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RESUMEN. En nuestro pais existen diversas especies de mamiferos
de interés ecoldgico que ostentan alguna categoria de riesgo o peligro
de extincién. Con la finalidad de resguardar la informacion genética de
estas especies se han desarrollado técnicas de conservacion ex situ, las
cuales son componentes fundamentales de programas de conservacion
global que contemplan operaciones de almacenamiento del genoma.
El almacenamiento se lleva a cabo mediante las colecciones de células
y tejidos incorporados a bancos de germoplasma, que son una alterna-
tiva eficaz y proxima para hacerle frente al panorama critico que sufre
la fauna silvestre amenazada. En el presente trabajo se derivaron por
vez primera en México, células epiteliales (queratinocitos) y de tejido
conectivo (fibroblastos) a los 28 dias de cultivo, a partir de piel de Ovis
canadensis mexicana post-congelacion de 54 dias, para la formacion
de bancos de germoplasma.

Palabras clave: banco de germoplasma, células epiteliales, borrego
cimarrén.

INTRODUCCION

De acuerdo con la Lista Roja de Especies Amenazadas de
la Unio6n Internacional para la Conservacion de la Natu-
raleza (IUCN), han desaparecido 797 especies de fauna
silvestre, 3801 estan en franco peligro de extincion, 5566
estdn amenazadas de extincion y 9898 estan en estatus
de vulnerable (IUCN 2011). México ocupa el quinto lu-
gar entre los diecisiete paises con mayor megadiversidad
del mundo, al contar con 108,519 especies descritas, las
cuales representan el 10% de la biodiversidad mundial
(CONABIO-CONANP 2010). Es primer lugar en repti-
les, segundo lugar en mamiferos, tercer lugar en anfibios
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ABSTRACT. Several mammal species of ecological interest in our
country boast some category of risk or danger of extinction. With the
purpose of guarding the genetic information of these species, research-
ers have developed techniques of ex situ conservation, which are key
components of global conservation programs that contribute for the
storage of the genome. This storage is carried out through the collec-
tion of cells and tissues embedded in germplasm banks, which are the
most efficient solution to the critical panorama of the threatened wild
fauna. In the present work, for the very first time in Mexico, epithelial
(keratinocytes) and connective tissue (fibroblasts) cells were derived
in culture on day 28, from Ovis canadensis mexicana after 54 days
thawed skin tissue, to create a germplasm bank.

Key words: germplasm bank, epithelial cells, bighorn sheep.

y cuarto lugar en flora. Desafortunadamente, de esta di-
versidad de especies de fauna silvestre, un gran ndmero
ostenta alguna categoria de riesgo o peligro, por lo que
11,000 especies de mamiferos silvestres han sido res-
guardadas bajo proteccion especial por la Norma Oficial
Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2010). Entre estas
especies, al borrego cimarrén (Ovis canadensis) la Con-
vencién sobre Comercio Internacional de Especies Ame-
nazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES), lo coloca
como especie sujeta a proteccion especial y la IUCN co-
mo de preocupacion menor, debido a la destacada reduc-
cioén de sus poblaciones.
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El borrego cimarrén es una especie emblematica de
nuestro pais, originario de Eurasia que lleg6 al continente
americano en el pleistoceno, a través de grandes corre-
dores bioldgicos por la glaciacion (Instituto Nacional de
Ecologia Direccion General de Vida Silvestre SEMAR-
NAT 2000). De las siete subespecies originales de cima-
rrdn, tres se distribuyen en México: borrego cimarron
mexicano (O. c. mexicana) al Noroeste de Sonora e Isla
Tiburdn en el Mar de Cortés; borrego peninsular (O. c.
cremnobates) en los dos tercios hacia el norte de Baja Ca-
lifornia; y el borrego cimarron weemsi (O. c. weemsi) en
el tercio surefio de Baja California Sur; mientras que en
Chihuahua y Coahuila Gnicamente se encuentra en cria-
deros (SEMARNAT 2003; The IUCN Red List of Threa-
thened Species 2011.2). Se tiene el dato de que en Sonora
el censo era de 575 cimarrones (machos y hembras) para
el afio 2011, distribuidos en 13 sierras de 6 municipios
(Gonzalez et al. 2011).

