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RESUMEN

Las células troncales mesenquimales poseen capacidad pro-
liferativa alta y potencial de diferenciarse a diversos linajes
celulares. Estas cualidades las hacen un modelo biolégico
idéneo en el estudio y desarrollo de herramientas biotecno-
légicas para su uso en la medicina veterinaria y en la zoo-
tecnia. En este articulo se analiza la informacién disponible
sobre las células troncales mesenquimales de especies do-
mésticas y se discuten posibles usos actuales y futuros en
la medicina veterinaria y la zootecnia en ingenieria y rege-
neracion de tejidos, tratamiento de enfermedades crénicas,
generacién de animales con mejores caracteristicas produc-
tivas, reproduccién asistida de animales genéticamente su-
periores o en peligro de extincién y mejor entendimiento
de los procesos de desarrollo y metabolismo tisular de las

. 7 e
especies domésticas.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells are highly proliferative and have
the potential to differentiate into several cell lineages.
These qualities make them an ideal biological model in the
study and development of biotechnological tools for use
in veterinary medicine and animal production. This paper
reviews the information available on mesenchymal stem cells
in domestic species and their possible uses, present and future,
for veterinary medicine and animal production: engineering
and tissue regeneration, treatment of chronic diseases,
generation of animals with better production characteristics,
assisted reproduction of genetically superior animals or of
endangered species and better understanding of the processes

of tissue development and metabolism of domestic species.

Key words: mesenchymal stem cells, bone marrow, cell

differentiation, multipotency, animal production, cell therapy.
INTRODUCTION

ince the discovery of stem cells in the 1950s and
the later identification and characterization of
mesenchymal stem cells (MSC), a large body
of information and research has been generated on
the biology and possible applications of these cells,
focused mainly on human health using rats and mice,
or even humans, as models. In other domestic species,
the research done has been limited mainly to cases in
which a species is a model compatible with normal

physiology or a human disorder. The availability



AGROCIENCIA, 16 de agosto - 30 de septiembre, 2012

troncales mesenquimales (CTM) se ha generado gran
cantidad de informacién e investigacién sobre la bio-
logia y las posibles aplicaciones de estas células, cen-
trdandose a la salud humana, y usando como modelos
ratas y ratones o al propio humano. En otras especies
domésticas la investigacién se ha limitado principal-
mente en casos en los que alguna especie es un mode-
lo compatible con la fisiologia normal o algtin pade-
cimiento humano. La existencia de estos modelos ha
promovido el estudio, aislamiento y caracterizacién
de células mesenquimales de médula 6sea (MO) de
las principales especies de interés veterinario y pecua-
rio (Cuadro 1).

Debido a su capacidad proliferativa alta y de di-
ferenciacién a diversos tejidos, las CTM se usan ex-
perimentalmente para evaluar el efecto de la terapia
celular sobre infarto e isquemia de miocardio (Huang
et al., 2006; Gandolfi et al., 2011), reconstruccién de
vélvulas cardiacas, degeneracion de discos interverte-
brales, reparacién de fracturas, reemplazo de cadera,

lesiones en médula espinal (Jung ez al., 2009) o escle-
rosis (Bonfield ez 4/., 2010).

Caracterizacién de células troncales
mesenquimales de médula 6sea
de especies domésticas

Caninos

Csaki et al. (2007) caracterizaron CTM de MO
de perro y encontraron una reaccién positiva a los
marcadores de CTM CD105 y CD90 y negativa
para los marcadores de células hematopoyéticas
(CH) CD34 y CD45. Ademis diferenciaron las cé-
lulas aisladas a osteocitos, condrocitos y adipocitos.
En ese estudio, las células diferenciadas a condroci-
tos se observaron ordenadas en nédulos con células
redondeadas en el centro y células de morfologia fi-
broblastoide en la periferia, similar a la morfologia
del cartilago in vivo.

Felinos

Martin et al. (2002) aislaron y caracterizaron
CTM de MO felina y la frecuencia de esas células
fue 1 en 4.7x10% a1 en 5.9%10° células del total de
células aisladas. Las células expresaron los marcadores
de CTM CD9 y CD44 y fueron negativas para el
marcador de CH CD45, ademds de diferenciar estas
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of these models has promoted the study, isolation
and characterization of bone marrow mesenchymal
cells from the main species of interest to veterinary
medicine or animal production (Table 1).

Because they proliferate rapidly and differentiate
into diverse tissues, MSC are used experimentally
to evaluate the effect of cell therapy on coronary
thrombosis and myocardial ischemia (Huang
et al., 2006; Gandolfi et al, 2011), heart valve
reconstruction, intervertebral disc degeneration,
reparation of fractures, hip replacement, spinal cord
lesions (Jung ez al., 2009) or sclerosis (Bonfield ez al.,
2010).

