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1. RESUMEN Gocy
El caballo de Przewalski o caballo salvaje mongol (Equus ferus przewalskii), es la Unica
especie salvaje de caballo que existe en la actualidad. Originario de Asia, es una
especie seriamente amenazada. En el Uruguay, existi6 un solo ejemplar de esta
especie, que murid6 en 2009 sin dejar descendencia. El objetivo de este trabajo fue
conservar tejidos y desarrollar cultivos primarios a partir de muestras tomadas del
ejemplar de caballo de Przewalski muerto. Se extrajeron muestras de piel, musculo
esquelético, musculo cardiaco y cartilago auricular del animal luego de quince horas
de su muerte, y se conservaron refrigeradas en buffer fosfato salino (PBS) con
antibiéticos hasta su procesamiento. Parte de las muestras fueron procesadas y
congeladas directamente, y parte fueron cultivados como explantos. Se utilizé el Medio
minimo esencial (MEM) suplementado con Suero Fetal Bovino y se siguieron
protocolos estandares para el desarrollo y la propagacién de los cultivos celulares. Se
obtuvieron monocapas de cultivos de fibroblastos a partir de muestras de piel, de
musculo esquelético y de cartilago auricular. No fue posible obtener cultivos a partir del
musculo cardiaco. Las células obtenidas fueron subsecuentemente propagadas, con un
bajo numero de pasajes para evitar alteraciones genéticas y fenotipicas, y luego
congeladas en nitrégeno liquido. Muestras de los tejidos y cultivos congelados fueron
posteriormente descongeladas para evaluar su viabilidad y crecimiento in vitro, y su
posible aplicaciéon para estudio de virus equinos. Se generd un banco de células del
caballo de Przewalski que existié en el Uruguay, que podran ser utilizadas en el futuro
con propositos de investigacion cientifica y de conservacién de la especie.



2. SUMMARY

The Przewalski’s horse or Mongolian wild horse (Equus przewalskii, Poljakov, 1881) is
presently the only species of wild horse in existence. Originally from Asia, it is classified
as in extremely high risk of extinction. There was a single specimen of this species in
Uruguay, which died in 2009 leaving no offspring. The aim of this work was the
preservation of tissues and the development of cell cultures from tissue samples
obtained from this Przewalski’s horse after its death. Biopsies of skin, skeletal muscle,
cardiac muscle, and ear cartilage were removed from the horse 15 hours after its death,
added to Phosphate Buffer Saline (PBS) with antibiotics and refrigerated until
processing. Some of the samples were frozen in liquid nitrogen and the other were
grown as explants. For the development and propagation of the cell cultures, Minimum
Essential Media (MEM) supplemented with bovine fetal serum (FCS) was used, and
culture was performed following standard procedures. Monolayers of fibroblasts were
obtained from skin, skeletal muscles and ear cartilage samples. It was not possible to
obtain cultures from the cardiac muscle samples. The cell cultures obtained, were
subsequently propagated with low passages, and frozen in liquid nitrogen, thus avoiding
genetic and phenotypic alterations. Then tissues and cell cultures were thawed to
ascertain their viability by checking its progressive growth in a flask, and their possible
use in studies with viruses affecting equines. A bank of tissues and cells from the single
Przewalskii's horse that existed in Uruguay was generated, and can be used for
scientific purposes and for the conservation of the species in the future.



3. INTRODUCCION

La conservacion de la biodiversidad es clave para mantener la vida en el planeta
(Wilson, 1992). EI rapido crecimiento demografico humano ha puesto grandes
presiones sobre los ecosistemas, destruyéndolos y desplazando a las otras especies
de sus habitats naturales. Como respuesta a esto, y para evitar la desaparicién de las
especies, surgio la necesidad de desarrollar estrategias de conservacion (Wildt y col., .
1997). De acuerdo con Soulé (1991), la estrategia con mayor impacto para la
conservacion, es la proteccion in situ dentro de los habitats naturales de las especies,
pero en la actualidad esta estrategia puede no ser practicable para algunos casos.
Luego se encuentra la proteccion de las especies fuera de sus habitats, o proteccion ex
situ. El desarrollo de programas de conservacion ex situ apropiados para especies en
peligro de extincion, deberia incluir conservacion a largo plazo de tejidos y células de
las especies (Tovar y col.,, 2008). La conservacién de gametos y embriones brinda
beneficios muy importantes en el manejo reproductivo de las poblaciones cautivas de
especies salvajes. La conservacion de células diploides viables es igualmente
importante, ya que entre otras aplicaciones, proporciona el material genético necesario
para la investigacién cientifica que sustenta la conservacion de las especies. En la
practica, es comun el uso de tejidos de piel para la generacién de lineas de células
somaticas para distintos aplicaciones, pudiéndose obtener directamente de tejidos
frescos o de biopsias congeladas (Tovar y col., 2008). Es sabido que el establecimiento
de cultivos celulares in vitro es costoso, susceptible a la contaminacién (Lincoln y
Gabridge, 1998), y proclive a la deriva genética y genotipica (Simione, 1992; Freshney,
2005).