Debido a las actividades antropogénicas y a la explo-
tacion indiscriminada de los recursos naturales naciona-
les, se han generado cambios drésticos y alarmantes en las
condiciones del habitat de las especies de fauna silvestre,
originando con ello un desplazamiento y disminucion de
sus poblaciones. Dentro de los factores de vulnerabilidad,
encontramos la caceria, la cual ha llegado a considerar al
borrego cimarrén un trofeo “altamente selecto”, debido a
su llamativa cornamenta. Esta actividad se desarrolla de
manera legal e ilegal, en cuanto a la legal, los cazadores
que se apegan a la normatividad oficial pueden llegar a
pagar por un permiso desde 35,000 hasta 300,000 délares.
(Smith & Krausman 1988), mientras que los cazadores
furtivos pueden representar un mayor riesgo a la especie a
causa de su incontrolada actividad.

Debido a la importancia en el equilibrio ecolégico
que el borrego cimarrén tiene, su situacion actual obliga
a crear estrategias que disminuyan el riesgo de extincion.
Ademas, la conservacion de esta especie en el pais, debe
resultar en beneficios sociales y econémicos derivados
de su uso sustentable, coadyuvando en su conservacion
(Instituto Nacional de Ecologia, Secretaria de Medio Am-
biente y Recursos Naturales-SEMARNAT 2007). Sin
embargo, hasta el momento la investigacion generada
en cuanto a esta especie estriba principalmente en estu-
dios poblacionales, anatémicos y sanitarios (Besser et al.
2013; Smith et al. 2014).

En lo concerniente a la reproduccion del borrego ci-
marron, los avances cientificos han sido solo a nivel de
seguimiento del ciclo estral y gestacion, mediante técnicas
no invasivas de determinacion de hormonas esteroideas
en heces y en estudios de conducta sexual en cautiverio
(Soto 2006). Estudios méas avanzados efectuados en Italia
permitieron reproducir a otra especie de borrego silvestre:

el muflon (Ovis orientalis musimon) mediante la clona-
cioén por transferencia nuclear y en Estados Unidos se hi-
cieron intentos para reproducir Ovis argali con la misma
biotecnologia (Loi et al. 2001; Williams et al. 2006).

En México, no existen datos concretos sobre la apli-
cacion de las biotecnologias reproductivas, ni la creacion
de bancos de germoplasma que ofrezcan alternativas de
reproduccion y conservacion de esta especie silvestre
(Ovis canadensis mexicana), solo se ha documentado la
intencion de asistir la reproduccion del borrego cimarron
de Sonora (UNAM 2009).

Con la finalidad de resguardar la informacién gené-
tica de estas especies, se han desarrollado técnicas de
conservacion ex situ, las cuales son componentes funda-
mentales de programas de conservacion global que con-
templan operaciones de almacenamiento del genoma. El
almacenamiento se lleva a cabo mediante las colecciones
de células y tejidos incorporados a los bancos de germo-
plasma (Irondo-Alegria 2001). Actualmente estos bancos
son una alternativa méas, para hacer frente al panorama
critico que sufre la fauna silvestre amenazada. Sin embar-
go, para llevar a cabo reproduccién animal asistida me-
diante técnicas de transferencia nuclear o para la creacion
de bibliotecas gendmicas, es necesario entender y aplicar
adecuadamente las técnicas de conservacion de material
bioldgico (Avila-Portillo et al. 2006; Ledn-Quinto et al.
2011). Una de estas técnicas es la criopreservacion en la
cual se almacenan células germinales, sométicas o teji-
dos, en crioprotectores a bajas temperaturas, permitiendo
gue a la descongelacion, se logren restablecer sus condi-
ciones fisiol6gicas normales con una considerable tasa de
viabilidad (Vésquez et al. 2011).