Characterization of bone marrow mesenchymal
stem cells in domestic species

Canines

Csaki er al. (2007) characterized MSC of dog
bone marrow and found a positive reaction to
CTM CDI105 and CD90 markers and negative
for hematopoietic cell (HC) markers CD34 and
CD45. They also differentiated the isolated cells
into osteocytes, chondrocytes, and adipocytes. In
that study, the cells differentiated into chondrocytes
appeared ordered in nodules with circular cells in the
center and cells with fibroblastoid morphology in the
periphery, similar to the morphology of cartilage in
vivo.

Felines

Martin et al. (2002) isolated and characterized
MSC from feline bone marrow, and the frequency
of these cells was 1 in 4.7X10% to 1 in 5.9%10° cells;
of the total isolated cells. The cells expressed the
MSC markers CD9 and CD44 and were negative
for the HC marker CD45. They also differentiated
these cells into adipocytes and osteocytes. Quimby
et al. (2011) report similar results in this family for
differentiation into adipocytes and osteocytes, and
further, to chondrocytes.

Equines

In equines, Vidal ez al. (2006) determined the
proliferation and differentiation capacity of MSC.
Cell duplication time was 1.4%+0.26 d, achieving



CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES: BIOLOGIA, CARACTERIZACION Y APLICACIONES EN ESPECIES DOMESTICAS Y PECUARIAS

Cuadro 1. Células troncales mesenquimales (CTM) de médula 6sea (MO) de especies domésticas como

modelo biolégico.

Table 1. Mesenchymal stem cells (MSC) from bone marrow of domestic species as biological model.

Especie Modelo Referencia

Felino Enfermedad renal crénica Quimby, 2011

Caprino Ingenierfa de tejidos y regeneracién de cartilago Quintavalla, 2002; Liu, 2010

Ovino Ingenieria de tejidos y regeneracién de cartilago Rhodes, 2004; Vincentelli, 2007
Regeneracién de vélvulas cardiacas Vincentelli, 2007

Porcino Infarto de miocardio Shake, 2002; Huang, 2006
Regeneracion tisular Plinka, 2009

Bovino Transferencia nuclear Kato, 2004; Colleoni, 2005
Ingenierfa de tejidos y regeneracién de cartilago Bosnakovski, 2005; Zhu, 2008

Canino Regeneracion tisular Eslaminejad, 2008; Li, 2009
Tratamiento de lesién espinal Jung, 2009
Inmunomodulacién Kim, 2010
Infarto de miocardio Silva, 2005

Ave Inmunomodulacién Khatri, 2009
Transgénesis Heo, 2011

células a adipocitos y osteocitos. Quimby ez al. (2011)
reportan resultados similares con esta especie para la
diferenciacién a adipocitos y osteocitos, y también a
condrocitos.

Equinos

En equinos, Vidal ez a/. (2006) determinaron la
capacidad de proliferacién y diferenciacion de las
CTM y el tiempo de duplicacién celular fue 1.4+0.26
d, alcanzando 30+2.4 duplicaciones celulares para el
décimo pasaje. Asimismo, se diferenciaron las CTM
aisladas a los linajes adiposo y dseo.

Porcinos

Las células mesenquimales de MO de los por-
cinos incrementan su numero a un ritmo regular
hasta el décimo pasaje y en los pasajes subsecuentes
disminuye hasta el décimo quinto pasaje, cuando el
crecimiento celular se detiene, alcanzando alrededor
de 40 duplicaciones (Colleoni ez al., 2005). Las cé-
lulas aisladas mostraron capacidad de diferenciacién
adiposa y dsea, mientras que cultivos tratados con 5’
azacitidina, ademds de presentar acimulo de gotas
lipidicas formaban multicapas en el cultivo y algu-
nas células presentaron vacuolas en su citoplasma, las
cuales indican diferenciacién adiposa en estas células.
Otras tratadas con el mismo reactivo se observaron
bi o multinucleadas, ademds de expresar el gen para

30£2.4 cell duplications by the tenth passage. They
also differentiated the isolated MSC into adipogenic
and osteogenic lineages.

Pigs

Bone marrow mesenchymal cells of pigs increase
in number at a regular rhythm until the tenth
passage and decrease in subsequent passages until the
fifteenth passage when cell growth ceases, achieving
around 40 duplications (Colleoni ez /., 2005). The
isolated cells exhibited the ability to differentiate into
adipocytes and osteocytes, while cultured cells treated
with 5’azacitidin, besides having an accumulation of
lipid drops, formed multi-layers and some cells had
vacuoles in their cytoplasm, indicating differentiation
into adipocytes. Other cultures treated with the same
reactant were observed to be bi- or multi-nucleated,
as well as expressing the gene for the myosin heavy
chain, a marker for muscle differentiation (Collenoi
et al., 2005).

