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Resumen  

La obtención de células madre mesenquimales (MSC) en algunas ocasiones puede ser un 

procedimiento invasivo en los felinos, particularmente cuando existen patologías, traumas o 

situaciones específicas en las cuales está contraindicado el procedimiento quirúrgico para obtener 

biopsias de tejido. La inducción de células somáticas diferenciadas hacia células madre 

mesenquimales es una herramienta recientemente descrita en humanos y ratones, la cual 

promete ser exitosa y evadir las complicaciones descritas. Esta metodología se basa 

principalmente en modificar la expresión génica de las células diferenciadas con el uso de 

remodeladores epigenéticos, factores de crecimiento y pequeñas moléculas que facilitan la 

reconversión o de-diferenciación para la obtención de un mayor nivel de potencia.  

El objetivo del presente estudio fue evaluar la plasticidad de dos tipos celulares de origen felino, 

fibroblastos y células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AMSC), frente a varios 

protocolos de inducción a multipotencia. Para lograr este objetivo se emplearon dos 

remodeladores epigenéticos, el ácido valproico y la 5-azacitidina, junto con plasma rico en 

plaquetas como fuente de factores de crecimiento, factor de crecimiento epidermal y factor de 

crecimiento derivado de plaquetas para conferir características multipotentes a las células 

reprogramadas. En este estudio también se produjo el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (h-PDGF-B) por transfección estable de células mamíferas. 

Los fibroblastos y AMSC fueron obtenidos de gatas domésticas entre 6 meses y 3 años. Los 

protocolos fueron estandarizados y se evaluó su efectividad en inducir características 

multipotentes reflejadas en expresión de genes de pluripotencia, marcadores de superficie y 

capacidad de diferenciación mesodérmica.  

La expresión de OCT4 incrementó significativamente en fibroblastos felinos (p < 0,05), así mismo 

se logró la diferenciación hacia linajes mesodérmicos (adipogénesis, condrogénesis y osteogénesis) 

con el uso del protocolo de reprogramación con 5AZA y VPA durante 12 días. Otros tratamientos 

arrojaron resultados parciales, confiriendo aumento en la expresión de OCT4 y/o capacidad 

limitada de diferenciación hacia uno o dos linajes mesodérmicos.  

Las AMSCs por su parte no presentaron cambios significativos en la expresión de genes o potencial 

de diferenciación con el uso de los remodeladores epigenéticos, con excepción de potenciar la 

diferenciación osteogénica con el pretratamiento con estas moléculas.  

Los resultados obtenidos demuestran que las células somáticas felinas presentan determinada 

plasticidad que puede ser aprovechada para diferentes eventos de reprogramación celular, en 

este caso, para obtener un estado multipotente o favorecer la diferenciación hacia determinado 

linaje mesodérmico.  

Sin embargo, este protocolo requiere algunos ajustes en orden de lograr una mayor eficiencia de 

reprogramación de fibroblastos hacia iMSCs. Estos resultados son de importancia para en el área 

de la medicina regenerativa y otras aplicaciones biotecnológicas en especies de la familia Felidae. 
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Abstract 

Obtaining mesenchymal stem cells (MSC) can sometimes be an invasive procedure for some 

species, especially in felines, and particularly when there are pathologies or physical traumas in 

which it is contraindicated some surgical procedure to obtain tissue biopsies. The induction of 

differentiated somatic cells into mesenchymal stem cells is a recently described tool in humans 

and mice, which promises to be successful and evade the described complications. This 

methodology is mainly based on modifying the gene expression of cells with the use of epigenetic 

remodelers, growth factors and small molecules that facilitate the conversion or de-differentiation 

to obtain a higher level of potency. 

The objective of this study was to evaluate the plasticity of two cell types of feline origin, 

fibroblasts and mesenchymal stem cells derived from adipose tissue (AMSC), compared to several 

induction protocols to multipotency. To achieve this objective, two epigenetic modifiers, valproic 

acid and 5-azacitidine were used together with platelet-rich plasma as a source of growth factors, 

epidermal growth factor and platelet-derived growth factor, and some molecules to confer 

multipotent characteristics to reprogrammed cells. In this study was also produced the platelet 

derived growth factor (h-PDGF-B) by stable transfection of mammalian cells. 

Fibroblasts and AMSC were obtained from domestic cats between 6 months and 3 years. The 

protocols were standardized and their effectiveness was also evaluated and reflected in the 

expression of pluripotency genes, surface markers and ability of mesodermal differentiation.  

The expression of pluripotency gen OCT4 managed to induce significantly in feline fibroblasts (p < 

0.05), and the differentiation towards mesodermal lineages was also achieved (adipogenesis, 

chondrogenesis and osteogenesis) with the use of the protocol with 5AZA and VPA for 12 days. 

Other treatments yielded partial results, conferring increase in the expression of OCT4 and limited 

capacity of differentiation towards one or two mesodermal lineages.  

The AMSCs however, did not improve their multipotent characteristics with the use of epigenetic 

remodelers, with the exception of enhancing the osteogenic differentiation with the pretreatment 

of these molecules. 

The results show that feline somatic cells present a certain plasticity that can be used for different 

events of cellular reprogramming, in this case, to obtain a multipotent state. However, this 

protocol requires some adjustments in order to achieve a higher rate of fibroblast reprogramming 

efficiency towards iMSCs. These results are of importance for in the area of regenerative medicine 

and other biotechnological applications in the species of the Felidae family. 

Key words: Induced mesenchymal stem cells, feline, reprogramming, epigenetic modifiers. 
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INTRODUCCIÓN 

La reprogramación celular es una metodología empleada para modificar la expresión génica de 

diversos tipos celulares con fines en terapia celular, investigación básica, farmacología, 

preservación de recursos genéticos, derivación de gametos, desarrollo de animales transgénicos, 

inducción de modelos de enfermedad, entre otros (Bahamonde et al., 2018; Hua et al., 2009). 

Diversas moléculas y/o factores son empleados en los eventos de reprogramación, demostrando 

ser una alternativa para la obtención de células madre que evitan complicaciones de tipo ético y 

biológico como sucede con las células madre pluripotentes aisladas desde el embrión (ESC).  

Gracias a la reprogramación celular, en el año 2006 Yamanaka y colaboradores revolucionaron el 

concepto de célula madre, con la obtención de células pluripotentes a partir de fibroblastos de 

ratón (Takahashi y Yamanaka, 2006). En su trabajo, este grupo demostró que era posible obtener 

células pluripotentes a partir de la transfección de células somáticas con los genes codificantes 

para los factores de pluripotencia OCT4, SOX2, KLF4 y C-MYC, los cuales inducen la 

reprogramación celular, que se inicia con la expresión endógena de dichos genes y el 

silenciamiento de los genes somáticos. De esta forma fue posible obtener células pluripotentes 

inducidas (iPSC) evadiendo los inconvenientes técnicos y éticos presentes en la obtención de las 

ESC. 

Aunque las células madre se han clasificado principalmente en células madre adultas y 

embrionarias, las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) podrían considerarse como un tipo 

celular diferente pero con las características de una ESC. La diferencia entre las células madre 

adultas y las embrionarias radica en que las primeras tienen la capacidad de autorenovarse para 

regenerar órganos y tejidos, y las segundas sólo están presentes en las primeras fases del 

desarrollo embrionario y tienen el potencial de dar origen a cualquier linaje celular. Así mismo, se 

pueden clasificar de acuerdo a su capacidad de regeneración en totipotentes, pluripotentes, 

oligopotentes, multipotentes y unipotentes (Morgani y Brickman, 2014). Esta característica de 

generar diferentes tejidos de acuerdo a las necesidades del tejido blanco se describe como 

plasticidad (Lakshmipathy y Verfaillie, 2005). Gracias al aprovechamiento de esta cualidad y de las 

tecnologías de reprogramación existentes se ha hecho posible la obtención de células pluri, 

multipotentes o transdiferenciadas, buscando opciones terapéuticas tanto para humanos como 

para animales que presenten daños tisulares generados por traumas o degeneración. Las células 

utilizadas en terapéutica deben representar el mínimo riesgo de rechazo o de efectos secundarios 

en el paciente objetivo. Hasta el momento, aunque las iPSC representan un gran potencial para 

uso terapéutico, su principal limitación está ligada a posibles formaciones de tejido maligno por lo 

que las células madre mesenquimales (MSC) tienen un margen de seguridad terapéutica más 

amplio y por lo tanto son más empleadas (Yamanaka y Blau, 2010).   Sin embargo, aunque las MSC 

que son obtenidas principalmente de médula ósea y tejido graso son regularmente utilizadas para 

tratamiento de lesiones locales, hay poca evidencia objetiva que permita demostrar que estas 

células se retienen en el lugar de las lesiones para contribuir directamente a la formación de tejido 

(Bianco, 2013). A pesar de la posibilidad de utilizar MSC con mayor seguridad, su nivel de potencia 
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restringe su uso a ciertas patologías, por lo cual las iPSC continúan siendo potencialmente más 

prometedoras en ese aspecto.  

Para obtener una reprogramación exitosa, las células deben atravesar por una transición en la que 

se presenta un cambio en la expresión de genes y modificaciones morfológicas visibles. Esta 

transición se conoce como MET (transición mesenquimal a epitelial, por sus siglas en inglés) 

(Hemberger, Dean, y Reik, 2009; Li, Liang, y Ni, 2010; Li et al., 2010). Se ha evidenciado que en 

algunos puntos de esa transición las células poseen características relacionadas con su nivel de 

potencia que pueden ser aprovechadas. Chandrakanthan y colaboradores reportaron 

recientemente la generación de células madre multipotentes inducidas (iMSC) con capacidad 

regenerativa a partir de células somáticas terminalmente diferenciadas de humanos y murinos, 

utilizando factores de crecimiento derivados de plaquetas y un agente promotor de cambios 

epigenéticos, la 5-Azacitidina (5–AZA) (Chandrakanthan et al., 2016). La 5-AZA es un componente 

análogo nucleósido que demetila el ADN y es inductor de la plasticidad celular. Es comúnmente 

usado en protocolos de transdiferenciación y de obtención de células madre pluripotentes 

inducidas (iPSC). En este estudio realizado por Chandrakantan et al., se demostró que las iMSC 

contribuían directamente a la regeneración de tejido in vivo sin formación de tumores. Pei y 

colaboradores también lograron un importante avance al obtener células madre mesenquimales a 

partir de fibroblastos dérmicos humanos con el uso de moléculas químicas y factores de 

crecimiento (Lai et al., 2017). 

Tanto las MSC como las iPSC han sido aisladas de muchas especies animales, pero sólo las MSC 

han sido empleadas en terapias veterinarias con resultados prometedores, incluso terapias 

alogénicas en equinos, caninos y felinos vía intravenosa han sido bien toleradas (Kol et al., 2015; 

Park et al., 2013; Wood et al., 2012). Adicional a esto, los modelos animales son útiles para 

comprender y estudiar muchas enfermedades humanas que son de ocurrencia en otras especies y 

representan la fase inicial de experimentación antes de que las terapias pasen a fase experimental 

a humanos, circunstancia que impulsa la investigación en terapia celular en animales domésticos 

principalmente.  

En felinos se han implementado tratamientos con células madre mesenquimales para terapias 

regenerativas con buenos resultados, en patologías como la falla renal crónica, gingivoestomatitis 

felina, asma felino y enteropatías (Arzi et al., 2016; Quimby et al., 2015; Trzil et al., 2015; Webb y 

Webb, 2015). Si bien se han logrado importantes resultados en el área de iPSC en animales, no ha 

sucedido lo mismo para iPSCs de felinos (Ezashi, Yuan, y Roberts, 2016). Las pocas publicaciones 

existentes hacen referencia a felinos en vía de extinción o amenazados, de los cuales se logró 

obtener un estado de reprogramación importante con una finalidad encaminada a la conservación 

de dichas especies (Verma et al., 2012; Verma et al., 2013).  

Por otra parte, las MSC felinas se han aislado en gato doméstico, gato patinegro (Felis nigripes), 

una especie amenazada (Gómez et al., 2015) y guiña (Leopardus guigna; Echeverry et al., 2019). En 

felinos se ha reportado el aislamiento de MSC de médula ósea, tejidos fetales y  tejido adiposo, 

siendo este último el más eficiente en cultivo y de fácil obtención, además presentan un potencial 
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de diferenciación hacia osteoblastos, condrocitos, adipocitos y células neuronales (Gómez et al., 

2015). Este último dato obtenido por Gómez y colaboradores refleja la plasticidad de las células 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo en los felinos, además de la expresión de genes de 

pluripotencia como NANOG, OCT4, y KLF4, siendo NANOG el de mayor expresión y determinante 

para la reprogramación de células felinas (Verma et al., 2013, Gómez et al., 2015). 

Presumiblemente, los mecanismos de reprogramación y de epigénesis en células felinas podrían 

ser más complejos que en otras especies, pero frente a esta presunción aún no existen estudios 

que afirmen o contradigan esta teoría. Quedan al respecto muchos cuestionamientos sin resolver 

sobre vías de señalización que deben ser activadas en la reprogramación de células somáticas 

felinas para inducir diferentes niveles de potencia.  

Podría presumirse que existen diferencias en la inducción a multi o pluripotencia al utilizar 

diferentes tipos de células felinas y que cada linaje celular presenta una plasticidad diferente, pero 

no hay datos que permitan afirmar esto. Sin embargo, la expresión de algunos genes relacionados 

con la pluripotencia en fibroblastos dérmicos felinos sugiere que esas células tienen la plasticidad 

para ser reprogramadas.  Se ha demostrado que la eficiencia del evento de reprogramación puede 

facilitarse con la presencia de moléculas específicas en el medio de inducción. Algunas de estas 

moléculas facilitadoras son el ácido valproico (un inhibidor de deacetilasa de histonas; HDAC), 5-

AZA (un inhibidor de DNMT mencionado anteriormente), butirato (inhibidor de HDAC), vitamina C 

(antioxidante, inductor de la expresión de NANOG e inhibidor de apoptosis), factores de 

crecimiento, CHIR99021 (inhibidor de la molécula GSK-3b), PD0325901 (inhibidor de MEK/ERK), 

entre otros (Lin y Wu, 2015; Nie et al., 2012; Zhang et al., 2012). El uso de estas moléculas que 

ejercen influencia en la expresión génica y pueden modificar indirectamente la función celular se 

ha planteado como una herramienta para la obtención de células de importancia médica.   

Hasta el momento el tejido adiposo ha sido el más empleado para aislamiento de MSC para 

terapia celular en gato doméstico (Kono et al., 2014). Sin embargo, se limita cuando los pacientes 

presentan estados caquécticos o patologías en las cuales una inducción anestésica profunda se 

hace riesgosa. En contraste, en felinos silvestres aislar tejido adiposo u otro tejido fuente de MSC 

resulta mucho menos probable de conseguir. En este caso, la posibilidad de obtener MSC a partir 

de otros recursos menos invasivos y riesgosos para los felinos en teoría puede ser alcanzable si se 

emplean medios condicionados que aprovechen la plasticidad de las células diferenciadas felinas, 

pudiendo ser empleadas en terapias celulares y aplicaciones biotecnológicas dirigidas a felinos 

domésticos y silvestres.  

El laboratorio de Biotecnología Animal de la Universidad de Concepción cuenta con un banco de 

células (fibroblastos dérmicos) de algunos gatos salvajes las cuales han sido obtenidas y 

criopreservadas en pases tempranos con la finalidad de ser utilizadas en clonación.  Sin embargo, 

estas células pueden ser empleadas para evaluar plasticidad y protocolos de reprogramación 

celular enfocados a la obtención de iMSC. Esto permitiría no sólo obtener células con un nivel de 

potencia mayor para ser aprovechadas en técnicas de reproducción asistida como la transferencia 

nuclear de células somáticas y derivación de gametos, también representan una posible opción 

para terapia celular para ejemplares de la misma especie que se encuentran en rehabilitación o 
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cautiverio. Hasta la fecha ningún estudio sobre la plasticidad de células somáticas felinas en 

medios condicionados con moléculas reprogramadoras ha sido realizado en gatos domésticos o 

silvestres. Adicionalmente, la información disponible sobre reprogramación en felinos es escasa, 

desconociendo como puede modificarse la expresión de determinados genes de pluripotencia y 

marcadores de superficie y como la expresión o represión de alguno de estos genes, aparte de 

Nanog, puede significar el éxito o fracaso de una reprogramación o modificación epigenética de 

células terminalmente diferenciadas.  

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue evaluar la plasticidad de fibroblastos y MSC 

felinas bajo tratamientos de reprogramación con modificadores epigenéticos y factores de 

crecimiento y evaluar dicho efecto en la expresión de genes de pluripotencia como OCT4 y 

NANOG, expresión de marcadores de superficie y capacidad de diferenciación hacia linajes 

mesodérmicos. 
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REVISION BIBLIOGRAFICA 
 

1. Terapia celular 

En medicina humana y veterinaria el campo de investigación en células madre avanza 

constantemente tanto a nivel clínico, como experimental, aumentando la disponibilidad de células 

para una administración segura y en forma rápida en varias enfermedades.    

La terapia celular en felinos tiene un potencial en el tratamiento de diversas patologías 

principalmente de tipo inflamatorio.  Hasta el momento, las MSC han sido evaluadas en terapias 

para enfermedades inflamatorias, degenerativas e inmunomediadas en felinos. Aunque las iPSCs 

son consideradas como la mejor opción a futuro para el tratamiento de estas patologías, aún no 

están disponibles en gatos domésticos.  

Las iPSCs felinas representan posibilidades como modelo animal de terapia celular para la 

comprensión y estudio de patologías como el VIH, enfermedad renal crónica y Alzheimer (Gómez y 

Pope, 2014). Aún una opción terapéutica con iPSCs no se ha considerado en esta especie, en 

primer lugar por la carencia de reportes en la obtención de estas células en gato doméstico y en 

segundo lugar porque aún existe el riesgo de que las iPSCs generen teratomas en los pacientes por 

lo que otros recursos de células madre para terapia son requeridos en esta especie. 

Así mismo, las iPSCs en felinos salvajes representan la posibilidad de preservación de especies 

amenazadas y en peligro de extinción (Gómez y Pope 2014). Mientras tanto, las MSC arrojan 

resultados interesantes en el tratamiento de enfermedades felinas que generalmente no 

responden al manejo farmacológico tradicional.   

 

1.1 Los felinos como modelo de enfermedad y objeto de estudio 

El gato doméstico es un excelente modelo animal de enfermedad para comprender patologías 

tanto en humanos como en la misma especie. La secuenciación del genoma del gato doméstico 

revela una similitud del 90% con los genes humanos y se ha identificado en el genoma de esta 

especie variantes genómicas que pueden ser utilizadas para determinar las bases genéticas de 

enfermedades hereditarias comunes (Pontius et al., 2007). Los gatos domésticos poseen 250 

trastornos hereditarios, muchos similares a las patologías genéticas humanas. En esta especie se 

presenta también una enfermedad similar al SIDA, el virus de inmunodeficiencia felina, que puede 

cursar con neoplasias linfoides que también son comunes en humanos (Maggio et al., 1978); 

también se reporta en gatos adultos el Alzheimer como un desorden similar por la deposición de 

placas amiloideas (Siebelink et al.,1990; Willet et al., 1997). Estas características hacen al gato un 

modelo más cercano al humano que los modelos en ratones. Por otro lado, el gato presenta 

patologías como la enfermedad renal crónica, osteoartritis, enfermedades inflamatorias del 

intestino y la gingivoestomatitis felina crónica que merecen ser también investigadas y para las 
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cuales las terapias con células madre pueden ser prometedoras (Arzi et al., 2015; Quimby et al., 

2013).  

El gato doméstico es uno de los pacientes más frecuentes en la consulta de especies menores con 

dolencias asociadas a enfermedades virales, del tracto gastrointestinal, enfermedad renal, 

enfermedad hepática, dermatitis, entre otras. Algunas de estas patologías representan un 

constante desafío para el médico tratante por las limitaciones a nivel terapéutico que ellas 

implican y frente a las cuales los tratamientos tradicionales tienen baja efectividad. Las células 

madre mesenquimales son actualmente una opción terapéutica viable y con casos puntuales 

exitosos para algunas enfermedades.  

Dentro de estas patologías se encuentra la enfermedad renal crónica felina, una condición 

bastante común diagnosticada principalmente en gatos adultos y en algunos felinos silvestres, la 

cual está caracterizada por inflamación túbulo-intersticial, atrofia tubular y fibrosis intersticial con 

subsecuente pérdida de la función renal (DiBartola et al., 1987). Algunos estudios recientes 

sugieren que el uso de las MSC puede mejorar la función renal a través de la incorporación en el 

parénquima renal de las mismas que conlleva a un aumento en la generación de nuevas células 

tubulares renales. Adicional, las MSC tienen un efecto mediador de la inflamación y efecto 

antifibrótico que indirectamente puede mejorar la función renal (Lee et al., 2010). Este efecto 

mediador de la inflamación se atribuye a la inhibición en la proliferación de linfocitos T, 

producción de citoquinas, supresión de la función de las células dendríticas, supresión de la 

producción de  interferón γ (IFNγ) por las células natural killer (NK). Los investigadores Quimby y 

Webb han conducido numerosos tratamientos con MSC en pacientes felinos con enfermedad 

renal crónica y reportan una ligera mejoría en los parámetros de función renal y resultados muy 

variables entre los pacientes sometidos a tratamientos con MSC (Quimby et al., 2015; Quimby y 

Dow, 2015; Quimby et al., 2013; Webb y Webb, 2015) . 

La enteropatía crónica, generalmente asociada a alergias alimenticias, se caracteriza por 

inflamación del intestino como resultado de una respuesta inmunitaria exacerbada que conlleva a 

una intolerancia a antígenos que se encuentran en el tracto intestinal. Los pacientes generalmente 

requieren medicación de corticoides de por vida como tratamiento paliativo. El tratamiento de 

pacientes con MSC para esta condición reportó una marcada disminución de los signos clínicos 

después de dos meses de iniciado el tratamiento comparado con el grupo control, por lo que se 

concluye que es uno de los tratamientos más efectivos con MSC en patologías felinas (Webb y 

Webb, 2015). 

La gingivoestomatitis crónica felina (GECF), cuadro asociado a una reacción anormal del sistema 

inmune, es otra patología blanco del tratamiento con MSC. La GECF es una enfermedad 

inflamatoria difusa de la cavidad oral, la mucosa gingival y del resto del epitelio bucal que puede 

ser leve, moderada o grave (Castro-López et al.,  2011). Esta enfermedad está asociada también a 

la alimentación del gato con dieta blanda, falta de higiene dental y enfermedades que afectan el 

sistema inmune como el SIDA y Leucemia Felina. Los tratamientos para la GECF consisten en 

exodoncia parcial o completa, corticoides, analgésicos y antibióticos con un pronóstico reservado 
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(Castro-López et al., 2011). Se han reportado algunos casos exitosos de gatos tratados con MSC 

para esta patología que presentaron una recuperación satisfactoria (Arzi et al., 2015). 

Gómez et al (2015) reportan el potencial de diferenciación neurogénico de las AMSC, lo que 

también representa una posible opción terapéutica para enfermedades de tipo 

neurodegenerativas en felinos (Gómez et al., 2015). Estudios realizados en humanos han 

demostrado algunas mejorías en pacientes con lesiones medulares, los cuales han recuperado 

entre un 20 y un 50% de su sensibilidad y movilidad (Huang et al., 2014). En los gatos existen 

algunas enfermedades neurodegenerativas asociadas a factores inflamatorios de origen infeccioso 

o traumático, que pueden ser un blanco para tratamiento con células madre mesenquimales o 

iPSC para favorecer la capacidad regenerativa de este tejido. En lesiones de la médula espinal la 

regeneración completa requiere producción de nuevas neuronas y células de la glía y una correcta 

re-inervación de los blancos para restaurar la función. El descubrimiento de células madre 

residentes en el sistema nervioso genera expectativas respecto a nuevas terapias celulares y 

estudios recientes revelan el mecanismo de acción de las MSC en la médula espinal canina, el cual 

consiste en la regulación de la expresión de ARN y proteínas que participan en la regulación de los 

mecanismos anti-inflamatorios. En los estudios conducidos con injuria en la médula espinal se ha 

evaluado la inyección intravenosa e intramedular con resultados muy variados  por lo cual aún se 

considera un desafío definir cuál es el mejor método de administración de las MSC para este tipo 

de tratamientos (Wood et al., 2012). 

Las MSC son también un potencial terapéutico para algunas patologías oftálmicas en felinos. Una 

de estas patologías es la queratoconjuntivitis seca que ocurre como resultado de la destrucción 

inmunomediada del tejido lagrimal y puede desencadenar úlcera corneal. En perros se ha 

demostrado que las MSC cuando son inyectadas a nivel peri ocular residen cerca del lugar de 

inyección alrededor de 2 semanas (Wood et al., 2012). Adicionalmente, se ha demostrado la 

seguridad y eficacia en esta especie de administrar tanto células autólogas como alogénicas in situ 

sin efectos secundarios (Park et al., 2013). 

Las terapias con MSC han sido aplicadas principalmente en caninos y equinos para el tratamiento 

de enfermedades de origen traumático o degenerativo que afectan el sistema músculo 

esquelético, en gatos domésticos estas patologías, por lo menos las de tipo degenerativo que 

afectan el sistema músculo esquelético, no son muy frecuentes, pero podrían aplicarse este tipo 

de terapias en casos de lesiones de origen traumático (Fortier y Travis, 2011).  

Las células madre también son una fuente prometedora para tratamiento de enfermedades 

hepáticas, cardíacas, diabetes, enfermedades sanguíneas y de médula ósea en animales de 

compañía (Gattegno-Ho et al.,  2012). De estas patologías, en gatos domésticos es frecuente 

encontrar casos de diabetes asociados a sobrepeso, similar a la diabetes tipo II en humanos. Este 

tipo de diabetes se caracteriza por resistencia a la insulina y daño de las células beta del páncreas 

(Nelson y Reusch, 2014).   
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Tabla 1. Tipo de tratamiento, patología, dosis y vías de administración de MSC en felinos. 

Especie Dosis Vía 
administración 

Patología Rango 
de 
edad 

Tipo 
tratamiento 

Referencia 

Gato 
doméstico 

3 dosis 
de 2x106 

Células/kg 

Intravenosa Falla renal 
crónica 

10-15 
años 

Alogénico (Quimby 
et al., 
2015) 

Gato 
doméstico 

2 dosis 
de 2x106 

Células/kg 

Intravenosa Enteropatía 7-15 
años 

Alogénico (Quimby 
et al., 
2013) 

Gato 
doméstico 

1 dosis 
de 5x106 

Células/kg 

Intravenosa Gingivostomatitis 1-14 
años 

Autólogo (Arzi et al., 
2016) 

Perro 
doméstico 

6 dosis 
de 2x106 

Células/kg 

Periocular Ensayo clínico 11-14 
meses 

Autólogo (Park et 
al., 2013) 

Perro 
doméstico 

6 dosis 
de 5x106 

Células/kg 

Intrarticular Ensayo clínico 11-14 
meses 

Autólogo (Park et 
al., 2013) 

Equino 3 dosis 
de 
25x106   

Intravenosa Ensayo clínico 5-14 
años 

Alogénico (Kol et al., 
2015) 

Fuente: Quimby et al., 2013; Quimby et al., 2015; Arzi et al., 2016; Park et al., 2013 y Kol et al., 

2015. 

 

2. El concepto de célula madre 

El término de células madre ha cobrado interés desde el auge de la terapia génica y la clonación. 

Sin embargo, el término se conoce desde el año 1916, y fue acuñado por Danchakoff cuando 

describió la presencia de una célula precursora de todas las células presentes en la médula ósea 

(Dankchakoff, 1916). Hoy se denomina a las células madre como aquellas células que tienen la 

capacidad de autorenovación indefinida y se pueden diferenciar hacia diferentes linajes con 

características y funciones determinadas (Donovan, 2001). Así mismo, se pueden clasificar de 

acuerdo a su capacidad de regeneración y diferenciación en totipotentes, pluripotentes, 

oligopotentes, multipotentes y unipotentes (Morgani y Brickman, 2014). 

Las principales características de una célula madre son:  

a) Su capacidad de autorenovación que le permite proliferar extensivamente. 

b) La clonogenicidad, que hace referencia a la capacidad de replicarse a partir de una sola célula. 

c) Potencia, que es la habilidad de diferenciarse en diferentes tipos celulares. 
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Estas propiedades de las células madre pueden diferir entre varios tipos de células. Es así como las 

células madre embrionarias (ESCs) derivadas del macizo celular interno del blastocito tienen una 

mayor capacidad de autorenovarse que las células madre adultas que pueden proliferar 

exitosamente, pero sólo se pueden diferenciar en células de tejidos específicos (Denham et al., 

2005). Las ESCs pueden dar origen a las tres capas germinativas que son el endodermo, 

mesodermo y ectodermo. Órganos específicos se pueden originar de cada una de estas tres capas. 