El caballo de Przewalski o caballo salvaje mongol (Equus ferus przewalskii), originario
de Asia, es la unica especie de caballo salvaje que existe en la actualidad. Posee 66
cromosomas, por lo que difiere genéticamente del caballo doméstico (Equus caballus)
que tiene 64 (Benirschke y col., 1965; Myka y col., 2003); sin embargo su cruzamiento
produce descendencia fértil (Ahrens y Stranzinger, 2005).

Es una especie seriamente amenazada (IUCN, Red List, Equus ferus przewalskii). Fue
una especie extensamente extendida en Asia y particularmente en Mongolia,
extinguiéndose de la naturaleza en la década de 1960 (Van Dierendonck y Wallies De
Vries, 1996). La situacién de especie alcanz6 su estado mas critico en la década de
1950, en que quedaban unas pocas decenas de animales en cautiverio, y en esas
fechas empezaron los esfuerzos conservacionistas a escala mundial que salvaron al a
especie de la extincién definitiva.

En la actualidad existen en el mundo aproximadamente 2000 ejemplares de Equus
ferus przewalskii. A partir de la década de 1990, y luego de etapas de adaptacion en
condiciones semi salvajes en reservas, se han reintroducido exitosamente algunos
ejemplares en parques nacionales en Mongolia.

Uno de los principales problemas enfrentados en la recuperaciéon de la especie fue el
bajo numero de animales fundadores con los que se contaba para los programas de
reproduccion asistida, con la consiguiente escasez de variabilidad genética que esto
supone. La depresion endogamica o inbreeding, con sus consecuencias deletéreas
para la supervivencia de la especie, debieron ser manejadas con consideracién. Todos



los caballos de Przewalski que existen en la actualidad son descendientes de 13
individuos, el ultimo de los cuales fue capturado en Mongolia en el afio 1947 (Oakenfull
y Ryder, 1998; Bowling y col., 2003).

Parte de la importancia mundial de esta especie esta relacionada al éxito obtenido en
su recuperacién, que sirve como ejemplo y antecedente para programas actuales y
futuros con otras especies amenazadas.

En nuestro pais, en el Zoolégico Municipal de Villa Dolores (Montevideo - Uruguay),
existié un unico ejemplar de la especie desde el afo 1985, proveniente de Polonia. El
mismo estaba inscripto en el Studbook de la especie con el numero 1106, y bajo el
nombre de Warzsawa 18. En Mayo del 2009, el animal debié ser sacrificado, con 26
anos de edad, y sin haber dejado descendencia.

El objetivo de este trabajo fue la conservacion de tejidos y el desarrollo de cultivos
celulares primarios a partir de muestras tomadas de este ejemplar de caballo de
Przewalski, de forma tal que el material genético de este animal se conservara y
quedara disponible para su uso futuro en investigacién.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 EL CABALLO DE PRZEWALSKI

4.1.1 Taxonomia y nomenclatura

e Reino: Animal

e Phylum: Cordados

e Clase: Mamiferos

e Orden: Perisodactilos
e Familia: Equidae

¢ Género: Equus

e Especie: Equus ferus

e Subespecie: Equus ferus spp przewalskii

Nombre comunes: Caballo salvaje asiatico, caballo salvaje Mongol, Caballo de
Przewalski, Takhi.