The MSC from pre- and postnatal bone
marrow samples possess the ability to proliferate
above 30 cell duplications (Zeng ez al., 2008). An
important finding was that some of the isolated
clones from prenatal samples expressed Oct3/4, a
highly important transcription factor in maintaining
cell pluripotency during the embryo stage (Abu-
Remaileh ez al., 2010); this expression remains stable
even after 90 cell duplications. The cells isolated by
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la cadena pesada de miosina, un marcador de la dife-
renciacién muscular (Colleoni ez a/., 2005).

Las CTM de muestras de MO pre y posnatales
poseen una capacidad de proliferacién superior a las
30 duplicaciones celulares (Zeng ez al., 2006). Un
hallazgo importante fue que algunas de las clonas
aisladas de muestras prenatales expresan Oct3/4, un
factor de transcripcién de gran importancia en el
mantenimiento de la pluripotencialidad de las célu-
las durante la etapa embrionaria (Abu-Remaileh ez
al., 2010), y dicha expresién se mantiene estable atin
después de 90 duplicaciones celulares en estas clonas.
Las células aisladas por Zeng ez al. (2006) mostra-
ron capacidad de diferenciarse a una amplia gama de
linajes celulares: adipocitos, condrocitos, osteocitos,
células musculares lisas, células endoteliales, hepato-
citos y células del neuroectodermo.

Ovinos y caprinos

En caprinos, Quintavalla ez a/. (2002) observaron
la capacidad de diferenciacién condrogénica y osteo-
génica de células de la MO. Ademds, Eslaminejad ez
al. (2007, 2009) evaluaron la capacidad de prolifera-
cién y diferenciacién de las CTM de MO de ovinos
y caprinos. Ellos encontraron que las células aisladas
de ambas especies tienen capacidad osteogénica, adi-
pogénica y condrogénica, mientras que el tiempo de
duplicacién celular fue 24.94+2.67 h para caprinos
y 24.9 h para ovinos.

Segtin McCarty et al. (2009), la abundancia de
CTM con muestras obtenidas de ovinos adultos fue
4.6%0.7 células por cada 1x10° células mononuclea-
res, que expresan los marcadores de CTM: CD44,
CD166 y CD29 y poseen capacidad osteogénica,
condrogénica y adipogénica y carecen de la expresién
de los marcadores Stro-1, CD146, CD90, y CD105
de CTM, y CD14, CD31y CD45 de CH.

Bovinos

En bovinos, Colleoni et 2/. (2005) determinaron
que las células aisladas se pueden duplicar 50 ve-
ces. Las CTM aisladas tenfan capacidad osteogéni-
ca, mientras que cultivos tratados con 5’ azacitidina
mostraron capacidad adipogénica (presencia de go-
tas lipidicas) y miogénica (expresién de cadena pe-
sada de miosina). Segin Bosnakovski ez a/. (2005),
las CTM de bovinos poseen capacidad osteogénica,
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Zeng et al. (2006) showed the ability to differentiate
into a broad spectrum of cell lineages: adipocytes,
chondrocytes, osteocytes, smooth muscle cells,
endothelial cells, hepatocytes, and neuroectoderm
cells.

Goats and sheep

In goats, Quintavalla ez a/. (2002) observed the
ability of bone marrow cells for chondrogenic and
osteogenic differentiation. Also, Eslaminejad ez al.
(2007, 2009) evaluated the capacity for proliferation
and differentiation of bone marrow MSC from
sheep and goats. They found that the isolated cells
of both species have osteogenic, adipogenic and
chondrogenic capacity. Cell duplication time was
24.94+2.67 h for goats and 24.9 h for sheep.

According to McCarty ezal. (2009), theabundance
of MSC in samples obtained from adult sheep was
4.6%0.7 cells for each 1x10° mononuclear cells.
These cells express the MSC markers CD44, CD166
and CD29 and have osteogenic, chondrogenic and
adipogenic capacity; they lack expression of the MSC
markers Stro-1, CD146, CD90, and CD105, and HC
markers CD14, CD31, and CD45.

Bovines

In bovines, Colleoni et 2/. (2005) determined
that isolated cells can duplicate 50 times. Isolated
MSC had osteogenic capacity, while cultured cells
treated with 5 azacitidin exhibited adipogenic
(presence of lipid drops) and myogenic (expression
of the heavy myosin chain) capacity. According
to Bosnakovski ez 2/ (2005), bovine MSC have
osteogenic, chondrogenic, and adipogenic capacity
as well as morphological characteristics particular
to these lineages. The cultured cells differentiated
into osteocytes had cuboidal morophology; the
cells treated with chondrogenic medium exhibited
rounded morphology and an increase in cell
density with multi-layer formation, while the cells
differentiated into adipocytes had lipid vacuoles.

Poultry
Studies are scarce and focused mainly on broilers.