Sin embargo, algunas de las células progenitoras que ha contribuido a la formación de órganos y 

que están indiferenciadas son retenidas en nichos de células madre y pueden ser encontradas en 

médula ósea, sangre, músculo, hígado, cerebro, tejido adiposo, piel y tracto gastrointestinal 

(Denham et al., 2005). Este nicho que corresponde a células progenitoras se encuentra 

generalmente en un estado latente y puede dar lugar a la diferenciación terminal y especializada 

de células del tejido u órgano al que pertenece en circunstancias de lesión o injuria (Falanga, 

2012). Sin embargo, esto puede tener una manifestación diferente dependiendo del tejido del cual 

la célula es progenitora (Denham et al., 2005; Falanga, 2012). En el caso de la médula ósea, 

hígado, pulmón e intestino, las células madre son más activas y proliferan regularmente porque 

son tejidos de recambio constante y responden también proliferando rápidamente frente a alguna 

lesión. Mientras que en órganos como el páncreas, el corazón o el sistema nervioso la 

proliferación de las células madre se da precedida por una injuria para reemplazar tejido dañado 

(Angelini et al.,  2004; Bouwens, 1998; Falanga, 2012; Mansergh et al., 2007). 

Las células madre multipotentes se encuentran en la mayoría de tejidos y pueden bajo condiciones 

naturales diferenciarse en células de una sola capa germinativa. Por lo tanto su capacidad de 

diferenciación es más reducida respecto a las células madre pluripotentes (Sehwon y Piedrahita, 

2014). Las MSCs son las células multipotentes más reconocidas y pueden ser derivadas de una 

amplia variedad de tejidos incluyendo la médula ósea, tejido adiposo, hueso, cordón umbilical, 

sangre periférica, entre otros (Augello et al., 2010).  

 

3. Células madre embrionarias (ESC)  

Las etapas iniciales del desarrollo embrionario de mamíferos ocurre a través de varias etapas de 

división celular que van desde mórula hasta el blastocito, este último se caracteriza por tener 

formado en su interior la masa celular interna (ICM), población celular que se mantiene 

temporalmente pluripotente antes de que haya lugar a la formación de las tres capas germinales 

primitivas, estas células son las que se conocen como células madre embrionarias (ESC) (Lawson et 

al., 1991). La derivación de ESC ha sido compleja en otras especies diferentes a los murinos, 

especialmente en animales domésticos. Las primeras líneas ESC fueron generadas desde el ICM de 

blastocitos de  una línea de ratón específica (Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981). Tales células 

formaron colonias que aparecen en forma de montículo, y se propagaron en medio que contiene 

LIF y suplementado con FBS (Williams et al., 1988).  Las ESC obtenidas de blastocitos humanos son 

fenotípicamente diferentes de las obtenidas de ratón (Hanna et al., 2010; Thomson et al., 1998). 

Las ESC humanas forman colonias planas cuando crecen en un sustrato de matriz artificial, como el 
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matrigel y requieren FGF2 y factores de crecimiento que operan a través de las vías de 

señalización del receptor Activina/TGF-β y la activación de los factores de transcripción SMAD2 y 

SMAD3 (Amit et al., 2004; Ludwig et al., 2006). A pesar de estas diferencias ambiguas, se 

establecieron tres criterios de  pluripotencia para las ESC humanas que son, la habilidad para 

diferenciarse in vitro en las tres capas germinales que se evalúa con la formación de teratomas 

bien diferenciados; formación de cuerpos embrioides cuando se cultivan en placas que no 

favorecen la adhesión. Y por último, la autorenovación, un estado indiferenciado de ESC derivadas 

de epiblasto, que también depende de la expresión de muchos genes de pluripotencia asociados 

con ESC de tipo naïve (Parfitt y Shen, 2014).  

Las ESC-like de animales domésticos se han obtenido de especies como los porcinos, caninos, 

bovinos, ovinos, caprinos y gatos. Sin embargo, no se han identificado ESC homólogas a las 

descritas para los roedores y primates en estas otras especies (Chazaud et al., 2006; T Ezashi et al., 

2012; Gonçalves, Ambrósio, y Piedrahita, 2014; Koh y Piedrahita, 2014; Malaver-Ortega et al., 

2012; Nowak-imialeket al., 2011).  

En el gato doméstico, las células madre tipo embrionarias (ESC) aisladas de la ICM de blastocitos 

producidos in vivo son las únicas células pluripotentes que se han generado en esta especie 

(Gómez et al., 2010; Yu et al., 2008). Las ESC de gato pueden proliferar hasta el pase 12, pero 

pierden progresivamente su capacidad de autorenovación y se pueden diferenciar de forma 

espontánea en cultivo. A su vez, estas células expresaron algunos de los marcadores estándares de 

pluripotencia como son Oct4, SSEA-1, Nanog y Sox2 y fueron capaces de diferenciarse a 

mesodermo y ectodermo in vitro, aunque fallaron para formar teratomas.  

 

4. Células madre mesenquimales (MSC) 

Las células madre mesenquimales (MSC), también denominadas por algunos autores como células 

estromales mesenquimales, son células no especializadas que presentan  una forma típica 

fibroblastoide, tienen la capacidad de autorenovarse por división celular constante durante largo 

tiempo y diferenciarse a células especializadas (Caplan, 1991; Ryan et al., 2005a).  Las MSCs 

participan en la regeneración de tejido por medio de mecanismos distintos como contribuir 

directamente a la reparación del tejido por diferenciación en fenotipos celulares específicos como, 

ligamentos, tendones o fibroblastos de forma alternativa pero no necesariamente excluyente; por 

producción de matriz extracelular y proteínas bioactivas como factores de crecimiento, factores 

antiapoptóticos y agentes quimiotácticos que tienen un efecto importante en las dinámicas 

celulares, producción de efectos anabólicos, estimulación de la neovascularización y reclutamiento 

adicional de células madre en el sitio de la lesión. Las células madre reclutadas en estos sitios 

pueden diferenciarse y/o producir péptidos activos biológicamente (Dahlgren, 2009).  En medicina 

veterinaria la caracterización de células madre mesenquimales es un poco más difícil debido a la 

baja especificidad o afinidad de los anticuerpos disponibles que generalmente son hechos contra 

antígenos humanos o murinos. 
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Según el Comité de la Sociedad Internacional para Terapia Celular (ISCT) se proponen unos los 

siguientes criterios mínimos para definir células madre mesenquimales humanas: 

1. Las MSC deben ser adherentes al plástico cuando son mantenidas en condiciones estándar 

de cultivo (medio esencial mínimo más 10-20 % de suero fetal bovino). 

2. Las MSC deben expresar las moléculas de superficie CD105, CD73 y CD90 y ser negativas 

para la expresión de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19 y HLA-RD 

3. Diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro. 

A pesar de este consenso para la definición de MSC, algunos autores reportan otros marcadores 

de superficie que expresan las MSC de origen felino de acuerdo al tipo de tejido (Tabla 2). Esta 

diferencia en los marcadores de superficie puede deberse a características específicas del tejido 

del cual derivan las MSC. Una característica adicional reportada en MSC de gato derivadas de 

tejido adiposo es que expresan genes de pluripotencia como NANOG, KLF4 y OCT4 (Gómez et al., 

2015). 

Tabla 2. Expresión de marcadores de células madre mesenquimales derivadas de diferentes 

tejidos en felinos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Webb et al., 2011; Iacono et al., 2012; Kono et al., 2014; Arzi et al., 2015 y Gómez et al., 

2015. 
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4.1 Tejidos fuente de células madre mesenquimales (MSC) 

Existen diferentes tejidos que representan un potencial recurso para la obtención de MSC tanto en 

animales como en humanos. En este orden, la médula ósea fue el primer tejido explorado, una de 

las mejores fuentes de obtención y hasta ahora la más empleada en terapia celular. Sin embargo, 

otras fuentes, como el tejido adiposo, han sido investigadas y usadas con éxito. En el campo de la 

medicina veterinaria la fuente de obtención de estas células es determinante dependiendo de la 

especie objetivo, ya que puede influir el peso, el tamaño y la facilidad de manipular al paciente 

para la obtención del tejido. Sin embargo, la facilidad de la obtención del tejido no siempre se 

correlaciona con una buena fuente de MSC. Por lo tanto la investigación de otros recursos para 

obtención de MSC en las diferentes especies es importante, teniendo en cuenta que tampoco se 

pueden extrapolar en todos los casos los resultados entre especies.  

 

4.1.1 Médula ósea 

El aislamiento de MCS de médula ósea ha sido descrito en varias especies animales como murina, 

cunícula, equinos, porcinos, bovinos, caninos y felinos (Bosnakovski et al., 2005; Martin et al., 

2002; Ringe et al., 2002; Tropel et al., 2004; Vidal et al., 2007). En este tejido se pueden encontrar 

células madre mesenquimales y una alta cantidad de células madre hematopoyéticas, teniendo en 

cuenta que las MSC tienen la capacidad de adherirse al plástico y presentan una morfología 

variada que incluye células multinucleadas y células mononucleares en forma de huso (Vidal et al., 

2006). Algunos autores reportan que la calidad de las MSC disminuye a través de los continuos 

pasajes celulares pero pueden ser mantenidas por largos períodos de tiempo. Existen también 

diferencias significativas en la morfología entre la misma especie ya que se reporta en individuos 

maduros que la médula ósea es la mejor fuente de células madre tanto en humanos como en 

animales, pero parece ser que la tasa de formación de colonias de MSC de médula ósea en ratas y 

humanos es más baja que la de otras MSC derivadas de otros tejidos, ya que las colonias primarias 

de tejido sinovial, periostio, tejido adiposo y tejido muscular parecen ser mucho mayores (Koerner 

et al., 2006; Yoshimura et al., 2007). Estas células presentan buen potencial de diferenciación  en 

general, son positivas para la expresión de CD9, CD29, CD44, CD90, CD105 y MHCI (Bosnakovski et 

al., 2005; Martin et al., 2002; Ringe et al., 2002; Tropel et al., 2004; Vidal et al., 2007). Maciel y 

colaboradores realizaron un estudio sobre la morfología de las MSC derivadas de médula ósea en 

felinos y observó la predominancia de dos tipos de células, las fusiformes y las alargadas. 

Por otro lado, la médula ósea como fuente de MSC presenta la complicación de que su obtención 

en general resulta dolorosa y se pueden presentar riesgos de hemorragia e infección dependiendo 

de la especie que se esté interviniendo. En humanos se ha demostrado la persistencia de 

Mycobacterium tuberculosis en nichos de MSC derivadas de médula ósea (Garhyan et al., 2015).  
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4.1.2 Sangre periférica 

La sangre periférica es otro tejido de los cuales se ha documentado la obtención de MSC. 

Comparada con la médula ósea es un recurso más seguro y en teoría menos doloroso y con menos 

complicaciones pos intervención, además para la obtención de sangre periférica no se requiere 

emplear técnicas especializadas. La desventaja que tiene este recurso es que el aislamiento y 

proliferación de células de tipo fibroblastoide requiere de técnicas más complejas. En ratones, 

hámsteres, conejos, ovejas y caballos, se ha podido estandarizar un protocolo eficiente de 

aislamiento para este tipo celular (He et al., 2007; Koerner et al., 2006; Letouzey et al., 2015; 

Lyahyai et al., 2012; Valenti et al., 2008). Sin embargo en humanos, perros y gatos ha sido poco 

eficiente su aislamiento (Huss et al., 2000). Estas células tienen la capacidad de formar colonias 

fibroblastoides, aunque su potencial de diferenciación parece ser inferior a las células obtenidas 

de otras fuentes y su capacidad de proliferación disminuye alrededor del quinto pasaje para la 

mayoría de especies (Fu et al., 2015). En felinos estas células expresaron marcadores de superficie 

CD44 y CD90, presentaron capacidad de diferenciación mesodérmica pero no se reporta si 

expresan genes de pluripotencia como Oct4 y Nanog (Sato et al., 2016).  

 

4.1.3 Cordón umbilical 

El cordón umbilical es una buena fuente para el aislamiento de MSC de especies de interés 

veterinario (Kern et al., 2006; Passeri, 2009; Reed y Johnson, 2008).  Desde el cordón umbilical se 

pueden aislar células de la sangre presente en éste y de células del tejido conocido como gelatina 

de Wharton. Estos tejidos se colectan al nacimiento, generalmente sin complicaciones. Las MSC 

derivadas de cordón o sangre umbilical presentan ligeras diferencias con las MSC adultas y una 

aparente mayor plasticidad ya que pueden diferenciarse en hepatocitos además de los tipos 

celulares característicos de mesodermo y endodermo; adicionalmente expresan Oct4, SSEA-4, c-

kit, CD29, CD44, CD73, CD90 y CD105, y proliferan fácilmente en cultivo (Koch et al., 2007).  

Comparado con otras fuentes de MSC, el número de células derivadas de la sangre de cordón 

umbilical es muy bajo y presenta una baja tasa de formación de colonias fibroblastoides. Las MSC 

derivadas de cordón umbilical de porcinos, caprinos, caninos y bovinos expresan altos niveles de 

actividad telomerasa que al parecer no altera la organización cromosomal (Cardoso et al., 2012; 

Filioli-Uranio et al., 2011). Las células de cerdos, búfalos  y caballos derivadas de cordón umbilical 

resultaron positivas para genes de pluripotencia Oct4, Nanog y Sox2 en diferentes pasajes 

celulares (Carlin et al., 2006; Hoynowski et al., 2007; Mitchell et al., 2003; Singh et al., 2013; 

Sreekumar et al., 2014). Diferentes autores concuerdan en que la expresión de Oct4 en MSC 

derivadas de cordón umbilical de perros se va perdiendo a medida que avanzan los pases 

celulares. Adicionalmente, Lee y colaboradores plantean que la expresión de Nanog y Sox2 está 

negativamente correlacionada con el número de pasajes (Lee et al., 2011).  
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4.1.4 Membranas fetales 

El interés por las MSC derivadas de tejidos fetales y extraembrionarios ha incrementado debido a 

su utilidad en el campo de la medicina regenerativa (Csaki et al., 2007; Dahlgren, 2009; Hoynowski 

et al., 2007; Prockop et al., 2003; Ryan et al., 2005b).  Estas células tienen la habilidad de 

diferenciarse en múltiples linajes bajo condiciones específicas y pueden ser adquiridas bajo 

métodos no invasivos y son exentas de complicaciones éticas debido a que estos tejidos son 

frecuentemente descartados después del nacimiento (Agung et al., 2006; Koch et al., 2007; 

Yoshimura et al., 2007). La membrana amniótica es ampliamente usada en ingeniería de tejidos 

para promover nueva epitelización y reconstrucción de la superficie ocular (Koerner et al., 2006; 

Vidal et al., 2006). Las membranas amnióticas comprenden dos tipos celulares, las células madre 

epiteliales amnióticas que recubren la superficie interna del amnios y células madre 

mesenquimales amnióticas (AMSCs) que están dispersas a través del estroma. Dadas sus 

propiedades inmunomodulatorias, funciones antiinflamatorias y no tumorogénicas, las AMSCs son 

una prometedora herramienta en terapia y medicina regenerativa (Csaki et al., 2007; Hoynowski 

et al., 2007; Vidal et al., 2007). Algunos estudios previos han caracterizado las células derivadas de 

la membrana amniótica de humanos, bovinos, equinos, ovinos, ratas, caninos y felinos 

(Bosnakovski et al., 2005; Kadiyala et al., 1997; Koch et al., 2007; Kulterer et al., 2007; Martin et 

al., 2002; Reed y Johnson, 2008; Ringe et al., 2002; Smith et al., 2003). 

En los felinos, así como en otras especies, ese tejido es descartado después del nacimiento. Se han 

aislado exitosamente MSC con morfología fibroblastoide y una alta capacidad de autorenovación. 

En el pasaje 3 de estas células felinas se ha reportado que presentan un nivel de homogeneidad 

adecuado, como también se ha encontrado en los caninos (Vidane et al., 2014). A diferencia de 

otros tejidos, la población celular de las AMSC felinas incrementa considerablemente después del 

pasaje 7, siendo valores mayores a los reportados en equinos y caninos, dónde el número de 

células tiende a incrementar conforme incrementa el número de pasajes celulares (Vidane et al., 

2014). Adicionalmente, la viabilidad de estas células en criopreservación fue similar a la viabilidad 

presentada en las células frescas, por lo que son ideales para bancos celulares y futuras 

aplicaciones en terapia celular en felinos al igual que en otras especies (Vidane et al., 2014). Las 

AMSCs de gatos en el cultivo primario tienden a formar pequeños grupos de células cuando se 

cultivan a una alta densidad, esto sugiere que existe una fuerte señalización cuando se presenta el 

contacto célula-célula indicando que los efectos autocrinos y paracrinos juegan un rol importante 

en el desarrollo de las MSC (Iacono et al., 2015). 

Las AMSCs de felinos expresan marcadores específicos CD73 y CD90 pero no marcadores 

específicos hematopoyéticos CD34, CD45 y CD79 (Vidane et al., 2014). Estos datos confirman que 

desde la membrana amniótica de felinos se pueden aislar MSC exitosamente sin contaminación 

con sangre o debris. La desventaja de estas células reportadas por el estudio es que al pase 4 

presentaron una alta expresión de CD34, lo que es inconsistente con datos reportados en 

humanos. Este hallazgo sugiere que AMSCs pueden tener algún potencial angiogénico. En equinos 

se reportó el mismo hallazgo de la positividad de CD34 en el pase 5 (Alviano et al., 2007; Iacono et 

al., 2012; Iacono et al., 2015; Lage-Consiglio et al., 2012).  
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Sumado a las características ya mencionadas, las AMSCs de felinos son de interés en terapia 

celular debido a sus propiedades inmunomoduladores, fácil accesibilidad, fácil cultivo, potencial 

de diferenciación a otros linajes celulares. Estudios previos han reportado una alta plasticidad de 

las MSC derivadas de diferentes órganos post-natales. Cuando las AMSCs de gato fueron 

inyectadas en ratones inmunodeficinetes (BALB/c-Un) ningún tumor fue generado en las 4 

semanas siguientes a la inyección y los animales sobrevivieron a la inyección de las células sin 

ninguna complicación o respuesta inmune (Vidane et al., 2014).  

 

4.1.5 Tejido adiposo 

El tejido adiposo a nivel corporal comparado con otros tejidos es bastante abundante y más 

accesible que la médula ósea y es el más usado en terapia celular veterinaria (Arzi et al., 2015). Las 

terapias celulares para animales usando células derivadas de tejido adiposo se han utilizado para 

tratamiento de osteoartritis, lesiones de ligamentos y tendones en caninos y equinos, 

gingivoestomatitis felina con buenos resultados y otras patologías que se encuentran en estudio 

como la falla renal crónica en gatos domésticos. La tasa de MSC en la fracción celular nucleada es 

muy baja y se requiere una buena purificación y expansión en cultivo para obtener una cantidad 

suficiente que pueda ser usada con fines terapéuticos. El uso de esta fracción celular sin los 

respectivos pasos de aislamiento y expansión es comúnmente usada en terapéutica pero no 

corresponde a una verdadera terapia con células madre. Por su parte, el tejido graso  en 

comparación a la médula ósea tiene un desempeño similar en cultivo y expresa marcadores de 

superficie similares y su potencial de diferenciación también lo es (De Ugarte et al., 2003). Otros 

estudios han demostrado que la tasa de proliferación de las MSCs derivadas de tejido adiposo es 

mucho mayor que las MSCs derivadas de médula ósea (De Ugarte et al., 2003). Adicionalmente, 

Dahlgren reportó que la frecuencia de células madre encontradas en tejido graso comparado con 

médula ósea era de 2% vs 0,002% respectivamente, con un promedio de 450.000 células por 

gramo de grasa, además de concordar con los autores anteriores en su alta tasa proliferativa 

(Dahlgren, 2009). 

Se ha reportado que el potencial de diferenciación de las MSC desde diferentes recursos in vivo e 

in vitro presenta también diferencias. En el caso de los roedores, las MSC derivadas de tejido 

adiposo parecen tener un menor potencial de diferenciación condrogénico, probablemente por la 

expresión reducida de proteínas morfogénicas de hueso como BMP2, BMP4 y BMP6, además de la 

pérdida de receptores para TGF-b que también se ha descrito en tejido adiposo humano (Vidal et 

al., 2008). En tejido adiposo de caninos también se ha reportado la misma situación respecto al 

bajo potencial de diferenciación condrogénico en comparación a las MSC de médula ósea de la 

misma especie, mientras que el potencial de diferenciación osteogénico parece ser similar (Reich 

et al., 2009). En felinos, Mumaw y colaboradores determinaron que las MSC de tejido adiposo y 

médula ósea tenían potencial de diferenciación adipogénico, osteogénico y condrogénico, sin 

embargo parece ser que existe un mejor desempeño en la diferenciación dependiendo del tejido 

fuente de las MSC (Mumaw et al., 2015).  Por esta razón se espera que el potencial de 
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diferenciación adipogénico en MSC derivadas de tejido adiposo sea mayor que en células 

derivadas de otros tejidos (Yoshimura et al., 2007). 

Tabla 3. Expresión de marcadores de superficie de MSC derivadas de tejido adiposo en algunas 

especies. (Pos: Positivos, Neg: Negativos, ND: No hay datos). 

Humana Equina Canina Felina

CD13 Pos Neg ND ND Kou et al., 2014, 

CD14 Neg ND ND Neg Choudhery et al., 2014, Kono et al., 2014

CD29 Pos ND Pos ND Kou et al., 2014, Takemitsu et al., 2012

CD31 Neg ND ND ND Kou et al., 2014

CD34 Neg Neg Neg Neg

Kou et al., 2014, Barberini et al., 2014, 

Mumaw et al., 2015, Gómez et al., 2015, 

Taketmitsu et al., 2012

CD44 Pos Pos Pos Pos

Kou et al., 2014, Barberini et al., 2014 

Mumaw et al., 2015, Gómez et al., 2015, 

Taketmitsu et al., 2012

CD45 Neg Neg Neg Neg

Mumaw et al., 2015, Barberini et al., 2014, 

Gómez et al., 2015, Takemitsu et al., 2012, 

Choudhery et al., 2014

CD73 Neg ND ND Pos/Neg

Mumaw et al., 2015, Gómez et al., 2015, 

Choudhery et al., 2014

CD90 Pos Pos Pos Pos

Choudhery e tal., 2014, Barberini et al., 

2014, Mumaw et al., 2015, Takemitsu et al., 

2012

CD105 Pos Pos ND Pos

Kou et al., 2014, Barberini et al., 2014, 

Mumaw et al., 2015

CD106 Neg ND ND ND Kou et al., 2014, Mumaw et al., 2015

Alfa-SMA Neg ND ND ND Kou et al., 2014, Mumaw et al., 2015

MHC II Neg Neg ND Neg Barberini et al., 2014, Gómez et al., 2015

MARCADOR DE 

SUPERFICIE

ESPECIES
Referencias

 

Fuente: Taketmitsu et al., 2012; Iacono et al., 2012; Kono et al., 2014; Arzi et al., 2015; Gómez et 

al., 2015 y Mumaw et al., 2015. 

 

4.1.6 Membrana sinovial 

La membrana sinovial fue utilizada para aislamiento de MSCs por primera vez por Bari y 

colaboradores (De Bari et al., 2001), con gran habilidad para proliferar y potencial de 

diferenciación condrogénico y adipogénico. Las MSC obtenidas de este tejido presentan una 

capacidad inferior de diferenciación osteogénica que las MSC derivadas de médula ósea (Fan et al., 

2009; Sakaguchi et al., 2005). Por otro lado, las MSC derivadas del sinovio tienen una buena 

diferenciación condrogénica comparadas con otras fuentes celulares. Esto se debe tal vez a que 

presentan una alta expresión de receptores para hialuronano. El sinovio y el cartílago se originan 

desde un recurso común de células progenitoras y el tejido sinovial expresa una variedad de 

marcadores específicos para cartílago, lo que supone un interesante hallazgo en particular para el 

tratamiento de lesiones de tendones (Fan et al., 2009). Las complicaciones que supone el 

aislamiento de las MSCs del tejido sinovial son la anestesia general, el proceso de recuperación 
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posterior a la toma de muestra, el costo del procedimiento, riesgo de infección entre otras 

complicaciones para los pacientes, especialmente grandes animales por lo no es un tejido muy 

utilizado en medicina veterinaria para el aislamiento de MSCs (Fan et al., 2009). 

 

4.1.7 Ligamento periodontal 

El ligamento periodontal ha sido utilizado en ortopedia equina y las MSC derivadas de este tejido 

presentan buenos resultados en tratamientos de tendinitis del flexor digital superficial aunque se 

reporta que los tendones recuperados tienen propiedades biomecánicas inferiores si se compara 

con tendones sanos (Staszyk et al., 2009). El ligamento periodontal está situado entre el diente y el 

hueso de la mandíbula y es parte del complejo que mantiene el diente en la cavidad alveolar. En 

medicina veterinaria se ha explorado este tejido como fuente de MSC en roedores y equinos. En 

esta última especie presenta un índice de proliferación entre el 1-3% (Warhonowicz et al., 2006). 

Las células periodontales también mostraron capacidades altamente significativas de auto 

regeneración debido al número alto de formación de colonias fibroblastoides y doblaje de la 

población celular, además de la capacidad de diferenciación osteogénica y adipogénica. Los 

marcadores relacionados con la diferenciación condrogénica son altamente expresados a nivel de 

ARNm (Aggrecan, colágeno tipo II, COMP) (Staszyk et al., 2009). La desventaja de este tejido es el 

bajo número de células progenitoras, lo que genera cuestionamientos sobre su rol como recurso 

de MSC para medicina regenerativa (Gould, 1983).  

En humanos, este recurso de MSC es ampliamente usado, y además del ligamento periodontal, de 

la cavidad oral se han aislado y caracterizado alrededor de 8 poblaciones de MSCs: células madre 

de pulpa dental posnatal (DPSCs), exfoliado de dientes deciduos humanos (SHED), células madre 

del ligamento periodontal (PDLSCs), células progenitoras del folículo dental (DFPCs), MSCs 

derivadas de hueso alveolar (ABMSCs), células madre de la papila apical (SCAP), células 

progenitoras del diente germinal (TGPCs) y MSCs de gingiva (GMSCs) (Ledesma-Martínez et al., 

2016). Estas células tienen la capacidad de diferenciarse en múltiples linajes celulares, de 

inmunomodular, regenerar y/o reparar muchos tipos de tejido.  En el caso de MSC derivadas de 

tejidos de la cavidad oral, muchos antígenos de superficie han sido identificados como son: Stro-

1+, CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, CD146+, CD166+, CD271+, CD34+, CD117+, OCT-3/4, 

NANOG, entre otros. Sin embargo, la expresión de estos marcadores varía entre los 8 tipos de 

células que pueden ser aisladas de la cavidad oral y no tienen la misma capacidad de 

diferenciación y regeneración (Ledesma-Martínez et al., 2016; Tatullo, Marrelli, y Paduano, 2015).  

 

4.1.8 Piel 

Las MSC derivadas de piel son fácilmente accesibles en la mayoría de especies y tiene un bajo 

costo y bajo riesgo para el paciente. En ratones juveniles y adultos se demostró que las MSC 

podían ser aisladas de la dermis. Estas células parecen tener la capacidad de diferenciarse en 
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linajes mesenquimales y neuroectodérmico, incluyendo neuronas, células de la glia, músculo liso y 

adipocitos. Esto indica que las células madre derivadas de la dermis de roedores son diferentes a 

las MSCs. Estas células pueden ser pasadas por lo menos durante un año sin perder su capacidad 

de diferenciación, por lo tanto es probable que representen un nuevo tipo de células madre 

adultas multipotentes ya que también difieren de las células madre derivadas de la médula ósea 

ya que requieren diferentes factores de crecimiento para proliferar y por su capacidad selectiva 

para expresar proteínas típicas de precursores neuronales, así como su morfología (Toma et al., 

2001). 

 

4.1.9 Tejido endometrial 

Las MSC también pueden ser aisladas de tejido endometrial de ratas, mujeres, cerdas, vacas y 

yeguas (Cabezas et al., 2014; Cervelló et al., 2007; Gargett y Masuda, 2010; Miernik y Karasinski, 

2012; Musina et al., 2008; Cabezas et al., 2018).  Pueden ser mantenidas en cultivo mientras 

mantienen un fenotipo indiferenciado y tienen la capacidad de diferenciarse tanto in vivo como in 

vitro en linajes mesodérmicos bajo inducción (Cabezas et al., 2014) Se ha demostrado que las MSC 

obtenidas de endometrio o sangre menstrual de mujeres tienen capacidad de diferenciación in 

vitro en linaje mesodérmico y han sido usadas en humanos para el tratamiento de enfermedades 

cardíacas (Bockeria et al., 2013) . Adicionalmente estas células han sido inducidas a diferenciación 

funcional en células tipo hepatocitos con secreción de albúmina, almacenamiento de glicógeno y 

expresión de citocromo P450 (Khanjani et al., 2015). En humanos, las MSC endometriales son 

positivas para marcadores CD14, CD34, CD45 y STRO-1, además de expresar OCT4 y ser 

expandidas clonalmente hasta el pasaje 10 in vitro (Chan y Gargett, 2004; Meng et al., 2007).  

Donofrio y colaboradores reportaron por primera vez el aislamiento de células progenitoras 

estromales del endometrio uterino de vacas, las cuales presentaron la capacidad de diferenciarse 

en linaje osteogénico in vitro y mostraron propiedades similares a las MSC derivadas de médula 

ósea (Donofrio et al., 2008).  

