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RESUMEN

Las células troncales mesenquimales poseen caracteristicas
que las convierten en un modelo dnico para la investigacién
en el 4rea biomédica. Su empleo como herramienta biotec-
nolégica permite soluciones innovadoras a problemas de sa-
lud en humanos y animales. Estas células se caracterizan por
una alta capacidad proliferativa siendo viables por periodos
prolongados y por su multipotencialidad al diferenciarse a
diversos linajes celulares, radicando en ello su valor para la
ingenieria y reparacién de tejidos, tratamiento de enferme-
dades y manipulacién de la diferenciacién celular, e incluso
la produccién animal. El presente ensayo abarca aspectos
bésicos de su biologia y caracterizacién en las especies do-
mésticas, enfatizando la necesidad de homogenizar los crite-
rios que permitirian caracterizar estas células en las especies
pecuarias y sus posibles aplicaciones en salud y produccién

pecuaria.

Palabras clave: células troncales mesenquimales, médula 6sea,
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tipotencialidad.

INTRODUCCION

partir del ano 2000 el estudio de las células
troncales tomé auge debido a sus diferentes
plicaciones biolégicas, convirtiéndose en un

modelo para estudiar la biologfa molecular, celular y
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells have characteristics that make them
a unique model for research in the biomedical area. Its use
as a biotechnological tool allows for innovative solutions
for health problems in humans and animals. These cells
are characterized by a high proliferative capacity of being
viable for long periods and for their multipotent capacity
to differentiate into a wide variety of cell lineages, having in
it their value for tissue engineering and repair, treatment of
diseases and manipulation of cell differentiation and even
animal production. This paper covers basic aspects of their
biology and characterization in domestic species emphasizing
the need to homogenize the criteria that would allow to
characterize these cells in the livestock species and their

possible applications in health and livestock production.

bone

Key words: mesenchymal stem cells, marrow,
characterization, cell differentiation, tissue repair, muld-
potentiality.

INTRODUCTION

ince 2000, the study of stem cells became

widely considered due to their different

biological applications, becoming a model
for studying molecular biology, and
organogenesis processes. A better understanding of
their characteristics will favor the manipulation of
cell differentiation in order to solve various problems
in many areas, and here animal husbandry and
veterinary clinic are emphasized.

cellular
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los procesos de organogénesis. El mejor conocimien-
to de sus caracteristicas favorecerd la manipulacién
de la diferenciacién celular con el objetivo de resolver
diversas problemdticas en multiples aéreas, y aqui se
enfatiza la clinica veterinaria y la zootecnia.

Biologia

Las células troncales (CT) presentan la capaci-
dad de pluripotencialidad o multipotencialidad al
diferenciarse a linajes celulares diversos y proliferar
en forma indiferenciada (Bianchi de Di Risio, 2004;
Lindner ez al., 2010); por su origen las CT se clasifi-
can en embrionarias (CTE) y somdticas (CTS). Las
CTE derivan de la masa celular interna del blastocis-
to, y a partir de ellas se originan las capas germinales
en el embrién, por lo que se consideran células plu-
ripotenciales capaces de diferenciarse hacia cualquier
linaje celular en el organismo (Jiang ez /., 2002). Las
CTS son células multipotenciales (con capacidad de
diferenciacién limitada a algunos linajes celulares)
provenientes de diversos tejidos y que, por su capa-
cidad de autorrenovacién, pueden ser cultivadas por
largos periodos (Kuroda ez 4l., 2010).

Las CTS se han aislado de ratén, rata, perro,
mono, cerdo, oveja, cabra, conejo, gato, pollo (Khatri
etal., 2009) y humano (Liechty ez /., 2000) y de di-
ferentes tejidos: médula ésea (MO), tejido adiposo
(Fraser et al., 2008), cordén umbilical (Mendes et
al., 2005), musculo (Jiang er al., 2002), placenta,
sangre periférica (He ez al., 2007), masculo esque-
lético, dermis, membrana sinovial, tejido pulmonar
(Arévalo et al., 2007), higado fetal (Sarugaser ez al.,
2009) rindn y pancreas (da Silva ez 4/., 2006), siendo
los tres primeros tejidos los sitios de aislamiento mds
frecuentes. La utilizacién de CTS de tejidos espe-
cificos en aplicaciones como la terapia celular tiene
como restricciones el éxito del aislamiento, la invasi-
vidad de la técnica y la cantidad y plasticidad de las
células aisladas. La plasticidad de las CTS in vivo de
los animales adultos se encuentra limitada, orientdn-
dose la capacidad de diferenciacién hacia los linajes
celulares de los tejidos donde residen. Se ha mostra-
do que, in vitro, las células comprometidas pueden
ser reprogramadas y diferenciarse a mds de un tipo
celular (Hakelien et /., 2002). La médula ésea es
donde presentan menor compromiso, conservando
la plasticidad que las caracteriza.