Khatri e al. (2009) characterized MSC isolated from
bone marrow and, using PCR, found the expression
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condrogénica y adipogénica, ademds de caracteris-
ticas morfoldgicas particulares de estos linajes. Los
cultivos diferenciados a osteocitos tenfan una mor-
fologia cuboidal, las células tratadas con medio con-
drogénico mostraron morfologia redondeada y un
aumento en la densidad celular con formacién de
multicapas, y las células diferenciaciadas a adipocitos
tenfan vacuolas lipidicas.

Aves

Los estudios son escasos y centrados principal-
mente en pollos. Khatri ez al. (2009) caracterizaron
CTM aisladas de MO de pollo y mediante PCR en-
contraron la expresién de los marcadores de superficie
CD44, CD90, CD105 y de los factores de transcrip-
cién PouV (homoélogo a Oct4 de mamiferos), Sox2
y Nanog que controlan el desarrollo y diferenciacién
de las CTM. Estos investigadores indujeron la dife-
renciacion a los linajes adiposo, cartilaginoso y 6seo.

Estos estudios muestran la caracterizacién parcial
de las CTM de MO de diferentes especies. En este
sentido, la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT) sugiere los criterios minimos para las células
aisladas: 1) capacidad de adherencia al pldstico, 2) ex-
presion de marcadores de identidad y 3) potencial de
diferenciacién a adipocitos, osteocitos y condrocitos
(Dominici et al., 20006).

Respecto a la capacidad de adherencia y potencial
de diferenciacién, todas las especies domésticas estu-
diadas comparten estas caracteristicas con los mode-
los de roedores (rata y rat6n) y humano. Sin embar-
go, respecto a la expresién de marcadores los datos
obtenidos de especies pecuarias son inconclusos. La
ISCT sugiere que las CTM deben expresar por lo
menos los marcadores CD105, CD90 y CD73, pero
en especies pecuarias sélo se reportan algunos de es-
tos marcadores y otros mds asociados a las CTM.

En contraste, Rozemuller ez /. (2010) con un panel
de 43 anticuerpos probados en mono, caprinos, ovi-
nos, porcinos y caninos determinaron que todos ellos
reaccionan positivamente a los anticuerpos CD271,
W8B2, W4A5, CD56, W3C4 (CD349), W5C4 y
58Bl1, pero McCarty et al. (2009) no encontraron
expresion de CD90 y CD105 en ovinos. En estos ex-
perimentos se usaron anticuerpos disefiados para reac-
cionar a los antigenos de humanos o roedores, lo cual
puede explicar la falta de reactividad en otras especies.
Es necesario disenar anticuerpos especificos para cada

of surface markers CD44, CD90, CD105, and the
transcription factors PouV (homologous to the
mammal Oct4), Sox2 and Nanog, which control
the development and differentiation of MSC. These
researchers induced differentiation to adipose,
cartilage and bone lineages.

These studies report partial characterization of bone
marrow MSC from different species. In this sense, the
International Society of Cell Therapy (ISCT) suggests
the minimum criteria for isolated cells: 1) capacity to
adhere to plastic, 2) expression of identity markers,
and 3) potential for differentiation into adipocytes,
osteocytes and chondrocytes (Dominici ez al., 2006).

Regarding the capacity to adhere and potential to
differentiate, all of the domestic species studied share
these characteristics with rodent (rats and mice) and
human models. However, the data obtained from
livestock species relative to the expression of markers
are inconclusive. The ISCT suggests that MSC
must at least express the CD105, CD90, and CD73
markers. But in livestock species, only some of these
markers, as well as others associated with MSC, have
been reported.

In contrast, Rozemuller ez /. (2010), with a panel
of 43 antibodies tested in monkeys, goats, sheep, pigs
and dogs, determined that all these species reacted
positively to the antibodies CD271, W8B2, W4A5
(CD349), W5C4, and 58B1, but McCarty et al.
(2009) did not find expression of CD90 or CDI105
in sheep. In these experiments, antibodies designed to
react to human and rodent antigens were used; this
can explain the lack of reactivity in other species. It is
necessary to design specific antibodies for each species,
as well as to characterize more comprehensively the
different markers associated with MSC to determine
the patterns of expression of the species studied.
Expression of transcription factors (Oct3/4, Nanog
or Sox2) indicates multipotency in isolated cells and
is a characteristic that should be determined in these
species since it would allow better identification of
bone marrow MSC. This has been accomplished in
poultry (Khatri ez al., 2009) and horses (Violini ez al.,
2009), but it is still pending in other domestic species.

Bone marrow MSC applications in veterinary
medicine and animal production

Knowledge generated in MSC studies in
domestic species relative to the ability to proliferate
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especie, asi como una caracterizacién mds completa
de la expresién de diferentes marcadores asociados a
las CTM para determinar los patrones de expresién
de las especies estudiadas. La expresion de factores de
transcripcién (Oct3/4, Nanog o Sox2) indica multi-
potencialidad en las células aisladas y es una caracte-
ristica que se debe determinar en estas especies por-
que permitirfa una mejor identificacén de las CTM
de MO. Esto se ha determinado en aves (Khatri ez
al., 2009) y equinos (Violini ez al., 2009), pero estd
pendiente en otras especies pecuarias.