 

4.1.10 Otras fuentes potenciales de MSCs 

El cerebro, musculo, fluido sinovial, tendón, placenta y tonsilas son otras fuentes potenciales para 

la obtención de MSC (Durgam et al., 2009; Jiang et al., 2002; Stewart et al., 2009, Choi et al., 2015). 

Aunque existen modelos en roedores para estos tejidos, la posibilidad de usar estas células en 

medicina regenerativa aún es dudosa y falta información sobre la potencialidad de estos tejidos 

como nichos de MSCs, adicionalmente su capacidad de diferenciación es reducida (Koga et al., 

2008). Sin embargo, muestran un buen potencial de calcificación después de la inducción a la 

diferenciación osteogénica y una buena diferenciación a adipocitos (da Silva et al., 2006; 

Yoshimura et al., 2007b). Koga y colaboradores demostraron que las MSCs derivadas de músculo 

tienen un alto potencial proliferativo que otras células madre (Koga et al., 2008). Aunque el 

aislamiento de MSCs desde tejido cerebral es una práctica realmente poco viable para ser usada 
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en terapia celular, es importante saber que se pueden aislar para otros propósitos como ingeniería 

de tejidos. Estas células han demostrado hasta el momento baja proliferación y son menos 

eficientes en la diferenciación adipogénica (da Silva Meirelles et al., 2006).  Por otro lado las MSCs 

aisladas de la capa del periostio tienen un alto potencial de proliferación condrogénico lo que 

resulta en una mayor producción de matriz cartilaginosa. En cuanto a la capacidad de calcificación, 

no es sorprendente que las MSCs derivadas del periostio tengan un alto potencial de proliferación 

osteogénico (Yoshimura et al., 2007a) 

Las tonsilas palatinas son fácilmente accesibles y se puede obtener tejido por tonsilectomía o por 

biopsia por punción. Recientes estudios han reportado el aislamiento de MSCs desde el tejido 

tonsilar y encontraron que la morfología, marcadores de superficie celular, potencial de 

proliferación y de diferenciación eran similares a las MSC derivadas de médula ósea (Choi et al., 

2015; Ryu et al., 2012). 

 

5. Células Madre Pluripotentes Inducidas (iPSCs) 

Las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) son generadas por la inducción de la expresión 

de factores de transcripción de genes de pluripotencia en células que de manera normal no los 

expresan. De esta forma se puede obtener una célula madre a partir de una célula somática ya 

diferenciada. Los primeros en desarrollar e implementar esta técnica fueron Takahashi y Yamaka 

en el año 2006, quienes lograron inducir fibroblastos embrionarios de ratón a iPSC transfectando 

la célula con los factores de transcripción “OSKM” que corresponden a factor de transcripción de 

unión a octámero 3/4 (Oct3/4), grupo de proteínas de alta movilidad relacionadas con el gen SRY2 

(Sox2), factor 4 de Kruppel (Klf4) y oncoproteina c-Myc (Takahashi and Yamanaka, 2006). Un año 

más tarde describen la generación de iPSCs humanas desde fibroblastos de piel con los mismos 4 

factores “OSKM”. Ellos demostraron que estas células eran similares las ESCs humanas en 

términos de morfología, proliferación, antígenos de superficie, expresión de genes y estatus 

epigenético de genes específicos de pluripotencia celular, actividad de la telomerasa y la 

capacidad de diferenciarse en células de las 3 capas germinativas (Takahashi et al., 2007). 

Estos factores de transcripción fueron introducidos en las células somáticas a través de vectores 

virales (retrovirus o lentivirus inicialmente), sin embargo existen hasta la fecha varias 

metodologías para inducir la pluripotencia, como los plásmidos episomales, vectores Piggybac, 

moléculas inhibitorias, RNAm, microRNAs, proteínas purificadas, CRISP/Cas9, entre otros. 

La obtención de células madre pluripotentes inducidas es el blanco de muchos estudios en 

diversas especies. Hasta el momento se han reportado iPSC de ratones, ratas, cerdos, humanos, 

primates no humanos, perros, bovinos, ovinos, equinos, caprinos, rinoceronte y leopardo de las 

nieves (Cebrian-Serrano et al., 2013). Se considera una reprogramación exitosa cuando la célula 

inducida expresa genes endógenos de pluripotencia a través de los continuos pasajes. Este tipo de 

célula se describe como “naïve” y es el principal objetivo de toda técnica de reprogramación 

(Nichols y Smith, 2009). Hasta la fecha se han reportado ESC e iPSC derivadas de ratones y ratas 
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con estado “naïve” de pluripotencia, que expresan los marcadores Rex1 y Nr0b1, los dos 

cromosomas femeninos activos y la habilidad para generar una descendencia de una línea 

germinal quimérica competente. Algunas publicaciones reportan en porcinos células iPS de tipo 

“naïve” argumentando su capacidad para generar quimeras a través de la inyección de iPSC en 

mórula. La fluorescencia de las células iPS se siguió durante el desarrollo a blastocisto y 

posteriormente se implataron en un hembra para evaluar la expresión de quimeras positivas a 

fluorescencia, las cuales fueron disminuyendo hasta el día 65 de gestación dónde no se pudo 

continuar identificando la fluorescencia (Fujishiro et al., 2012). 

Las iPSC han sido obtenidas de un amplio rango de domésticos ungulados, felinos salvajes, caninos 

y primates no humanos. También se ha reportado la obtención de iPSCs de especies al borde de la 

extinción como son el rinoceronte blanco y el dril (Ben-Nun et al., 2011).  

Respecto a otras especies domésticas, como el gato, no hay claridad sobre la obtención de iPSC ya 

que los reportes científicos hablan de gatos en general, más su respaldo bibliográfico hace 

referencia a grandes felinos (Ezashi et al., 2016). Una de las grandes limitaciones que presentaban 

las células ESC-like era demostrar la formación de teratomas, a pesar de esto la tecnología de la 

reprogramación ha demostrado que es posible obtenerlos. Sin embargo, no en todas las especies 

se ha podido demostrar la generación de quimeras y su transmisión a su descendencia a excepción 

de los murinos, ovinos y porcinos (Li et al., 2010; Sartori et al., 2012; West et al., 2011).  

 

5.1 Células madre pluripotentes inducidas de felinos  

Hasta la fecha se encuentran reportes de iPSC generadas de especies felinas amenazadas o en 

peligro de extinción como son el leopardo de las nieves, el tigre, jaguar y serval africano. Verma y 

colaboradores han evaluado algunos protocolos para la inducción a la pluripotencia, concluyendo 

que Nanog es un factor clave en la reprogramación (Verma et al., 2013). En general los cocteles de 

reprogramación de Verma y colaboradores incluyen los 4 factores de Yamanaka, más Nanog y 

emplean medio de cultivo suplementado con LIF y SFB. Verma et al, (2013) habían evaluado el 

coctel de reprogramación sin Nanog en sus primeros experimentos pero la eficiencia de 

reprogramación se vio muy reducida y las colonias alcanzaban sólo hasta el séptimo pase (P7). Por 

su parte, la inclusión de Nanog consiguió que las colonias iPSCs se pudieran expandir in vitro, 

fueron positivas para fosfatasa alcalina y expresión de proteínas de OCT-4, NANOG y SSEA-2 al 

pase 14 (P14). Oct4 y  Nanog endógenos fueron detectados por RT-PCR al pase 4 y 14, indicando 

reprogramación y reactivación de genes de pluripotencia endógenos.  

 

6. Células Madre Mesenquimales inducidas (iMSC) 

Las iMSC son un concepto relativamente reciente, que hace referencia al nivel de plasticidad 

celular de algunas células terminalmente diferenciadas para modificar su nivel de potencia. La 

medicina regenerativa tiene como objetivo contribuir a la reparación o reconstrucción del tejido 
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lesionado o degenerado. La terapia celular con células madre mesenquimales ha sido la más 

empleada para este objetivo sin que se presente riesgo de rechazo o formación de tumores. Sin 

embargo, para la mayoría de tejidos que requieren regeneración, su cultivo y expansión de células 

madre es un completo desafío.  

El primer indicio de la inducción de células somáticas a células madre mesenquimales fue obtenido 

con el uso de exosomas de células madre mesenquimales derivadas de placenta en el medio de 

cultivo de fibroblastos (Tooi et al., 2016).  Estos exosomas lograron incrementar la expresión de 

genes relacionados con multipotencia en fibroblastos e influenciar la capacidad de diferenciación 

de las células hacia linaje osteogénico y adipogénico. Anteriormente se había reportado la 

capacidad de los exosomas para influenciar epigenéticamente las células diana y en fibroblastos 

dérmicos humanos se logró incrementar la expresión de OCT4 y NANOG. En los estudios de Tooi y 

colaboradores concluyen que sólo con una sutil inducción de la expresión de OCT4 es suficiente 

para alterar la competencia de diferenciación de los fibroblastos (Tooi et al., 2016).  

Posteriormente Chandrakantan y colaboradores lograron inducir células somáticas 

completamente diferenciadas (osteoclastos y adipocitos) de ratón hacia células mesenquimales 

multipotentes mediante la inducción con AZA (5-Azacitidina) y PDFG-AB (Factor de crecimiento 

derivado de plaquetas AB).  El AZA se incorpora al ADN y ARN, y el PDGF-AB es un factor mitógeno 

y de supervivencia celular Las iMSC obtenidas por medio de estas moléculas de reprogramación no 

mostraron signos de desarrollar malignidad por lo menos durante las 12 semanas subsiguientes. 

Estas células, iMSCs, presentaron características similares a las células madre mesenquimales 

derivadas de médula ósea, aumentando la expresión de OCT4 y NANOG y en el análisis de 

metilación del promotor de OCT4, las células tratadas presentaban un mejor porcentaje de 

metilación (Chandrakanthan et al., 2016). Estas células madre mesenquimales inducidas también 

presentaron capacidad de diferenciación hacia linajes mesodérmicos (adipogenesis, osteogénesis y 

condrogénesis) y fueron positivas para la expresión de marcadores de superficie CD90, CD105 y 

CD166 (Chandrakanthan et al., 2016). 

Las células madre mesenquimales inducidas han sido obtenidas también a partir de fibroblastos 

dérmicos de humanos con el uso de un coctel definido de pequeñas moléculas y factores de 

crecimiento con un porcentaje de éxito del 38% (Lai et al., 2017). Las células fueron cultivadas 

durante 6 días en un medio que contenía las moléculas reprogramadoras SP600125, SB202190, 

Go6983, Y-27632, PD0325901, CHIR99021) y con o sin los siguientes factores de crecimiento: TGF-

β, bFGF y LIF. Los fibroblastos humanos fueron convertidos directamente a MSC y lograron 

diferenciarse posteriormente a linajes mesodérmicos y formaron colonias fibroblastoides similar a 

las células madre mesenquimales derivadas de médula ósea (Lai et al., 2017).  

Lai y colaboradores encontraron expresión basal de OCT4 en fibroblastos dérmicos humanos y 

lograron incrementar su expresión a niveles similares a los que expresan las células madre 

mesenquimales derivadas de médula ósea (Lai et al., 2017). 
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Las iMSC comparten un número de características in vitro con MSC derivadas de tejido. No 

obstante, las iMSC son transcripcionalmente distintas y tienen mayores ventajas sobre las MSC, 

incluyendo su plasticidad celular, retención en los sitios de administración y la contribución a la 

regeneración de los tejidos (Chandrakanthan et al., 2016).   

 

7. Reprogramación celular a partir de moléculas reprogramadoras 

La reprogramación es posible también con el uso de proteínas recombinantes que pueden 

modificar el genoma blanco y reemplazar algunos factores de transcripción reduciendo la 

retención de la memoria epigenética (Nie et al., 2012; Zhao, 2008). Huangfu y colaboradores 

estudiaron la aplicación de algunos componentes en la generación de iPSCs, evaluando los efectos 

que tenía el ácido valproico como inhibidor de la histona desacetilasa (HDAC) y encontraron que la 

eficiencia de reprogramación había incrementado en 100 veces más que los métodos que usan 

factores de transcripción (Huangfu et al., 2008). Desde entonces las pequeñas moléculas han sido 

usadas para generar iPSCs en diferentes especies, en la mayoría de los casos en combinación con 

algunos factores de reprogramación, y cuando se combinan con otros componentes, estas 

moléculas pueden inducir transdiferenciación en diferentes tipos celulares (Brevini et al., 2016)  

Estas moléculas se conocen de acuerdo a su mecanismo de acción como modificadores o 

remodeladores epigenéticos, integradores en sitios moduladores de señal de factores de 

crecimiento (WNT) o moderadores de senescencia celular del metabolismo. (Chin et al., 2009; Li et 

al., 2009; Nie et al., 2012) (Ver tabla 4).  

Los modificadores epigenéticos intervienen en los procesos de metilación y acetilación del ADN, 

siendo la metilación la adición covalente de un grupo metilo al carbono en la posición 5 del anillo 

de citosina del ADN; la metilación actúa inhibiendo la iniciación de la transcripción bloqueando 

directamente el factor de unión al promotor y también indirectamente por promover la des 

acetilación de histonas, resultando en una condensación de la cromatina (Jones and Takai, 2001) . 

Los genes hipermetilados no se expresan y en contraste, los genes que se expresan no presentan 

metilación de sus promotores y usualmente exhiben acetilación de la lisina de las histonas y 

metilación de H3K4, H3K36 y H3K79. El inhibidor de la ADN metiltransferasa, 5-Azacitidina (5-AZA) 

y el inhibidor de histona desacetilasa (HDAC), ácido valproico (VPA), han mostrado ser capaces de 

incrementar la eficiencia de reprogramación e incluso reducir el número de factores requeridos 

para reprogramación (Mikkelsen, 2008). La 5-AZA es un químico derivado de la ADN nucleósido 

citidina, el cual requiere ser incorporado al ADN para inhibición de la ADN metiltransferasa-1 para 

inducir demetilación y reactivación de genes silentes. 5-AZA ha mostrado facilitar la transición 

para una pluripotencia completa o una línea celular parcialmente reprogramada y para promover 

el número de colonias de células madre tipo embrionarias generadas desde fibroblastos (Huangfu 

et al., 2008). Por otra parte, las enzimas HDACs remueven grupos acetilo desde las lisinas de las 

proteínas histonas y otras proteínas regulatorias y estructurales que juegan un rol crítico en 

remodelación de la cromatina. Los inhibidores HDAC median la reprogramación a través de varios 
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procesos, como histona desacetilación, factor de transcripción o regulador deacetilación seguido 

por remodelador de cromatina. Aunque solo un pequeño número de genes que codifican para 

proteínas son afectados por la acción de inhibidores de HDAC, casi la mitad de los microRNAs no 

codificantes son sobreregulados o regulados a la baja. El VPA es el inhibidor HDAC más 

ampliamente usado para habilitar y mejorar la eficiencia de la reprogramación promoviendo la 

activación de genes de pluripotencia (Biswas and Jiang, 2016).  

Otras moléculas actúan como antioxidantes, la más empleada es la vitamina C, que promueve la 

formación de iPSCs en humanos y ratones por disminución indirecta de la expresión de p53 y p21 

(Esteban et al., 2010). Adicionalmente, la vitamina C actúa como cofactor en reacciones 

manejadas por dioxigenasas incluidas las prolil-hidrogenasas de colágeno (un factor inductor de 

hipoxia) e histonas demetilasas, considerando que la vitamina C puede tener influencia en la 

reprogramación al incrementar la actividad de estas enzimas (Shi, 2007). Las histonas demetilasas 

son importantes para modular la expresión del factor de transcripción Nanog (Cloos, Christensen,  

Agger, y Helin, 2008). Es probable por lo tanto, que la vitamina C permita una reprogramación más 

eficiente facilitando la demetilación de las histonas (Feng et al., 2009).  

Los factores de crecimiento también son empleados como soporte para la reprogramación celular, 

como es el caso del factor de crecimiento fibroblastoide 2 (FGF-2) y factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) empleados para promover la reprogramación directa de fibroblastos a 

células cardíacas y la combinación de factor de crecimiento epidermal (EGF) Y FGF-2 para la 

inducción de células neuronales (Ring et al., 2012; Yamakawa et al., 2015). Los factores de 

crecimiento derivados de plaquetas también han sido empleados para soportar eventos de 

reprogramación favoreciendo funciones como proliferación celular, supervivencia y motilidad de 

ciertos tipos celulares (Heldin, 2013). Los factores de crecimiento actúan a través de receptores de 

tipo tirosin-kinasa activando principalmente la vía de señalización MEK/MAPK para favorecer la 

expresión de los genes relacionados con pluripotencia y autorenovación (Heldin, 2013). 
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Tabla 4.  Pequeñas moléculas empleadas en reprogramación de células somáticas. 

Blanco o vía de señalización Nombre Concentración Especie

Eficiencia y 

necesidad Referencia

Inhibidor HDAC VPA 0.5–2mM

Humano, ratón, 

bovino, porcino >100-veces

Huangfu et al. 2008; Heo 

et al. 2015; Cheng et al. 

2012

Inhibidor HDAC SAHA 5 𝜇M Ratón 10-veces Huangfu et al. 2008

Inhibidor HDAC TSA 20nM Ratón 10-veces Huangfu et al. 2008

Inhibidor HDAC Butirato de sodio 0.5–1mM Humano, ratón 100-veces Mali et al. 2010

Inhibidor DMNT 5-aza-CR, AZA 0.5mM Ratón 3-veces Mikkelsen et al. 2008

Inhibidor DMNT e histona 

deacetilasa RSC133 10 𝜇M Humano 3-veces Lee et al. 2012

Agonista del receptor del ácido 

retinóico AM580 100nM Ratón ~ 200-veces Wang et al. 2011

Inhibidor de demetilación de H3K4 

(modulador epigenético) Tranilcipromina (Parnato) 5–10 𝜇M Ratón 3-veces Li et al. 2009

Moduladores epigenéticos DZNep 0.05–0.1 𝜇M Ratón 65-veces Hou et al. 2013

Ligando del receptor del ácido 

retinóico TTNPB 1 𝜇M Ratón 15-veces Hou et al. 2013

Inhibidores ALK4, ALK5, y ALK7 SB431542 10uM

Humano, equino, 

porcino

Thiazovivin y 

PD0325901, ∼200 

veces (humano)

Lin et al. 2009; Withworth 

et al. 2014; Liu et al. 2012; 

Zhang et al. 2014; Gu et al. 

2014

Inhibidor selectivo de MEK/ERK PD0325901 1 uM Humano, porcino

Thiazovivin y 

SB431542, ∼200-

veces (humano)

Lin et al. 2009; Telegu et 

al. 2010; Telegu et al. 

2011; Zhang et al. 2014; 

Rodríguez et al. 2012; Gu 

et al. 2014

Inhibidor Rho-asociado a proteina 

kinasa Thiazovivin 1uM Humano, equino

PD0325901 y 

SB431542, ∼200-

veces (humano)

Lin et al. 2009; Nagy et al. 

2011

Inhibidor Rho-asociado a proteina 

kinasa Y27632 10uM Humano

Mejoró la generación 

y mantenimiento Claassen et al. 2009

Inhibidor mediado por Akt de 

GSK3-β Compound B6 1 𝜇M Ratón 3-veces Li et al. 2009

Inhibidor GSK-3𝛽, inhibidorLSD1 LiCl 5–10mM Humano, ratón >10-veces Wang et al. 2011

Inhibidor de TGF-𝛽 A83-01 0.5 𝜇M

Humano, ratón, 

equinos, caninos 7-veces (humano)

Zhu et al. 2010, Nagy et al. 

2011; Withworth et al. 

2014; Shimada et al. 2010; 

Withworth et al. 2012

Inhibidor Prolil-4-hidroxilasa N-Oxalilglicina 1 𝜇M Humano No hay dato Zhu et al. 2010

ALK4 inhibitor

Componente B4 (TGFβ-

RI) 1 𝜇M Ratón 4-veces Li y Rana 2012

mTOR inhibitor Rapamicina 0.3nM Ratón 4,8-veces Chen et al. 2011

IP3K inhibitor Componente B8 1-2 𝜇M Ratón 3-veces Li et al. 2009

P38 kinase inhibitor Componente B10 1-2 𝜇M Ratón 3-veces Li y Rana 2012

cAMP agonist Prostaglandina E2 5 𝜇M Ratón Eficiente en mezcla Hou et al. 2013

cAMP agonist Rolipram 10 𝜇M Ratón Eficiente en mezcla Hou et al. 2013

Activador de cAMP-dependiente 

de proteina kinasa 8-Br-cAMP 0.1–0.5mM Humano 6,5-veces Wang et al. 2011

PDK1 activator

Ácido enoico 5-(4-Cloro-

fenil)- 3-fenil-penta-2 

(PS48) 5 𝜇M Humano 15-veces Zhu et al. 2010

HIF PHD1 and PHD2 inhibitor N-Oxalilglicina Fructosa 1 uM Humano 3,5-veces Zhu et al. 2010

Phosphofructokinase 1 activator 2,6-bisfosfato 10mM Humano 2-veces Zhu et al. 2010

Hypoxia-inducible factor pathway

activator Quercetin 1 𝜇m Humano 3-veces Zhu et al. 2010

Oxidative phosphorylation 

uncoupler DNP 1 𝜇M Humano 2-veces Zhu et al. 2010  

Fuente: Modificado de Lin y Wu 2015. 
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Por otra parte, la MET es un proceso biológico reversible que involucra la transición desde una 

célula mesenquimal con morfología fibroblastoide, multipolar hacia matrices planas de células 

epiteliales polarizadas. La reprogramación inevitablemente involucra la MET, con células en varias 

etapas de reprogramación, como se mencionará más adelante, que sufren cambios morfológicos 

hacia una célula de tipo epitelial. Algunos investigadores han demostrado que la inhibición de la 

vía de señalización TGF-𝛽 facilita la reprogramación a través de la represión del fenotipo 

mesenquimal induciendo la MET e induciendo la sobre expresión de E-Cadherina (Li et al. 2010). Li 

y colaboradores utilizaron la combinación de dos pequeñas moléculas, SB431542 (inhibidor del 

receptor TGF-𝛽) y PD0325901 (un inhibidor de la MEK), demostrando que la eficiencia de 

reprogramación de células humanas mejoró 100 veces (Lin et al., 2009). El inhibidor del receptor 

de TGF-𝛽 (A-8301), combinado con el inhibidor de la proteína arginine-metiltransferasa (AMI-5), 

junto con Oct4, han demostrado promover también la reprogramación (Yuan et al., 2011).  

KLF4 y C-MYC también pueden ser reemplazadas por pequeñas moléculas. Huangfu  y 

colaboradores reprogramaron MEFs en iPSCs usando VPA más tres factores de transducción, en 

este caso VPA pudo reemplazar al oncogén C-MYC (Huangfu et al., 2008). Li y colaboradores 

tuvieron éxito al generar iPSCs de ratón al usar como factor de transducción sólo a OCT4 y 

adicionando VPA, CHIR99021, 616452 y tranilcipromina (VC6T) en el medio de cultivo (Li et al., 

2011).  

Se cree que la combinación de pequeñas moléculas facilita la generación de iPSC mediante la 

reducción de barreras en el proceso de reprogramación. Es por esto que el primer protocolo en el 

que se usaron únicamente componentes químicos para la reprogramación se basó en estos 

protocolos, así como muchas otras combinaciones han sido reportadas (Hou  et al., 2013; Yu et al., 

2014). La combinación de CHIR99021 y PD0325901 conocida como 2i ha demostrado mantener la 

pluripotencia de ESC de ratón (Ying et al., 2008). Hou y colaboradores cultivaron las células 

parcialmente reprogramadas en medio 2i con LIF, el cual induce una sobreregulación estable de 

OCT4 y NANOG, silenciamiento de transgenes y competencia de quimerismo de la línea germinal y 

somática, obteniendo una reprogramación completa a iPSC de ratón (Hou et al., 2013). 

 

8. Fases de la reprogramación de células somáticas 

8.1 Fase temprana o de iniciación 

Brambrink y colaboradores (2008) encontraron que se generaba una regulación a la baja en la 

expresión de marcadores de superficie específicos para los fibroblastos y aumentaba la expresión 

de genes asociados a la pluripotencia. Adicionalmente documentaron que la actividad de la 

telomerasa aumentaba en estas células sometidas a reprogramación (Brambrink et al., 2008). En 

esta primera fase también se pueden evidenciar algunos cambios morfológicos debido a que se 

inicia una transición mesenquimal a epitelial (MET) en la célula. Este evento a nivel molecular se 

caracteriza por pérdida de factores de transcripción Snail/2 o Zeb1/2 y aumento de la expresión de 

Cdh1, Epcam y la familia miRNA-200 (Samavarchi-Tehrani et al., 2010). La importancia de estos 
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cambios celulares se destaca además porque la morfología de la célula puede desencadenar 

modificaciones epigenéticas que regulan la reprogramación, lo cual está mediado por el 

reordenamiento del citoesqueleto mediado por kinasas (Downing et al., 2013; Sakurai et al., 

2014). Las células adquieren también una resistencia a la apoptosis y senescencia que se 

demuestra por la activación de las cascadas de señalización que median estos eventos (Hong et al., 

2009). Esta fase se puede monitorear por la medición en la expresión de marcadores, como Thy1 y 

CD44 que se encontrarían regulados a la baja, y SSEA1 o fosfatasa alcalina que aumentan a medida 

que avanza esta etapa (O’Malley et al., 2013). Esta primera onda o fase temprana finaliza cuando 

los genes asociados a la pluripotencia como Nanog y Oct4 comienzan a expresarse (Araki et al., 

2010; Megyola et al., 2013). En resumen, se espera que en este periodo incremente la 

proliferación celular, ocurran cambios metabólicos, se inicie la MET, se den cambios en las 

histonas, se active la maquinaria de reparación del ADN así como el procesamiento de ARN (David 

and Polo, 2014) (Figura 1). 

 

8.2 Fase intermedia o de maduración 

Durante esta fase, ocurre la segunda onda de mayores cambios a nivel transcripcional y está 

marcada por el inicio de la expresión de los primeros genes asociados a la pluripotencia 

(Samavarchi-Tehrani, P., Golipour et al. 2010). Estos genes se van activando gradualmente, los 

primeros genes endógenos en ser detectados son Fbxo15, Sall4 y Oct4, seguidos por Nanog y 

Esrrb. Finalizando esta fase es posible detectar Sox2 ó Dppa (David y Polo 2014). Sin embargo, la 

expresión de estos genes no garantiza la completa reprogramación de la célula somática (Buganim 

et al., 2013b). Es necesario que ocurra otra secuencia de eventos durante la fase tardía de la 

reprogramación. Durante la fase final de esta onda se genera una modificación de regiones 

inactivas del ADN que están asociadas a factores de pluripotencia, evento que se explica por los 

cambios en la metilación del material genético y que se relaciona con el silenciamiento de los 

transgenes (David y Polo 2014; Figura 1). 

 

8.3 Fase de estabilización 

Se define el inicio de esta fase cuando las células reprogramadas han adquirido su pluripotencia y 

son capaces de mantener este estado sostenido independientemente de los factores externos que 

produjeron dicha reprogramación (Ho et al., 2011). Es en esta etapa cuando puede evaluarse la 

pluripotencia. Tanto en ratones como en humanos, se establece un evento de borrado de la 

memoria epigenética, lo que evita que la célula iPS retorne a su estado somático inicial, es decir, 

sufra diferenciación (Kim et al., 2011). Se espera que los cambios en los perfiles de metilación del 

ADN que se iniciaron en la fase de maduración, se sostengan durante esta fase y que se reactiven 

los reguladores de metilación del ADN como AID, familia TET, y DMNTs (Polo et al., 2012). (Figura 

1). 
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Figura 1. Fases de la reprogramación celular. Fuente: Modificado de David y Polo, 2014. 

 

9. Mecanismos que pueden determinar la eficiencia de la reprogramación de células somáticas  

Los mecanismos que de forma directa o indirecta determinan la eficiencia de la reprogramación 

son muy variables. Sin embargo, existen algunos que pueden ser relevantes y se mencionan a 

continuación: 

1. Estado de diferenciación al inicio de la reprogramación. Existen algunos reportes de que 

las células progenitoras y las células madre tienen mayor eficiencia de reprogramación que células 

completamente diferenciadas (Eminli et al., 2009; Zhang et al., 2014). Sin embargo, los 

fibroblastos dérmicos se han reprogramado exitosamente en muchas especies (Ezashi et al., 2016).   

2. Existe una variación en la eficiencia para diferentes tipos de células somáticas del mismo 

donante. Yan y colaboradores por ejemplo, reportan una mayor eficiencia en la generación de iPSC 

utilizando 3 tipos de células madre progenitoras dentales humanas (de la decidua, papila apical y 

pulpa dental) comparadas con los fibroblastos, por lo que las consideran un excelente recurso para 

generar iPSC con fines terapéuticos (Trokovic et al., 2015; Yan et al., 2010). Streckfuss-Bo¨meke y 
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colaboradores reportan también en humanos mejores resultados de reprogramación de las MSC 

comparadas con fibroblastos y keratinocitos (Streckfuss-Bomeke et al., 2013).  