Para tejidos y células sométicas, se utilizan agentes
protectores que se clasifican, de acuerdo a la permeabili-
dad celular, como penetrantes y no penetrantes. Entre los
penetrantes se encuentra uno de los crioprotectores mas
utilizado, el DimetilSulfoxido (CH,SOCH,) o DMSO
(Fernandez et al. 2009), el cual, si es utilizado a concen-
traciones adecuadas, permite conservar tejidos y celulas
congeladas (Le6n-Quinto et al. 2011).

Los bancos de tejidos y células somaticas estan ligados
a las condiciones de su cultivo, siendo éste un factor de
éxito en el desarrollo de colonias celulares. Otro factor de
éxito es el sistema utilizado de deriva celular a partir de
tejidos, como es el sistema mecéanico que utiliza explantes
(Han et al. 2003) o la disgregacion enzimatica mediante
el uso de colagenasa tipo I o tipo Il, o una combinacion
de ambas (Mauger et al. 2006). También es determinante
la adicion a los medios de cultivo, de factores mitéticos y
de crecimiento celular como el EGF (Epidermal Growth
Factor) y el FGF (Fibroblast Growth Factor) (Bhora et
al. 1995). En el caso del EGF, se sabe que actia como
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mitégeno, retrasa la senescencia de los queratinocitos y
favorece su migracion en cultivos (Mujaj et al. 2010).

Finalmente, la adicion de sueros en los medios de cul-
tivo de células somaticas también influye. Por ejemplo,
en el caso de las células epidérmicas de humano derivadas
en cultivos primarios para su uso en la reposicion de teji-
dos dafados, se sabe que se corren riesgos con el uso de
SFB (Suero Fetal Bovino) o FCS (Fetal Calf Serum) co-
mo suplemento, ya que conlleva a la formulacién de me-
dios con componentes indefinidos, que pueden contener
agentes infecciosos causales de zoonosis (priones, agen-
tes virales) o causar reacciones alérgicas en los pacientes
por las proteinas de origen animal presentes (Morimoto
et al. 2011). Por lo que algunos autores optan por excluir
su uso en los sistemas de cultivo, con buenos resultados
si los medios de cultivo incluyen factores de crecimiento
como el EGF y el IGF-I (Insulin Like Growth Factor-I)
(Muijaj et al. 2010).

Por ello es importante considerar los medios de culti-
vo, suplementos de los mismos y las condiciones del ma-
nejo de las células que serén incluidas en los bancos de
germoplasma.

La formacion de bancos de germoplasma de células
somaticas en especies silvestres, requiere de la colecta de
tejidos de animales vivos, generalmente en cautiverio, de
los que solo pueden obtenerse tejidos de muy pequefias
dimensiones, generalmente piel, para evitar dafarlos. Las
células somaéticas podran entonces ser utilizadas en la
produccién de embriones por transferencia nuclear, que
utiliza fibroblastos derivados de diversos tejidos como la
piel y las células de la granulosa, entre otras (Folch et al.
2009; Ledn-Quinto et al. 2011; Kurd et al. 2013; Liu et
al. 2013).

El objetivo del presente trabajo fue derivar, por vez
primera en México, células epiteliales y de tejido conecti-
VO a partir de piel de borrego cimarrén (Ovis canadensis
mexicana) post-congelacion, para establecer lineas celu-
lares donadoras de informacion genética que podran ser
utilizadas en la produccion de embriones por transferencia
nuclear y en la formacion de bancos de germoplasma.