La metodologia para obtener CTS desde la MO,
estandarizada en la década de 1990, consiste en la
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Biology
Stem cells (SC) have the pluripotent or
multipotent capacity to differentiate into various cell
lineages and proliferate in an undifferentiated form
(Bianchi de Di Risio, 2004; Lindner et 4/., 2010); for
their origin SCs are classified in embryonic (ESC)
and somatic (SSC) cells. The ESCs derive from
the inner cell mass of blastocysts, and from them
the germinal layers are originated in the embryo,
so they are considered pluripotent cells capable to
differentiate into any cell lineage in the organism
(Jiang ez al., 2002). The SSCs are multipotent cells
(with capacity of differentiation limited to some cell
lineages) from various tissues and that, for their self-
renewal capacity, can be cultivated for long periods
(Kuroda et al., 2010).

The SSCs have been isolated from mouse, rat,
dog, monkey, pig, sheep, goat, rabbit, cat, chicken
(Khatri ez al., 2009), and human beings (Liechty ez
al., 200) and from different tissues: bone marrow
(BM), adipose tissue (Fraser ez al., 2008), umbilical
cord (Mendes ezal., 2005), muscle (Jiang ez al., 2002),
placenta, peripheral blood (He ez al., 2007), skeletal
muscle, dermis, synovium, lung tissue (Arévalo ez al.,
2007), fetal liver (Sarugaser ez al., 2009), kidney, and
pancreas (da Silva ez al., 2006), being the first three
tissues the most frequently used for the isolation.
The use of SSCs from specific tissues in applications
such as cell therapy has as restrictions the success
of the isolation, the invasiveness of the technique,
and the amount and plasticity of the isolated cells.
The plasticity of the SSCs iz vivo of adult animals
is limited, orienting the differentiation capacity into
the cell lineages of the tissues where they reside. It
has been shown that, i vitre, involved cells can be
reprogrammed and differentiated into more than one
cell type (Hékelien ez 4l., 2002). The bone marrow
is where they have less involvement, retaining their
characteristic plasticity.

The methodology to obtain SSCs from the BM,
standardized in the 1990s, consists in the BM aspirate
from the iliac crest or femoral epiphysis and selection
of cells by density gradients. The BM is a sinusoidal
tissue located in the medullar cavity of long bones,
sternum, hip bones and vertebrae fluffy; consists of
endothelial, reticular cells, adipocytes, macrophages,
fibroblastic cells, osteogenic progenitor cells, and
somatic stem cells (Majumdar ez /., 1998). The main
function of BM is to provide and mobilize SSC to



aspiracién de la MO de la cresta iliaca o la epifisis
femoral y la seleccién de células mediante gradientes
de densidad. La MO es un tejido sinusoidal localiza-
do en la cavidad medular de los huesos largos, ester-
nén, huesos de la cadera y vértebras esponjosas; estd
compuesta por células endoteliales, reticulares, adi-
pocitos, macréfagos, fibroblastos, células precursoras
osteogénicas y células troncales somdticas (Majum-
dar ez al., 1998). La funcién principal de la MO es
proveer y movilizar CTS para reparar el tejido dafa-
do en el organismo, por lo cual es el sitio con mayores
reservas (Neuss et al., 2004).

Las CTS de MO se clasifican en dos grupos: cé-
lulas hematopoyéticas (CH) y CT mesenquimales
(CTM). Las CH presentan multipotencialidad hacia
eritrocitos, macréfagos, neutréfilos, baséfilos, linfo-
citos y megacariocitos (Bianchi de Di Risio, 2004;
Hombach-Klonisch ez al., 2008), constituyen sélo
una pequena porcién de las células nucleadas aisla-
das, aproximadamente una célula por cada 10% a 10
células, y pueden aislarse de MO, sangre periférica y
sangre del cordén umbilical (Hombach-Klonisch ez
al., 2008).

Las CTM presentan multipotencialidad ha-
cia tejidos conjuntivos como hueso (Dong ez al.,
2009), cartilago (Vidal ez 4l., 2006), adiposo, mus-
cular (Zeng ez al., 2006) y neuronal, entre otros; son
altamente proliferativas lo que permite mantener
cultivos celulares durante largos periodos. Los cul-
tivos in vitro constan de una poblacién heterogénea
(Bianco et al., 2001) y morfolégicamente presen-
tan forma espigada (denominada fibroblastoide),
con un nucleo grande, alargado y céntrico con dos
o tres nucléolos (Flores-Figueroa ez al., 2006). En
la Figura 1 se muestran las morfologias de las CTS
de cuatro especies pecuarias obtenidas a partir de
médula 6sea y dermis, mostrando diferencias en el
tamafio, forma y organizacién en el cultivo in vitro;
sin embargo, conservan las caracteristicas morfol6-
gicas antes descritas.