3. La senescencia celular afecta la eficiencia de reprogramación y ésta incrementa con la 

edad del donante ya que hay una mayor participación de las vías de señalización p53/p21 y p16 

relacionadas con la apoptosis (Campisi et al., 2007). Se ha reportado que la eficiencia de 

reprogramación es superior cuando se emplean células de animales jóvenes (Wang et al., 2011). 

4. El pasaje celular también es otro factor importante que influye en la eficiencia de la 

reprogramación. En humanos se ha reportado que hay un mayor porcentaje de eficiencia en la 

reprogramación cuando los fibroblastos son jóvenes y se encuentran en pasajes tempranos 

(Trokovic et al. 2015). 

5. La eficiencia de reprogramación es muy variable y depende del método utilizado para la 

inducción, sistema de cultivo in vitro, modelo animal, reactivos y medios de cultivo (Sancho-

Martinez et al., 2014). 

6. Una espontánea diferenciación de las células puede ocurrir así todo el proceso de cultivo 

se encuentre bien estandarizado (Sancho-Martínez et al. 2014). 

 

Estos factores hacen que la reprogramación celular sea aún un evento molecularmente complejo 

que no está completamente entendido, sin embargo,  el éxito en la reprogramación celular está 

claro que depende de la extinción del programa somático y la subsecuente activación de genes de 

pluripotencia endógenos (Stadtfeld y Hochedlinger, 2010),  particularmente de Oct4 y Nanog. 

La activación del factor de transcripción Nanog durante la reprogramación es imprescindible para 

la completa maduración a iPSC en humanos, bovinos y felinos (Silva et al., 2009; Sumer et al., 

2011; Verma et al., 2013). Se ha demostrado que aunque Nanog no es necesario en el pool inicial 

de reprogramación en la especie murina (Takahashi y Yamanaka 2006), su inclusión en este pool 

mejora la eficiencia. Verma y colaboradores encontraron que NANOG era necesario en el coctel de 

reprogramación para la inducción de fibroblastos a iPSCs en algunos felinos (Verma et al. 2013). En 

bovinos también se ha demostrado que el coctel de reprogramación debe incluir Nanog ectópico 

para lograr una exitosa reprogramación (Talluri et al. 2015).  

La ausencia de Nanog hace que las células se retengan en el proceso de reprogramación, lo que 

impide adquirir las cualidades de una célula iPSC madura (Theunissen et al., 2011). Por tanto 

cualquier efector positivo o negativo de la expresión de Nanog puede incidir en la eficiencia de la 

reprogramación de células somáticas a iPSCs.  Por otro lado se demostró que Nanog puede ser 

bloqueado por Gata4 y en consecuencia bloquear la reprogramación celular (Serrano et al. 2013).  

Oct4 también tiene una participación activa en la adquisición de pluripotencia a partir de las 

células somáticas. En el caso de la adquisición de multipotencia se ha reportado la importancia de 

la demetilación del promotor de Oct4 para generar la re-expresión de Oct4. En osteocitos de ratón 
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inducidos a mesenquimales, la expresión de Oct4 fue determinante para la reexpresión de otros 

genes de pluripotencia que activaron la plasticidad de estas células reprogramadas. La reactivación 

de todos estos genes es resultado del borrado epigenético de las células somáticas sin importar 

que su nivel de expresión sea bajo en comparación con células madre mesenquimales derivadas 

de médula ósea (Chandrakanthan et al., 2016). 

Oct4 es un factor importante que contribuye a la multipotencia y también se ha encontrado una 

mayor expresión de este factor en fibroblastos humanos inducidos a mesenquimales comparable a 

las células  madre mesenquimales derivadas de médula ósea, lo que sugiere que su expresión es 

determinante para alcanzar este estado de potencia celular (Lai et al., 2017; Tsai, Su, Huang, Yew, 

& Hung, 2012).    

 

10. Reprogramación hacia otros tipos celulares y niveles de potencia 

10.1 Transdiferenciación 

Los resultados de diversos estudios han generado un debate científico sobre el planteamiento de 

la irreversibilidad y unidireccionalidad de la biología y desarrollo celular hacia un linaje específico a 

lo largo de toda la vida del individuo. Las células madre adultas pueden dar origen a células de 

diferente origen embrionario, se plantea que este evento está mediado por la influencia de 

factores del microambiente extracelular y se le ha denominado como transdiferenciación (Horwitz, 

2002).  Este evento implica que una célula de un linaje específico se pueda convertir a una célula 

de otro linaje distinto al mismo tiempo que se modifica la expresión de sus marcadores de 

superficie y adquiere funciones celulares del tipo celular al cual se está diferenciando (Horwitz, 

2002; Tosh y Slack, 2002; Wagers, 2004). La transdiferenciación puede ocurrir con o sin división 

celular (Tosh y Slack, 2002). Este proceso implica la reprogramación genética de la célula y se 

plantea que puede ocurrir a través de múltiples pasos. Se ha propuesto que la conversión celular 

puede suceder por la activación directa de un programa de diferenciación que altera la 

especificidad del linaje original o, por la pérdida de la diferenciación celular, es decir, de-

diferenciación, en el cual la célula regresa a un estado más primitivo y luego sufre diferenciación 

hacia otro linaje (Wagers, 2004).  

La gastrulación proporciona el primer ejemplo de transdeterminación, donde una invaginación del 

ectodermo origina el mesodermo. La transdeterminación y transdiferenciación también pueden 

tener un papel en la regeneración, metaplasia y cáncer (Slack, 2007; Yang y Weinberg, 2008). Por 

ejemplo, la eliminación del lente del ojo de un tritón conduce a la despigmentación de las células 

dorsales del iris y su re-diferenciación en células del lente transparente que consisten en 

queratinocitos especializados (Slack, 2007). En otros estudios de regeneración de miembros en 

ajolotes se ha asumido que el blastema que se forma es en respuesta a una lesión y contiene 

células en des y re-diferenciación. Otros trabajos recientes indican que sólo las células de la dermis 

pueden transdiferenciarse en cartílago y tendones, mientras que el cartílago, el músculo y 

precursores neuronales dentro del blastema no cambian de identidad antes de la generación de 



 
 

30 
 

un nuevo miembro (Kragl et al., 2009). Varios tipos de metaplasia se han atribuido a la 

transdiferenciación y la transición epitelial a mesenquimal (EMT) puede estar implicada en el 

desarrollo de cáncer de tipo metastásico (Yang y Weinberg, 2008).  Durante la EMT se activa la 

expresión de factores de transcripción como Snail y Slug (Slack, 2007; Yang and Weinberg, 2008). 

Existe evidencia de que las células funcionalmente diferenciadas pueden cambiar de destino 

durante el desarrollo, es así como las células sanguíneas fetales se originan en la aorta dorsal 

después de la activación de Scl (también conocido como TAL1) y Runx1, dos factores de 

transcripción esenciales para la formación de células madre hematopoyéticas (Chen et al., 2009; 

Dzierzak y Speck, 2008; Kragl et al., 2009). 

El papel de los factores de transcripción se ha descrito y demostrado desde los años 1980, cuando 

se descubrió que la expresión forzada de MyoD puede inducir formación de miotúbulos en una 

línea celular de fibroblastos (Davis et al., 1987). La evidencia de la recíproca regulación de los 

genes restringidos a linajes proviene del sistema sanguíneo que con su diversidad de linajes bien 

definidos y progenitores intermedios aislables, permite la experimentación de conversión de 

linaje. Por lo tanto, cuando se expresa de forma ectópica en las líneas celulares de los monocitos 

(precursores de macrófagos) a niveles altos, el factor de transcripción eritroide asociado a 

megacariocitos, GATA1,  no sólo induce la expresión de marcadores de linaje eritroide-

megacariocitos, sino también regula a la baja marcadores monocíticos (Visvader et al., 1992). Los 

niveles más bajos de GATA1 inducen la formación de los eosinófilos, de acuerdo con sus niveles en 

eosinófilos normales.  Por otro lado, la expresión de PU.1 (también conocido como Sfpi1) en una 

línea de células eritroides-megacariocíticas induce su conversión en linaje de monocitos al reprimir 

GATA1 (Nerlov y Graf, 1998).  

Se ha demostrado también que incluso las células totalmente diferenciadas se pueden 

transdiferenciar. C/EBPα, un factor de transcripción requerido para la formación de precursores de 

granulocitos y macrófagos puede convertir progenitores de células B y T en macrófagos 

funcionales (Laiosa et al., 2006; Xie et al., 2004).  

Otros reportes tienen una aproximación a la transdiferenciación somática utilizando factores de 

transcripción. A esto se le conoce como transdiferenciación mediada por OSKM o mediada por 

factores de Yamanaka, la cual consiste en una reprogramación corta de 3 a 10 días en la que se 

induce un estado intermedio o reprogramación parcial presumiblemente no pluripotente (Gurdon 

y Melton, 2008; Kulessa et al., 1995; Wilmut et al., 1997). Posteriormente, en un medio específico 

para el linaje, que carece de citoquinas promotoras de la pluripotencia convencionales, como el 

factor inhibidor de leucemia (LIF), son adicionados para dirigir ese estado intermedio hacia el 

estado somático celular deseable sin llegar a ser pluripotente (Gurdon y Melton, 2008; Kulessa et 

al., 1995; Wilmut et al., 1997). Sin embargo, aunque se observa  estabilidad en muestras 

transdiferenciadas, los análisis de algunos cromosomas de células que fueron transdiferenciadas a 

neuronas presentaban aberraciones, en las células humanas en el cromosoma 17 y en las murinas 

en el 11 (Mayshar et al., 2010; Weissbein, Ben-David, y Benvenisty, 2014). 
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Los mecanismos para que se cumpla la transdiferenciación involucran reorganización celular 

masiva a niveles transcripcional, pos-transcripcional y biológicos de la célula. Estos mecanismos, 

que constan de señales extracelulares que dirigen la transdiferenciación deben ser regulados de 

manera espacio-temporal específico, ya que sin este control, las alteraciones en la identidad 

celular pueden dejar disrupciones marcadas en la función del tejido. Aunque los factores intra y 

extracelular que son requeridos por las células para cambiar de identidad han sido identificados en 

casos específicos, la mayoría de conductores de la plasticidad celular permanecen desconocidos. 

No obstante, la remodelación de la cromatina es el centro de este proceso de transdiferenciación, 

por lo menos para los casos de células hepáticas y pancreáticas.  Se presume que las vías de 

señalización para la transdiferenciación están relacionadas con el desarrollo embrionario. Se 

conoce que la vía de señalización NOTCH regula el desarrollo de las vías biliares por coordinación 

de diferenciación y morfogénesis (Zong et al., 2009). Por otra parte, en el tejido hepático adulto, la 

señalización ectópica de NOTCH convierte hepatocitos a células biliares (Yanger et al., 2013). El 

proceso de la transdiferenciación es dependiente de NOTCH y requiere de la proteína RBPJ para su 

unión al ADN, cuyo proceso puede tardar de días a semanas, asemejándose a la reprogramación 

hacia la pluripotencia (Yanger y Stanger, 2014). Controversialmente, las rutas que pueden inducir 

reprogramación también pueden desencadenar la aparición de carcinomas (Villanueva et al., 

2012).  

El potencial terapéutico que representa poder explotar la plasticidad celular es la finalidad de la 

mayoría de estudios. Aún existen pocos modelos animales en los que se pueda demostrar 

eficientemente los procesos de transdiferenciación y de-diferenciación. Sin embargo, un estudio 

encontró que los hepatocitos humanos trasplantados al hígado de ratones vivos sufren 

transdiferenciación hacia células biliares (Tarlow et al., 2014). Dentro de los potenciales 

terapéuticos se tienen como blanco la regeneración de algunos órganos como la cóclea, corazón, 

pulmones, sistema nervioso, sistema renal e islotes pancreáticos de Langerhans, los cuales se 

describen en la tabla que se presenta a continuación, la cual es propuesta por Merrell y Stanger 

(Merrell y Stanger, 2016). 
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Tabla 5.  Potenciales terapéuticos como blanco para la regeneración a partir de 

transdiferenciación.  

ÓRGANO O TEJIDO PATOLOGIA O 
LESIÓN 

OBJETIVO DE LA 
TRANDIFERENCIACIÓN 

INVESTIGACIONES 
ACTUALES 

Cóclea Pérdida de cabello 
coclear 

Inducir la generación de 
células de soporte para las 
células capilares 

Nuevos cabellos pueden 
ser generados desde las 
células circundantes de 
soporte por inhibición de 
la señalización de ephrin-
B2 (Defourny et al., 
2015). 

Corazón Regeneración del 
músculo cardíaco 
después de la lesión 

Inducir la 
transdiferenciación de 
fibroblastos hacia 
cardiomiocitos 

Los cardiomiocitos 
pueden ser generados 
desde fibroblastos in vivo 
por tratamiento con 
factores exógenos 
después de una lesión 
(Qian et al., 2012). 

Alvéolos 
pulmonares 

Regeneración del 
pulmón posterior a 
una lesión 

Inducir que las células 
alveolares tipo I y II puedan 
convertirse tanto en células 
tipo I y II  

Rastreando el linaje 
celular, las células 
alveolares tipo I y II han 
mostrado tener una 
plasticidad celular 
bidireccional (Jain et al., 
2015). 

Sistema nervioso Enfermedad de 
Parkinson 

Inducir la conversión de 
fibroblastos a neuronas 
dopaminergicas, las cuales 
pueden ser trasplantadas. 

Los fibroblastos pueden 
ser convertidos 
directamente a neuronas 
dopaminergicas  
in vitro (Pfisterer et al., 
2011). 

Riñón Enfermedad crónica 
renal 

Inhibir la trans-
diferenciación patológica 
de pericitos a 
miofibroblastos fibróticos. 

Inhibiendo la 
transdiferenciación de los 
pericitos se previene que 
se conviertan en 
miofibroblastos e 
induzcan fibrosis 
(Nakagawa and Duffield, 
2013). 

Islotes 
pancreáticos de 
Langerhans 

Diabetes tipo I Inducir transdiferenciación 
de células α o δ a células β- 
pancreáticas. 

Posterior a una ablación 
de células β, un islote 
remanente de células 
puede transdiferenciarse 
para generar nuevas 
células β (Chera et al., 
2014; Thorel et al., 2010). 

Fuente: Merrell y Stanger, 2016. 
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10.2 Dediferenciación 

Thomas Hung Morgan propuso hace más de un siglo un concepto sobre el proceso regenerativo 

que utiliza la proliferación celular, al cual él nombró epimorfosis, y  el proceso regenerativo que no 

la utiliza la definió como morfilaxis. La epimorfosis es el proceso regenerativo que involucra de-

diferenciación y re-diferenciación, en el cual las células retornan a su identidad original, mientras 

que en la morfilaxis se involucra el proceso de transdiferenciación de células desde una identidad 

a otra (Morgan, 1902).  Esto indica una probable ventaja evolucionaria para ser capaces de 

reemplazar células madre y células progenitoras desde células más diferenciadas (Merrell y 

Stanger, 2016). 

La de-diferenciación en mamíferos es mucho más limitada que en anfibios e invertebrados y 

requiere de la expresión de señales inhibitorias, que se generan en casos de lesión tisular (Monje 

et al., 2010; Tata et al., 2013).  

 

CONCLUSIONES 

En la mayoría de especies animales domésticas las células MSC, ESC e iPSC han sido obtenidas, no 

obstante  sólo las MSC se han empleado con cierto margen de seguridad en terapia regenerativa. 

Las iPSCs aún representan cierto riesgo de desarrollo de tumores, adicionalmente, las iPSCs 

obtenidas de algunos animales y no son completamente “naïve”.  

La reprogramación celular somática inevitablemente involucra un cambio de morfología en varias 

etapas que podrían ser eventualmente aprovechadas. El inicio de la expresión de genes de 

pluripotencia durante la MET demuestra la plasticidad que las células somáticas poseen, cualidad 

que en felinos no ha sido completamente explorada. Hasta el momento se ha demostrado en esta 

especie la expresión de genes de pluripotencia en MSC como Nanog, Klf4 y Oct4 y en fibroblastos 

la expresión de Nanog. En teoría estas células podrían tener un buen desempeño al ser sometidas 

a reprogramación hacia la pluripotencia. Sin embargo, en felinos parece ser un proceso complejo o 

poco conocido debido a la escasez de publicaciones que reporten experimentos realizados en 

reprogramación hacia multi y pluripotencia.  

Los modificadores epigenéticos han demostrado tanto en células humanas como murinas la 

capacidad de remodelar la cromatina permitiendo la demetilación del ADN favoreciendo la 

expresión de genes relacionados con proliferación celular y reduciendo la retención de la memoria 

epigenética. Existen muchas moléculas disponibles que pueden ejercer efectos similares en la 

remodelación de la cromatina y en la inducción de la expresión de genes de pluripotencia.    Estas 

moléculas tienen blancos de señalización diferente, ejerciendo un efecto en vías de señalización 

alternativas que inducen la expresión de factores de transcripción de determinados genes. El uso 

combinado de moléculas ha demostrado que mejora la eficiencia de reprogramación celular en 

varias especies.  
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Se ha demostrado que la inhibición de la vía de señalización TGF-𝛽 habilita la reprogramación a 

través de la represión del fenotipo mesenquimal induciendo la MET. La inhibición de esta vía es 

uno de los métodos más empleados para inducir la pluripotencia y generalmente es bastante 

selectiva ya que bloquea específicamente los receptores para TGF-𝛽 y de esta forma se bloquea 

cualquier señalización intracelular. Dentro de las moléculas que pueden inducir esta inhibición se 

encuentran A83-01 y SB431542, las cuales son añadidas a los cocteles de reprogramación y se ha 

reportado que la eficiencia mejora hasta 100 veces.   

Prácticamente no existen estudios que aborden la reprogramación de estados intermedios (no 

iPSC), tales como las iMSC, las cuales  pueden ser de gran utilidad, sobre todo en especies en 

peligro de extinción de los cuales hay pocas o ninguna muestras y por lo tanto resultaría difícil 

intentar aislar MSC, sin embargo su inducción a partir de tejido de fácil acceso pudiera garantizar 

células para futuras terapias regenerativas.  

Los mecanismos de plasticidad de las células somáticas de humanos y murinos, han sido 

explorados ampliamente, no así los del gato doméstico, especie de gran importancia veterinaria y 

como modelo animal. 

De lo discutido anteriormente surge la siguiente hipótesis de trabajo: 

 

HIPÓTESIS 

La plasticidad de fibroblastos terminalmente diferenciados y de células madre adultas 

mesenquimales felinos puede ser alterada hacia niveles mayores de potencia, mediante 

dediferenciación con modificadores epigenéticos. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la capacidad de inducción a multipotencia de las células somáticas felinas terminalmente 

diferenciadas (fibroblastos de gato y güiña) y la adquisición de mayor plasticidad de células madre 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo - AMSC felinas, bajo el efecto de remodeladores 

epigenéticos.  

 

Objetivos específicos: 

 Determinar el patrón de marcadores de superficie y de genes de pluripotencia en 

fibroblastos y AMSC felinas.  

 Definir un protocolo para inducción a multipotencia de fibroblastos de origen felino.  

 Evaluar los efectos de los remodeladores epigenéticos y factores de crecimiento en la 

expresión de genes de pluripotencia, marcadores de superficie y potencial de 

diferenciación sobre fibroblastos y células madre mesenquimales derivadas de tejido 

adiposo felino. 

 Determinar correlación en la expresión de E-Cadherina y SNAIL en células somáticas 

(fibroblastos y AMSC) sometidas a reprogramación con remodeladores epigenéticos y 

factores de crecimiento. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Lugar de trabajo 

La parte experimental de la investigación se realizó en el Laboratorio de Biotecnología Animal del 

Departamento de Ciencias Pecuarias de la Universidad de Concepción, sede Chillán.  

 

2. Obtención de las muestras 

El estudio realizado fue aprobado por el comité de bioética y experimentación animal de la 

Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepción, permiso CBE-29-16.  Se 

obtuvieron 5 muestras de piel (5mm aproximadamente) de la región abdominal ventral y 4 gramos 

aproximadamente de tejido adiposo omental (5 individuos), de gatas domésticas entre 1 y 3 años 

en promedio, durante el procedimiento de ovario-histerectomía y con consentimiento previo del 

propietario. 

 

3. Cultivos celulares 

 

3.1 Fibroblastos dérmicos de gata 

El cultivo de fibroblastos de piel se realizó a partir de tejido dérmico obtenido de la región 

abdominal de gatas. Una pequeña muestra de tejido extraída fue cortada en pequeños trozos (˜5 

mm2) utilizando instrumentos quirúrgicos estériles y se depositó en placas de cultivo de 35 mm, 

dejando secar por 15 minutos y luego se adicionó medio (DMEM/F12 libre de HEPES), 

suplementado con 30% SFB, 2,4 mM L-Glutamina, 2,4 mM piruvato de sodio, 10 U/ml 

ampicilina/amfotericina), 1% aminoácidos esenciales y no esenciales, 10 ng EGF y se cultivó a 38°C 

en 5% de CO2 por 15 días. Los fibroblastos que crecieron del explante de tejido fueron transferidos 

a frascos de cultivo (T75) para su expansión. Los fibroblastos para inducción a la multipotencia 

fueron empleados entre el pasaje 3 y 5. 

 

3.2 Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AMSC) de gato  

El aislamiento de las células madre mesenquimales (MSC) del tejido adiposo se realizó de acuerdo 

al protocolo reportado anteriormente por Kono y colaboradores con algunas modificaciones (Kono 

et al., 2014). El tejido adiposo se trozó y digirió en solución de colagenasa tipo I al 0.01% (Sigma -

Aldrich) a 37ºC durante 20 min. Después se filtró y centrifugó a 1200 rpm durante 5 minutos. La 

fracción vascular estromal (SVF) se aisló como la fracción de sedimento y fue resuspendida en 1 ml 



 
 

37 
 

de solución 160 mM de cloruro de amonio por 5 minutos, luego se centrifugó a 1200 rpm por 15 

minutos para eliminar el cloruro de amonio. El pellet se resuspendió en 1 ml de 20% de SFB / 

DMEM de los cuales se tomaron 10 ul para conteo celular y el resto de las células de la SVF se 

depositó en placas de cultivo de 60 mm con 20 % de SFB /DMEM a concentraciones de 2 x 106 

células / placa. Después de 4 días se tripsinizaron y subcultivaron en placas de 100 mm. Las células 

que se emplearon para los experimentos se encontraban en pase 3, con excepción del ensayo de 

formación de colonias para el cuál se emplearon AMSC en pase 1. 

 

3.3 Cultivo de células SIHA y HK-293 

Las células SIHA y HK-293 empleadas fueron obtenidas del banco de recursos genéticos 

perteneciente al Laboratorio de Biotecnología animal de la Universidad de Concepción. Las células 

fueron descongeladas en baño de María a 37°C por 30 segundos y posteriormente fueron 

resuspendidas en medio DMEM/F12 con 10% de SFB, luego se centrifugaron a 1800 rpm durante 

10 minutos. El sobrenadante fue descartado y las células fueron resuspendidas en medio de 

cultivo estándar (DMEM/F12 libre de HEPES, suplementado con 10% SFB, 2,4 mM L-Glutamina, 2,4 

mM piruvato de sodio, 10 U/ml ampicilina/anfotericina) y sembradas en placas de 100 mm. El 

recambio de medio se realizó cada 1 a 2 días y al alcanzar 70% de confluencia se realizó el pasaje 

celular. 

 

4. Ensayo tiempo de doblaje celular 

Las AMSC y fibroblastos dérmicos felinos fueron cultivados en placas de 35 mm, expandidas desde 

el pase 1 hasta el 5 a una concentración inicial de 6000-8000 células/cm2. Se realizó pase de las 

células al alcanzar el 70% de confluencia. El  número de días para una célula doblar a cada pase fue 

estimado usando el programa doubling time calculator (www.doubling-time.com) en el cual se 

ingresa el número de células y el tiempo en cada pase (días u horas). Posteriormente los datos 

entregados son graficados para obtener la cinética de crecimiento. 

 

5. Citometría de flujo 

Para la caracterización por marcadores de superficie de los fibroblastos y AMSC felinas se 

emplearon los cultivos cercanos al 80% de confluencia y se suspendieron en PBS con 0,2% de 

albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich) y 1 mM de EDTA. Después de bloquear, las alícuotas de 

células (1x105 células por muestra aproximadamente) fueron incubadas en hielo por 30 minutos 

con anticuerpos primarios. Se utilizaron los anticuerpos monoclonales producidos en ratón: anti-

CD90 humano (1:200 BIO-RAD), anti-CD105 humano (1:25 BIO-RAD), anti-CD44 humano (1:200 

SantaCruz Biotechnology), anti-MHCII felino (1:50 Kingfisher Biotech), anti-CD45 humano (1:200 

Thermo Scientific) conjugado con PE. Como anticuerpo secundario se usó anti-mouse IgG 

http://www.doubling-time.com/
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conjugado con PE (1:500 SantaCruz Biotechnology). Las células fueron analizadas con el equipo 

Attune® NxT Acoustic Focusing Cytometer, de Life Technologies.  

 

6. Preparación del plasma rico en plaquetas – PRP  

El plasma rico en plaquetas – PRP fue preparado de acuerdo al protocolo de González et al., 2016 

con ligeras modificaciones (González, López, y Carmona, 2016). El PRP fue obtenido desde sangre 

venosa de una donante femenina de 25 años de edad. La sangre venosa (20 ml) fue obtenida 

desde la vena antecubital en tubos de 15 ml estériles que contenían citrato de sodio al 10% como 

anticoagulante. La sangre fue centrifugada a 1800 rpm por 10 minutos. Después de la primera 

centrifugación, dos capas fueron observadas claramente en el tubo. La capa amarilla superior 

consistía en plasma rico y pobre en plaquetas y la capa inferior estaba compuesta de eritrocitos y 

leucocitos. El sobrenadante (capa amarilla superior) fue recuperado en otro tubo y centrifugado a 

2400 rpm por otros 10 minutos. La fracción de plasma obtenida fue arbitrariamente dividida en 

dos partes iguales, la mitad superior (B) y la mitad inferior (A). La mitad inferior fue separada en 

otro tubo y activada con 10% de gluconato de calcio por 6 horas a 37°C para estimular la liberación 

de los factores de crecimiento. Posteriormente, los coágulos fueron removidos mecánicamente 

desde la pared de los tubos y lo restante fue centrifugado a 6000 rpm por 30 minutos. El 

sobrenadante resultante fue alicuotado y congelado a -80°C hasta su uso (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de la preparación del Plasma Rico en Plaquetas – PRP. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

7. Transfección estable de células SIHA y HK-293 con h-PDGF-B 

La transfección estable de células SIHA y HK-293 se realizó con el vector de expresión PCI-Neo, en 

el cual fue clonado el ADNc codificante para el factor de crecimiento derivado de plaquetas tipo B, 

humano (h-PDGF-B), junto a una cola de 6 histidinas (GenScript; Hong Kong), todo bajo el 

promotor de citomegalovirus humano (CMV). Tres placas de 100 mm (SIHA y HK-293) y una de 60 

mm (SIHA) fueron transfectadas con 8 ug de ADN por placa. La concentración del plásmido usada 
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fue de 2,5 ug/ul. Se prepararon dos soluciones con un volumen final de 200 ul para las 4 placas 

que contenían 1: el ADN 13 ul + glucosa 187 ul; y 2: PEI 32 ul + glucosa 168 ul. Como controles de 

transfección se emplearon 2 placas de 60 mm con PLGW y una placa de 60 mm con eFIαGFP (10 ug 

ADN/placa). Las células de cultivaron por 48 horas, fueron expandidas y posteriormente cultivadas 

en medio de selección con HyQ G418 sulfato a diferentes concentraciones (400 ug/ml, 500 ug/ml 

600 ug/ml y 800 ug/ml) durante 28 días.  Transcurrido ese tiempo, se identificaron las colonias de 

células SIHA sobrevivientes, las cuales son potencialmente portadoras del gen h-PDGF-B. Las 

colonias fueron tripisinizadas in situ, por medio de discos de clonaje (cloning discs; Sigma, St Louis, 

MO, USA) y expandidas en placas frescas. Para colectar el sobrenadante contenedor de h-PDGF-B 

secretada, las células se cultivaron por 48 horas en medio con o sin suero. El medio de cultivo fue 

recolectado y filtrado con membranas AMICON para separar proteínas por diferentes rangos de 

tamaño. Para este proceso se centrifugó inicialmente el medio de cultivo celular obtenido de las 

placas a 800 xg por 10 minutos. El sobrenadante se descartó y se recuperó el pellet.  Se realizó una 

nueva centrifugación a 3000 xg por 20 minutos y se recuperó el sobrenadante el cual se filtró a 

través de AMICON de 50 (Merck©). EL sobrenadante filtrado y colectado, se centrifugó a 2500 xg 

por 10 minutos y fue posteriormente filtrado en otro AMICON 10 para concentrar proteínas con 

pesos moleculares entre 10-50 KDa. Todas las fracciones obtenidas fueron recuperadas y 

almacenadas a -80° hasta su posterior análisis y cuantificación.  