MATERIALES Y METODOS

Una biopsia de piel (1 cm?®) fue obtenida de un ejemplar
vivo de borrego cimarrén (Ovis canadensis mexicana)
macho adulto del Zooldgico de Chapultepec pertenecien-
te a la Direccion General de Zoologicos y Vida Silves-
tre (DGZVYS), de la Secretaria del Medio Ambiente en el
Distrito Federal, México. La biopsia fue transportada al
laboratorio durante 1 hora en PBS (Phosphated Buffered
Saline) suplementado (2% de Antibac-Antifun que con-
tiene 10,000 unidades de Penicilina, 10 mg de Sulfato de
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Estreptomicina y 25 pg de Anfotericina B por mL) den-
tro de un termo con hielo. A su llegada al laboratorio,
el tejido de piel se desinfectd con cloro al 1% y se lavo
4 veces en PBS. El tejido se dividio en tres fragmentos
iguales de aproximadamente 0.30 cm® cada uno. Siguien-
do la metodologia de Amores et al. (2014) con algunas
modificaciones, uno de los fragmentos se coloc6 en un
criotubo que contenia 1.5 mL de medio de congelacion de
celulas a base de dimetilsulféxido (DMSO 7%, SFB 15%
en Medio Minimo Esencial o DMEM, In Vitro, S.A.). El
criotubo fue enfriado a 4 °C durante 1 hora y se congeld
24 h a =20 °C antes de ser almacenado por 54 dias a -80
°C. Posteriormente a este periodo, el tejido fue desconge-
lado a 37 °C por 10 min, se lavé en PBS suplementado y
se disgregd durante 3 h enzimaticamente utilizando 0.2%
Colagenasa tipos I y 11 (Collins et al., 2011). El tejido no
digerido se sembrd como explante en DMEM suplemen-
tado (88% DMEM, 10% SFB, 2% Antifun-Antibac, pH
7)a37°C, 5% de CO, y 60% de humedad relativa. A los 3
dias fue transferido a una caja nueva con medio de cultivo
adicionado con 1ug/mL de EGF. A los 14 dias de cultivo
se efectud el primer pasaje celular tripsinizando las células
(tripsina-verseno 0.05%/0.05%); la mitad de la poblacion
celular se criopreservo y la otra mitad se resembré para
efectuar los pasajes celulares subsecuentes. Se realizaron
un total de 5 pasajes celulares, de los cuales todas las cé-
lulas derivadas de cada pasaje se criopreservaron en 1.5
mL de medio de congelacion de células a base de DMSO
(In Vitro, S.A.), a —80 °C por un afio y 3 meses.

Se elaboré una gréfica (Fig. 3) con los datos de la po-
blacién celular obtenida expresada como porcentaje de
confluencia durante los dias que correspondieron, desde
la descongelacion del fragmento de tejido y siembra de
las células de Ovis canadensis mexicana (Dia 0), hasta los
diferentes pasajes celulares (1° al 5°) efectuados.

La técnica de inmunofluorescencia se realiz6 siguien-
do el método de Antonio-Rubio et al. (2013) con las si-
guientes modificaciones; las células se cultivaron sobre
cubreobjetos tratados con poly L-lisina incubados en ca-
jas de petri estériles con medio de cultivo en condiciones
estandar de temperatura (38 °C), en una atmosfera de 5%
CO, y humedad relativa. Después de 7 dias de cultivo, se
retir6 el medio de cultivo e inmediatamente después se
lavé con 1 mL de PBS 1X (DPBS Gibco 10X, pH 7.1)
durante 5 min a temperatura ambiente, teniendo precau-
cién de mantener himeda la muestra. Las células se fija-
ron con paraformaldehido (Sigma Aldrich) al 4% en PBS
1X, seguido de 3 lavados con PBS 1X de 5 min cada uno.
Las cajas fueron transportadas con 1mL de PBS en una
hielera, hasta el laboratorio.

Mediante succién por vacio, se retird el PBS de las
cajas y se coloco Triton X-100 (Sigma Aldrich) por 2 min
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para permeabilizar las membranas celulares, permitiendo
asi que los anticuerpos penetraran de manera adecuada y
almacenaran los antigenos correspondientes. Se hizo un
lavado de 5 min con PBS 1X para eliminar el detergen-
te, y las células se incubaron durante 2 h con albumina
(Sigma Aldrich) al 1% en PBS, con el fin de evitar la
presencia del antigeno en lugares distintos a aquel en que
se quiere detectar. Posteriormente, las células control po-
sitivo se incubaron a 4 °C durante toda la noche con el
anticuerpo primario anti-Citokeratinal4 conejo (Abcam-
ab15461) (dilucién 1:250 en PBS 1X suplementado con
albumina al 1%); el control negativo se almaceno de la
misma manera, sin embargo, no se le agreg6 el anticuerpo
primario para identificar la especificidad de la marca. Al
dia siguiente, las muestras se lavaron 4 veces con PBS 1X
y se bloqued con albumina al 1% durante 15 min, después
se retird la albumina, se colocé el anticuerpo secundario
Cy3 anti-conejo, dejando reposar en oscuridad durante 1
h a temperatura ambiente. Finalmente, las cajas se lavaron
4 veces con PBS 1X. Los cubreobjetos tratados con poly
L-lisina se montaron sobre portaobjetos (Superfrost-plus,
Electron Microscopy Sciences) en medio acuoso (Fluo-
rescence Mounting Medium Dako®) y se guardaron a 4
°C hasta secarse, esto para ser visualizados en microsco-
pio de fluorescencia (Olympus BX41). El anticuerpo Cy3
fue excitado usando un laser de 494 nm.