Las funciones endégenas de las CTM en la re-
paracién de tejido son poco claras. Sin embargo,
se ha determinado que aumentan la proliferacién y
controlan la vasculogénésis mediante la secrecion de
citocinas y factores de crecimiento (interleucina 6
(IL-6), IL-11, factor inhibidor de leucemia y factor de
estimulacién de colonias de macréfagos y granuloci-
tos) que permiten la regeneracién del tejido danado
(Tuan et al., 2003).
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repair damaged tissue in the body, making it the site
with the largest reserves (Neuss ez al., 2004).

The SSCs of BM are classified into two groups:
hematopoietic (HC) and mesenchymal SC cells
(MSCs). The HCs have multipotentiality to
erythrocytes, macrophages, neutrophils, basophils,
lymphocytes, and megakaryocytes (Bianchi de Di
Risio, 2004; Hombach-Klonisch ez al., 2008); they
represent only a small portion of nucleated isolated
cells, approximately one cell per 104 to 10° cells,
and can be isolated from BM, peripheral blood,
and umbilical cord blood (Hombach-Klonisch ez
al., 2008).

MSCs have multipotentiality to conjunctive
tissues such as bone (Dong ez al., 2009), cartilage
(Vidal ez al, 20006), adipose, muscle (Zeng et
al., 2006), and neuronal, among others; they are
highly proliferative, allowing cell cultures to be
maintained for long periods. [z vitro cultures consist
of a heterogeneous population (Bianco ez /., 2001)
and, morphologically, they have a slender shape
(referred to as fibroblastoid) with a large, elongated,
and centric nucleus with two or three nucleoli
(Flores-Figueroa et al., 20006). Figure 1 shows the
morphology of the SSCs of four livestock species
obtained from bone marrow and dermis, showing
differences in size, shape, and organization in the in
vitro culture; however, they retain the morphological
characteristics described above.

The endogenous functions of the MSCs in tissue
repair are unclear. However, it has been determined
that they increase proliferation and they control
vasculogenesis by secreting cytokines and growth
(interleukin 6 (IL-6), IL-11, leukemia
inhibitory factor, and stimulating factor of colonies
of macrophages and granulocytes) which allow the
regeneration of damaged tissue (Tuan ez a/., 2003).

factors

Characterization

Dominici et al. (2006), on behalf of the
International Society for Cellular Therapy (ISCT),
indicate five basic criteria to identify a cell population

as MSC.
Ability of adherence to plastic

MSCs have the ability of adherence to plastic
(Arévalo ez al., 2007, Bianco ez al., 2001) allowing
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Caracterizaciéon

Dominici et al. (2006), a nombre de la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT), sefialan
cinco criterios bésicos para identificar una poblacién
celular como CTM.

Capacidad de adherencia al plastico

Las CTM presentan la habilidad de adherencia
al pldstico (Arévalo ez al., 2007; Bianco ez al., 2001)
lo cual permite seleccionarlas de la poblacién hete-
rogénea de la que son aisladas (incluyendo las CH

y células reticulares) y que carecen de esta capacidad
(Chamberlain et 4l., 2007).

Capacidad proliferativa

Las CTM pueden cultivarse iz vitro por periodos
prolongados en estado indiferenciado y alcanzan un
periodo de vida de entre 15 y 50 duplicaciones celula-
res (Grove et al., 2004), por lo cual s6lo pueden man-
tenerse durante un nimero limitado de subcultivos.
Después ocurre una reduccién progresiva de la proli-
feracién, por lo que se les denomina Lineas Celulares
Finitas (Freshney, 2000). Esta reduccién en las CTM
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Figura 1. Morfologia de las células tron-
cales mesenquimales. CTS
obtenidas de dermis de equi-
no (A), médula ésea de pollo
(B), cerdo (C) y bovino (D).
(Microscopio de campo claro,
aumento 100x).

Figure 1. Morphology of mesenchymal
stem cells. SSCs obtained
from equine dermis (A),
chicken bone marrow (B),
pig (C) and bovine (D).
(Bright field microscope,
100x magnification).

their selection from the heterogeneous population
of which they are isolated (including HC and
reticular cells) that lack this ability (Chamberlain ez
al., 2007).