Para purificar el h-PDGH-B, el filtrado final fue pasado por columna de afinidad para atrapar 

proteínas marcadas con histidina, usando el kit Miniprep HIS-Tagged Purification Takara BIO©, 

(Tokío, Japón) La columna fue inicialmente equilibrada con una concentración de 40 mM de 

imidazole y centrifugada a 11.000 xg por 1 minuto. El filtrado se removió y descartó para empezar 

a filtrar 600 ul de la muestra y se centrifugó nuevamente a 11.000 xg por 1 minuto, la fracción 

obtenida se guardó (fracción 1). Luego se agregó a la columna buffer de lavado preparado con 

Imidazole (300 ul) y se centrifugó bajo los parámetros anteriores. La fracción obtenida (fracción 2) 

fue guardada. Posteriormente se pasó por la columna sólo buffer de elusión con Imidazole y se 

centrifugó nuevamente. La fracción final (fracción 3) fue evaluada para determinar presencia de 

proteínas con cola de histidina por medio de la técnica Dot blot. 20 ul de estas fracciones fue 

empleado para cuantificar concentración de proteínas por el método Bradford. 

 

8. Dot Blot para identificación de proteínas con cola de histidina 

Para verificar la presencia del h-PDGF-B, 45 ul de cada muestra fueron cargados sobre una 

membrana de nitrocelulosa (Thermo Scientific 0,45 μm). Posteriormente esta membrana fue 

bloqueada con una Tween TBS – Milk a temperatura ambiente en agitación constante. Luego se 

lavó 3 veces por 5 minutos con TTBS (solución de lavado) en agitación constante. Se realizó 

incubación con el anticuerpo 6x-His Tag HRP (ThermoFisher CAT N° MA1-21315-HRP) monoclonal 

a una dilución 1:1000 en solución de bloqueo toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavó 3 veces 

con TTBS por 5 minutos y se reveló en solución de quimioluminiscencia SuperSignal™ West Pico 

PLUS Chemiluminescent Substrate (General Electric, Seattle, WA, Estados Unidos) por tiempos 
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entre 30 segundos y 10 minutos, la señal que emite es captada por una película radiográfica y 

luego se observó el revelado del film.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Dot blot para identificación de proteínas con cola de histidina. 1) sobrenadante obtenido 

del cultivo de las SIHA con 10% SFB sin pasar por filtro AMICON de 50, 2) sobrenadante obtenido 

del cultivo de las SIHA sin SFB y sin pasar por filtro AMICON de 50, 3) concentrado del 

sobrenadante pasado por AMICON 50 y 10 sin  SFB, 4) concentrado del sobrenadante pasado por 

AMICON 50 y 10 con 10% SFB y pasado a través de la columna de afinidad, 5) concentrado del 

sobrenadante pasado por AMICON 50 y 10 sin SFB y pasado a través de columna de afinidad, 6) 

control positivo que corresponde a EGF marcado con cola de histidina. Fuente: Elaboración propia. 

 

9. Ensayo de proliferación celular de fibroblastos de gato doméstico con h-PDGF-B 

Los fibroblastos fueron cultivados en placas de 60 mm con medio DMEM/F12 + 20%SFB + AAM + 

2,4 mM L-Glutamina + 2,4 mM Piruvato + 1% Aminoácidos esenciales y no esenciales + EGF (10 

ng/ml) hasta alcanzar 60% de confluencia. Posteriormente se reemplazó el medio DMEM/F12 + 

0,5%SFB + AAM + Glutamina + Piruvato por 48 horas. Luego el medio fue reemplazado de acuerdo 

al tratamiento requerido por otras 48 horas. Los experimentos se realizaron en triplicado. 

GRUPO CONTROL: DMEM/F12 + 20%SFB + AAM + Glutamina + Piruvato + Aminoácidos esenciales 

y no esenciales + EGF (10 ng) 

GRUPO 1: DMEM/F12 + 0,5%SFB + AAM + Glutamina + Piruvato 

GRUPO 2: DMEM/F12 + 0,5%SFB + AAM + Glutamina + Piruvato + 50ng/ml de PDGF 

GRUPO 3: DMEM/F12 + 0,5%SFB + AAM + Glutamina + Piruvato + 25ng/ml de PDGF 
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Posterior a los tratamientos las células fueron tripsinizadas y centrifugadas a 1200 rpm por 5 

minutos. El pellet se lavó tres veces en PBS1X para eliminar el medio de cultivo. Las células fueron 

fijadas con 90% de metanol a -20°C por 10 minutos. Luego fueron lavadas dos veces con PBS1X e 

incubadas en una solución que contiene 50 μg/ml of ioduro de propidio y 100 μg/ml of RNAsa A, 

por 30 min a 37°C, en oscuridad. Posterior a la incubación las células fueron centrifugadas y el 

pellet resuspendido en 1 a 1,5 ml de Focussing 1X  (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 

USA) para ser evaluadas por citometría de flujo  (Attune® NxT Acoustic Focusing Cytometer 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) (Veraguas et al., 2017). Se evaluaron por lo menos 10.000 eventos 

por el canal BL2-A (574/26 nm filter) para estimar el porcentaje de fibroblastos en las diferentes 

fases del ciclo celular (G0/G1, S and G2/M). La población celular de menor tamaño y menor 

intensidad de fluorescencia fue considerada como la población con muerte celular (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Citometría de flujo para evaluar ciclo celular en fibroblastos dérmicos felinos bajo el 

efecto de h-PDGF-B. Eje Y= porcentaje de células en la fase indicada del ciclo. En el eje X se 

aprecian los grupos de tratamientos, 1) 0,5% SFB sin h-PDGF-B por 48 horas, 2) 0,5% SFB sin h-

PDGF-B por otras 96 horas, 3) 0,5% SFB + h-PDGF-B y 4) 10% SFB + h-PDGF-B. Fuente: Elaboración 

propia. 
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10. Protocolos de inducción a multipotencia de fibroblastos (iMSC) y tratamientos de AMSC  

en medio condicionado 

Para estos ensayos se emplearon combinaciones de moléculas considerando reportes previos 

(Chandrakanthan et al., 2016; Lai et al., 2017), con modificaciones. Las células (fibroblastos y MSC 

derivadas de tejido adiposo) de felinos en pase 3 fueron cultivadas inicialmente en medio 

DMEM/F12 al 10% SFB hasta alcanzar 70% de confluencia. El medio fue reemplazado por medio 

condicionado de acuerdo a los grupos de tratamientos (Tablas 6 y 7). Los fibroblastos y AMSC 

permanecieron en cultivo con modificadores epigenéticos (10 μM de 5-AZA ó 1mM VPA) (Tabla 6 y 

7) y factores de crecimiento (PRP, EGF o h-PDGF-B) los primeros 5 días y posteriormente 

continuaron en cultivo por otros 7 días con el mismo medio pero sin el remodelador epigenético 

(5-AZA y VPA) (Figuras 5 y 6). El medio fue cambiado cada 3 a 4 días y se tomó una fotografía 

diariamente para evaluar posibles cambios morfológicos de las células en cultivo.  Los días 0, 5 y 

12 de la inducción las células fueron colectadas para realizar análisis de expresión de genes y 

citometría de flujo. Al día 12 las células fueron sometidas a ensayos de diferenciación. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de reprogramación de fibroblastos felinos empleando como recurso de factores 

de crecimiento Plasma Rico en Plaquetas, EGF o h-PDGF-B. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema de reprogramación de AMSCs empleando como factor de crecimiento h-PDGF-

B. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 6. Combinación de moléculas para inducción de células somáticas felinas empleando PRP. 

COMBINACIÓN DOSIS 

VPA + PRP 1 mM + 1%  
5 AZA + PRP  
5 AZA + PRP + A8301 

10 Μm + 1% 
10 μM + 1mM + 0.25 mM 

5-AZA + Vitamina C + A8301 + PRP 
VPA+EGF  

10 μM + 1mM + 0.25 mM + 1% 
1Mm +  5 o 10 ng/ml 

Medio MSC estándar Estándar 

Fuente: Elaboración propia. 

Tabla 7. Combinación de moléculas para inducción de células somáticas felinas empleando h-

PDGF-B. 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia. 

 

11. Ensayos de diferenciación para fibroblastos y AMSC reprogramados 

 

Los ensayos de diferenciación a adipocitos, osteoblastos, condrocitos, células musculares lisas 

(SMCs) y diferenciación neurogénica se realizaron como se ha descrito previamente (Gómez et al., 

2015; Matsumoto et al., 2008) con modificaciones menores. Los fibroblastos inducidos a 

multipotencia y las AMSCs posterior a la reprogramación de 12 días con remodeladores 

epigenéticos y factores de crecimiento, fueron sometidos a ensayos de diferenciación 

mesodérmica. 

Para la diferenciación adipogénica, las células confluentes en un 80% se cultivaron en pase 3 para 

las AMSC y pase 3 ó 4 para los fibroblastos inducidos en placas de 12 pozos durante 7 días. Se 

empleó un medio de inducción adipogénica y otro de mantenimiento. El medio de inducción 

contiene DMEM 10%SFB suplementado con 1 μM dexametasona, 0,5 mM 3-isobutil-L- 

metilxantina (Sigma-Aldrich) y 0,1 % insulina-transferrina-selenio-X (Invitrogen). El medio de 

inducción fue reemplazado por el medio de mantenimiento al día 4, el cual es similar al medio de 

inducción pero no incluye dexametasona ni 3-isobutil-L-metilxantina. El medio de mantenimiento 

se mantuvo hasta el día 7 de diferenciación. El recambio de medio se hizo cada 2 ó 3 días. Al día 7 

de diferenciación las células fueron fijadas y teñidas con Oil Red O (Sigma -Aldrich) durante 20 

min. El grupo control se mantuvo en medio DMEM/F12 con 10% SFB por el mismo tiempo.  

COMBINACIÓN DOSIS 

VPA + PDFG 10 μM +100 ng/ml 
5-AZA + Vitamina C + A8301 + PDFG (4X) 
 

10 μM + 1mM + 0.25 mM + 100 
ng/ml 

Medio MSC estándar Estándar 
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Para la diferenciación condrogénica se empleó el protocolo descrito por Gómez et al 2015 con 

ligeras modificaciones. Las células se cultivaron en pase 2 para las AMSC y pase 3 ó 4 para los 

fibroblastos inducidos durante 28 días. Las células se cultivaron en  placas de 12  pozos  en medio 

DMEM/F12 suplementado con 10% SFB o su respectivo tratamiento de inducción y fueron 

cultivadas a 38.5°C hasta alcanzar el 50% de confluencia, luego se cambió el medio por medio de 

diferenciación condrogénica (DMEM high glucose +  1x insulina–selenio–transferrina + 100 nM de 

dexametasona + 2,5% Plasma Rico en Plaquetas (PRP) + 1 µM/mL de ácido ascórbico 2-fosfato). Se 

realizó recambio del medio cada 48-72 horas. El grupo control se mantuvo en medio DMEM/F12 

con 10% SFB por el mismo tiempo. Finalizado el tiempo de inducción condrogénica las células 

fueron fijadas en etanol al 96% durante una hora, y se tiñeron con azul de alcian pH 1.0 durante 2 

horas. Las células fueron observadas en microscopio para evaluar tinción de glucosaminoglicanos y 

proteoglicanos en las células inducidas.  

Para la diferenciación osteogénica, las AMSC en pase 2 y fibroblastos inducidos en pase 3 ó 4 

fueron cultivadas en placas de 12 pozos hasta alcanzar el 80% de confluencia y posteriormente se 

incubaron durante 21 días con medio de inducción osteogénico que consta de DMEM con 10% 

SFB, 1% antibiótico/antimicótico, 0,1 μM de dexametasona, 0,2 mM de ácido ascórbico y 10mM 

de β-glicerol fosfato. Se hizo recambio de medio cada 2 a 3 días. Las células se incubaron a 38°C a 

5% de CO2. Las muestras se fijaron en paraformaldehído al 4% por 10 min y se tiñeron con rojo de 

alizarina al 1% (Sigma -Aldrich) para detectar depósitos de calcio.  

 

12. Ensayo formación de colonias fibroblastoides (CFU-F) 

Para evaluar la capacidad de clonogenicidad se realizó el ensayo de formación de colonias 

fibroblastoides siguiendo el protocolo de Gómez et al., (2015) con modificaciones. El ensayo se 

realizó en duplicado con diferentes densidades de siembra (250, 500, 1000, 2000, 4000 y 8000 

células/cm2 en placas de 12 pozos con 1 mL de medio de DMEM/F12 al 15% SFB. Las células se 

examinaron dos veces por semana para verificar la presencia de unidades formadora de colonias 

(UFC) a partir de células individuales, y fueron incubadas durante 14 días con cambio de medio 

una vez por semana. Para la tinción de las colonias, las células se lavaron con PBS 1x dos veces y 

fueron teñidas con cristal violeta al 1% diluido en metanol por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Luego fueron lavadas tres veces con agua destilada y se mantuvieron en posición 

invertida hasta que se secó la placa (Meirelles y Nardi, 2003). Un grupo de más de 50 células fue 

considerado como una colonia, las colonias fueron contadas en microscopio invertido Olympus 

CKX41. 
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13. qRT-PCR 

Para esta técnica se empleó el protocolo descrito (Verma et al., 2012) con modificaciones. El ARN 

total fue extraído de las células felinas  los días 0, 5, 12 de la inducción. Para la extracción del ARN 

se utilizó el protocolo de extracción del kit E.Z.N.A. El medio de cultivo fue removido de la placa de 

cultivo y luego se adicionó 500 ul del buffer de lisis TKR para lisar las células. Posteriormente se 

extrajo el contenido de la placa para llevarlo a tubos eppendorf de 1.5 ml. Se homogenizó por 

pipeteo y vórtex. Se adicionaron 500 ul de etanol al 70% y se homogenizó. Se transfirieron 700 ul 

de muestra a la columna del kit de extracción, Posteriormente se realizó centrifugación a 10.000 

gx por 1 minuto. Se descartó el filtrado y se reutilizó el tubo de colección. 500 ul de buffer de 

lavado I fueron adicionados para luego centrifugar a 10.000 gx por 30 segundos, se descarta el 

filtrado. 500 ul de wash buffer II, previamente diluido en etanol al 100%, fueron adicionados a la 

columna. Se centrifugó a 10.000 gx por 1 minuto. El filtrado fue  descartado y se agregó 

nuevamente el wash buffer II para posteriormente, centrifugar el tubo de colección con la 

columna, a la misma velocidad anterior. El tubo de colección con la columna se centrifugó a 

12.000 gx por 2 minutos para secar la columna. Posteriormente la columna se transfirió a un tubo 

eppendorf limpio de 1.5 ml y se adicionaron 30 ul de agua DEPC para realizar la última 

centrifugación a 14.000 gx por 2 minutos. El RNA total fue cuantificado utilizando el equipo 

Epoch™ de Bio Tek. Para ello se utilizó un volumen de muestra de 2 ul en el  espectrofotómetro 

para micro-placas Epoch™.   

El ARN total obtenido se sometió a tratamiento con DNaseI - Rnase-free (1U/500ng de ARN)  

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) para eliminar contaminación de 

ADN genómico. Para la obtención del ADNc se utilizó la enzima M-MLV-RT (Invitrogen® Carlsbad, 

California, Estados Unidos). Para la transcripción a ADNc se utilizaron 500 ng de ARN de cada 

muestra,  1μL de Random Hexámeros y 1 μL de Buffer anneling, y fueron incubados durante 5 

minutos a 65°C, posteriormente, se adicionó 10 μL de 2x First-Strand Reaction Mix y 2μL de 

Enzima M-MLV-RT/RNaseOUT™, y se incubaron nuevamente a 25°C por 10 minutos, luego 50°C 

por 50 minutos y finalmente, 85°C por 5 minutos. Se determinó la concentración del producto 

obtenido utilizando 2 µL de éste, en el espectrofotómetro para micro-placas Epoch™ de BioTek 

(Winooski, Vermont, Estados Unidos). Los ADNc obtenidos se congelaron a -20°C hasta su uso. Las 

reacciones se llevaron a cabo en triplicado.  

El método DDCt  fue usado para realizar la evaluación de los datos de la RT-qPCR. El valor Ct fue 

obtenido del análisis de ajuste de la curva restada a la línea base de PCR, y normalizado para 

diferentes cantidades de ADNc  usando DCt ((Ct para SDHA como gen normalizador) – (Ct para el 

gen de interés)). Luego, el DDCt fue calculado por la substracción de DCt de cada muestra desde el 

DCt de una muestra de ANDc de referencia (grupo control).  La disminución o el incremento de la 

expresión en el n-fold chance fueron calculados para las células usando la fórmula 2-DDCt. 

Para el análisis de las muestras, se realizó la reacción de PCR con el kit SensiMixTM SYBR Hi-ROX 

(Bioline) en un volumen final de 10 μL (mezcla: 5µL de Sensimix 5x, agua estéril libre de nucleasas, 

10 pmoles de cada partidor y 100 ng de ADNc). Los cebadores se diseñaron utilizando el programa 
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PrimerQuestSM (IDT, USA), a partir de las secuencias publicadas para cada gen en NCBI (Tabla 8). 

Se emplearon dos réplicas de cada muestra por cada gen (réplicas técnicas). Las reacciones fueron 

corridas en el equipo Stratagene-Mx3000P ™ PCR en Tiempo Real (Stratagene, EE.UU). El “crossing 

point” (CP) se calculó con el software apropiado incorporado en el equipo. El nivel de expresión de 

transcripto de cada muestra fue normalizado con SDHA (Succinato deshidrogenasa). La 

normalización se realizó utilizando los niveles de expresión de SDHA como cociente de los valores 

obtenidos para cada gen.  

 

Tabla 8. Secuencias de cebadores específicos de gato doméstico para detectar expresión de genes 

endógenos felinos. 

Cebadores Secuencia Tamaño del 

amplificado 

Temperatura 

de Producto 

Número de acceso 
NCBI 

SDHA F: 5’- GGACCATGAATTTGACGCGG-3’ 
103 bp 59°C 

XM_011287219.1 
R: 5’- TCGGAGCCTTTCACAGTGTC -3’ 

OCT4 F: 5’- CCGAAAGAGAAAGCGAACAAG -3’ 
136 bp 58°C 

NM_001173441.1 
R: 5’- GACCACATCCTTCTCCAGC -3’ 

NANOG F: 5’- ATGCACCCTTGCGAATGTCA -3’ 
120 bp 55°C 

NM_001173442.1 
R:5’- TTACTCTGGGGCTGGTGGAA -3’ 

E-

CADHERIN

A 

F: 5’- CCCATCTTTGTGCCTCTCCA-3’ 

142 bp 57,9°C 
XM_003998189.2 R: 5’- TGGCAGCATCCCTCCAAATC -3’ 

SNAIL F: 5’- TTTCCTCGTCAGGAAGTCCG -3’ 
 

125 bp 59°C XM_011280750.1 
R: 5`- AGAGAGTCCCAGATGAGCGT -3’ 
 

RUNX2 F: 5´-TGACACTGCCACTTCTGACTTCTG -3´ 
 

120 bp 59°C XM_002742288.1 
R: 5’-AGGGATGAAATGCTTGGGAACTGC-3´ 
 

COL2A1 F: 5´- CGGACCCGCTGTAAGGA -3´ 
118 bp 58°C  XM_023256993.1 

R: 5´- TCACCTGGCTTTCCACCTT -3’  
PPARƳ F: 5´-TCGGTTTCAGAAGTGCCTTGCT -3´ 

 
101 bp 60°C NM_001113176.1 

R: 5´-TGGAGATCTCCGCCAACAGCTTTT-3´ 
 

SOX9 F: 5´-CGTCAACGAATTCGACCAGTACCT -3´ 
 

101 bp 58°C XM_023243815.1 
R: 5´-TGCTGTTGATGCCGTAGCTC-3´ 
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AGGRECA
N 

F: 5´-GCACTGTGGATGTAAGTGGCGAAT -3´ 
 

104 bp 60°C XM_023254934.1 
R: 5´-ACCCTCCACGAACTCAGAAGTGAT-3’ 
 

CD44 F: 5´- TCGAGGCACCCCATTTCATAGACA -3´ 
 

128 bp 60°C XM_019812274.2 
R: 5´-ATCAGCTGGCTACTCTGTTGGACT-3´ 
 

CD90 F: 5´- AGCACGTGATCTTTGGCACTATGG -3´ 
 

134 bp 59,5°C XM_027036734.1 
R: 5’-ACATGTGTACATCCCCTCGTCCTT-3´ 
 

CD105 F: 5´- ATCACCTTTGGCGCCTTCCTTATC -3´ 
 

144 bp 59,4°C XM_027035191.1 
R: 5´-GTGGTTGGTGCTACTGCTTTCTGA-3’ 
 

MHCII F: 5’-TGAGCTGAAGTGGAGATGCTGACA-3’  
 

138 bp 60,1°C NM_001128072.2 
R: 5´-ACTGAACCCAGGGCAAACCAAA-3’ 
 

ACTA2 F: 5’-GCCCAGCACCATGAAGATCAAGA-3’  
 

119 bp 59°C XM_003993871.5 
R: 5’-CCTGTTTGCTGATCCACATCTGCT-3’  
 

MAP2 
 
 
 

F: 5’- GCCCAGTGACTGCCAAAGATAGTT-3’  
 

115 bp 59°C XM_019838598.2 
R: 5´-ATGTGGGCATCTTTGGGTAAGGTG-3´ 
 

Fuente: Elaboración propia. 

 

14. Inmunocitoquímica 

Se realizó inmunocitoquímica de fibroblastos reprogramados al día 0, 5 y 12. Las células fueron 

fijadas al 4% de paraformaldehído por 5 minutos. Posteriormente se realizó la incubación por una 

hora con el anticuerpo primario POU5F1 (1:200, Thermo Scientific) dirigido hacia el factor de 

transcripción Oct4 y anti-human vimentin (1:50, Biorad) para identificar expresión de la proteína 

vimentina para posteriormente incubarlo por una hora con un anticuerpo secundario anti conejo 

IgG conjugado con peroxidasa. 

 

15. Ensayos de migración 

Para determinar la capacidad de migración de las células, se realizaron los  ensayos de insertos 

(transwell) y rasguño (scratch). Las AMSCs de gato y güiña fueron cultivadas en placas transwell de 

6.5 mm de diámetro sobre filtro con poros de 8-µm (Corning Costar, Cambridge, MA). En la 

cámara inferior se colocó el agente quimioatractante (1% de Plasma Rico en Plaquetas-PRP 

humano).  Como control se empleó medio sin suero fetal bovino. Las células fueron incubadas por 
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un periodo de 3h a 38°C a 5% CO2; las células que migraron quedaron atrapadas en la membrana y 

fueron teñidas, luego fueron contadas al microscopio. En el ensayo de migración por Scratch fue 

realizado con el mismo quimioatractante. Las células fueron sembradas en una placa de 6 pozos 

hasta un 80% de confluencia y posteriormente con una punta de 1000 ul se realizó una línea por 

toda la mitad del pozo para generar discontinuidad del cultivo y dejar una zona sin células de 

aproximadamente 0.4–0.5 mm de amplitud. El medio de cultivo fue removido y reemplazado por 

medio sin suero fetal bovino (control) y medio con PRP al 1%. La migración fue observada a las 

horas 0, 2, 4, 8, 24, 48 y 72 y cada uno de los pozos fue fotografiado. Las imágenes fueron 

analizadas con el software Motic Images 2.0. 

16. Análisis estadístico 

Los datos se analizaron inicialmente con estadística descriptiva para análisis de cinética de 

crecimiento y ensayos de actividad biológica del h-PDGF-B. Se evaluó la distribución normal de los 

datos y la homogeneidad de varianzas. La prueba de Kruskal-Wallis fue utilizada como prueba No 

paramétrica para comparaciones intergrupales (qRT-PCR) de los diferentes tratamientos de 

inducción a multipotencia y reprogramación. Los experimentos de inducción a multipotencia se 

realizaron por triplicado. Se utilizó el paquete estadístico GraphPad Prism 6. P<0,05 fue 

considerado significativo. Se empleó la prueba t para identificar diferencias entre promedios de 

dos grupos para determinados análisis de diferenciación mesodérmica. El ANOVA de dos vías y el 

test de Tukey de múltiples comparaciones fue empleado para evaluar clonogenicidad de células 

madre mesenquimales y fibroblastos. El test de Spearman se empleó para evaluar correlación 

entre la expresión de E-Cadherina y SNAIL. 
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RESULTADOS 

Determinación del patrón de marcadores de superficie y de genes de pluripotencia en 

fibroblastos y AMSC felinas.  

Para la caracterización de fibroblastos y AMSC felinas se realizaron ensayos de proliferación 

celular, ensayos de diferenciación mesodérmica, análisis de la expresión de genes de pluripotencia 

y marcadores de superficie y adicionalmente se evaluó la capacidad de migración en las AMSCs. 

Para caracterización y ensayos posteriores se emplearon 4 líneas celulares de fibroblastos de gata 

doméstica, una línea de fibroblastos de güiña, 4 líneas de AMSCs (células madre mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo) de gato doméstico y una línea celular AMSC de güiña. Las AMSCs 

proliferaron rápidamente en los primeros 4 pases celulares, al quinto, se observó una notable 

ralentización del crecimiento (Figura 7). De modo general, las  líneas celulares entraron en 

senescencia después del quinto pasaje celular. En el caso de los fibroblastos, las células 

empezaron a ser visibles alrededor de los explantes de piel a partir de día 3 o 4 (Figura 7 derecha). 

Para el día 7 las placas se encontraban en confluencia y se realizó el primer pase celular en la 

mayoría de líneas. Se realizó expansión hasta los pases necesarios para realizar los experimentos y 

así mismo se evaluó la cinética de crecimiento a partir del pase 1.  Los tiempos de doblaje celular 

fueron muy similares en todas las líneas hasta el pase 3, sin embargo, para el pase 4 y 5 los 

tiempos de doblaje celular de cada línea fueron mayores.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. (a) Explante de piel de fibroblastos felinos  al día 5 de cultivo. Magnificación 4x (panel 

izquierdo). (b) Cinética de crecimiento de los fibroblastos felinos empleados en el experimento 

(panel derecho) (n = 4). (c) Cinética de crecimiento de AMSCs (n = 4). Para comparar las diferencias 

en promedios de días de doblaje celular se empleó el test de Kruskal Wallis. *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

a 
b c 
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Patrón de marcadores de superficie de fibroblastos y AMSCs 

Se realizó citometría de flujo para caracterizar la expresión de CD44, CD45, CD90 y MHCII en 

fibroblastos y AMSCs. Los fibroblastos presentaron un bajo porcentaje de positividad para todos 

los marcadores, CD44 0,060%, CD45 1,124% CD90 30,1% y MHCII 0,019% (Figura 8). En las AMSCs, 

la expresión de los marcadores fue cercana a cero, solo CD90 27% para AMSC de gato. Debido a la 

baja positividad presentada con los anticuerpos empleados se decidió evaluar la expresión de los 

marcadores CD44 y CD90 de fibroblastos por qRT-PCR y comparar su expresión con AMSC (Figura 

9). La expresión de CD44 fue significativamente mayor en fibroblastos y para el marcador CD90 no 

se encontró diferencia estadística significativa entre fibroblastos y AMSC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Citometría de flujo para evaluar expresión de marcadores de superficie en fibroblastos y 

AMSC de gata doméstica. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expresión de marcadores de superficie CD44 y CD90 en fibroblastos y AMSC felinas. Para 

comparar las diferencias en promedios se empleó el test de Kruskal Wallis.*p<0,05. Fuente: 

Elaboración propia. 
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Expresión de genes de pluripotencia OCT4 y NANOG en fibroblastos y AMSCs felinos 

La expresión de genes de pluripotencia OCT4 y NANOG en fibroblastos fue evaluada junto con 

células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AMSC) para comparar niveles de 

expresión. Como control se empleó tejido testicular de gato doméstico para normalizar la 

expresión. El análisis de qRT-PCR reveló que tanto los fibroblastos como las AMSC de gato 

doméstico expresaban OCT4 y NANOG, siendo NANOG significativamente mayor en AMSC  (Figura 

10).  

 

 

  

 

 

 

Figura 10. Expresión relativa de mARN para OCT4 y NANOG en fibroblastos (n = 4) y AMSC (n = 4) 

de gato doméstico. Para comparar las diferencias en promedios se empleó el test de Kruskal 

Wallis. Todos los datos son presentados como promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

De este modo, se determinó que los fibroblastos poseen un fenotipo (CD44/OCT4/NANOG)+/CD90, 

mientras que las AMSc fueron (CD44/OCT4/NANOG/CD90)+, siendo significativamente mayor la 

expresión de CD44 en fibroblastos y OCT4, NANOG y CD90 mayor en AMSC.  

 

Ensayos de migración en AMSC de gato  

Con el fin de evaluar otras características de multipotencia de las AMSC de gato se realizó un 

ensayo de migración para evaluar la capacidad migratoria de las células. Este ensayo de migración 

se evaluó por dos métodos distintos con resultados similares. El primer método fue por rasguño 

“Scratch” y el segundo migración en Transwell. Como quimioatractante se empleó plasma rico en 

plaquetas. Con el primer método se pudo observar migración completa de las células a las 72 

horas, llenando el espacio creado en la placa, mientras que el grupo control no presentó migración 

a las 72 horas (Figura 11 a y b). En el ensayo de migración en transwell se observó un mayor 

número de células que migraron a través del pozo cuando estuvieron en contacto con el factor de 

crecimiento respecto al grupo control (Figura 11 c.) 
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Figura 11. Ensayos de migración por Scratch y en transwell de AMSCs de gato y güiña. Figuras a y b 

corresponden a migración por Scratch; figuras c y d corresponden a los ensayos de migración en 

Transwell. Fuente: Elaboración propia. 