RESULTADOS

Con la muestra colectada, se obtuvieron los primeros fi-
broblastos de Ovis canadensis mexicana, que se deriva-
ron a los 3 dias de cultivo, con una confluencia del 10%,
pero se dejé crecer su poblacion por 4 dias mas. A los 7
dias de cultivo, se realiz6 un cambio de medio en la caja
(caja 1), retirando el tejido de piel sobrenadante y resem-
brandolo como explante en una nueva caja (caja 2), en
la que siguieron derivandose fibroblastos hasta cumplir 7
dias méas de cultivo, momento en el cual alcanzaron una
confluencia del 30% y se les volvi6é a cambiar el medio
suplementado con EGF, pero la poblacion celular fue
muy baja en la caja 2 por lo que se descarto. En la caja 1
en cambio, la poblacion celular continu6 multiplicando-
se y alcanzo6 un 40% de confluencia al dia 14 de cultivo,
efectuando el primer pasaje celular, recuperando los fi-
broblastos por tripsinizacién y lavandolos por centrifuga-
cion en PBS. Una parte de la poblacion celular (300,000
células) fue criopreservada a =80 °C en DMSO, mientras
que la otra mitad fue resembrada en cajas nuevas. Para
aprovechar todas las células derivadas, durante el primer
pasaje celular, a las cajas tripsinizadas se les agregé mas
medio (3 mL) con la posibilidad de que si habia fibroblas-
tos adheridos a su base, proliferaran y continuaran con los

pasajes subsecuentes, como de hecho sucedié. Es asi que
los pasajes celulares se efectuaron por duplicado cada 7
dias haciendo un total de 5 pasajes y criopreservando una
parte de la poblacion celular obtenida de cada pasaje. El
2° pasaje se efectud a los 21 dias. Al dia 28 de cultivo
se efectud el 3er pasaje celular y se observé que ademas
de los fibroblastos (células de tejido conectivo) (Fig. 1)
se derivaron otros tipos celulares (células epiteliales-que-
ratinocitos) (Fig. 2) con una confluencia del 40%. EIl 4°
pasaje celular se efectud el dia 35 a una confluencia de
mas del 50% vy el dia 42 correspondi6 al 5° pasaje celular
que alcanz6 una confluencia de mas del 60%. Es decir que
los tipos celulares obtenidos en los pasajes 4° al 5°, alcan-
zaron una confluencia del 50-70% y se criopreservaron a
—80 °C por un afio y 3 meses (Fig. 3).

Originalmente, la identificacion de las células de Ovis
canadensis mexicana derivadas en este trabajo en los cul-
tivos primarios y en cada pasaje celular, se llevé a cabo
mediante la comparacion de las fotografias tomadas a las
células, con las de las células obtenidas por otros autores
consultados en la literatura (Calderén & Calderén 2002;
Concha et al. 2002).

Posteriormente, se enviaron las fotografias de las cé-
lulas de Ovis canadensis mexicana obtenidas en este tra-
bajo, a uno de los autores de la literatura consultada, el
Dr. Miguel Concha, Director de la Escuela de Graduados,
Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile,
quien nos dio su opinién sobre la identidad de las mismas,
sefialando que en efecto eran altamente compatibles con
queratinocitos epidérmicos, que era posible reconocer dos
0 tres areas con apariencia de perlas corneas correspon-
dientes a formaciones de queratinocitos en estado de di-
ferenciacion terminal y que las células de O. c. mexicana
eran analogas a las células que aparecen en el trabajo de
Calderon & Calderdn (2002) (Correo electrénico recibido
el 2 de marzo 2015).