Proliferative ability

MSCs can be cultured in vitro for prolonged
periods in an undifferentiated state and reach a
lifespan of 15 to 50 cell doublings (Grove ez al., 2004),
therefore they can only be maintained for a limited
number of subcultures. Afterwards, a progressive
reduction of proliferation occurs, so they are called
Finite Cell Lines (Freshney, 2006). This reduction
in MSC is earlier in contrast to the ESCs where
proliferative capacity is highly conserved due to an
endogenous reverse transcription mechanism that
allows them to maintain their telomeres (Colleoni
et al., 2005). However, since there are no ESC cell
lines of livestock species and the MSCs have similar
characteristics, they are a useful model of study
for research and development of technologies in
breeding, cloning, and reproduction.

The MSCs in vitro present a cell cycle of three
periods during the culture: 1) Delay Period, it lasts
from 12 to 24 h, cells reconstitute the cytoskeleton



es mds temprana en contraste a las CTE donde la ca-
pacidad proliferativa estd altamente conservada debi-
do a un mecanismo de transcripcién inversa endége-
na que les permite conservar sus telémeros (Colleoni
et al., 2005). Sin embargo, debido a que no existen
lineas celulares de CTE de especies pecuarias y las
CTM poseen caracteristicas similares, son un modelo
util de estudio para la investigacién y desarrollo de
tecnologias en el mejoramiento genético, clonacién y
reproduccién.

Las CTM in vitro presentan un ciclo celular de
tres periodos durante el cultivo: 1) Periodo de Retra-
so, dura 12 a 24 h, las células reconstituyen el citoes-
queleto y secretan proteinas de matriz extracelular
para adherirse al plastico; 2) Fase Exponencial donde
la poblacién celular se duplica, ocurriendo varias ve-
ces durante el cultivo; 3) Fase Estacionaria, momento
idéneo para la induccién de la diferenciacién celular
al reducir su crecimiento.

Para determinar la capacidad de proliferacién du-
rante el cultivo se evaldan tres caracteristicas: 1) n-
mero de duplicaciones celulares que es la cantidad
de duplicaciones que ocurren en las células cultivadas
en un tiempo determinado (Vidal ez 4/, 2006) y en
experimentos con CTM de bovinos y porcinos hubo
40 a 50 duplicaciones acumuladas después de 10 a
15 subcultivos (Colleoni ez 4l., 2005); 2) tiempo de
duplicacién celular que es el tiempo necesario para
la duplicacién de una célula y en CTM de equino
es 4.9%1.6 d para células del primer subcultivo (Vi-
dal ez al., 2006); 3) una curva de crecimiento celular
acumulativa que muestra el comportamiento de las
células a lo largo del cultivo respecto a su capacidad
de proliferacién.

En muestras de células aisladas de MO, la eva-
luacién de estas tres caracteristicas permite determi-
nar la capacidad de autorrenovacién, caracteristica
indispensable para ser consideradas como CTM.
En varias investigaciones se reporta tiempos de du-
plicacién celular para las CTM de algunas especies
domésticas; sin embargo, no existen criterios uni-
formes sobre las caracteristicas de proliferacién sien-
do necesaria la investigacién y la estandarizacién de
dichos criterios.

Deteccién de proteinas de superficie

Para identificar los marcadores de superficie
de las CTM se usan técnicas basadas en el uso de
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and secrete extracellular matrix proteins to adhere
to plastic; 2) Exponential Phase where the cell
population is doubled, occurring several times
during the culture; 3) Stationary Phase, the ideal
time for induction of cell differentiation by reducing
its growth.

To determine the proliferation capacity during
culture, three characteristics are evaluated: 1)
number of cell duplications which is the amount of
duplications that occur in cells grown in a given time
(Vidal ez al., 2006) and in experiments with MSC
of bovines and pigs there were 40 to 50 duplications
accumulated after 10 to 15 subcultures (Colleoni
et al., 2005); 2) time of cell duplication which is
the time required for duplication of a cell, and in
horse MSC it is 4.9%1.6 d for first subculture cells
(Vidal er al., 2006); 3) a cumulative cell growth
curve showing the behavior of cells throughout
the culture with respect to their proliferative
capacity.

In samples of cells isolated from BM, evaluation
of these three characteristics allows to determine
the self-renewal capacity, an essential characteristic
to be considered MSC. In several studies, times of
cell doubling/duplication for MSCs are reported for
some domestic species; however, there are no uniform
criteria on the characteristics of proliferation, being
research and standardization of such criteria still
required.