 

Ensayos de diferenciación mesodérmica en AMSC de gato  

Para evaluar capacidad de diferenciación de las AMSC de gato se realizaron ensayos de 

diferenciación hacia adipogenesis, condrogénesis y osteogenesis. Las AMSC de gato se 

diferenciaron hacia los tres linajes mesodérmicos. Adicionalmente se evaluó la expresión de genes 

relacionados con la diferenciación. La expresión de PPARγ fue significativamente mayor en las 

AMSC de gato diferenciadas hacia adipogenesis (Figura 12a). Sox9 también presentó una 

expresión significativamente mayor en AMSC de gato que fueron diferenciadas hacia el linaje 

osteogénico (Figura 12b). Adicionalmente, las AMSC sometidas a diferenciación condrogénica 

presentaron incremento en la expresión de Aggrecan (Figura 12c). 
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Figura 12. Ensayos de diferenciación mesodérmica de AMSCs de gato. (a) Expresión de PPARγ de 

células sometidas a ensayos de diferenciación adiopogénica, se observa el control y las células 

diferenciadas con vacuolas lipídicas teñidas con Oil Red. (b) Expresión de Sox9 de células en 

diferenciación osteogénica, se observa el control y las células diferenciadas positivas a la tinción 

con rojo alizarina y (c) expresión de Aggrecan en células en ensayos de diferenciación 

condrogénica, se observa el control y el pellet formado positivo a la tinción con azul de alcian. Las 

diferencias en la expresión de los grupos control y diferenciado fue evaluada por medio de la 

prueba t. (n=4). Todos los datos son presentados como promedio ± desviación estándar (SD). 

*p<0,05, **p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 
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Reprogramación de fibroblastos empleando ácido valproico (VPA) y Plasma Rico en Plaquetas 

(PRP) como factor de crecimiento  

Para realizar este experimento,  los fibroblastos dérmicos de gato fueron expandidos hasta P3 

para luego ser inducidos con remodeladores epigenéticos y factores de crecimiento.  

En algunos experimentos se suplantó el PRP por factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDFG) puro, obtenido en el laboratorio (ver figura 3). Como remodeladores epigenéticos se 

emplearon ácido valproico (VPA) y 5- Azacitidina. Adicionalmente se evaluó el efecto de la 

molécula VPA y uno de los factores de crecimiento presentes en el plasma rico en plaquetas, EGF 

(Factor de Crecimiento Epidermal). 

 

Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie para fibroblastos reprogramados 

con VPA+PRP 

Con el tratamiento con VPA+PRP la expresión de OCT4 no presentó diferencia estadística en los 

días evaluados con respecto al control mientras que la expresión de NANOG disminuyó 

significativamente al día 12 (Figura 13). Adicionalmente se evaluó si el uso de VPA+PRP podría 

inducir la expresión de E-Cadherina y regular a la baja la expresión del gen SNAIL, el cual se 

expresa principalmente en células diferenciadas y una disminución en sus niveles de expresión 

podría ser sugerente de de-diferenciación. Respecto a la expresión de E-Cadherina y SNAIL 

tampoco se observó una diferencia estadística entre los tratamientos y el control (Figura 13). 
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Figura 13. Expresión de OCT4, NANOG, E-Cadherina y SNAIL en fibroblastos de gata doméstica 

sometidos a diferentes tratamientos de reprogramación empleando VPA+PRP. (n=3). Todos los 

datos son presentados como promedio ± desviación estándar (SD).*p<0,05. Fuente: Elaboración 

propia. 

Al evaluar a nivel de ARNm la expresión de marcadores de superficie CD44, CD90, CD105 y MHCII, 

se encontró una mayor expresión de CD44 al día 5 de tratamiento con VPA+PRP, CD90 no 

presento diferencias en su expresión, mientras que  CD105 y MHCII disminuyeron su expresión al 

día 12 del tratamiento (Figura 14).  
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Figura 14. Expresión de marcadores de superficie CD44, CD90, CD105 y MHCII en fibroblastos 

felinos reprogramados con VPA+PRP. (n=3). Todos los datos son presentados como promedio ± 

desviación estándar (SD). *p<0,05, **p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 

 

Inmunocitoquímica para Oct4, Cd44 y Cd90 en fibroblastos felinos reprogramados con VPA+PRP 

La línea 4 de fibroblastos felinos que fueron reprogramados con VPA+PRP fue evaluada por medio 

de inmunocitoquímica para identificar las expresión de Oct4, Cd44 y Cd90 al día 0 y al día 5.  La 

expresión de la proteína Oct4 fue identificada tanto en el grupo control como al día 5, esta 

expresión se observó principalmente a nivel citoplasmático y en menor proporción a nivel 

perinuclear (Figura 15). Respecto a la expresión de Cd44 y Cd90 ninguna célula mostró positividad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Inmunocitoquímica para Oct4 en fibroblastos felinos tratados con VPA+PRP. Los 

fibroblastos fueron positivos para la expresión de Oct4 al día 0 y al día 5 del tratamiento con 

VPA+PRP, observándose principalmente a nivel citoplasmático y perinuclear. Para los marcadores 
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de superficie Cd44 y Cd90 no se observó ninguna célula positiva para su expresión, ni en el grupo 

control o al día 5 del tratamiento con VPA+PRP. Se muestran las fotos negativas para Cd44 y Cd90 

al día 5 de la reprogramación. Fuente: Elaboración propia. 

 

Citometría de flujo para evaluar expresión de marcadores de superficie en fibroblastos felinos 

reprogramados con VPA+PRP 

Se evaluó la expresión de marcadores de superficie Cd44, Cd45, Cd90 y MHCII en la línea 4 por 

citometría de flujo. Sin embargo, la expresión de los marcadores para los cuales se esperaba 

positividad fue muy baja. En el día 0 de la reprogramación la expresión para Cd44 fue de 0,060%, 

CD45 de 1,12%, Cd90 de 1,05% y MHCII de 0,019%. El día 5 del tratamiento con VPA+PRP la 

expresión de Cd44 fue de 0,62%, Cd45 de 2%, Cd90 de 18,8% y MHCII de 0,6%. Para el día 12 la 

expresión de estos marcadores fue Cd44 0,14%, Cd45 1,06%, Cd90 14,8% y MHCII de 3,3% (Figura 

16).  Este método no fue efectivo para evaluar la expresión de marcadores de superficie, así como 

tampoco fue posible evaluar la expresión de estos marcadores por inmunocitoquímica, 

probablemente por baja especificidad antígeno-anticuerpo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Citometría de flujo para evaluar expresión de marcadores de superficie Cd44, Cd45, 

Cd90 y MHCII en fibroblastos de gato doméstico (línea 4) reprogramados con VPA+PRP. Fuente: 

Elaboración propia. 
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Ensayos de diferenciación mesodérmica en fibroblastos de gato doméstico reprogramados con 

VPA+PRP 

Para evaluar si alguno este tratamiento tenía efecto sobre la plasticidad de los fibroblastos felinos 

y una posterior capacidad de diferenciación hacia linajes mesodérmicos, las células sometidas a 

reprogramación fueron posteriormente cultivadas en medios de diferenciación específicos para 

estos linajes. De las líneas sometidas a reprogramación y posterior diferenciación, una línea (línea 

4) demostró capacidad de diferenciación a linajes osteogénico, condrogénico y adipogénico 

representado por cambios morfológicos y tinción positiva a rojo alizarina, azul de alcián y Oil Red 

respectivamente (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Ensayos de diferenciación a linajes mesodérmicos de los fibroblastos de gato doméstico 

bajo diferentes tratamientos de reprogramación. Línea 4 positiva para la tinción con rojo alizarina 

para la diferenciación osteogénica, azul de alcian para diferenciación condrogénica y Oil Red para 

la diferenciación adipogénica. Fuente: Elaboración propia. 

 

Inmunocitoquímica para expresión de vimentina en fibroblastos reprogramados con VPA+PRP 

Posterior a estos resultados se decidió evaluar la expresión de vimentina debido a que su 

expresión se relaciona principalmente con un fenotipo mesenquimal y con cambios en la 

reorganización del citoesqueleto durante procesos de diferenciación celular (Mendez et al., 2010). 

Adicionalmente, la expresión de la proteína vimentina se regula a la baja cuando las células 

adoptan características epiteliales y con el silenciamiento del gen SNAIL (Chaffer et al., 2006). Por 

una parte la expresión de mARN de SNAIL en los fibroblastos tratados con VPA+PRP permaneció 

estable durante los diferentes días de reprogramación por lo que se esperaba encontrar también 
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una expresión positiva a vimentina. Adicionalmente se ha reportado que uno de los factores 

presentes en el PRP, el PDGF-B, puede inducir reorganización de actina y cambios morfológicos a 

nivel celular (Li et al., 2003). En el día 0 del tratamiento con las moléculas para la línea 4, la 

expresión de vimentina no fue tan marcada como en el día 5 y 12. Al día 5 del tratamiento con 

VPA+PRP se pueden observar algunas células con una morfología un poco más redondeada en 

comparación al día 0 (control) (Figura 18). Para la línea 5 la expresión de vimentina fue similar, 

tanto en el control como en los días 5 y 12 de tratamiento. Por su parte en la línea 7 la expresión 

de vimentina fue aparentemente más marcada en el día 5, sin embargo para el día 12 no fue 

posible evaluar la expresión debido a que las células entraron en senescencia y se desprendieron 

de la placa (Figura 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Inmunocitoquímica de vimentina para fibroblastos tratados con VPA+PRP. Se evaluó la 

expresión de vimentina en las líneas 4, 5 y 7 durante los días de tratamiento 0, 5 y 12 con 

VPA+PRP. En la línea 7 la imagen del día 12 no se documentó debido a desprendimiento de las 

células de la placa de cultivo. Fuente: Elaboración propia. 
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Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie para fibroblastos reprogramados 

con VPA+EGF  

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos de diferenciación de las células tratadas con 

VPA+PRP se evaluó la misma molécula más un factor de crecimiento presente en el PRP, el EGF, 

para determinar si el efecto proliferativo del EGF y la expresión de receptores para EGF en 

fibroblastos mejoraba los resultados de reprogramación favoreciendo la expresión de genes de 

pluripotencia junto con el ácido valproico como remodelador epigenético. Se ensayaron dos 

concentraciones de EGF, 5 y 10 ng y se evaluó la expresión de OCT4, NANOG, CD90, CD44 frente a 

las dos concentraciones de EGF con VPA.  

La expresión de OCT4 se detectó con la combinación de VPA + 5 y 10 ng/ml de EGF al día 12 de 

tratamiento. La expresión de NANOG no presentó diferencias en su expresión así como CD44.  

CD90 presentó una disminución en su expresión, mientras que la expresión de E-Cadherina no 

presentó diferencias, la expresión de SNAIL aumentó al día 12 del tratamiento con ambas 

concentraciones (Figura 19).  
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Figura 19. Expresión de OCT4, NANOG, CD44, CD90, E-Cadherina y SNAIL en fibroblastos de gato 

doméstico reprogramados con VPA+EGF (n=2). Todos los datos son presentados como promedio ± 

desviación estándar (SD). *p<0,05. Fuente: Elaboración propia. 

 

Inmunocitoquímica para expresión de Oct4 en fibroblastos tratados con VPA+EGF 

Para evaluar la expresión de Oct4 a nivel de proteína se realizó una inmunocitoquímica al día 5 de 

tratamiento con VPA+EGF. El grupo control no presentó positividad para Oct4, mientras que al día 

5 con las dos concentraciones de EGF hubo positividad para esta proteína, siendo mucho más 

intensa con la dosis de 10 ng/ml de EGF en combinación con VPA. La expresión se observó 

principalmente a nivel citoplasmático y perinuclear (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Evaluación de la expresión de Oct4 por medio de inmunocitoquímica en fibroblastos 

dérmicos de gato reprogramados con VPA+EGF. Fuente: Elaboración propia. 
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Ensayos de diferenciación mesodérmica para fibroblastos tratados con VPA+EGF 

Ninguna de las líneas tratadas con VPA+EGF (5 y 10 ng) presentó cambios morfológicos o tinción 

que diera indicio de diferenciación hacia algún linaje específico (Figura 21).  

 

Figura 21. Ensayos de diferenciación mesodérmica con fibroblastos de gato doméstico 

reprogramados con VPA+EGF. Ninguna de las líneas presentó positividad a las tinciones para 

diferenciación condrogénica (azul de alcian), osteogénica (rojo alizarina) y adipogénica (Oil Red). 

Fuente: Elaboración propia. 

Con los tratamientos empleados en estos experimentos se obtuvieron resultados parciales de 

reprogramación de fibroblastos hacia células madre mesenquimales inducidas (iMSC). Con el 

tratamiento de VPA+PRP se detectó expresión de Oct4 evaluada por inmunocitoquímica y una 

población celular de esas células reprogramadas que respondió a los tratamientos de 

diferenciación mesodérmica (adipogénesis, condrogénesis y osteogénesis). Al evaluar el ácido 

valproico con un factor de crecimiento presente en el PRP, EGF, se detectó la expresión de los 

genes master de pluripotencia OCT4 y NANOG pero los ensayos de diferenciación mesodérmica 

resultaron negativos. Con vistas a evaluar el papel de otro factor específico presente en el PRP, se 

decidió emplear h-PDGF-B. No había disponibilidad comercial del mismo por lo que se decidió 

clonar y expresar el gen para purificar la proteína en un sistema heterólogo (Figura 3). 

La positividad de las muestras 1 y 2 (Figura 3) denota la presencia de proteínas con cola de 

histidina secretadas al medio por las células SIHA. El circulo 3 en la imagen representa el 

concentrado del sobrenadante sin SFB pasado por AMICON 50 y 10, dónde se encontraban 

proteínas con cola de histidina con un rango de peso similar a la proteína recombinante h-PDGF-B 

(15 kDa). Las muestras 4 y 5 corresponden a los concentrados obtenidos de los filtros AMICON que 

fueron pasados posteriormente por la columna de afinidad para atrapar proteínas con cola de 
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histidina (Figura 3). Posteriormente las fracciones 4 y 5 fueron cuantificadas para su posterior uso 

en el coctel de reprogramación y ensayos de actividad biológica.  Como control negativo de la 

técnica se empleó sólo medio de cultivo, el cual se no mostró reacción (Imagen no mostrada).  

En el ensayo de actividad biológica del h-PDGF-B el porcentaje de células que entraron en fase 

G0/G1 fue significativamente mayor en el grupo que contenía solo 0,5% de SFB a las 48 horas en 

comparación con los otros tratamientos. Por otro lado, el grupo que se mantuvo en medio 0,5% de 

SFB + h-PDGF-B presentó un mayor porcentaje de células que entraron en fase G2/M que el grupo 

con el mismo porcentaje de suero pero sin h-PDGF a las 96 horas. Las células que se encontraban 

con el tratamiento de 0,5% de SFB por 96 horas tuvieron un porcentaje menor en G2/M y S 

comparado con los otros tratamientos y también un porcentaje mayor de apoptosis (Figura 4). 

Juntos estos resultados indican que la concentración empleada de h-PDGF-B en el medio de 

cultivo ejerce un efecto biológico sobre la proliferación de los fibroblastos al comportarse muy 

similar al efecto de los otros medios que contenían 10% SFB. 

Se evaluó en primera instancia el tratamiento de VPA+h-PDGF-B para determinar si los resultados 

obtenidos podían mejorar con respecto al tratamiento con VPA+PRP al emplear un solo factor de 

crecimiento partiendo de la hipótesis de que el uso del PRP pudo interferir en una inducción 

eficiente hacia multipotencia.  También se plantea la hipótesis de que el uso del h-PDGF-B con un 

remodelador epigenético, independiente de que sea VPA o 5-AZA, mejora el nivel de plasticidad 

de los fibroblastos felinos, por lo que se decide evaluar una de las combinaciones anteriores con 5-

AZA reemplazando el PRP por h-PDGF-B y adicionando VITC para prevenir senescencia celular y 

A8301 como bloqueador de la vía de señalización TGF-β que media la diferenciación celular. El 

efecto del VPA en la inducción de la expresión de genes de pluripotencia en el tratamiento con 

VPA+EGF y diferenciación mesodérmica con VPA+PRP se había logrado pero se desconoce si 5-AZA 

puede tener el mismo efecto. 

 

Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie para fibroblastos reprogramados 

con VPA + h-PDGF-B 

La expresión de los genes de pluripotencia OCT4 y NANOG se detectó desde el día 5 de 

tratamiento con VPA+ h-PDGF-B. La expresión de OCT4 fue significativamente mayor al día 5 y 

luego disminuyó nuevamente al día 12, mientras que la expresión de NANOG incrementó desde el 

día 5 de tratamiento. Por su parte la expresión de E-Cadherina, SNAIL y el marcador de superficie 

CD44 no presentaron diferencias estadísticas significativas en su expresión. La expresión del 

marcador de superficie CD90 disminuyó al día 5 de tratamiento pero posteriormente su expresión 

al día 12 fue similar al grupo control (día 0) (Figura 22). Similar a los otros tratamientos, se ha 

encontrado que la expresión de CD44 no varía mucho, mientras que la expresión de CD90 tiende a 

disminuir con respecto al control, lo que podría indicar que tal vez la expresión de estos 

marcadores no se ve afectada significativamente con los diferentes tratamientos y que tal vez no 

sean buenos indicadores de inducción de fibroblastos a iMSC. 
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Figura 22. Expresión de genes OCT4, NANOG y marcadores de superficie para fibroblastos tratados 

con VPA+ h-PDGF-B. (n=1). Todos los datos son presentados como promedio ± desviación estándar 

(SD). *p<0,05. Fuente: Elaboración propia. 

 



 
 

65 
 

Inmunocitoquímica para expresión de Oct4 en fibroblastos tratados con VPA + h-PDGF-B 

Para evaluar la expresión de Oct4 a nivel de proteína se realizó una inmunocitoquímica al día 5 y 

12 de tratamiento con VPA+ h-PDGF-B. El grupo control presentó una leve positividad para Oct4 a 

nivel citoplasmático, al día5 de tratamiento la expresión fue muy similar al del grupo control, pero 

para el día 12 la expresión a nivel citoplasmático y perinuclear de Oct4 era más marcada (Figura 

23). 

 

 

 

Figura 23. Inmunocitoquímica para evaluar expresión de Oct4 en fibroblastos reprogramados con 

VPA+h-PDGF-B. Fuente: Elaboración propia. 

 

Ensayos de diferenciación mesodérmica para fibroblastos tratados con VPA+h-PDGF-B 

Para evaluar la plasticidad de los fibroblastos frente al tratamiento con VPA + h-PDGF-B, se 

sometieron a ensayos de diferenciación mesodérmica una vez completados los 12 días de 

reprogramación. Los fibroblastos reprogramados presentaron capacidad de diferenciación 

mesodérmica. La expresión de Sox9 fue significativamente mayor en comparación con las células 

que no fueron sometidas a diferenciación osteogénica (Figura 24). Las células reprogramadas y 

diferenciadas a condrocitos tuvieron la capacidad de formar pellets y fueron positivos para la 

tinción con Alcian blue, adicionalmente la expresión de Aggrecan fue significativamente mayor 

que en el grupo control (Figura 24). Por su parte, los fibroblastos reprogramados hacia linaje 

adipogénico presentaron algunos grupos celulares que respondieron al medio de diferenciación 

con la formación de vacuolas lipídicas teñidas con Oil Red aunque no se encontró diferencias en la 

expresión del gen PPARƳ respecto al grupo no diferenciado (Figura 24).  
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Figura 24. Ensayos de diferenciación mesodérmica de fibroblastos reprogramados con VPA + h-

PDGF-B y expresión de genes Sox9, Aggrecan y PPARγ. Tinción positiva con rojo alizarina para la 

diferenciación osteogénica, azul de alcian para diferenciación condrogénica y Oil Red para la 

diferenciación adipogénica. Todos los datos son presentados como promedio ± desviación 

estándar (SD). *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001. Fuente: Elaboración propia. 

De este tratamiento se puede concluir que se logró detectar la expresión de OCT4 y NANOG y que 

los fibroblastos inducidos presentaron capacidad de diferenciación hacia linajes mesodérmicos. 
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Reprogramación de fibroblastos empleando 5-Azacitidina (5-AZA) y Plasma Rico en Plaquetas  

(PRP) como factor de crecimiento y h-PDGF-B 

 

Expresión de OCT4, NANOG, E-Cadherina y SNAIL en fibroblastos felinos reprogramados con 5-AZA 

+ PRP 

Los fibroblastos felinos fueron sometidos a tratamiento empleando como remodelador 

epigenético 5-AZA y PRP como principales componentes de los medios de reprogramación. A los 

tratamientos se les adicionó un inhibidor del vía TGF-β (A8301) y Vitamina C. Con estos 

tratamientos no se detectó expresión significativa de los genes de pluripotencia OCT4 y NANOG. 

Respecto a la expresión de E-Cadherina se observó una disminución significativa entre el 

tratamiento  5AZA+PRP+A8301+VITC al día 5 y el control mientras la expresión del gen SNAIL, 

relacionado con células altamente diferenciadas, presentó una mayor expresión en los fibroblastos 

bajo el tratamiento con 5AZA+PRP+A8301+VITC al día 5 (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Expresión de OCT4, NANOG, E-Cadherina y SNAIL en fibroblastos felinos bajo 

tratamiento con 5-AZA + PRP. El test de Kruskal Wallis fue empleado para evaluar diferencias entre 
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los grupos. Todos los datos son presentados como promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Ensayos de diferenciación mesodérmica en fibroblastos felinos tratados con 5-AZA + PRP 

Para evaluar si alguno de estos tratamientos tenía efecto sobre la plasticidad de los fibroblastos 

felinos y una posterior capacidad de diferenciación hacia linajes mesodérmicos, las células 

sometidas a reprogramación fueron posteriormente cultivadas en medios de diferenciación 

específicos para estos linajes. Los fibroblastos sometidos a los tratamientos no presentaron 

ninguna respuesta en cambios morfológicos o tinciones especiales (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Ensayos de diferenciación mesodérmica en fibroblastos felinos reprogramados con 5-

AZA+PRP. Tinción con rojo alizarina para la diferenciación osteogénica, azul de alcian para 

diferenciación condrogénica y Oil Red para la diferenciación adipogénica. La prueba de Kruskal 

Wallis fue empleada para determinar diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados 

como promedio ± desviación estándar (SD). Fuente: Elaboración propia. 
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Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie para fibroblastos reprogramados 

con 5-AZA + h-PDGF-B 

Para evaluar la plasticidad de fibroblastos de gato doméstico bajo el protocolo de inducción a 

multipotencia con 5-azacitidina y h-PDGF-B se emplearon 4 líneas celulares, las cuales fueron 

evaluadas para determinar la respuesta frente a los factores de reprogramación. Respecto a la 

expresión de genes de pluripotencia, la expresión de OCT4 y E-Cadherina al día 12 de tratamiento 

fue significativamente mayor. La expresión de Nanog no presentó diferencias durante los días de 

tratamiento. Por su parte la expresión de SNAIL aumentó también al día 12 de la reprogramación. 

La expresión de marcadores de superficie, CD44 y CD90, esta fue similar a los otros tratamientos, 

dónde la expresión de CD44 no presentó diferencias estadísticas pero la expresión de CD90 

disminuye con los tratamientos de reprogramación (Figura 27). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie para fibroblastos 

tratados con 5-AZA + h-PDGF-B. La prueba de Kruskal Wallis fue empleada para determinar 
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diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados como promedio ± desviación estándar 

(SD). *p<0,05, **p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 

 

Ensayos de diferenciación mesodérmica para fibroblastos tratados con 5-AZA + h-PDGF-B 

Las 4 líneas de fibroblastos reprogramadas con 5-AZA + h-PDGF-B suplementado con Vitamina C y 

A8301 posteriormente fueron sometidas a ensayos de diferenciación mesodérmica. Al evaluar la 

respuesta de las células en los diferentes medios de diferenciación por medio de tinción, tres de 

las líneas inducidas presentaron cambios morfológicos o positividad a las tinciones. La línea 3 sin 

embargo solo presentó cambios morfológicos menores (células un poco más esferoides en los 

medios de diferenciación osteogénico y condrogénico) y fueron negativas a las tinciones de rojo 

alizarina y alcian blue respectivamente. En esta línea no hubo diferenciación adipogénica (Figura 

29). Respecto a la expresión de genes relacionados con diferenciación osteogénica, la línea 3 

presentó un incremento estadísticamente significativo en la expresión de Sox9 (Figura 29), y para 

la diferenciación condrogénica no presentó diferencias en la expresión de Aggrecan (Figura 29), así 

mismo la expresión de PPARγ disminuyó significativamente en esta línea sometida a diferenciación 

adipogénica. Por su parte, la línea celular 2 presentó respuesta positiva a la tinción con rojo 

alizarina y una expresión significativamente mayor de Sox9. El pellet formado por estas células 

reprogramadas fue de gran tamaño y fue positivo para la tinción con Alcian Blue aunque la 

expresión de Aggrecan no presentó diferencias estadísticas (Figura 28). Sin embargo, aunque se 

evidenciaron algunos cambios en grupos celulares aislados hacia diferenciación adipogénica, la 

expresión de PPARγ disminuyó significativamente con respecto al grupo control (Figura 28).  

Respecto a las líneas celulares 4 y 6, ambas presentaron tinciones positivas para rojo alizarina 

aunque para la línea 4 la expresión de Sox9 fue significativamente menor respecto al control y 

para la línea 6 la expresión de este mismo gen aumentó significativamente. Ambas líneas también 

presentaron una tinción positiva para Alcian blue en la diferenciación condrogénica; sin embargo, 

la expresión de Aggrecan no presentó cambios en su expresión en ninguna de las dos líneas 

(Figuras 30 y 31). Para la diferenciación adipogénica la línea 4 tampoco presentó cambios visibles 

en su morfología indicativos aunque la expresión de PPARγ aumentó significativamente. Por su 

parte, la línea 6 tuvo una diferenciación adipogénica muy marcada, con formación de vacuolas 

lipídicas de gran tamaño y tinción positiva para oil red, adicionalmente la expresión de PPARγ fue 

significativamente mayor que en el grupo control (Figura 31). 
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Figura 28. Ensayos de diferenciación mesodérmica de fibroblastos reprogramados con 5-AZA + 

A8301 + VITC + h-PDGF-B y qRT-PCR de la expresión de Sox9, Aggrecan y PPARγ para cada línea 

diferenciada (Línea 2). Tinción con rojo alizarina para la diferenciación osteogénica, azul de alcian 

para diferenciación condrogénica y Oil Red para la diferenciación adipogénica. La prueba t fue 

empleada para determinar diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados como 

promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05, **p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Ensayos de diferenciación mesodérmica de fibroblastos reprogramados con 5-AZA + 

A8301 + VITC + h-PDGF-B y qRT-PCR de la expresión de Sox9, Aggrecan y PPARγ para cada línea 

diferenciada (Línea 3). Tinción con rojo alizarina para la diferenciación osteogénica, azul de alcian 

para diferenciación condrogénica y Oil Red para la diferenciación adipogénica. La prueba t fue 
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empleada para determinar diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados como 

promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05, **p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Ensayos de diferenciación mesodérmica de fibroblastos reprogramados con 5-AZA + 

A8301 + VITC + h-PDGF-B y qRT-PCR de la expresión de Sox9, Aggrecan y PPARγ para cada línea 

diferenciada (Línea 4). Tinción con rojo alizarina para la diferenciación osteogénica, azul de alcian 

para diferenciación condrogénica y Oil Red para la diferenciación adipogénica. La prueba t fue 

empleada para determinar diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados como 

promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05, **p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 31. Ensayos de diferenciación mesodérmica de fibroblastos reprogramados con 5-AZA + 

A8301 + VITC + h-PDGF-B y qRT-PCR de la expresión de Sox9, Aggrecan y PPARγ para cada línea 

diferenciada (Linea 6). Tinción con rojo alizarina para la diferenciación osteogénica, azul de alcian 

para diferenciación condrogénica y Oil Red para la diferenciación adipogénica. La prueba t fue 

empleada para determinar diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados como 

promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05, **p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Ensayo de unidades formadoras de colonia (UFC) para líneas de fibroblastos reprogramadas con 5-

AZA + h-PDGF-B 

Posterior a los tratamientos de inducción a multipotencia con 5-AZA + h-PDGF-B para los 

fibroblastos se decidió evaluar la capacidad de clonogenicidad de estas células una vez 

reprogramadas. Se hizo un ensayo de formación de colonias junto con células madre 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AMSC) y fibroblastos sin reprogramar. En este ensayo 

se encontró que existe una marcada diferencia significativa entre el número de colonias formadas 

a diferentes densidades de siembra entre AMSC y las diferentes líneas reprogramadas, así como 

entre fibroblastos sin reprogramar y fibroblastos bajo tratamiento. Se observó que el tratamiento 

con 5-AZA + h-PDGF-B afectaba negativamente el número de unidades formadoras de colonias en 

la línea 3 al compararse con el grupo control, las otras líneas presentaron capacidad de formación 
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de colonias similar a los fibroblastos sin inducir a multipotencia, sin embargo, el promedio de UFC 

fue menor para todos los fibroblastos al compararse con las células madre mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo (Figura 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Ensayo de unidades formadoras de colonias fibroblastoides (UFC-F) para fibroblastos 

tratados con 4 factores. Las células fueron sembradas a 250, 500 y 1000 células/cm2.  Un ANOVA 

de dos vías fue empleado para evaluar diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados 

como promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05. Fuente: Elaboración propia. 