La Familia Equidae comprende un unico género, el Equus, que alberga varias especies
de burros, cebras y caballos. En la actualidad solo existen dos especies de caballo: el
caballo doméstico Equus caballus (Linnaeus, 1758), y el caballo de Przewalski Equus
ferus przewalskii (Boyd y King, 2011). El nombre de Equus ferus (ferus, de feral, que
significa salvaje) hace referencia a las especies salvajes de caballo, del cual el
Przewaslki es el unico representante vivo en la actualidad. La otra subespecie que
existio, el Tarpan, Equus ferus tarpan, se extinguié alrededor de 1897 (Bouman, 1986).
La designacion de la especie como Equus ferus przewalskii es reciente, de 1986 (Boyd
y King, 2011). La especie no fue descrita por Linneo en el Systema Naturae, (si lo fue el
caballo doméstico Equus caballus). Luego de su descubrimiento para occidente, fue
denominado Equus przewalskii, en 1881 por el zodlogo ruso |.S. Polyakov , en honor a
su descubridor, como se describira mas adelante.

El caballo doméstico y el de Przewalski comparten la gran mayoria de su material
genético (Myka y col., 2003). La relacion evolutiva entre ambas especies ha sido mas
controvertida. En un principio se pensaba que el Przewalski era un ancestro del caballo
doméstico (Ballou, 1986). Se pens6 también que el Przewalski derivaba de algun linaje
de caballo doméstico (Lau y col, 2009), o que las dos especies se mezclaron en algun
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punto luego de derivar ambas de un ancestro comun (Oakenfull y Ryder, 1998). El
estudio mas reciente sobre el tema deja claro que el Przewalskii no es ancestro del
domeéstico, y que ambos derivarian de un ancestro comun (Goto y col., 2011).

Desde el punto de vista cariotipico, el caballo de Przewalski cuenta con un numero
diploide de 2n= 66 cromosomas, mientras que el caballo doméstico cuenta con 2n=64.
Hay estudios que sustentan que la uUnica diferencia entre los cariotipos de ambas
especies esta dada por una translocacién Robertsoniana, que hace que el cromosoma
namero 5 del caballo doméstico corresponda a los cromosomas 23 y 24 del Przewalskii
unidos (Myka y col., 2003; Ahrens y Stranzinger, 2005; Goto y col, 2011).
Recientemente se inform6é que el estado ancestral correspondia al numero diploide
2n=66 del Przewalskii, y que la traslocacién Robertsoniana resulté en el 2n=64 del
caballo doméstico (Goto y col., 2011).

Ambas especies pueden reproducirse entre si, y su descendencia es fértil, a diferencia
de lo que ocurre entre otros cruzamientos interespecificos entre équidos, en que los
hibridos no son capaces de reproducirse (Myka y col., 2003).

4.1.2 Caracteristicas morfolégicas

El Caballo de Przewalski, como perteneciente a la especie Equina, presenta un aspecto
muy similar a un caballo doméstico. Hay algunas diferencias morfolégicas a destacar.
Son més pequefos y compactos que la mayoria de los caballos domésticos, con un
cuello fuerte y ancho, y miembros cortos. Los pelos de la crin y la cola se mudan cada
ano, a diferencia del caballo doméstico. Las crines son erectas, cortas, y no tienen
cerquillo (Fig. 1). La base de la cola cuenta con pelos cortos. Con respecto al pelaje,
hay dos tipos de capas principales, uno marrén rojizo mas oscuro; y otro mas palido,
amarillento-grisaceo. La cabeza y el cuello son mas oscuros que el cuerpo, y éste es
mas oscuro que las partes declives. El hocico es claro, gris, con los ollares mas
oscuros (Fig. 2).

La altura a la cruz de los machos promedia 1.42 m, y en las hembras 1.37 m. El largo
promedio de cabeza y cuerpo es de 2.10m. El peso esta entre 200-300 kg.

Presentan una linea oscura a lo largo del cuello y del dorso hasta la base de la cola; y
pueden presentar lineas oscuras horizontales en los miembros, en las regiones
carpianas y tarsianas (Boyd y Houpt, 1994).