Surface protein detection

To identify the surface markers of MSCs,
techniques are used based on the wuse of
specific antibodies such as flow cytometry,
immunocytochemistry (ICC), western blot, and
immuno-electron microscopy. The main limitation
of these techniques is the lack of a specific molecule
known to allow a proper identification and it is
necessary to use a series of antibodies against antigens
expressed preferentially (although not exclusively) in
the MSCs. It is important to characterize the isolated
population for which the ISTC in 2006 published
a list that includes antibodies to identify the MSCs
and HCs (Table 1).

This list does not only identify the MSCs, but
taking into account the origin and type of tissue

isolated, their presence can be inferred (Dominici ez
al., 20006).
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anticuerpos especificos como citometria de flujo,
inmunocitoquimica (ICQ), western blot e inmu-
nomicroscopia electrénica. La mayor limitante de
esas técnicas es la falta de una molécula especifi-
ca conocida que permita la identificacién correcta
y es necesario usar una serie de anticuerpos con-
tra antigenos expresados de manera preferencial
(aunque no exclusiva) en las CTM. Es importan-
te tipificar la poblacién aislada, para lo cual la
ISCT publicé en el 2006 un listado que incluye
anticuerpos para identificar las CTM y las CH
(Cuadro 1).

Ese listado no identifica exclusivamente a las
CTM, pero tomando en cuenta el origen y tipo de
tejido aislado, se puede deducir su presencia (Do-
minici et al., 20006).

Los anticuerpos probados para determinar la
identidad de las CTM de varias especies son usados
como modelos de estudio para problematicas clini-
cas del ser humano (Cuadro 2). Las investigaciones
en medicina veterinaria y zootecnia son reducidas y
no se han determinado los anticuerpos especificos
de las CTM para cada especie, por lo cual se usan
anticuerpos disefiados para los modelos animales
estudiados mds frecuentemente (rata, ratén y hu-
mano). Lo anterior genera un drea de oportunidad
en la ciencia veterinaria para determinar los antige-
nos expresados en las especies domésticas y después
disenar los anticuerpos especificos, para facilitar la
identificacién de las CTM. Esto resolveria la con-
troversia generada en investigaciones donde la falta
de reactividad a los anticuerpos por las CTM pue-
de deberse a que carecen de la expresién de tales
marcadores o el anticuerpo usado no lo reconoce.
Rozemuller ez al. (2010) en un panel de 43 anticuer-
pos determinaron que reaccionan positivamente en
varias especies, y reportaron los anticuerpos CD271,
W8B2, W4A5, CD56, W3C4 (CD349), W5C4 y
58B1 con reaccién positiva en mono, cabra, borre-
go, cerdo y perro.

Antibodies tested to determine the identity of
MSCs from several species are used as models to
study human clinical problems (Table 2). Research in
veterinary medicine and animal husbandry are scarce
and the specific antibodies of the MSCs have not
been determined for each species, thus antibodies
designed for animal models most frequently studied
(rat, mouse, and human) are used. This generates
a field of opportunity in veterinary science to
determine the antigens expressed in domestic species
and then design the specific antibodies in order to
facilitate identification of the MSCs. This would
resolve the controversy generated in research where
the lack of reactivity to antibodies by the MSCs may
be due to the fact that they lack the expression of such
markers or the antibody used does not recognize it.
Rozemuller ez a/. (2010), in a panel of 43 antibodies,
determined that they react positively in several
species and reported the antibodies CD271, W8B2,
W4A5, CD56, W3C4 (CD349), W5C4, and 58B1
with positive reaction in monkey, goat, sheep, pig,

and dog.
Expression of transcription factors

In mammalian cells, the multipotentiality is
controlled by the transcription factors Oct4, Nanog,
Sox2, and FoxD3; their expression is modified when
the cell commits to a specific cell lineage by initiating
expression of other genes. The expression of these
genes in the MSCs is controversial because they are
specific markers of ESCs.

However, the binding transcription factor 4 (Oct
4) is present in the ESCs and in the MSCs. In tumor
cells, the expression of Oct4 and Nanog has been
determined confirming their high proliferative ability
and viability for prolonged periods (Jeter ez al., 2009,
Kong ez al., 2010). Furthermore, the expression of
these genes has been determined in different species

(Table 3).

Cuadro 1. Anticuerpos utilizados para la identificacién de las CTM.

Table 1. Antibodies used for the identification of the MSCs.

