmunoldgico, sin embargo, su efectividad en el tratamiento de mastitis

debe ser evaluada en estudios posteriores.
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ANEXOS

Anexo 1. Administracion de MSC-TA via canal del pezon en vaquillas Holstein
clinicamente sanas. Se realiz6 una desinfeccidon del pezédn previo a la introduccion de la
canula y posterior a la aplicacion de las MSC vy retiro de la canula se realizaron masajes

ascendentes en el pezon.
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Anexo 2. Formacion de nube de células mononucleares de sangre periférica. Se obtuvo a

partir de muestras de 10mL de sangre de vaquillas Holstein en estudio. Para la formacién
de la nube se mezclaron sangre periférica con PBS en partes iguales y se agregaron sobre el
mismo volumen de Histopaque. Posteriormente, la solucion se centrifugd para lograr una

separacion en fases.
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