4.1.3 Comportamiento y ecologia

Lo que se sabe sobre el comportamiento de la especie procede de observaciones de
los animales en cautiverio en zooldgicos y reservas, y se han hecho inferencias a partir
de comportamiento en otros caballos salvajes. Luego de la reintroducciéon se ha
observado la adaptacién de los caballos a la vida salvaje nuevamente.
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Los caballos de Przewalski son animales gregarios, que viven en grupos. Hay dos tipos
principales de grupos: los harenes o familias, y los grupos de machos jovenes. Las
familias estan compuestas por un semental y 3 o 4 hembras, junto con sus pequefias
crias y algunos potrillos mayores, de alrededor de un afio. Los grupos presentan una
estructura jerarquica. El padrillo es el individuo dominante, y cumple funcién de defensa
y proteccion del grupo. El semental suele rodear al grupo de hembras ante una
amenaza, y enfrentarla. Existe también una jerarquia entre las hembras, y la hembra
dominante es quien guia a la manada cuando se desplazan, mientras que el semental
va a la retaguardia. Suelen desplazarse en una fila aproximada. Los machos jévenes
son expulsados del grupo por el padrillo cuando tienen alrededor de dos afos, y pasan
a formar parte de los grupos de machos jovenes. La pertenencia a estos grupos es
importante para la socializacién y aprendizaje. Las potrancas abandonan las familias
mas tarde que los potrillos, y pueden pasar a otras familias, o ser reclutadas por algun
macho joven para formar su propio harén. Los grupos de machos estan formados por
machos jovenes, y también tienen un padrillo mayor que los guia. Permanecen con el
-grupo unos 3 o 4 ainos, y luego lo abandonan para buscar su propio harén, ya sea uno
nuevo, o mas raramente a tomar posesion de uno ya formado, a cuyo semental
desplazan mediante un combate, que suele ser mucho mas agresivo que un encuentro
entre machos de grupos familiares.

Los grupos tienen un territorio, a través del cual se desplazan varios kildmetros por dia,
en busca de abrigo, alimento y agua. Los territorios de varios grupos pueden
superponerse, y se producen enfrentamientos entre los sementales cuando los grupos
se encuentran, pero estos enfrentamientos suelen consistir en una serie de
interacciones no demasiado agresivas (Bouman, 1986).

4.1.4 Desarrollo y reproduccion

Las yeguas pueden concebir desde los dos afios de edad, aunque suelen tener la
primera cria a los 4 afios. Permanecen fértiles hasta los 20 afios, pero hay registros de
hembras que han parido a los 24 afos. Son poliéstricas estacionales. Las
manifestaciones de estro incluyen acercamiento al semental, labios relajados, miccion
ante estimulos.

Los machos también presentan cambios estacionales en la produccion de esperma y
en el comportamiento sexual, aumentando en primavera y verano. Los testiculos de los
machos descienden mas tarde que en el caballo doméstico, a los 2 o 3 afios de edad.
Los machos jovenes pueden presentar incapacidad para copular debido a
subordinacién ante machos mayores.

La gestacion, de un solo potrillo, dura 11 meses. Los potrillos pesan aproximadamente
30 kilogramos al nacimiento. Las hembras que quedan prefiadas inmediatamente luego
del parto, destetaran su potrillo al afio.(Monfort, y col., 1991; Boyd y Houpt, 1994).
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4.1.5 Historia de la especie
4.1.5.1 Descubrimiento para Occidente

Los caballos salvajes habitaban toda Europa y Asia en tiempos prehistéricos. Hay
pinturas rupestres en cuevas en Francia e Italia que muestran cabalos salvajes, de
aspecto similar al Przewalski, que tienen alrededor de 20 000 afios. El crecimiento
demografico humano en Europa forzé a los caballos salvajes a desplazarse hacia
Europa del Este y Asia. El Tarpan, Equus ferus tarpan, la otra especie de caballo
salvaje, vivié en las estepas de Ucrania y del sur de Rusia; y se extinguié alrededor del
1900. El Przewalski fue desplazado mas hacia el Este, y sus ultimos territorios
corresponden a las actuales Mongolia y China, especificamente la regién del desierto
de Gobi.

El caballo de Przewalski permanecié desconocido para Occidente por mucho tiempo.
Los primeros reportes datan del siglo XVIIl, en que un médico escocés al servicio del
Zar de Rusia reporta haber visto caballos salvajes en la zona de la actual frontera entre
Mongolia y China. Al final del siglo XIX, el Coronel Nikolai Przewaslkii, un explorador
también al servicio de Rusia, retorn6 a San Petersburgo con un craneo de un equino,
obtenido en China. Este craneo fue examinado por I.S Poliakov, en el Museo Zoolégico
de la Academia de Ciencias de San Petersburgo, quien determiné que se trataba de
una especie desconocida, y lo bautiz6 Equus przewalskii, en honor al explorador. Los
primeros en observar a los caballos en libertad fueron los hermanos Grum-Grzhimailo,
cazadores rusos, que describieron el aspecto de las manadas, y que también mataron
ejemplares y los llevaron a San Petersburgo para su estudio (Bouman, 1986; Boyd y
King 2011). '