Aplicaciones de las CTM de MO

en medicina veterinaria y zootecnia

La informacién generada en los estudios de las
CTM de las especies domésticas respecto a su capa-
cidad de proliferacién y diferenciacién, abre posibi-
lidades para el tratamiento de traumatismos, enfer-
medades inflamatorias y crénico degenerativas, la
generacion de animales mds eficientes o resistentes a
enfermedades, una mayor comprensién del desarro-
llo y diferenciacién de los tejidos muscular y adiposo,
asi como la conservacién y preservacion de especies
silvestres y razas de especies domésticas en peligro de
extincion.

Terapéutica

Las principales aplicaciones de estas células en
el drea veterinaria son el tratamiento de lesiones del
aparato locomotor, en particular en los tejidos dseo,
cartilaginoso y tendinoso en equinos y caninos. En
los equinos las CTM de MO se usan para el trata-
miento de lesiones ocasionadas por carreras o sal-
tos: tendinopatias, lesiones en ligamentos, fracturas,
laminitis y enfermedades articulares (Smith ez al,
2003; Borjesson y Peroni, 2011). Iz vitro se ha com-
probado su capacidad de diferenciarse a los linajes
dseo, cartilaginoso, adiposo y tendinoso (Violini ez
al., 2009; Lettry et al., 2010). In vivo se utilizan en
modelos experimentales de tendinitis (Crovace ez al.,
2010) y en estudios clinicos los resultados son favo-
rables; Smith (2008) reporta reincidencia de 18 % en
lesiones del tendén flexor digital superficial después
de un afio de seguimiento (n=168), comparado con
56 % de reincidencia para animales que siguieron el
programa de rehabilitacién comun para este tipo de
lesiones.
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and differentiate opens up possibilities for treatment
of traumatism and inflammatory and chronic
degenerative diseases, to generate, animals more
efficient or more resistant to diseases, a better
understanding of the development and differentiation
of muscle and adipose tissue, as well as conservation
and preservation of endangered wild and breeds of
domestic species.

Therapeutic uses

The main applications of these cells in veterinary
medicine are the treatment of lesions to the locomotor
system, particularly bone, cartilage and tendon tissue
in horses and dogs. In horses, bone marrow MSC
are used in the treatment of lesions caused during
races or jumping: tendinopathies, ligament lesions,
fractures, laminitis and articular diseases (Smith
et al., 2003; Borjesson and Peroni, 2011). In vitro,
their capacity to differentiate into bone, cartilage,
adipose and tendon lineages has been demonstrated
(Violini et al., 2009; Lettry ez al., 2010). These cells
are used 77 vivo in experimental models of tendinitis
(Crovace et al., 2010) and in clinical studies results are
favorable; Smith (2008) report an 18 % reincidence
in lesions of the superficial digital flexor tendon after
one year of follow-up (n=168), compared with 56 %
reincidence in animals that followed the conventional
rehabilitation program for this type of lesion.

In dogs there are studies on the use of bone
marrow MSC and adipose tissue in clinical cases of
osteoarthritis in elbow and coxofemoral articulation
(Black ez al., 2007, 2008). In the first study, 14 dogs
of different breeds were treated with MSC from
adipose tissue applied to the elbow. The six month
follow-up of the evolution of their lameness showed
an improvement of 34+4.7%.

Besides these therapeutic applications with
mesenchymal cells, and given that pets suffer
diseases similar to those of humans, their use in
treatment of diabetes, cardiomyopathies (Minguell
et al., 2010), lesions in the spinal cord (Olby, 2010),
immunological diseases, skin and mucusal lesions
(El-Menoufy et al., 2010; Hall ez al, 2010) and
chronic renal disease (Quimby ez al, 2011) has
been investigated. Research on therapeutic use of
MSC in pets and horses is scarce, but the results
are positive. As with the characterization of MSC,
it is necessary to develop and use specific models
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En caninos hay estudios sobre el uso de CTM de
MO y tejido adiposo en casos clinicos de osteoartritis
del codo y de la articulacién coxofemoral (Black ez
al., 2007, 2008). En el primer estudio se trataron 14
perros de diferentes razas con CTM de tejido adiposo
en la articulacién del codo. Un seguimiento de seis
meses de la evolucién de la discapacidad para despla-
zarse mostré una mejora de 34 + 4.7 %.