Positivo

Negativo

CD105 (endoglina)
CD73 (Ecto’5 nucleotidasa)
CDY0 (Thy-1)

CD34 (Marcador primitivo de progenitoras hematopoyéticas y células endoteliales)
CD45 (Marcador leucocitario)
CD14 y CDI11b (Marcadores expresados en macréfagos y monocitos)
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Cuadro 2. Marcadores de superficie en diferentes especies y sitios de aislamiento.
Table 2. Surface markers in different species and sites of isolation

Moléeula Especie Mm’ Rn'* Hx® Hx" Hx" Ss'T Ss¥¢ FCSS FS CfeP 0a™
Tejido MO MO MO UCB TA MO Der MO TA MO MO
Stro-1 NE NE + NE + NE NE NE NE NE -
CD49b (VLA-a2) NE NE — NE + + NE NE NE NE NE
CD29 (VLA-b) + + + + + + + NE NE NE +
CD9 NE NE + + + NE NE NE NE NE NE
CD73 + NE + + + NE NE NE NE NE NE
CD90 NE + + + + + + + + + -
CD105 + NE + +/- + + NE + + + -
CD146 (MUC-18) NE NE + NE + NE NE NE NE NE NE
CD44 (H-CAM) + NE + NE + + NE + + NE +
CD34 NE - - - - NE NE NE NE NE —
CD31 (PECAM) - NE - NE - - NE NE NE NE —
CD45 - - - — — - - - NE — -
CD14 — NE — NE NE NE NE NE NE NE —
CD11b — — — NE NE - NE NE NE NE NE
CD166 (ALCAM) NE NE + NE + NE NE NE NE NE +
CD106 (VCAM-1) - + - + + NE NE NE NE NE NE

TRatén (Gnecchi y Melo, 2009). *Rata (Carvalho et al., 2008). SHumano (Strem et al., 2005; Halfon et al., 2011; Karadz et al., 2011.
PHumano (Sarugaser et al., 2009; Kern et al., 2006). “Humano (Kern et al., 2006). Cerdo (Zeng et al., 2006; Lee et al., 2010; Kumar
et al., 2007). 9 Cerdo (Ock et al., 2010). SGato (Quimby ez 4l., 2011). PPperro (Csaki et al., 2007). mBorrego (McCarty et al., 2009).
MO, médula ésea; UCB, sangre de cordén umbilical; TA, tejido adiposo; Der, dermis. + ICQ positiva, — ICQ negativa, NE no eva-
luado < Mouse (Gnecchi and Melo, 2009). FRart (Carvalho e al,, 2008). SHuman (Strem ef a/., 2005; Halfon ez al., 2011 ; Karadz
et al., 2011). PHuman (Sarugaser et al., 2009; Kern ez al., 2000). “Human (Kern et al., 2006). HPig (Zeng et al., 2006; Lee et al., 2010;
Kumar et al., 2007). *Pig (Ock et al., 2010). SCat (Quimby ez al., 2011). ""Dog (Csaki ez al., 2007). “Sheep (McCarty et al., 2009).
MO, bone marrow; UCB, umbilical cord blood; TA, adipose tissue; Der, dermis. +ICQ positive, —ICQ negative, NE non evaluated.

Expresién de factores de transcripcién

En las células de mamifero la multipotenciali-
dad estd bajo control de los factores de transcripcién
Oct4, Nanog, Sox2 y FoxD3; su expresién se modifi-
ca cuando la célula se compromete a un linaje celular
especifico iniciando la expresién de otros genes. La
expresion de estos genes en las CTM es controversial
porque son marcadores particulares de CTE.

Sin embargo, el factor de transcripcién vinculante
4 (Oct 4) estd presente en las CTE y en las CTM. En
células tumorales se ha determinado la expresion de
Oct4 y Nanog lo que confirma su alta capacidad pro-
liferativa y viabilidad durante periodos prolongados
(Jeter ez al., 2009; Kong ez al., 2010). Ademds se ha
determinado la expresién de estos genes en diferentes
especies (Cuadro 3).

A excepcién de las investigaciones realizadas en
CT de cerdos, aves y equinos (Violini ez a/., 2009),
en las demds especies domésticas la determinacién
de estos factores de transcripcién se ha limitado a

CTE. La identificacién de la expresion de dichos

With the exception of research performed in SCs
of pigs, birds, and horses (Violini er 4l., 2009), in
the other domestic species, determination of these
transcription factors has been limited to ESC.
The identification of expression of these factors in
the SSCs in domestic species would give further
information on the self-renewal and differentiation
capacities of these cells, as well as the expression
patterns that determine such capacities. Furthermore,
the use of transcription factors for the generation of
pluripotent cells, induced by recombinant DNA
technology, will allow the generation of cell lines of
SSCs with a greater capacity for proliferation and
differentiation. Lines generated in this way would
have applications in the study of the mechanisms
involved in regulating metabolism, tissue engineering,
and cell differentiation.

Multipotentiality

MSCs have the capacity to differentiate into
various tissues, considering basic the adipogenic,
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Cuadro 3. Expresion de factores de transcripcién en CTS de diferentes especies y tejidos.
Table 3. Expression of transcription factors in SSC of different species and tissues.