En esta primera sección se cumplió con el objetivo de caracterizar la expresión de genes 

relacionados con la pluripotencia y marcadores de superficie en fibroblastos, obteniendo 

positividad para la expresión de ARNm para OCT4, NANOG y CD44. Esta expresión se comparó 

entre fibroblastos y AMSCs felinas, dónde la expresión de OCT4, NANOG y CD90 fue mayor en 

AMSCs que en fibroblastos, mientas que la expresión de CD44 fue mayor para los fibroblastos. 

Adicionalmente, se evaluaron varios protocolos de inducción a multipotencia. Para esto se 

realizaron varios experimentos con el uso de remodeladores epigenéticos (VPA/5-AZA) y factores 

de crecimiento (Plasma Rico en Plaquetas – PRP, EGF y h-PDGF-B). La evaluación de la expresión 

de marcadores de superficie fue negativa por citometría de flujo probablemente por baja afinidad 

de los anticuerpos detectándose sólo un bajo porcentaje de expresión de CD90 en fibroblastos 

tratados al día 5 y 12 con VPA+PRP, razón por la cual la expresión de marcadores de superficie no 
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se continuó evaluando por esta técnica. En la tabla resumen se detallan los resultados obtenidos 

con el uso de los dos remodeladores epigenéticos y factores de crecimiento. 

 

Tabla 9. Resumen de resultados de inducción a multipotencia de fibroblastos felinos con ácido 

valproico, 5-Azacitidina y factores de crecimiento. 

 

TRATAMIENTO

EXPRESIÓN DE 

MARCADORES DE 

SUPERFICIE

EXPRESIÓN DE 

GENES DE 

MULTIPOTENCIA

DIFERENCIACIÓN 

MESODÉRMICA

VPA+PRP

No diferencias en la 

expresión de ARNm, 

CD90 aumentó su % por 

citometría de flujo

No diferencias en la 

expresión

OSTEO-CONDRO-

ADIPO

VPA + h-PDGF-B CD90 disminuye al día 5 OCT4, NANOG 
OSTEO-CONDRO-

ADIPO

5 AZA + PRP No evaluado
No diferencias en la 

expresión
CONDRO

5 AZA + PRP + A8301 No evaluado
No diferencias en la 

expresión
NO DIFERENCIADO

5-AZA + Vitamina C + 

A8301 + PRP
No evaluado

No diferencias en la 

expresión
NO DIFERENCIADO

5-AZA + Vitamina C + 

A8301 + h-PDGF-B
CD90 disminuye OCT4, E-Cadherina

OSTEO-CONDRO-

ADIPO

NO DIFERENCIADO 

5
-A

ZA
C

IT
ID

IN
A

A
C

ID
O

 V
A

LP
R

O
IC

O

VPA+EGF CD90 disminuye OCT4, NANOG, SNAIL

 

Fuente: Elaboración propia. 
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Reprogramación de AMSC con remodeladores epigenéticos y factores de crecimiento 

Una vez concluidos los experimentos de reprogramación de fibroblastos y tomando en cuenta los 

resultados de esta etapa experimental, se ensayó la reprogramación en células madre 

mesenquimales de origen adiposo.  Para esto se escogió un tratamiento con cada uno de los 

remodeladores epigenéticos (VPA o 5-AZA) y una molécula auxiliadora. En este experimento, las 

AMSC fueron cultivadas en medios suplementados con moléculas reprogramadoras (VPA + A8301 

y 5-AZA + h-PDGF-B) con la finalidad de evaluar si estos componentes podían mejorar las 

características multipotentes de las células respecto a capacidad de diferenciación hacia linajes 

mesodérmicos o una mayor expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie. Para 

esto se emplearon dos tratamientos diferentes (Tabla 10). El primer tratamiento (VPA+A8301) se 

realizó en tres líneas celulares de gato doméstico, sin embargo, para el segundo tratamiento (5-

AZA + A8301 + VITC + h-PDGF-B) una de estas líneas entró en senescencia. Así mismo, no fue 

posible evaluar los tratamientos en las AMSC de güiña ya que se poseía sólo una línea celular y 

sólo fue viable hasta el pase 5.    

Tabla 10. Tratamientos de reprogramación empleados en AMSCs de gato. 

COMBINACIÓN DOSIS DE CADA COMPONENTE 

VPA + A8301 1mM + 0.25 mM 
5-AZA + Vitamina C + A8301 + PDGF 10 μM + 1mM + 0.25 mM + 100 ng/ml 
Medio MSC estándar Estándar 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie en AMSC tratadas con VPA+A8301 

La expresión de genes de pluripotencia fue evaluada en AMSC reprogramadas con VPA+A8301. 

Este tratamiento se instauró con la finalidad de favorecer la expresión de genes de pluripotencia 

con el uso del VPA y favorecer el estado indiferenciado al bloquear la vía de señalización de TGF-β 

con la molécula A8301. Al evaluarse en conjunto todas las líneas celulares, no se observó 

diferencias significativas en la expresión de OCT4, NANOG, E-cadherina y SNAIL. La expresión de 

CD44 se vio significativamente disminuida al día 12 del tratamiento y similar fue para CD90, 

expresión que disminuyó significativamente desde el día 5 y que coincide con el patrón de 

expresión de este mismo marcador en fibroblastos reprogramados. La expresión de MHCII 

disminuyó significativamente al día 5  (Figura 33). 
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Figura 33. Expresión de OCT4, NANOG, E-Cadherina, SNAIL, CD44 y CD90 en las diferentes líneas 

AMSC de gato doméstico reprogramadas con VPA+A8301 (n=2). La prueba de Kruskal Wallis fue 

empleada para determinar diferencias entre grupos (n = 3). Todos los datos son presentados como 

promedio ± desviación estándar (SD). *p<0,05, ***p<0,0001. Fuente: Elaboración propia. 

 

Ensayos de diferenciación mesodérmica de AMSCs reprogramadas con VPA+A8301 

Para evaluar si el tratamiento con VPA+A8301 mejoraba la capacidad de diferenciación de las 

AMSC, estas se sometieron a ensayos de diferenciación junto con las AMSCs de la misma línea sin 

reprogramar. En todas las líneas se observó capacidad de diferenciación hacia los tres linajes 

mesodérmicos con excepción de la línea 1, en la cual no hubo diferenciación adipogénica en las 

AMSC sin reprogramar, pero sí en las células reprogramadas. Respecto a la expresión de PPARγ, no 

se observó diferencia en su expresión entre las AMSCs tratadas con VPA+A8301 y las no tratadas, 

sólo se observó diferencia entre las células que fueron diferenciadas hacia adipogenesis y las que 

no fueron diferenciadas (Figura 34). En el caso de la expresión de Aggrecan, esta fue 

significativamente mayor en las células diferenciadas hacia condrogénesis que las que habían sido 

tratadas con VPA+A8301. La expresión de Runx2 si fue significativamente mayor en las AMSC 

tratadas con VPA+A8301 que en las no tratadas (Figura 34).  
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Figura 34. Ensayos de diferenciación de AMSC sometidas a reprogramación con VPA+A8301. (n=3). 

Tinción con rojo alizarina para la diferenciación osteogénica, azul de alcian para diferenciación 

condrogénica y Oil Red para la diferenciación adipogénica. La prueba t fue empleada para 

determinar diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados como promedio ± 

desviación estándar (SD). *p<0,05, **p<0,01. Fuente: Elaboración propia. 

 

Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie en AMSC tratadas con 5-AZA y h-

PDGF-B 

Para evaluar los efectos del tratamiento se emplearon dos líneas celulares (línea 5 y línea 6). Al 

evaluarse la expresión de los genes de pluripotencia y marcadores de superficie se encontró que la 

reprogramación logró inducir una mayor expresión de OCT4 en las AMSCs al día 12 mientras que la 

expresión de NANOG no presentó diferencias significativas. La expresión de E-Cadherina 

disminuyó significativamente mientras que la expresión de SNAIL aumentó al día 12. La expresión 
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de CD44 disminuyó al día 5 del tratamiento mientras que la expresión de CD90 disminuyó 

significativamente a los días 5 y 12 del tratamiento con 5-AZA y h-PDGF-B (Figura 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie en AMSC felinas 

tratadas con 5-AZA+h-PDGF-B. (n=2) El test de Kruskal Wallis fue empleado para determinar 

diferencias entre grupos. Todos los datos son presentados como promedio ± desviación estándar 

(SD). *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,001. Fuente: Elaboración propia. 
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Ensayos de diferenciación mesodérmica de AMSCs reprogramadas con 5-AZA + h-PDGF-B 

Para evaluar si la reprogramación con los 4 factores podía tener un efecto sobre el potencial de 

diferenciación hacia linajes mesodérmicos, las AMSCs reprogramadas y no reprogramadas fueron 

diferenciadas hacia linajes adipogénico, condrogénico y osteogénico. Las líneas 5 y 6 habían 

presentado inicialmente buena capacidad de diferenciación hacia estos linajes, sin embargo, la 

línea 5 sometida a reprogramación con 4 factores no tuvo capacidad de diferenciarse hacia este 

linaje en comparación con las mismas células no reprogramadas. En esta misma línea se pudo 

observar que la diferenciación hacia el linaje condrogénico fue superior con 5-AZA + h-PDGF-B + 

A8301 + VITC, mientras que para la diferenciación osteogénica no hubo diferencias apreciables. En 

la línea 6 no se observó ninguna diferencia en la diferenciación adipogénica entre las células 

reprogramadas y las no reprogramadas. Sin embargo, la diferenciación condrogénica tampoco se 

vio favorecida en las células no tratadas con 5-AZA + h-PDGF-B + A8301 + VITC ya que no hubo 

formación de pellet ni respuesta a la tinción con Alcian Blue. Respecto a la diferenciación 

osteogénica de la línea 6 tampoco se observó diferencia apreciable entre las células 

reprogramadas con las no reprogramadas. Adicionalmente se evaluó la expresión de genes 

relacionados con la diferenciación mesodérmica, para el caso de PPARγ, su expresión no presentó 

diferencias significativas entre las células tratadas y las no tratadas; la expresión de Aggrecan 

disminuyó considerablemente en las células que no fueron tratadas con 5-AZA + h-PDGF-B + 

A8301 + VITC, mientas que la expresión de Sox9 fue significativamente mayor en las células 

tratadas con 4 factores (Figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Ensayos de diferenciación mesodérmica de AMSC reprogramadas con 5-AZA + h-PDGF-B 

+ A8301 + VITC. (n=2). Tinción con rojo alizarina para la diferenciación osteogénica, azul de alcian 

para diferenciación condrogénica y Oil Red para la diferenciación adipogénica. El test de Kruskal 

Wallis fue empleado para determinar diferencias en la expresión de los genes de diferenciación 
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entre los grupos tratamiento. Todos los datos son presentados como promedio ± desviación 

estándar (SD). *p<0,05. Fuente: Elaboración propia. 

 

Análisis de correlación entre la expresión de E-Cadherina y SNAIL en fibroblastos inducidos a 

multipotencia y AMSCs reprogramadas  

Se ha reportado que el gen SNAIL es un fuerte represor del factor de transcripción E-Cadherina. La 

expresión de SNAIL genera la diferenciación de células epiteliales hacia fenotipos fibroblastoides, 

cuando se está generando la transición epitelial a mesenquimal (Cano et al., 2000). Durante los 

análisis de expresión de ARNm para estos dos genes no se pudo determinar si existía un nivel de 

correlación entre la expresión de ambos.  La correlación de Spearman se empleó para evaluar la 

asociación entre la expresión de ARNm del gen E-Cadherina y la expresión de SNAIL (dos variables 

cuantitativas). Dicha correlación de Sperman se eligió debido a que el número de muestras a 

evaluar era menor de 30 y  los datos no cumplieron los supuestos de normalidad. Las correlaciones 

se realizaron al día 5 y al día 12 del tratamiento con las diferentes combinaciones de los 

tratamientos. La interpretación de los valores se realizó de acuerdo a la escala empleada por 

Hernández Sampieri y Fernández Collado (1998).  La mayoría de las relaciones entre la expresión 

de E-Cadherina y SNAIL no fueron significativas (p>0,05) excepto para el tratamiento con 5-

AZA+A8301+VITC+h-PDGF-B al día 12 dónde la relación fue positiva considerable (r = 0,61, p = 

0,03) y VPA+EGF al día 5 dónde se presentó una relación negativa considerable (r = -0,59, p = 

0,03).  

En esta sección se caracterizaron las AMSCs de gato doméstico siendo positivas para la expresión 

de Cd90 por citometría de flujo, expresaron ARNm para OCT4, NANOG, CD44 y CD90, presentaron 

capacidad de migración y potencial de diferenciación mesodérmico. Se evaluaron dos 

tratamientos de reprogramación, VPA+A8301 y 5-AZA+A8301+VITC+h-PDGF-B, resultados que se 

resumen en la tabla 11. 
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Tabla 11. Resumen resultados obtenidos de la reprogramación de AMSC felinas con VPA + A8301 y 

5-AZA + VITC + A8301 + h-PDGF-B. 

 

TRATAMIENTO

EXPRESIÓN DE 

MARCADORES DE 

SUPERFICIE

EXPRESIÓN DE 

GENES DE 

MULTIPOTENCIA

DIFERENCIACIÓN 

MESODÉRMICA

VPA + A8301
CD44 y CD90 

disminuyeron

No se presentó 

diferencia en la 

expresión

Se potenció 

diferenciación 

osteogénica con el 

tratamiento 

5-AZA + 

Vitamina C + 

A8301 + h-

PDGF-B

CD44 disminuye al 

día 5 y CD90 

disminuye su 

expresión a los días 

5 y 12

Aumento en la 

expresión de OCT4 y 

SNAIL

Se potenció 

diferenciación 

osteogénica con el 

tratamiento 
 

Fuente: Elaboración propia. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

Caracterización de fibroblastos y AMSCs felinas 

En este estudio se evaluó el uso de factores de crecimiento y remodeladores epigenéticos en la 

inducción de fibroblastos a iMSC y el efecto de estas mismas moléculas sobre AMSCs. Inicialmente 

los ensayos fueron realizados con plasma rico en plaquetas como recurso de factores de 

crecimiento y posteriormente se establecieron protocolos de reprogramación con EGF y h-PDGF-B. 

Para establecer una línea base de las características biológicas de las células de este estudio se 

realizó una caracterización tanto de fibroblastos como de AMSCs para determinar los niveles de 

expresión de genes de pluripotencia y marcadores de superficie. Los fibroblastos felinos fueron 

positivos para la expresión de ARNm de OCT4, NANOG, CD44 y CD90. Respecto a la expresión de 

OCT4 y NANOG, los resultados presentados aquí difieren de otros estudios reportados, en dónde 

no se observó expresión de estos genes en fibroblastos felinos (Gómez et al., 2015). La expresión 

de OCT4 en fibroblastos felinos fue validada por medio de qRT-PCR e inmunocitoquímica, lo cual 

coincide con estudios previos en fibroblastos humanos y bovinos que han reportado niveles 

basales de proteína y ARNm de este gen (Alt et al., 2011; Rodríguez-Álvarez et al., 2013). Respecto 

a la expresión de marcadores de superficie, los fibroblastos felinos comparten expresión con las 

AMSCs de CD44, CD90 y CD105 (Mumaw et al., 2015). La expresión de CD44 y CD90 en 

fibroblastos felinos se pudo identificar a partir de la expresión de ARNm ya que por medio de la 

citometría de flujo sólo fue posible evaluar la expresión de CD90. La expresión de ARNm de CD90 

no presentó diferencias estadísticas entre fibroblastos y AMSCs pero CD44 si fue mayor en 

fibroblastos. Si bien este marcador de superficie se encuentra presente en casi todas las 

membranas celulares, su señalización en fibroblastos promueve migración y cicatrización al 

interactuar con el ácido hialurónico del cual es el receptor (Litwiniuk et al., 2016) 

Los análisis de citometría de flujo fueron realizados para las AMSC y fibroblastos de gato, dónde se 

detectó la expresión de Cd90 para los tres tipos de células lo cual es consistente con otros 

reportes (Mumaw et al., 2015). Sin embargo, el porcentaje de expresión de Cd90 fue cercano al 

30% mientras que en otros estudios el porcentaje de positividad es superior al 90%. Este resultado 

se atribuye principalmente a la baja especificidad de los anticuerpos para detectar la proteína de 

origen felino. En un principio se planteó la posibilidad de que la población de AMSC de gato fuese 

heterogénea, es decir, con presencia de fibroblastos, pero se ha reportado anteriormente y en 

este estudio se confirma, que tanto Cd90 como Cd44 no son confiables para diferenciar entre 

fibroblastos y mesenquimales ya que ambos tipos celulares son positivos para estos marcadores. 

En la citometría de flujo los porcentajes de expresión de los otros marcadores también fueron 

cercanos a cero (Halfon et al., 2011; Mumaw et al., 2015). Adicional a esto, en la especie felina 

tampoco se han establecido marcadores canónicos para caracterizar células madre 

mesenquimales y se han empleado los reportados en la especie humana como parámetro de 

evaluación. Las AMSCs de gato fueron negativas para la expresión de MHCII por citometría de 

flujo, lo que puede ser benéfico para terapias de tipo alogénico debido a su baja inmunogenicidad 

(Rutigliano et al., 2013). La caracterización de la expresión de genes de pluripotencia también se 

realizó por medio de expresión de ARN, las AMSC de gato fueron positivas para la expresión de 
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OCT4 y NANOG. Estos datos son consistentes con los reportados por Gómez et al (2015) con la 

excepción de que no reportó la expresión de Sox2 para las AMSCs en gatos domésticos (Gómez et 

al., 2015). Las AMSCs de gato demostraron capacidad de diferenciación mesodérmica tal como se 

ha reportado en otros estudios (Gómez et al., 2015; Kono et al., 2014).  

El potencial de migración fue evaluado in vitro en las AMSCs felinas para determinar la capacidad 

de las MSC de moverse hacia un gradiente quimioatractante. Para esto se emplearon dos ensayos, 

transwell y scratch, en los cuales las AMSCs de gato demostraron potencial de migración en medio 

condicionado con ePRP. Reportes previos en la habilidad de migración de MSC de gato no han sido 

encontrados, lo cual dificulta realizar una comparación. La elección del PRP como atractante 

estuvo basada en su uso en combinación con MSCs en algunas terapias celulares. El PRP contiene 

importantes factores de crecimiento que actúan como quimioatractantes y mitógenos, tales como 

such as TGF-β1, VEGF, PDGF and IGF-1 (Bartold and Raben 1996, Vater et al 2011, Marx et al 

2015).  En general, en el presente estudio los resultados de migración fueron similar a las AMSCs 

de caninos (Al Delfi et al., 2016).  

 

Reprogramación de fibroblastos de felinos con remodeladores epigenéticos y plasma rico en 

plaquetas - PRP 

Los tratamientos establecidos en el presente estudio han sido adaptados a partir de los reportes 

de literatura de reprogramación de células somáticas diferenciadas hacia células madre 

mesenquimales, logrando la inducción de la expresión de Oct4 y Nanog y diferenciación hacia 

linajes mesodérmicos con el uso de 5-AZA (Brevini, Pennarossa, y Rahman, 2014; Chandrakanthan 

et al., 2016). Hasta el presente, solo se encontró en la extensa búsqueda bibliográfica, un estudio  

de inducción a multipotencia para especies animales diferentes a la murina (Soltani et al., 2018). 

Ese grupo reportó la dediferenciación inducida por pequeñas moléculas en MSC de médula ósea 

fetal de ovinos con el uso de dosis bajas de reversina (600 nM), con la cual se pudo inducir la 

expresión de Nanog y mantener la capacidad de diferenciación hacia adipocitos y osteocitos. 

En el presente estudio se empleó la molécula 5-AZA junto con PRP con la finalidad de inducir 

características multipotentes en los fibroblastos felinos. Se estableció el tiempo de inducción a 

multipotencia de 12 días para los fibroblastos así como se había reportado para células como 

osteocitos primarios, adipocitos primarios y maduros de la especie murina (Chandrakanthan et al., 

2016). Es difícil establecer si el mismo tiempo de reprogramación empleado en murinos sea el 

adecuado para fibroblastos felinos ya que al evaluar líneas por separado la expresión de genes de 

interés se pudo detectar al día 5 en algunas líneas y en otras a partir del día 12, pero en general los 

resultados obtenidos con el protocolo fueron aceptables, aunque sujetos a mejoras.  

El uso de la 5-AZA en fibroblastos se ha reportado desde 18 horas en el caso de fibroblastos 

humanos y de 5 días en el caso de células diferenciadas de ratón (Chandrakanthan et al., 2016; 

Pennarossa et al., 2013). En el presente estudio, algunas líneas celulares tratadas con 5-AZA 

entraron en senescencia y por tal razón algunos experimentos no pudieron finalizarse. Se ha 
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reportado que la 5-AZA puede aumentar la cantidad de células muertas en cultivo debido a que es 

metabolizada a 5-aza-2′-deoxycytidine-trifosfato para ser incorporada en el ADN como sustituto 

de la citidina, pero aproximadamente el 80% de la 5-AZA es incorporada directamente al ARN 

(Stresemann y Lyko, 2008).  

La dosis de los remodeladores epigenéticos también fue establecida de acuerdo a reportes 

bibliográficos, no obstante, se ha reportado que esta molécula es un poco inestable y ajustar la 

dosis de acuerdo al número de células a reprogramar, almacenar adecuadamente el reactivo y 

acortar los tiempos de uso de los medios de reprogramación pueden mejorar los resultados de 

inducción a multipotencia de los fibroblastos felinos (Brevini et al., 2016).  

En este trabajo, empleamos 3 tratamientos con PRP y 5-AZA, más la adición de moléculas como 

A8301, bloqueadora de la vía TGF-β, y vitamina C, la cual se ha reportado como inductora de la 

expresión de Nanog y con efecto proliferativo sobre las células (Esteban et al., 2010). Sin embargo, 

ninguno de esos tratamientos fue efectivo en generar inducción a la multipotencia, evaluados en 

términos de expresión de OCT4, NANOG y diferenciación mesodérmica. El tratamiento con 

5AZA+A8301+VITC+PRP en fibroblastos disminuye la expresión OCT4, NANOG y E-Cadherina, y 

aumenta significativamente la expresión de SNAIL. Es probable que la dosis de A8301 no fue la 

suficiente para bloquear la vía de señalización TGF-β, considerando además que el TGF-β es el 

principal factor de crecimiento presente en el plasma rico en plaquetas. Razón por la cual se pudo 

anular el efecto de cada una de estas moléculas sin ejercer efecto sobre la plasticidad celular de 

los fibroblastos de felinos domésticos. 

Por otra parte, el uso de  VPA + PRP produjo cambios en el potencial de diferenciación 

mesodérmica en los fibroblastos. Se ha reportado que el VPA puede inducir la expresión de 273 

genes específicos de células madre embrionarias, incluidos OCT4, NANOG, SOX2 y KLF4 

(Moschidou et al., 2012). En este tratamiento específico de nuestro experimento, la expresión de 

OCT4 y NANOG no se logró inducir, aunque una de las líneas presentó capacidad de diferenciación 

mesodérmica. Por su parte, la expresión de OCT4 ha sido correlacionada con un incremento en la 

eficiencia de diferenciación de las MSCs hacia linajes osteogénicos y adipogénicos (Roche, Richard, 

y Favrot, 2007). Es probable que las líneas celulares que no se diferenciaron a linaje mesodérmico 

fallaron inicialmente en expresar OCT4 y/o NANOG. Por su parte, la expresión de NANOG se 

requiere para mantener características de potencia y auto renovación, generando represión 

transcripcional de genes que promueven diferenciación, sin embargo, su expresión en MSC puede 

ser reprimida en presencia de TGF-β (Bahamonde et al., 2018; Mitsui et al., 2003; Silva et al., 

2009). Se desconoce si la presencia de este factor de crecimiento pudo interferir directamente en 

la expresión de NANOG en los fibroblastos tratados con VPA + PRP, pero no se descarta el mismo 

efecto ya que en obtención de iPSC en las especies felina y bovina, Nanog se ha definido como un 

factor crítico para inducir un estado de pluripotencia en fibroblastos (Schwarz et al., 2014; Verma 

et al., 2013). La ausencia de Nanog hace que las células se retengan en el proceso de 

reprogramación, lo que impide adquirir las cualidades de una célula iPSC madura (Theunissen et 

al., 2011). La inducción de la expresión de Nanog podría ser crítica también en el proceso de 

inducción de fibroblastos hacia multipotencia.  
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Después de reprogramar las células con VPA + PRP sólo una línea presentó capacidad de 

diferenciación mesodérmica, mientras que las otras dos líneas presentaron una baja positividad a 

la tinción para diferenciación condrogénica, esto también pudo deberse al efecto inhibitorio del 

TGF-β presente en el PRP para la inducción adipogénica mientras favorece la diferenciación hacia 

linajes condrogénicos y osteogénicos (Castro et al., 2014; Pattappa et al., 2010).  

Es importante mencionar que en este experimento con VPA + PRP se emplearon 3 líneas celulares 

de fibroblastos para determinar si podrían existir diferencias en la plasticidad de estas células y 

por lo tanto respuestas diferentes al tratamiento. En la citometría de flujo sólo se logró detectar la 

expresión de CD90 con baja positividad en los diferentes días de tratamiento. La baja positividad 

de los fibroblastos felinos a los marcadores evaluados se atribuye a la baja especificidad de 

anticuerpos empleados. Por esta razón se realizó evaluación de la expresión de ARNm de 

marcadores de superficie CD44, CD90, CD105 y MHCII para cada línea celular. La presencia de 

marcadores como CD90, CD105 y CD44 son indicativos de multipotencia y se han documentado en 

en MSC felinas (Gómez et al., 2015; Kono et al., 2014; Mumaw et al., 2015). 

En el presente experimento se encontró una alta expresión de ARNm del marcador CD105 al día 5 

de tratamiento pero disminuyó al día 12. CD105 tiene un rol importante en la diferenciación de 

MSC, permitiéndoles adquirir habilidad para diferenciarse hacia los tres linajes mesodérmicos 

(Roura et al., 2006). Por lo tanto, una baja expresión de CD105 puede ser indicativa de una baja 

capacidad de diferenciación y al no inducirse la expresión de este gen al final de la reprogramación 

se pudo limitar la capacidad de los fibroblastos inducidos a diferenciarse hacia los tres linajes 

mesodérmicos.  

Por su parte, la expresión de ARNm de MHCII fue significativamente menor al día 12 de la 

reprogramación con VPA+PRP. Este resultado fue interesante ya que se considera a MHCII como la 

molécula clave para la presentación de antígenos y en generación de la respuesta inmune y 

generalmente las MSC presentan una baja expresión de este marcador, lo que facilita que puedan 

ser empleadas en terapias celulares (Wolk et al., 2003). Respecto a la expresión de CD90 no hubo 

diferencias significativas en su expresión durante el tratamiento de reprogramación, CD44 

aumentó su expresión al día 5 de tratamiento pero nuevamente disminuyó al día 12. CD90 y CD44 

son expresados normalmente en altos porcentajes en fibroblastos felinos y también en MSC 

(Mumaw et al., 2015). Otros marcadores como CD106 y CD146 pueden ser empleados para 

diferenciar entre MSC y fibroblastos, sin embargo no están comercialmente disponibles para 

reconocer epítopes felinos (Halfon et al., 2011). 

En el ensayo de VPA + PRP se decidió evaluar también la expresión de vimentina y determinar el 

efecto que podría generar el uso de este coctel sobre su expresión, ya que es el principal 

componente de los filamentos intermedios en muchos tipos celulares y está asociada con la 

morfología mesenquimal, capacidad migratoria y proliferativa, encontrándose principalmente 

expresada en los fibroblastos (Charrier y Janmey, 2016; Mendez et al., 2010). En la 

inmunocitoquímica realizada a los fibroblastos reprogramados con VPA+PRP ésta fue detectada en 

todas las líneas celulares y en los diferentes días de tratamiento. La línea 4 presentó una 
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morfología más redondeada al día 5, lo cual podría estar relacionado con la expresión de 

vimentina. El objetivo principal de evaluar esta proteína fue determinar si podría ser un marcador 

que diferencie un fibroblasto de una célula menos diferenciada, ya que su expresión tiende a 

disminuir cuando las células van adquiriendo una morfología epitelial (Mendez, Kojima, & 

Goldman, 2010). Sin embargo, tiene la desventaja de expresarse en células endoteliales de 

capilares que se encuentren cercanos a fibroblastos y también ha sido identificada en neuronas 

(Lucotte et al., 2015). 