Ademds de estas aplicaciones de la terapia con
células mesenquimales y dado que los animales de
compania padecen enfermedades similares a las del
ser humano, se investiga su uso en diabetes, cardio-
miopatias (Minguell ez /., 2010), lesiones en médu-
la espinal (Olby, 2010), enfermedades inmunolégi-
cas, lesiones en piel y mucosas (El-Menoufy ez al.,
2010; Hall ez al., 2010) y enfermedad renal crénica
(Quimby ez al., 2011). Las investigaciones sobre el
uso terapettico de las CTM en animales de compa-
fifa y equinos es escasa pero sus resultados son posi-
tivos. Al igual que en la caracterizacién de las CTM,
se requiere desarrollar y usar modelos especificos para
desarrollar las estrategias adecuadas del uso de CTM
en la medicina veterinaria.

Produccién pecuaria

Desarrollo y metabolismo de musculo
y tejido adiposo

Hoy se conocen los mecanismos basicos del desa-
rrollo de ambos tejidos en modelos murinos y huma-
nos (Buckingham ez al., 2003; Chargé y Rudnicki,
2004; Rosen y MacDougald, 2006). Los estudios
del desarrollo y diferenciacién de células musculares
y adiposas en especies pecuarias se enfocan princi-
palmente a sus precursores celulares inmediatos, las
células satélite y los preadipocitos (Hausman ez al.,
2009; Dodson ez al., 2010) o bien al desarrollo y
expresién génica de estos tejidos durante el periodo
fetal (Davoli ez al., 2011) y posnatal (Ropka-Molik ez
al., 2011).

El estudio in vitro de la capacidad de diferencia-
cién de CTM provenientes de especies pecuarias ha-
cia células musculares y adiposas permitird conocer
los mecanismos y factores implicados en el desarrollo
de estos tejidos, usando como modelo células multi-
potentes como las CTM que se encuentran en un es-
tado indiferenciado y no comprometidas a un linaje
celular definido como es el caso de las células satélite
y los preadipocitos.

to create appropriate strategies for their use in
veterinary medicine.

Livestock production

Development and metabolism of muscle
and adipose tissue

Today, the basic mechanism of development
of these two tissues in murine and human models
is known (Buckingham ez 4/, 2003; Charge and
Rudnicki, 2004; Rosen and MacDougald, 2000).
Studies on development and differentiation of
muscle and adipose cells in livestock species are
focused mainly on their immediate cell precursors,
satellite cells and preadipocytes (Hausman ez al.,
2009; Dodson et al., 2010) or on the development
and gene expression of these tissues during the fetal
(Davoli ez al., 2011) and postnatal (Ropka-Molik ez
al., 2011) periods.

In vitro studies of MSC from livestock species
to establish their capacity of differentiation into
muscle and adipose cells will lead to knowledge
of the mechanisms and factors implicated in the
development of these tissues using multipotent cells
such as MSC found in an undifferentiated state and
not committed to a defined cell lineage, as is the case
of satellite cells and pre-adipocytes.

Knowledge of the events that lead to differentiation
into muscle or adipose in MSC will support the
development of techniques and compounds to
manipulate differentiation into these tissues from early
development stages or to stimulate differentiation of
quiescent cells present in tissues. The use of MSC
as a model of adipogenesis and myogenesis will
permit evaluation of non-nutritional components
(phytochemicals) in animal diets and synthetic
substances such as fibrates and thiazolidinediones
(Nakano ez al., 2007; Sato ez al., 2009) that can modify
metabolism and gene expression of these tissues and,
therefore, productive response.

Reproduction, nuclear transfer, recombinant
DNA technologies and transgenesis

Nuclear transfer (removal of the nucleus from an
ovocyte and its substitution by a nucleus from a
somatic cell) is a technique that requires a source
of donor cells, an adequate source of ovocytes and
receiving females to carry out gestation (Tecirlioglu
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El conocimiento de los eventos que conducen a la
diferenciacién muscular o adiposa en las CTM per-
mitird desarrollar técnicas y compuestos para mani-
pular la diferenciacién de estos tejidos desde etapas
tempranas del desarrollo, o estimular la diferencia-
cién de células quiescentes presentes en los tejidos.
El uso de las CTM como modelo de adipogénesis y
miogénesis permitird la evaluacién de componentes
no nutricionales (fitoquimicos) de las dietas de los
animales y de sustancias sintéticas, como los fibratos
y las tiazolidinedionas (Nakano ez /., 2007; Sato et
al., 2009) que puedan modificar el metabolismo y
expresién génica de estos tejidos y por tanto la res-
puesta productiva.

Reproduccidn, transferencia nuclear, tecnologfas
de ADN recombinante y transgénesis

La transferencia nuclear (remocién del ndcleo de
un ovocito y su sustitucién por el nicleo de una cé-
lula somdtica) es una técnica que requiere una fuente
de células donantes, una fuente de ovocitos adecuada
y hembras receptoras para llevar a cabo la gestacién
(Tecirlioglu ez al., 20006). Esta técnica se puede usar
para preservar especies en peligro de extincién como
el lobo (Oh ez al., 2008) o el borrego cimarrén (Wi-
lliams ez al., 2006). En las especies domésticas puede
utilizar para clonar animales genéticamente superio-
res, rescatar razas con poblaciones escasas (Jang ez al.,
2009) y mascotas (Vanderwall ez 4/., 2006; Oh ez al.,
2011).