4.1.5.2 Captura

El descubrimiento de esta nueva especie genero interés, y surgieron proyectos para
capturar ejemplares vivos. En esa época era comun que gente adinerada adquiriera
ejemplares de especies salvajes para colocarlos en sus tierras, y existian mercaderes
de animales salvajes que se dedicaban a capturar fauna silvestre para vender a
zooldgicos y particulares. Se organizaron varias expediciones para capturar caballos.
Fue rapidamente evidente que los adultos eran rapidos, resistentes y agresivos, y por
tanto dificiles de apresar. Se optd por capturar potrillos jéovenes, luego de agotarlos tras
largas persecuciones, y usualmente dando muerte a los adultos de la manada que
protegian a sus crias. Seis potrillos fueron capturados de esta manera en 1898, pero
murieron rapidamente al no ser alimentados de forma optima. Los potrillos capturados
en anos subsiguientes fueron colocados con yeguas nodrizas para asegurar su crianza.
Entre 1899 y 1903 se capturaron muchisimos potrillos, pero unos pocos llegaron a
Occidente vivos. Un adinerado aleman, el Baréon von Falz-Fein, fue uno de los
promotores de las capturas, y logré establecer un grupo de caballos de Przewalskii en
sus tierras en Askania Nova, en Ucrania. Este sitio y esta poblacion tienen importancia
en la posterior historia de la especie. Otros potrillos fueron diseminados por diversos
sitios en Europa. Luego el interés de los zoolégicos por la especie disminuyo, entre
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otras razones por su aspecto tan similar al de un caballo doméstico que no IIar\n‘gb\&
demasiado la atencidn del publico, y por el enorme costo de su captura; por lo que las)
capturas cesaron. En 1947 se capturaron unos pocos individuos mas. Pocos animales™
llegaron vivos a occidente por el largo viaje que debian realizar desde su lugar de
origen en el centro de Asia. Una vez capturados los potrillos debian recorrer largas
distancias a pie con sus nodrizas, bajo climas extremos, hasta una estacion del tren
transiberiano, en el que eran cargados y llevados hasta Hamburgo, en Alemania, desde
donde eran distribuidos por el mundo, generalmente en pares o grupos pequefios. El
viaje podia llevar hasta 8 meses. Muchos de los caballos murieron al poco tiempo en su
lugar de destino, debido probablemente a complicaciones de los largos viajes (Bouman,
1986).

4.1.5.3 La especie en cautiverio

Acostumbrados a los grandes espacios abiertos, y a la vida en grupo, la adaptacion al
confinamiento en espacios reducidos y a vivir en pares fue dificil para los Przewalski.
De los sobrevivientes, sélo unos pocos se reprodujeron. En los afios previos a la
segunda guerra mundial, habia unas pocas decenas de caballos en 20 zooldgicos de
Europa y Estados Unidos. Muchos murieron por bombardeos y actividades militares
durante la guerra, entre ellos todos los caballos de Askania Nova. En 1945, quedaban
so6lo 31 individuos en cautiverio, la mayoria en Munich y Praga, desde donde fueron
redistribuidos a zoos de todo el mundo. En 1957 llegd a Askania Nova, el ultimo caballo
capturado de su habitat silvestre 10 afios antes, una yegua llamada Orlitza 11l (Bouman,
1986).

4.1.5.4 La especie en su habitat

La historia de la poblacién salvaje también estda marcada por los acontecimientos
humanos. Cuando la especie fue descubierta, a fines del siglo XIX, ain podian verse
manadas en China y Mongolia, y aunque se desconoce su numero, los escasos
avistamientos reportados hacen pensar que no eran demasiado numerosos. Se supone
que hasta la segunda guerra mundial, la poblacion no cambié sustancialmente. Pero
para el final de dicha guerra, la poblacién habia sido diezmada. Se proponen varios
factores que contribuyeron a este descenso. Hubo cambios politicos en la zona, que
hicieron que el habitat del Przewalski fuera escenario de actividades militares, por lo
que los caballos fueron cazados, y expulsados de su territorio y de sus fuentes de
alimento y bebida, y obligados a retirarse a areas mas inhéspitas. Debieron ademas
competir por sus recursos con los una vez némades habitantes y sus cultivos y
rebafnos; especialmente por sus fuentes de agua, que quedaron inaccesibles para el
Przewalski en medio de territorios habitados por humanos. Se cree que las
expediciones de caza a principio de siglo también contribuyeron al descenso, pues
muchos individuos murieron y otros fueron dispersados en las cacerias.