Cerdo' Pollo® Humano®® Humano” Humano®  Humano®
MO MO MO TA dermis corazén
Oct-4 + +° + + + +
Nanog + + + + + +
Sox2 + + + + + +
FoxD3 NE NE + NE NE NE
Rex-1 NE NE + NE NE NE
SSEA-4 NE NE + + + +

TOck et al. (2010). *Khatri et al. (2009). SKaradz et al. (2011). PRiekstina ez al. (2009). MO:
médula ésea; TA: tejido adiposo. “Nombrado PouV en pollos. + Expresion positiva reportada,
NE no evaluado % TOck et al. (2010). Khatri ez 4l. (2009). SKaraoz et al. (2011). PRiekstina et al.
(2009). MO: bone marrow; TA: adipose tissue. “"Named PouV in chickens. + Reported positive

expression, NE not evaluated.

factores en las CTS en las especies domésticas brin-
darfa mayor informacién sobre las capacidades de
autorrenovacién y diferenciacién de estas células,
asi como los patrones de expresién que determinan
tales capacidades. Ademds, el uso de los factores de
transcripcién para la generacién de células pluri-
potenciales, inducidas mediante tecnologias de
ADN recombinante, permitird la generacién de li-
neas celulares de CTS con una mayor capacidad de
proliferacién y diferenciacién. Las lineas generadas
de esta forma tendrian aplicaciones en el estudio
de los mecanismos implicados en la regulacién del
metabolismo, ingenieria de tejidos y diferenciacién
celular.

Multipotencialidad

Las CTM poseen la capacidad de diferenciarse a
diversos tejidos, considerdndose bésica la capacidad
adipogénica, osteogénica y condrogénica; pero no
estd limitada a estos linajes. Diversas investigaciones
han logrado la diferenciacién a cardiomiocitos (Aka-
via ez al., 2008), miocitos esqueléticos (Dezawa ez al.,
2005; Akavia ez al., 2008) y lisos (Narita ez al., 2008),
células endoteliales, hepatocitos (Zeng et al., 2000),
células B pancredticas (Liu ez al., 2010), células gliales
y neuronas (Shiota ez al., 2007; Bi ez al., 2010).

Para inducir la diferenciacién es necesario imitar
el microambiente de los tejidos 77 vivo usando me-
dios de cultivo con nutrientes, hormonas, citocinas,
factores de crecimiento (incluidos en sueros animales
o adicionados) y algunos compuestos sintéticos.
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osteogenic, and chondrogenic capacity, but are not
limited to these lineages. Various investigations have
achieved the differentiation into cardiomyocytes
(Akavia et al., 2008), skeletal (Dezawa ezt al. 2005;
Akavia et al, 2008) and smooth (Narita ez al,
2008) myocytes, endothelial cells, hepatocytes
(Zeng et al., 2006), B-pancreatic cells (Liu ez al.,
2010), glial cells, and neurons (Shiota ez al., 2007,
Bi et al., 2010).

To induce differentiation it is necessary to imitate
the microenvironment of the tissues in vivo using
culture media with nutrients, hormones, cytokines,
growth factors (included in animal serums or added),
and some synthetic compounds.

In the differentiation of MSC:s to osteocytes, fetal
bovine serum, dexamethasone, B-glycerophosphate,
and ascorbic acid are added to the culture medium;
the differentiation to chondrocytes is induced by
the transforming growth factors A1 and 3 (TGF-f1,
TGF-#3), morphogenetic protein 4 (BMP4),
insulin, transferrin, and sodium selenite (ITS); and
the adipogenic differentiation uses dexamethasone,
indomethacin, insulin, and isobutyl-methyl xanthine
(IBMX) (Pittenger et al., 1999).

The evaluation of the capacity of differentiation
of MSC:s is carried out with laboratory techniques
and they include use of specific staining for bright
field microscopy (BFM), enzyme activity tests,
immunochemical techniques [Western blot (WB),
immunocytochemistry (ICC)], microscopy and
electronic immunomicroscopy (MET, I-MET),
and molecular biology [RT-PCR, PCR in real-time



En la diferenciacién de CTM a osteocitos al me-
dio de cultivo se agregan suero fetal bovino, dexa-
metasona, 3-glicerofosfato y 4dcido ascérbico; la di-
ferenciacién a condrocitos se induce con los facto-
res de crecimiento transformante 1 y 3 (TGE-f1,
TGF-f83), proteina morfogenética 4 (BMP4), insu-
lina, transferrina y selenito de sodio (ITS); y la dife-
renciacién adipogénica utiliza dexametasona, indo-
metacina, insulina e isobutil-metil xantina (IBMX)
(Pittenger ez al., 1999).