Es probable además que algunas células hayan adquirido algún nivel intermedio de potencia entre 

fibroblastos y mesenquimales. Sin embargo, más allá de la expresión de los genes de interés y la 

capacidad de diferenciación a linajes mesodérmicos, es difícil determinar los efectos de las 

moléculas reprogramadoras, considerando que los fibroblastos y las AMSCs comparten muchos de 

los marcadores de superficie y que en una caracterización inicial encontramos positividad para la 

expresión de OCT4 en fibroblastos sin reprogramar (Denu et al., 2016; Ito et al., 2018). A pesar de 

estas limitaciones,  se encontraron algunas semejanzas en estudios de reprogramación hacia iPSC. 

Aunque el interés específico del presente estudio no fue generar iPSCs, si se tuvo en cuenta las 

fases o etapas que involucran cambios morfológicos y de expresión de genes de las células que son 

inducidas. Se reporta que en la fase de iniciación de la reprogramación se presentaba una 

regulación a la baja en la expresión de marcadores de superficie específicos para los fibroblastos, 

entre ellos CD90 y CD44, y aumentaba la expresión de genes asociados a la pluripotencia 

(Brambrink et al., 2008; O’Malley et al., 2013). En nuestros experimentos,  la expresión del ARN 

mensajero de CD90 disminuyó en la mayoría de los tratamientos de reprogramación y fue una 

característica muy marcada, la expresión de CD44 en términos generales fue estable mientras que 

en algunos tratamientos se detectó un aumento en la expresión de este marcador, sin embargo, 

los fibroblastos y las MSC tienen una alta positividad para este marcador, por lo cual tampoco 

resulta muy útil su evaluación en los tratamientos de inducción, lo que coincide con la literatura 

(Denu et al., 2016; Ito et al., 2018). La fase de iniciación se caracteriza por la pérdida del factor de 

transcripción SNAIL y el aumento de la expresión de E-Cadherina (Samavarchi-Tehrani et al., 2010). 

Sin embargo, en nuestros experimentos, la expresión de SNAIL se mantuvo o aumentó en la 

mayoría de los casos y la expresión de E-Cadherina aumentó en tratamientos específicos pero 

generalmente se mantuvo similar al grupo control. Esta primera onda o fase temprana finaliza 

cuando los genes asociados a la pluripotencia como NANOG y OCT4 comienzan a expresarse (Araki 

et al., 2010; Megyola et al., 2013).  

Si bien, el balance SNAIL/E-Cadherina no resultó como en otras especies, si se detectó un aumento 

en la expresión de los genes maestros de la pluripotencia, como OCT4 y NANOG, dadas estas 

premisas se podría decir que el evento de reprogramación de fibroblastos felinos con los 

tratamientos instaurados logró por lo menos, atravesar esta primera fase. La fase intermedia o de 

maduración de la reprogramación, se ha descrito en la especie murina, caracterizándose por una 

expresión sostenida de Oct4, Nanog y Sox2 (Samavarchi-Tehrani et al. 2010). En el presente 

estudio no se evaluó la expresión de Sox2 debido a que en los reportes de AMSCs felinas 

caracterizadas, la expresión de Sox2 fue baja o nula pero se podría sugerir que debido a la 
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expresión de OCT4 y NANOG al día 5 o 12 del tratamiento, los fibroblastos inducidos a MSC 

pudieron llegar al inicio de la fase intermedia o fase de maduración (Gómez et al., 2015).  

Es probable que la expresión de E-cadherina se viera reprimida debido a la presencia  de TGFβ y/u 

otros factores de crecimiento presentes en el PRP (Chou et al., 2008). A su vez, el TGFβ juega un 

papel importante en el mantenimiento del estado mesenquimal, una de las razones por las cuales 

se empleó el PRP. El PRP también fue empleado por su alta concentración del factor de 

crecimiento derivado de plaquetas PDGF, factor de crecimiento que se ha demostrado genera 

efectividad en protocolos de inducción a multipotencia (Chandrakanthan et al., 2016; El-Sharkawy 

et al., 2007). Por su parte, la E-Cadherina ha demostrado ser importante para el mantenimiento de 

la pluripotencia de ESCs y se sugiere es un regulador de la expresión de Nanog (Polo et al., 2012). 

Aunque la expresión de OCT4 se logró inducir en un par de tratamientos de reprogramación, la 

expresión de NANOG fue más discreta, probablemente vinculada a la represión en la expresión de 

E-Cadherina. Adicional a esto, la expresión de SNAIL, conocido como represor de la expresión de E-

Cadherina, siempre estuvo alta tanto en fibroblastos como en AMSC (Cano et al., 2000).  

La expresión de SNAIL es importante para el mantenimiento de la morfología mesenquimal de tipo 

fibroblastoide, razón por la cual es probable que se encuentre expresado aún en fibroblastos que 

hayan sido efectivamente inducidos a MSCs (Olmeda et al., 2007).  Interesantemente, SNAIL 

también puede desencadenar el programa de transdiferenciación celular (Peinado, Olmeda, y 

Cano, 2007).  En el tratamiento de reprogramación en el cual se empleó VPA + EGF, una marcada 

expresión de SNAIL fue observada.  

SNAIL también está descrito como  inductor de la transición epitelial a mesenquimal (EMTs) y 

juega un rol importante en la supervivencia celular. Su expresión puede ser inducida por la 

señalización de receptores tirosina-kinasa, así como por FGF y EGF (Wu y Zhou, 2010). 

Interesantemente, en los ensayos de inducción con VPA+EGF (5 y 10ng) se vio aumentada su 

expresión al día 12 de tratamiento. 

Se ha sugerido que el uso de EGF a bajas concentraciones puede incrementar significativamente la 

proliferación y migración celular sin afectar el estado indiferenciado de las ESCs (Park et al., 2011; 

Vassaux et al., 1994), razón por la cual se decidió emplear este factor de crecimiento en dos 

concentraciones distintas (5 y 10 ng/ml), junto con VPA en un protocolo de inducción a 

multipotencia para fibroblastos felinos. Durante el ensayo de reprogramación empleando la 

molécula VPA y el factor de crecimiento EGF se logró inducir la expresión de Oct4 en los 

fibroblastos. Sin embargo, estas células no presentaron capacidad de diferenciarse posteriormente 

hacia linajes adipogénico, condrogénico y osteogénico. 

El EGF aunque presenta un efecto estimulante sobre la proliferación celular, puede presentar 

tanto efectos negativos como positivos sobre la diferenciación de células madre mesenquimales 

hacia linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico (Kalyani, Mujtaba, y Rao, 1999). Sin 

embargo, el uso de EGF a una concentración de 5 ng/ml puede afectar el estado pluripotente de 

las AMSCs disminuyendo la expresión de Oct4 y Sox2 (Hu et al., 2013). Respecto a estas dos 
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premisas, en el experimento dónde se evaluó el efecto del EGF en el coctel de reprogramación, la 

expresión de Oct4 no se vio afectada, al contrario, se logró inducir su expresión en los fibroblastos 

inducidos. No obstante, no se puede evidenciar si este resultado fue gracias al uso del VPA ya que 

no se manejaron tratamientos por separado. Es importante aclarar que el medio de cultivo celular 

establecido para fibroblastos contiene normalmente una concentración de 10 ng/ml de EGF y el 

grupo control del estudio se encontraba en esas condiciones. Se podría plantear la hipótesis de 

que independiente del factor de crecimiento, la inducción de la expresión de Oct4 está más 

relacionada con el uso de remodeladores epigenéticos.  

El criterio de funcionalidad es el más importante desde el punto de vista práctico para inducir 

células a un estado de potencia superior, independientemente de la identificación de los 

mediadores involucrados, ya que estos pueden ser específicos de especie, por eso, la evaluación 

de la diferenciación mesodérmica fue clave en nuestros experimentos.  En ese sentido, no hubo 

respuesta de los fibroblastos reprogramados por lo que se podría presumir que hubo un efecto 

negativo del EGF. Una posibilidad alternativa a la ausencia de diferenciación mesodérmica de los 

fibroblastos reprogramados con VPA + EGF, puede radicar en la acción del VPA, ya que se ha 

reportado que aunque favorece expresión celular, migración y diferenciación terminal, puede 

bloquear las vías que llevan a la diferenciación hacia adipocitos, osteocitos y condrocitos y 

favorecer aquellas que habilitan la diferenciación hacia astrocitos, oligodendrocitos y linajes 

neurogénicos en células mesenquimales murinas (Jang y Jeong, 2018; Kretsovali, Hadjimichael, y 

Charmpilas, 2012). Estos efectos se han descrito en MSCs, no directamente en fibroblastos, pero 

podría estar relacionado con la incapacidad de las células reprogramadas de adquirir potencial de 

diferenciación mesodérmico con el tratamiento con VPA + EGF.   

 

Reprogramación de fibroblastos de felinos con remodeladores epigenéticos y factor de crecimiento 

derivado de plaquetas -  h-PDGF-B 

Debido a los resultados no concluyentes de reprogramación con el uso del plasma rico en 

plaquetas, se estandarizaron dos protocolos de reprogramación con el factor mayoritario de dicha 

fracción: el factor de crecimiento derivado de plaquetas (h-PDGF-B), obtenido a partir de la 

transfección de células de mamíferos (SIHA) con el plásmido codificante para dicha proteína 

humana. En uno de estos protocolos se usó VPA como remodelador epigenético, teniendo en 

cuenta los resultados obtenidos en el protocolo de reprogramación con VPA+PRP; en el segundo 

protocolo se usó un cóctel de 4 factores (5-AZA + vitamina C + A8301 + h-PDGF-B). Como se 

mencionó en un principio, Chandrakanhtan y colaboradores (2016) lograron la conversión de 

células diferenciadas hacia células mesenquimales con el uso de 5-AZA y PDGF-AB/PDGF-B, 

partiendo del postulado de que 5-AZA induce la expresión de los receptores para PDGF (PDGFR) y 

demetilación de los promotores de Oct4 (Chandrakanthan et al., 2016). Considerando estos 

reportes se estableció el uso de 5-AZA y VPA en los coteles de reprogramación junto con h-PDGF-B  

para los fibroblasaos felinos. La adición de la vitamina C al protocolo de inducción con 4 factores 

se realizó teniendo en cuenta el efecto de esta molécula sobre la regulación de las vías de 
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señalización de la apoptosis, favoreciendo la proliferación celular y por inducir indirectamente la 

expresión de Nanog (Esteban et al., 2010).  

Con el tratamiento con VPA + h-PDGF-B se logró inducir la expresión de OCT4 al día 5 de 

tratamiento y la expresión de NANOG desde el día 12. La expresión de Oct4 fue positiva también 

por inmunocitoquímica y los ensayos de diferenciación mesodérmica fueron positivos para los tres 

linajes. Cabe mencionar que la línea reprogramada con VPA + h-PDGF-B fue la misma empleada 

con el tratamiento con VPA + PRP (línea 4), que dio resultados sugerentes de haber adquirido 

características multipotentes. En el tratamiento con VPA + h-PDFG-B, estas características fueron 

mucho más notorias, especialmente para la diferenciación condrogénica y osteogénica; la 

diferenciación adipogénica fue positiva para colonias aisladas en el cultivo celular y 

probablemente esto no fue significativo para que la expresión de PPARγ fuera diferente entre el 

control y las células reprogramadas. Aunque se planteaba que el uso del PRP pudiera interferir con 

la diferenciación adipogénica por la presencia del TGFβ, en este caso podría atribuirse más a una 

propiedad de la línea celular. Partiendo de la hipótesis de que el nivel de plasticidad celular es 

diferente en cada línea, esta misma línea fue evaluada con otro coctel de reprogramación de 8 

factores (5-AZA, ALK, A8301, CHIR99021, PD0325901, LIF, h-PDGF-B, b-FGF) modificado de Li et al., 

(2017) por 6 días. Sin embargo, no hubo diferencias en la expresión de ninguno de los genes 

evaluados, pero sí una respuesta a los ensayos de diferenciación mesodérmica, siendo similares a 

los tratamientos anteriores, dónde la diferenciación adipogénica fue apenas visible en algunas 

células aisladas (datos no incluidos en el trabajo). En este tratamiento se emplearon dos 

bloqueadores de la vía TGFβ, partiendo de que esta vía de señalización puede afectar la 

diferenciación adipogénica y su inhibición puede favorecer el estado indiferenciado y la 

clonogenicidad, sin embargo, los resultados fueron muy similares a los otros tratamientos 

(Gurung, Werkmeister, y Gargett, 2015).  

En el tratamiento con 4 factores se logró en una línea celular la expresión de genes de 

pluripotencia y diferenciación hacia tres linajes mesodérmicos. En este tratamiento se adicionó 

vitamina C por las razones descritas anteriormente y para evitar que durante la reprogramación 

las células  entraran en en arresto celular en las fases G0/G1, y para limitar los efectos nocivos de 

la acumulación de especies oxigeno reactivas (ROS), situación que ha sido reportada por otros 

investigadores (Cloos, Christensen, Agger, & Helin, 2008; Esteban et al., 2010; Ruiz et al., 2011). 

Las líneas celulares de fibroblastos felinos con el protocolo de inducción que incluía a la vitamina C 

proliferaron y se mantuvieron en cultivo mucho más tiempo que aquellas que no tenían este 

componente y fue determinante para que las líneas celulares llegaran hasta la fase final del 

experimento sin entrar en senescencia, situación que con otros tratamientos se presentó 

perdiendo el n experimental, razón por la cual algunos resultados reportados hacen referencia a 

una sola línea celular.  

Con el tratamiento de los fibroblastos felinos con 4 factores, la expresión de OCT4 y NANOG 

tendió a ser mayor pero no fue estadísticamente significativa, por su parte la expresión de CD90 

disminuyó significativamente, mientras que la expresión de CD44 permaneció estable; con este 

tratamiento se presentó lo mismo que en los anteriores respecto a la expresión de estos dos 
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marcadores. Sin embargo, en comparación con los cocteles de inducción a multipotencia 

anteriores, no se había logrado obtener diferenciación adipogénica tan marcada como en la línea 

6.  

Los tratamientos empleados generaron la inducción de características multipotentes en los 

fibroblastos felinos, sin embargo, existe un efecto individual de las células, no se puede descartar 

la posibilidad de que tanto en el cultivo original, así como con los tratamientos se hayan 

enriquecido poblaciones de MSC de piel que pudieron ser aisladas conjuntamente con los 

fibroblastos. Estas células han sido aisladas anteriormente desde la dermis humana y se han 

logrado diferenciar hacia linajes mesodérmicos, incluso hacia células neuronales (Toma et al., 

2001; Toma, et al., 2005) 

Los fibroblastos y las MSC comparten ciertas características fenotípicas y bioquímicas que pueden 

potencialmente afectar la capacidad de discriminar entre  fibroblastos nativos y fibroblastos 

inducidos a mesenquimales en nuestos experimentos. De acuerdo a Pittenger, 1999,  los 

fibroblastos no tienen capacidad de diferenciación hacia linajes mesodérmicos o potencial de 

formación de colonias, sin embargo este criterio no es respaldado por otros reportes en que se 

equiparan los fibroblastos y las MSC en  su capacidad de formación de colonias y potencial de 

diferenciación mesodérmica (Liu et al., 2010; Alt et al., 2011; Denu et al., 2016). Los reportes 

mencionados anteriormente se refieren a fibroblastos fetales y expresaban LIF. Todos los 

fibroblastos de nuestros experimentos, tanto controles como inducidos son adultos. En el 

presente estudio, los grupos controles, fibroblastos sin reprogramar, también fueron sometidos a 

ensayos de diferenciación mesodérmica y no presentaron ningún indicio de cambios morfológicos 

o diferenciación hacia algún linaje mesodérmico, mientras que los reprogramados sí lo hicieron. 

En el ensayo de formación de colonias se emplearon fibroblastos reprogramados con 5-AZA + 

A8301 + VITC + h-PDGF-B y AMSCs para realizar la comparación. En el tratamiento con 5-AZA + 

A8301 + VITC + h-PDGF-B, cuando se sembraron a baja densidad (250 celulas/cm2), no hubo 

diferencias en el número de UFC entre MSC, control (fibroblastos sin reprogramar), línea 4 y línea 

6 reprogramadas. Sin embargo, a medida que aumentaba la densidad de células sembradas por 

cm2, la eficiencia de UFC fue claramente mayor entre las MSC que en el control y todas las líneas 

reprogramadas. Se esperaba por lo menos que las líneas de fibroblastos reprogramadas 

presentaran un mayor número de colonias debido al efecto mitogénico del PDGF, el cual se ha 

reportado anteriormente en MSC pero esto no ocurrió (McIntyre y Bjornson 1986). De alguna 

forma, la reprogramación de los fibroblastos afectó la capacidad de estos para formar colonias.  

 

Reprogramación de AMSCs de felinas con remodeladores epigenéticos y factores de crecimiento 

En el presente estudio también se evaluó el efecto de moléculas reprogramadoras y factores de 

crecimiento sobre AMSC de gato doméstico. Se ha establecido que las MSC de felinos presentan 

senescencia en pases tempranos, lo que no permite mantener durante mucho tiempo un cultivo 

celular para su caracterización completa y experimentación posterior (Gómez et al., 2015). En un 
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principio se caracterizaron AMSC de gato doméstico y güiña con la finalidad de que fueran 

sometidas ambas a ensayos con las moléculas reprogramadoras. Sin embargo, las AMSCs de güiña 

entraron en senescencia a partir de P5, lo que sólo permitió su caracterización. Cabe destacar que 

otra limitante fue el número de líneas celulares de las especies silvestres, que se restringió solo a 

una.  

Las AMSCs de gato doméstico fueron caracterizadas y sometidas a ensayos de reprogramación con 

remodeladores epigenéticos, un inhibidor de la línea TGF-β y un factor de crecimiento presente en 

el PRP. A diferencia de la reprogramación de los fibroblastos dérmicos felinos, con las AMSCs no se 

empleó el PRP como componente de los protocolos. Una de las razones principales es la presencia 

del TGF-β en el PRP que puede inducir la diferenciación de las AMSC en el medio de cultivo, 

principalmente hacia linajes condrogénico y osteogénico (Zhang y Wang, 2010).  

Aunque se ha reportado que el VPA estimula proliferación de células hematopoyéticas durante los 

ensayos del presente estudio se observó baja proliferación celular con este tratamiento (datos no 

mostrados), ya que las células tardaban un poco más en llegar a confluencia y la línea celular 1 

posterior a los tratamientos y ensayos de diferenciación entró en senescencia (Bug et al., 2005). 

Estas observaciones coinciden con otro estudio en el que se reporta que el VPA aplanaba la 

morfología de las MSC e inhibía su crecimiento (Lee et al., 2009). VPA activa el factor de 

transcripción de p21CIP1/WAF1 por incremento en la acetilación de la histona H3 y H4 y 

eventualmente bloquea el ciclo celular en la fase G2/M (Lee et al., 2009).  

Otro estudio reporta que la proliferación de las AMSC humanas puede ser inhibida en una dosis 

dependiente de VPA (superior a 1mM) o en cultivos a largo plazo con este inhibidor desacetilasa 

(superior a 24 horas) (Lee et al., 2009). Sin embargo, se ha reportado que un pre tratamiento de 

las MSC por 4 días con VPA (1 mM) puede inducir la diferenciación osteogénica e incrementar la 

expresión de RUNX2 (Cho et al., 2005). En el presente estudio ese efecto se pudo comprobar en la 

diferenciación osteogénica de las AMSCs tratadas con VPA + A8301 por 12 días (los primeros 5 días 

con VPA), dónde la expresión de RUNX2 fue superior en estas células que en las células no 

tratadas.  

Adicionalmente se ha reportado que el potencial de diferenciación mesodérmica puede verse 

afectado con el uso del VPA, especialmente la diferenciación adipogénica en AMSCs de ratón y 

humano por inhibición de la expresión de PPARγ (Fajas et al., 2002; Lagace y Nachtigal, 2004; S. 

Lee et al., 2009). En este estudio, la línea 1, la cual posteriormente entró en senescencia, no 

presentó la misma capacidad de diferenciación hacia los linajes mesodérmicos en comparación 

con las otras dos líneas, en las cuales no se observaron diferencias entre las AMSC tratadas y no 

tratadas. En conclusión, con el tratamiento con VPA + A8301 no se logró inducir mejores 

características de las AMSCs con excepción de favorecer positivamente la diferenciación 

osteogénica. 

Debido a los pobres resultados con el uso del VPA, se decidió evaluar otro remodelador 

epigenético junto con la vitamina C, un inhibidor de la vía TGFβ y el factor de crecimiento h-PDGF-
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B,  a este tratamiento se le nombró como 4 factores de reprogramación y se evaluaron sus efectos 

sobre dos líneas de AMSCs de gato doméstico (línea 5 y línea 6). Se observó una inducción de la 

expresión de OCT4 en la línea 5 durante los días del tratamiento y en la expresión de NANOG fue 

significativamente mayor al día 5 de tratamiento.  La expresión de E-Cadherina en la linea 5 

disminuyó al día 5 de tratamiento mientras la expresión de Snail aumento al día 12; la expresión 

de Cd44 permaneció estable y la de CD90 disminuyó.  Aunque la expresión de OCT4 y NANOG se 

logró inducir, con este tratamiento la diferenciación adipogénica se vio inhibida mientras que la 

diferenciación condrogénica y osteogénica fue mucho más marcada cuando se compara con las 

células sin reprogramar. Para el caso de la línea 6, la expresión de OCT4, E-Cadherina y CD90 

disminuyó considerablemente, NANOG permaneció estable, mientras que SNAIL y CD44 

aumentaron su expresión al día 12. La diferenciación mesodérmica de esta línea fue muy similar a 

la línea 5 con la diferencia de que hubo diferenciación adipogénica tanto en las células 

reprogramadas como  las no reprogramadas aunque no fue tan marcada como en las de la línea 5 

sin reprogramar.  

Aunque se esperaba un menor efecto negativo con el uso de la 5-AZA sobre las MSC felinas, los 

resultados fueron coincidentes con otros reportes en los que MSC expuestas a este factor pierden 

su capacidad de diferenciación adipogénica (Kretsovali et al., 2012). También se ha reportado que 

el potencial de diferenciación osteogénico de las MSC puede disminuir con el uso de la 5-AZA pero 

eso no se observó en el presente estudio, al contrario, la expresión de SOX9, que fue evaluada 

para determinar capacidad de diferenciación osteogénica, presentó una mayor expresión en las 

células reprogramadas con los 4 factores (Kretsovali et al., 2012). También se ha reportado un 

incremento en la capacidad de generar condrocitos de las MSC con el uso de 5-AZA y así mismo un 

incremento en la expresión de Aggrecan. En este caso se observó que las líneas 5 y 6 si 

presentaron mayor capacidad de diferenciación hacia el linaje condrogénico con el uso de 4 

factores en comparación con las células que no fueron reprogramadas (Kretsovali et al., 2012). Sin 

embargo, la expresión de Aggrecan de las células tratadas no presentó diferencias en la expresión 

al compararse con el grupo control. La respuesta de las AMSCs al uso de los 4 factores en 

favorecer la diferenciación osteogénica y condrogénica puede atribuirse a la respuesta en la 

expresión génica que genera la 5-AZA por la demetilación del ADN, especialmente la expresión de 

genes que promueven la señalización de las BMP, las AMSC presentan una mejor respuesta en la 

diferenciación hacia linajes osteogénico y condrogénico (Zuscik et al., 2004). La mayor expresión 

de SOX9 en este caso, pudo inducir la expresión de las BMP2 y a su vez reprimir la expresión de 

RUNX2, gen que en este ensayo no fue evaluado, ya que Sox9 es un gen global indicativo de la 

capacidad de diferenciación hacia linajes condrogénico y osteogénico (Liao et al. 2014; Yamashita 

et al. 2009; Symon y Harley 2017). Sumado a esto, se empleó en este coctel de reprogramación 

vitamina C, un potente mitógeno y un factor de crecimiento que tal vez pudieron direccionar la 

respuesta de las AMSC hacia la diferenciación osteogénica y condrogénica. 
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Comentarios finales  

En el presente estudio se planteó como objetivo general evaluar la plasticidad de células somáticas 

felinas, tanto fibroblastos como células madre derivadas de tejido adiposo en su capacidad de 

inducción a multipotencia y mejoramiento de características propias de las células AMSC bajo el 

efecto de remodeladores epigenéticos. En este estudio se reporta los primeros ensayos de 

inducción a multipotencia para fibroblastos felinos. 

De este estudio se puede concluir que los fibroblastos felinos son positivos para la expresión de 

ARNm de OCT4, NANOG, CD44, CD90, y vimentina, compartiendo muchas de estas características 

con las MSCs, lo que hace difícil discriminar entre estos tipos celulares. La expresión endógena de 

Oct4 en fibroblastos felinos se reporta en este estudio, la cual no había sido reportada en 

fibroblastos de esta especie. 

De los diferentes tratamientos de inducción a multipotencia, en aquellos en los que se emplearon 

5-AZA y PRP no generaron cambios significativos en la plasticidad celular de los fibroblastos. Es 

probable que el PRP como fuente de varios factores de crecimiento pueda interferir 

negativamente en la adquisición de características multipotentes. Sin embargo, el tratamiento con 

VPA + PRP sí generó cambios significativos a nivel celular, indicativos de reprogramación hacia 

multipotencia, tales como capacidad de diferenciación hacia linajes mesodérmicos. VPA induce 

expresión de OCT4 en fibroblastos felinos tanto con el uso del factor de crecimiento derivado de 

plaquetas y el EGF. La expresión de CD44 y CD90 no presentaron cambios significativos y no fue 

discriminativo para determinar un mayor nivel de multipotencia (no se muestran los datos). Por 

otro lado, la combinación de los remodeladores epigenéticos (VPA y 5-AZA) con el h-PDGF-B 

pudieron inducir características de multipotencia en fibroblastos fellinos, tales como capacidad de 

diferenciación hacia los tres linajes mesodérmicos, aumento en la expresión de OCT4, SNAIL y 

disminución en la expresión de CD90 (Figura 37). 

Se podría concluir que identificada la expresión de OCT4 y la disminución de la expresión de CD90 

en los tratamientos efectivos, el evento de reprogramación de fibroblastos felinos alcanzó la 

primera fase de reprogramación descrita en la literatura para la obtención de células madre 

pluripotentes inducidas. Se considera que la falla en la expresión del factor de transcripción Nanog 

puede limitar la inducción a multipotencia de los fibroblastos felinos. 

Respecto a los remodeladores epigenéticos, 5-AZA y VPA, se concluye que pueden interferir con la 

diferenciación mesodérmica, especialmente la diferenciación adipogénica, tanto en fibroblastos 

como en AMSCs de felinos. Respecto a la plasticidad celular de las células somáticas diferenciadas 

y las AMSCs se puede postular que existe una capacidad inherente a cada línea que le permite 

responder frente a las moléculas reprogramadoras de una forma diferente, característica que se 

puede atribuir a los patrones de metilación y acetilación, razón por la cual algunos tratamientos 

fallaron para inducir características de multipotencia en líneas específicas. Sin embargo, se 

requiere de otros análisis para poder corroborar esta hipótesis. 
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Las AMSCs fueron sometidas a ensayos de reprogramación con la finalidad de mejorar sus 

características de multipotencia y retrasar los eventos de senescencia que se reportan en pases 

tempranos, sin embargo, lo que se obtuvo fue potenciar la diferenciación de de AMSCs hacia el 

linaje osteogénico, lo cual representa un potencial uso en terapia celular como regeneración de 

tejido óseo (Figura 36). 

No se presentó una correlación entre la expresión de E-Cadherina y SNAIL en los fibroblastos y 

AMSCs tratadas con los cocteles de reprogramación. Probablemente la expresión de SNAIL es 

requerida para mantener las características multipotentes de las AMSCs y la expresión de E-

Cadherina todavía es baja ya que es un marcador más relacionado con pluripotencia que con 

multipotencia, sin embargo, la expresión de uno no afectaba la expresión del otro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Resumen de los efectos de los remodeladores epigenéticos (VPA y 5-AZA) más el h-

PDGF-B sobre fibroblastos y AMSCs felinas. Fuente: Elaboración propia. 
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CONCLUSIONES  

De acuerdo a los objetivos planteados en esta investigación y a los resultados obtenidos, se puede 

concluir que: 

 Tanto los fibroblastos como las AMSCs expresan ARNm de CD44 y CD90 así como OCT4, 

siendo la expresión de este mayor en AMSCs. La expresión de NANOG fue superior 

también en AMSCs que en fibroblastos felinos.  

 La inducción de características de multipotencia en fibroblastos felinos se logró tanto con 

el uso de VPA como de 5-Azacitidina en combinación con factores de crecimiento. 

 Con los protocolos de inducción a multipotencia se logró inducir la sobre-expresión de 

genes de pluripotencia en fibroblastos felinos, principalmente OCT4, más no se presentó 

una diferencia en la expresión de marcadores de superficie. Los fibroblastos 

reprogramados presentaron capacidad de diferenciación mesodérmica. 

 En las AMSCs el tratamiento con VPA no afectó la expresión de genes de interés, mientras 

que el tratamiento con 5-Azacitidina indujo una mayor expresión de OCT4. Ambas 

moléculas remodeladoras confirieron una mayor capacidad de diferenciación de estas 

células hacia linaje osteogénico. 

 No se encontró una correlación entre la expresión de E-Cadherina y SNAIL durante este 

proceso de reprogramación.  
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