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| RESUMEN

El tejido adiposo ha sido descrito como fuentes de
células madre adultas en rumiantes, en particular el ais-
lamiento de células estromales mesenquimales multipo-
tentes en bovinos, del inglés mesenchymal stromal/stem
cells (MSC). Sin embargo, a nivel nacional no existen
antecedentes reportados de su aislamiento y caracteri-
zacion, es de suma importancia su exploracion a nivel
local para el desarrollo biotecnoldgico tanto terapéutico
como de produccion de “carnes cultivadas”. El objetivo
del trabajo fue aislar y caracterizar a las MSC bovinas
derivadas de tejido adiposo. Para ello, se aislaron MSC
de grasa tomada post- morten de 10 animales. Se reali-
26 el aislamiento mediante digestion enzimatica y cultivo
en condiciones estandar. Para comprobar su multipoten-
cialidad in vitro se realizd la induccion a los linajes adi-
pogénico, condrogénico y osteogénico. Los resultados
obtenidos fueron el aislamiento de MSC presentando
una morfologia del tipo fusiforme, adherencia al plasti-
co, capacidad clonogénica y crecimiento en monocapa
en condiciones de cultivo. Asimismo, presentaron multi-
potencialidad in vitro mostrando la capacidad de tridife-
renciacion a los tres linajes inducidos. En conclusién, fue
posible el aislamiento, expansién y mantenimiento del
cultivo de MSC bovinas con multipotencialidad in vitro.
Como perspectiva, este trabajo abre la posibilidad de pro-
fundizar trabajos nacionales de investigacion en diferen-
tes aplicaciones biotecnoldgicas.

| summarY

Adipose tissue has been described as a source of
adult stem cells in ruminants, particularly the isolation
of bovine multipotent mesenchymal stromal/stem cells
(bMSCs). However, at the national level there are no re-
ported antecedents of its isolation and characterization,
its exploration at the local level is of the utmost importan-
ce for the biotechnological development, both therapeutic
and for the production of “cultured meats”. The aim of the
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work was to isolate and characterize bMSCs derived from
adipose tissue. To do this, MSCs were isolated from fat
taken post-mortem from 10 animals. Isolation was perfor-
med by enzymatic digestion and culture under standard
conditions. In order to verify its in vitro multipotency, in-
duction of the adipogenic, chondrogenic and osteogenic
lineages was performed. The results obtained were the
isolation of bMSCs presenting a spindle-type morphology,
adherence to plastic, clonogenic capacity and monolayer
growth under culture conditions. Likewise, they presented
in vitro multipotency showing the capacity of differentia-
tion to the trilineage induced. In

conclusion, it was possible to isolate, expand and
maintain the culture of bMSCs with in vitro multipotency.
As a perspective, this work opens the possibility of deepe-
ning national research work in different biotechnological
applications.

| INTRODUCCION

En la actualidad existe un gran interés por el estudio
de las células madre adultas provenientes de bovinos, en
especial en las células estromales mesenquimales, del
inglés mesenchymal stromal/stem cells (MSC). Este inte-
rés se debe a que poseen propiedades como la multipo-
tencialidad in vitro, permitiéndoles diferenciarse en tejido
adulto derivados del mesodermo como tejido adiposo,
cartilaginoso y 6seo (Sampaio et al., 2015; Yaneselli et
al., 2018; Y. Zhao et al., 2012). Asimismo, poseen ca-
pacidad de inmunomodulacion en el receptor de terapia
celular y también poder antimicrobiano (Cahuascanco et
al., 2019). Estas caracteristicas han impulsado nuevos
estudios explorando su uso terapéutico en mastitis, en
condiciones experimentales se vio una reduccion en el
recuento bacteriano en leche en animales tratados con
MSC en comparacion a los no tratados (Peralta et al.,
2020). Por otra parte, debido a la capacidad de diferen-
ciarse en el linaje miogénico, células capaces de formar
musculo, existen estudios que exploran el potencial de
producir “carnes cultivadas” partiendo de células madre
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aisladas en el laboratorio, con el propésito de que sean
utilizadas para el consumo humano (Skrivergaard et al.,
2021).