Finalmente, el ensayo de inmunofluoresencia efectua-
do, revel6 que las células obtenidas correspondian a que-
ratinocitos epidérmicos (Fig. 4).

DISCUSION

La metodologia para la deriva celular a partir de tejido de
piel de Ovis canadensis mexicana, fue similar a la repor-
tada por Collins et al. (2011) quienes utilizaron colage-
nasa tipos | y Il, pero ademas utilizaron ADNasa | para
disgregar una muestra de piel de ratén adulto, obtenien-
do la deriva de fibroblastos y queratinocitos. En nuestro
trabajo, utilizando Unicamente colagenasa tipos I y I, se
logré la deriva y proliferacion de fibroblastos de piel de
borrego cimarr6n macho adulto.

El EGF y otros péptidos mitogénicos relacionados,
regulan el crecimiento y la diferenciacion celular en
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Figura 1. Dia 28 de cultivo. Antes de efectuar el tercer pasaje celular. Las flechas sefialan fibroblastos y
con asteriscos se delimita la presencia de una perla cornea (40X).

Figura 2. Dia 28 de cultivo. Antes de efectuar el tercer pasaje celular. La imagen muestra células
conglomeradas en forma de escama que corresponden a células epidérmicas en monocapa
(queratinocitos). El asterisco muestra una perla cornea (10X).
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Figura 3. Estimacion de la confluencia en cultivos de células de piel

de Ovis canadensis mexicana descongelada. Dia 0: Descongelacion y

siembra. Dia 3: Presencia de las primeras células (10% confluencia).
Dia 7: Primer cambio de medio (30% confluencia). Dia 14: Primer
pasaje celular (40% confluencia). Dia 21: Segundo pasaje celular.

Dia 28: Tercer pasaje celular: Se observan las primeras células
epiteliales (40% confluencia). Dia 35: Cuarto pasaje celular (>50%
confluencia). Dia 42: Quinto pasaje celular (>60% confluencia) y
criopreservacion de células a -80°C.

los tejidos que se regeneran en los procesos de repara-
cién y en el desarrollo de placenta y feto; uniéndose a su
receptor (EGFR) en la superficie celular, a través de la
transduccidn de sefiales en la membrana plasmatica y por
la activacion subsecuente de vias de sefalizacion en la
célula, asi como por la induccion de la expresion génica
temprana (Rijken et al. 1994; Yun et al. 2013). Kim et
al. (2014) demostraron que la presencia de EGF en los
cultivos celulares favorece la produccion de colagena | 'y
hialuronano por los fibroblastos, elementos que son ne-
cesarios para la produccion de la matriz extracelular y la
produccién de tejido epitelial. Por lo que en nuestro es-
tudio, la adicion de EGF pudo propiciar la diferenciaron
de células epiteliales.

Por otro lado, en este estudio fue posible derivar fibro-
blastos y células epiteliales (queratinocitos) en cultivos
primarios, a partir de piel de Ovis canadensis mexicana
que habia sido congelada por 54 dias a —80 °C.

Considerando que en México no es facil adquirir mues-
tras de piel de animales silvestres vivos, como el borrego
cimarron, un buen sistema de preservacion es indispensa-
ble para obtener el mayor provecho a la muestra. De ahi
gue nuestros resultados, en términos de haber obtenido
la deriva celular a partir de tejido de piel criopreservado
en DMSO, son similares a lo reportado por Wood et al.
(2014) quienes, utilizando diferentes crioprotectores en
tejidos para injertos de piel, obtuvieron buenos resultados
con el DMSO.