Las técnicas de ADN recombinante y transgé-
nesis permiten introducir genes fordneos al genoma
del organismo, y resulta en la expresién de caracteres
deseados como resistencia a enfermedades, sintesis
de productos farmacéuticos o la sobreexpresién de
genes que modifiquen positivamente la produccién
(mejor conversién alimenticia, rdpido crecimien-
to, produccién de proteinas especificas en la leche)
(Ahmed y Khosa, 2010).

La utilizacién de las CTM en las técnicas de
transferencia nuclear, aprovechando sus caracteris-
ticas de proliferacién y su estado indiferenciado,
permitirfa obtener una gran cantidad de células do-
nadoras de ntcleo para transferencia; mientras que
su uso en técnicas de ADN recombinante y transgé-
nesis permitiria emplearlo en técnicas de transferen-
cia nuclear para generar animales transgénicos. Por
ejemplo, pollos transgénicos que expresan proteina
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et al., 2006). This technique can be used to preserve
endangered species such as the wolf (Oh er al,
2008) or mountain sheep (Williams ez 4/., 2006). In
domestic species, it can be used to clone genetically
superior animals or to rescue breeds with small
populations (Jang ez a/., 2009) and pets (Vanderwall
et al., 2006; Oh ez al., 2011).

Recombinant DNA technology and transgenesis
allow to introduce foreign genes into the genome
of an organism, resulting in expression of desired
traits such as resistance to disease, synthesis of
pharmaceutical products or over-expression of
genes that modify production positively (better
feed conversion, fast growth, production of specific
proteins in milk) (Ahmed and Khosa, 2010).

The use of MSC in nuclear transfer techniques,
taking advantage of their
proliferation and their undifferentiated state, would
allow to obtain a large number of nucleus donor cells
for transfer, while their use in DNA recombinant

characteristics of

techniques and transgenesis would allow to employ
it in techniques of nuclear transference in order
to generate transgenic animals. An example is
transgenic broilers that express Green Fluorescent
Protein (eGFP) obtained from crossing parents
that received, directly in the testicles, bone marrow
MSC transfected with eGFP that differentiated into
germinal cells capable of producing spermatozoa.
Later, with semen obtained from these animals,
normal hens were artificially inseminated; from
this cross, three eGFP chicks of a total of 309 were
obtained from four roosters with eGFP semen (Heo
et al., 2011). Even though production efficiency of
this type of animals is low, the means to produce
them are now available. Improvement of the
necessary techniques (using MSC as donor cells) in
the near future will allow their use for the generation
of animals with desirable characteristics.

In vitro meat production

In vitro meat production has been proposed as an
alternative to reduce risks and costs of industrial
meat production: spread of diseases, environmental
pollution, human competition for food and
production efficiency, as well as to improve animal
well-being (Langelaan ez 4/, 2010). The development
of this technology will allow the production of meat
designed with a specific composition for the needs
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verde fluorescente (Green Fluorescent Protein,
eGFP) a partir de la cruza de padres a los que se
transplantaron directamente a los testiculos CTM
de MO transfectadas con eGFP y que se diferencia-
ron a células germinales capaces de producir esper-
matozoides. Después, con semen obtenido de estos
animales se inseminé artificialmente a gallinas nor-
males y de estas cruzas se obtuvieron tres aves eGFD,
de un total de 309, a partir de cuatro machos con
semen eGFP (Heo ez al., 2011). La eficiencia para
producir este tipo de animales es baja, pero ya hay
medios para generarlos. El perfeccionamiento de
las técnicas necesarias (uso de CTM como células
donadoras), permitird en un futuro cercano su uso
para generar animales con caracteristicas deseables.

Produccién de carne 7 vitro

La produccién de carne in vitro se ha propuesto
como una alternativa para reducir los riesgos y costos
de la produccién industrial de carne: bienestar ani-
mal, diseminacién de enfermedades, contaminacién
ambiental, competencia por alimentos con el hom-
bre y eficiencia de la produccién (Langelaan ez al.,
2010). El desarrollo de esta tecnologia permitird la
produccién de carne disefiada con una composicién
especifica para las necesidades y preferencias del con-
sumidor (mediante tecnologia de ADN recombinan-
te y transgénesis), disminuir el nimero de animales,
el tiempo de produccién y el riesgo de enfermedades
de origen alimentario; ademds, producir esta carne en
espacios menores a los utilizados por la produccién
industrial de animales (Bhat y Fayaz, 2011). Pero atin
estan en desarrollo los métodos y tecnologias necesa-
rios para su implantacién, como obtener células ade-
cuadas para el cultivo continuo y la estandarizacién
de las condiciones ambientales para el crecimiento y
diferenciacién de las células utilizadas (Mironov et
al., 2009; Langelaan ez 4l., 2010).