| MATERIALES Y METODOS

Fueron aisladas MSC derivadas de tejido adiposo pro-
venientes de 10 bovinos (Bos taurus), 2 meses de edad,
cruza de raza Holstein. El tejido adiposo de la regién ab-
dominal fue tomado post-mortem de la carcasa. Fueron
recolecatados entre 8-10 gramos del tejido con pinza es-
téril y conservados en medio de transporte refrigerado.
La eutanasia de los animales conto con la aprobacion de
la comisién de bioética correspondiente a la identificacion
CEUA-FVET n°685. Las muestras fueron cortadas en tro-
zos pequefios y posteriormente sometidas a una diges-
tion enzimatica con colagenasa tipo | durante 40 minutos.
Luego de la digestion, se centrifugd a 600 g durante 10
minutos Y retiro el sobrenadante. Entonces, el pellet re-
sultante fue resuspendido en medio de crecimiento com-
puesto por Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
20% de suero fetal bovino, 2% de antibiético, incubado a
37°C con 5% CO2. Cada 3-4 dias fue cambiado el medio
de crecimiento hasta que las células alcanzaban el 80%
de confluencia era levantadas y criopreservadas. Asimis-
mo, se comprobd su capacidad clonogénica a través de
la prueba de unidades formadoras de colonias fibroblas-
ticas y multipotencialidad en los linajes éseo, adiposo
y cartilaginoso. Todos los protocolos utilizados fueron
adaptados de lo descrito por Yaneselli y col. (2018).

| RESULTADOS Y DISCUSION

Se consiguié el aislamiento y expansidn in vitro de las
MSC bovinas provenientes de tejido adiposo. Las mis-
mas presentaron morfologia fibroblastica, adherencia al
plastico y capacidad de formar colonias fibroblasticas
(Fig 1). Existen diferentes publicaciones que coinciden
en las caracteristicas de estas células aisladas de tejido
adiposo (Lu, Xiong, et al., 2014), y otras fuentes como
médula ésea (Lu, Huang, et al., 2014). Por otra parte,
en este caso fue posible el aislamiento celular a pesar
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Figura 1. Cultivo de células estromales mesenquimales (MSC) bovinas. A)
Imagen microscdpica de MSC cultivadas en botella de cultivo (10x) tefiidas
con Giemsa. B) Imagen macroscépica de colonias formadas por las MSC
en placa de cultivo y tefiidas con Giemsa.
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de que fueron extraidas post-mortem, coincidiendo con lo
descrito por otros autores que también toman muestras
de animales muertos (Y. Zhao et al., 2012), lo que signifi-
ca una gran ventaja ya que a partir de la faena industrial
para la produccion de carne vacuna se puede obtener
una gran cantidad de muestras aprovechan la cadena
productiva y evitar el uso de donantes vivos.

Se pudo comprobar su multipotencialidad in vitro de-
tectando la diferenciacion en linaje adiposo, cartilagino-
sos y 6seo (Fig 2). Esta comprobacion de tridiferenciacion
esta alineada con las recomendaciones internacionales
sobre los minimos criterios que se deben determinar para
comprobar que las células aisladas son MSC multipoten-
tes (Dominici et al., 2006). Ademas, diversos estudios
comprueban la capacidad de tridiferenciacion al igual que
nuestro trabajo en MSC bovinas (X. X. Zhao et al., 2018;
Y. Zhao et al., 2012).

| concLusiones

Se puede concluir que fue posible el aislamiento y
caracterizacion inicial de las MSC bovinas provenientes
de tejido adiposo. Asimismo, la extraccion post- mortem
permite obtener células viables y su posterior subcultivo
in vitro. Las MSC aisladas presentaron caracteristicas de
células multipotentes con su comprobacion in vitro a tra-
vés de la tridiferenciacion a linaje adiposo, cartilaginoso y
6seo. Las perspectivas de este incipiente trabajo a nivel
nacional permiten contar con MSC bovinas caracteriza-
das que podrian ser usadas para explorar su potencial
terapéutico e industrial.
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Figura 2. Prueba de multipotencialidad in vitro de las de células estromales
mesenquimales (MSC) bovinas. A) Imagen de MSC inducidas al linaje
adipogénica (40x) donde se visualizan vesiculas lipidicas intracelulares
tefiidas con Qil Red. B) Imagen de induccién condrogénica (4x) donde se
visualiza depésito de matriz cartilaginosa con afinidad al colorante Alcian
Blue. C) Imagen de induccidn ostegénica (4x) donde se visualiza de colo-
racion rojiza de Alizarin Red debido a la afinidad por el depésito de matriz
mineralizada.
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