Debido a sus propiedades criopreservantes, el DMSO
se utiliza para minimizar el dafio celular durante la conge-
lacion, porque penetra a la célula y une las moléculas de
agua, bloquea el eflujo de agua previniendo la deshidra-

tacion, mantiene estable el pH intracelular y la concentra-
cion de sales, reduce el tamafo del hielo extracelular que
se forma durante el proceso y que dafia la matriz extrace-
lular y la membrana celular, evitando asi que se alteren
las propiedades de barrera de los tejidos porque previene
la formacion de cristales de hielo que afectan las propie-
dades mecanicas de los tejidos de piel utilizados como
injertos (Amores et al. 2014; Wood et al. 2014).

Por su parte, Wiedemann et al. (2012) pudieron ob-
tener células germinales viables (ovocitos) de leonas
(Panthera leo) en cautiverio, a partir de tejido ovarico
congelado en criomedio a base de etilenglicol y sacarosa,
y luego descongelado gradualmente (—140, —40, —8, —4,
1 °C), formando asi un banco de germoplasma.

La combinacion de las metodologias efectuadas en
este trabajo, como fueron la utilizacién de DMSO como
crioprotector, la congelacion gradual (4, —20 y —80 °C)
del tejido de piel de Ovis canadensis mexicana, la diges-
tion enzimatica (Colagenasas | y 1), la disgregacién me-
canica (explante) y la adicion de EGF a los medios de
cultivo celular, permitieron la deriva de fibroblastos de
piel de adulto. La digestion enzimatica y el uso de EGF,
favorecié ademas su diferenciacion en células epiteliales
(queratinocitos).

Se observo que las células derivadas de piel de O. ca-
nadensis mexicana adulto descongelada, alcanzaron ape-
nas el 40% de confluencia hacia el dia 14 de cultivo, a
diferencia de lo observado en células derivadas de piel
fresca de ovino doméstico (Ovis aries) joven y células de-
rivadas de pulmdn fresco de ovino doméstico adulto, las
cuales a los 7 dias del cultivo inicial alcanzaron una con-
fluencia de mas del 90% y continuaron proliferando hasta
el 9° pasaje, momento a partir del cual, la confluencia fue
en decremento (Datos no publicados).

Si bien en este trabajo se obtuvieron células de borre-
go silvestre adulto, mientras que en un trabajo previo se
obtuvieron células de borrego doméstico joven (Datos no
publicados), es poco probable que la baja confluencia ob-
servada en este trabajo (50 a 70%) en los Ultimos pasajes
celulares (4°y 5°), se debiera al factor edad, como lo de-
muestran los trabajos efectuados en humanos por Wen et
al. (2013), quienes no encontraron diferencias significa-
tivas en el indice mitotico, determinado por el nimero de
células en mitosis a un tiempo determinado, entre fibro-
blastos de vagina de mujer joven vs. adulta (20-25 células
por 16 h). Por lo que podria explicarse que el proceso de
congelacion-descongelacion de la piel de Ovis canaden-
sis mexicana llevado a cabo en este trabajo, influyera en
hacer mas lenta la proliferacién celular en los cultivos.
Estos resultados difieren de lo reportado por Liu et al,
(2011), quienes concluyeron que la congelacion de célu-
las de ovino Mongol en DMEM suplementado con 10%
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Figura 4. Dia 21 de cultivo. Antes de efectuar el segundo pasaje celular. Las imagenes muestran
una comparacion del analisis inmunohistoquimico. (A) Células en cultivo observadas en campo
claro. (B) Mismas células en cultivo observadas en microscopio de epifluorescencia, fluorescen
ante la presencia del anticuerpo secundario Cy3 excitado por laser de 494 nm. Las flechas muestran
la presencia de células epidérmicas en monocapa (queratinocitos) (40X).

DMSO y 50% SFB, tuvo poca influencia en la viabilidad
de los fibroblastos descongelados, aungue no especifican
el tiempo que permanecieron congeladas las células de
este ovino doméstico.

En este trabajo se describe por primera vez, la posibi-
lidad de formar un banco de germoplasma a partir de una
muestra de piel de O. canadensis mexicana que fue crio-
preservada durante 54 dias y de la cual se obtuvo la deriva
de fibroblastos y células epiteliales, una vez descongelada
la muestra.
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