La evaluacién de la capacidad de diferenciacién de
las CTM se lleva a cabo con técnicas de laboratorio e
incluyen el uso de tinciones especificas para micros-
copia de campo claro (MCC), pruebas de actividad
enzimdtica, técnicas inmunoquimicas [Western blot
(WB), inmunocitoquimica (ICQ)] e inmunomicros-
copia electrénica (MET, I-MET) y biologia mole-
cular [RT-PCR, PCR en tiempo real o cuantitativo
(qPCR) y microarreglos de ADN] (Cuadro 4).

La multipotencialidad convierte a las CTM en
modelos de investigacién para la terapia celular, in-
genierfa de tejidos, inmunomodulacién, estudios
de metabolismo y diferenciacién celular, asi como
de sustancias que los modifiquen. En el drea clini-
ca se les puede utilizar en aplicaciones como enfer-
medades crénicas degenerativas (displasia de cadera
y codo en perro), lesiones articulares (tendinitis y
bursitis en caballos); mientras que en la zootecnia
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or quantitative (QPCR), and DNA microarrays]
(Table 4).

The multipotentiality makes the MSCs in
research models for cell therapy, tissue engineering,
immunomodulation, studies of metabolism and
cell differentiation, as well as the use of substances
that modify them. In the clinical area, they can be
used in applications such as chronic degenerative
disease (hip and elbow dysplasia in dogs), joint
injuries (tendinitis and bursitis in horses), while in
animal husbandry, the use of the multipotentiality
of the MSCs to evaluate drugs that modify
cell differentiation and metabolism will allow
obtaining substances that modify the characteristics
of meat.

CONCLUSIONS

The validation of results obtained in experiments
with mesenchymal stem cells is necessary and it
is important to use different methods for their
characterization. Within this characterization, the
ability to adhere to plastic, proliferative capacity,
and multipotency are well defined for mesenchymal
stem cells, while expression of surface markers
and transcription factors is controversial, since
no specific marker is known and these genes are
considered as markers of embryonic stem cells.

Cuadro 4. Técnicas empleadas en el andlisis de la diferenciacién celular de las CTM y las carac-

teristicas encontradas.

Table 4. Techniques used in the analysis of cell differentiation of the MSCs and the characteristics

found.

Linaje Caracteristicas encontradas Técnica

Adipocitos Deteccién de lipidos neutros MCC (tincién con rojo oleoso)T
Presencia de gotas lipidicas MET®
Expresién y sintesis de PPARy PCR, qPCR, WB, ICQ*"
adiponectina, LPL

Condrocitos Deteccién de proteoglicanos MCC (tincién con azul alcidn)”
y coldgena tipo II I-MET?
Expresién y sintesis de Sox9, aggrecan PCR, qPCR, WB, ICQ‘]’
y coldgena tipo II

Osteocitos Depésito de minerales en matriz MCQC (tincién con rojo de alizarina

extracelular

Expresién y sintesis de osteocalcina

y osteopontina.

o0 Von Kossa)¥*
PCR, gPCR, WB, ICQ'"

"Khatri et al. (2009). §Eslaminejzld et al. (2009). SBosnakovski et al. (2005). I)Zhang et al. (2012).
mEslaminejald y Nadri (2009). TMathews et al. (2012). $¥Csaki et 2l. (2007).
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el aprovechamiento de la multipotencialidad de las
CTM para evaluar firmacos que modifiquen los pro-
cesos de diferenciacién celular y metabdlicos permi-
tird obtener sustancias que modifiquen las caracteris-
ticas de la carne.

CONCLUSIONES

La validacién de los resultados obtenidos en expe-
rimentos con células troncales mesenquimales es ne-
cesaria y es importante usar diferentes métodos para
su caracterizacion. Dentro de esta caracterizacion,
la capacidad de adherencia al plistico, la capacidad
proliferativa y multipotencialidad estdn bien defini-
das para las células troncales mesenquimales, mien-
tras que la expresién de marcadores de superficies y
factores de transcripcién es controversial, porque no
se conoce un marcador especifico y a dichos genes
se consideran como marcadores de células troncales
embrionarias.

Sin embargo, las propiedades de las células tron-
cales mesenquimales las hacen un modelo idéneo
para la investigacién en zootecnia donde se pueden
usar en estudios sobre calidad de carne y comporta-
miento productivo, asi como en el drea clinica para
la regeneracién e ingenieria de tejidos. Los puntos
anteriores serdn abarcados en la segunda parte del
presente ensayo.
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