El modelo ideal para esta tecnologia son las células
troncales embrionarias (CTE); sin embargo, las tini-
cas lineas celulares de este tipo provienen de roedores
y primates. En el caso de animales para produccién
de carne no hay lineas celulares bien establecidas (Te-
lugu ez al., 2010). No obstante, Brevini ez a/l. (2010)
reportan la obtencién de lineas de CTE en cerdos.
Ademis, el uso de células troncales pluripotenciales
inducidas (Induced Pluripotent Stem Cells, iPSC) es

otra alternativa, pero la generacién de estas células

and preferences of the consumer (using recombinant
DNA and transgenetic technologies), reduce the
number of animals, production time and risk of
disease from food, and this can be done in spaces
smaller than those now used for industrial animal
production (Bhat and Fayaz, 2011). But the methods
and technologies required for implementation are
still in process of development, such as to obtain
cells suitable for continuous culture is needed, as well
as standardization of environmental conditions for
growth and differentiation of the cells used (Mironov
et al., 2009; Langelaan ez al., 2010).

The ideal model for this technology is embryonic
stem cells (ESC); however, the only available cell lines
of this type are those from rodents and primates. In
the case of animals for meat production, there are
no well-established cell lines (Telugu ez a/., 2010).
Nevertheless, Brevini ez /. (2010) report obtaining
ESC lines from pigs. Furthermore, the use of induced
pluripotent stem cells (iPSC) is another alternative,
but the generation of these cells from somatic cells
requires the transfection of the transcription factors
Oct4, Sox-2 and those factors related to tumors Klf4
and c-Myc (Takahashi, 2006) to recover pluripotency.
Transfection with these factors is done one at a time,
and thus the technique is risky and slow. Because of
this, for studies in this new technology, satellite cells
from muscle tissue are used; these have the drawback
of areduced number of cell duplications (Langelaan ez
al., 2010). In this case, the use of bone marrow MSC
offers an interesting alternative in the continuing
development of this technology since they have a
greater capacity for duplication than satellite cells
now used and a greater capacity for differentiation
into several cell lineages.

CONCLUSIONS

Use and application of MSC is important in
animal production and veterinary medicine due to
their undifferentiated state, their high proliferative
capacity and their capacity to differentiate into diverse
cell lineages. In cell therapy, they can be used in the
treatment of lesions to the locomotor system, kidney
failure, myocardial infarction or lesions to the spinal
cord. Moreover, they are a useful model for research
into the mechanisms that control differentiation and
metabolism of muscle and adipose tissue, as well
as in the development and study of new drugs or
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desde células somdticas requiere la transfeccién de los
factores de transcripciéon Oct4, Sox-2 y de los facto-
res relacionados a tumores Klf4 y c-Myc (Takahashi,
2000) para recuperar la pluripotencialidad. La trans-
feccién con estos factores se realiza uno a la vez, por
lo cual la técnica es riesgosa y lenta. Por ello, para
los estudios de esta nueva tecnologia se usan células
satélite provenientes del tejido muscular, cuya des-
ventaja es un nimero reducido de duplicaciones ce-
lulares (Langelaan ez al., 2010). En este caso, el uso
de CTM de MO ofrece una alternativa interesante
para continuar el desarrollo de esta tecnologfa, por-
que posee una mayor capacidad de duplicacién que
las células satélite usadas ahora, asi como la capacidad
de diferenciacién para dar origen a diferentes linajes
celulares.

CONCLUSIONES

El uso y aplicacién de las CTM es importante en
produccién animal y medicina veterinaria debido a
su estado indiferenciado, alta capacidad proliferati-
va y capacidad de diferenciacién a diferentes linajes
celulares. En la terapia celular se pueden usar en el
tratamiento de lesiones del aparato locomotor, insu-
ficiencia renal, infarto de miocardio o lesiones de la
médula espinal. Asimismo son un modelo util para
investigar los mecanismos que controlan la diferen-
ciacién y el metabolismo de los tejidos muscular
y adiposo, asi como en el desarrollo y estudio de
nuevos firmacos o sustancias naturales. En técnicas
de reproduccién y transgénesis permitird obtener
de una muestra una gran cantidad de células para
transferencia nuclear, clonacién y generacién de
animales transgénicos.

En la produccién de carne in vitro el uso de las
CTM de MO es una de las mejores opciones debi-
do a sus caracteristicas de proliferacién y multipo-
tencialidad en comparacién con las células satélite.
Estas células estdn limitadas por su baja capacidad
de proliferacién, lo cual obliga a un aporte cons-
tante y en mayor frecuencia de nuevas células aisla-
das para sustituir a las células que han detenido su
proliferacién.
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