El dltimo registro que se tiene de los caballos de Przewalski en la libertad data del ano
1969, realizado por un cientifico mongol en el area de Gobi, en Mongolia. Expediciones
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posteriores en busca de la especie fueron infructuosas. Se declaré a la especie extinta
en su habitat natural (Bouman, 1986; Boyd y King 2011).

4.1.5.5 La recuperacioén de la especie

Ya en la década de 1950 se hizo evidente que el estado de la especie era preocupante,
y en 1959 se realiz6 el primer simposio internacional sobre proteccién del caballo de
Przewalski, organizado por el zoo de Praga (Kus, 2009). Se concluy6 que el estado de
la especie en la naturaleza era catastréfico, y se urgi6 a los paises en que el Przewalski
habitaba que evaluaran el estado real de la poblacion silvestre, y a tomar medidas de
proteccion, que en ese momento no fueron aplicadas. Se cre6 el primer Studbook de la
especie, que registraba a todos los animales en cautiverio y que por afios fue la base
fundamental para dirigir los cruzamientos futuros. Las conclusiones a las que se llego
en este simposio fueron el impulso para que se intensificara la cria de los caballos en
cautiverio. Y ya en este simposio se planteé el objetivo de, algun dia, reintroducir la
especie en su habitat original, y por tanto, se marcé la importancia de estudiar a la
especie en profundidad, su ecologia, su biologia y su comportamiento (Kus, 2009).
Hubo mas simposios en 1965, 1976, 1980, 1990, y 1999. '
En 1979, se creo el plan de supervivencia de la especie en Norteamérica (SSP Species
Survival Plan), y en 1986 el plan europeo (EEP Europdisches Erhaltungszucht-
Programme). Uno de los primeros esfuerzos para la conservacion de la especie fue la
creacion de la Fundacién para la preservacion y proteccion del caballo de Przewalski
en Holanda, en 1977. Su objetivo ultimo era la reintroduccién de la especie en la
libertad. Se crearon otras organizaciones similares con los mismos objetivos (Bouman,
1986).

Dado que la especie fue conservada en cautiverio por numerosas generaciones, previo
a su reintroduccion en la naturaleza, se paso por etapas en “semi reservas”, que son
grandes extensiones de terreno fuera del habitat originario del Przewalski, en que se
mantuvo a la especie para que se fuera readaptando gradualmente a la vida en
libertad. Finalmente, y luego de extensa investigacion para elegir los lugares
adecuados, se produjo la reintroduccién de la especie en la naturaleza, desde el afo
1992 (Bouman, 1986; Boyd y King 2011).

4.1.5.6 Problemas enfrentados en la recuperacion de la especie

Como se mencioné anteriormente, sélo unos pocos de los ejemplares que llegaron a
occidente a principios del siglo XX se reprodujeron. De hecho, s6lo 12 ejemplares
originarios de su habitat natural contribuyeron con genes al pool actual de la poblacion.
Once de ellos fueron capturados entre 1897 y 1902, el ultimo de los cuales muri6 en
1939. El fundador nimero 12 es la yegua capturada en 1947. Los fundadores 13 y 14
son hibridos, producto de cruzamiento entre ejemplares machos Przewalski y hembras
domésticas de tipo Mongol y Tarpan (Boyd y King, 2011). Cuando se dejaron de ver los
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individuos en la naturaleza, quedo claro que no se contaria con nuevas sangres para
introducir entre los ya muy emparentados individuos cautivos (Kus, 2009).

Por tanto, y como ocurre en todas las especies cuyo numero se ve reducido tan
drasticamente, s6lo se contaba con un escaso numero de fundadores para los
programas de reproduccién, con la escasa variabilidad genética. El inbreeding o
depresiéon endogamica era un hecho, y ya se reconocian caballos que tenian
problemas asociados con este fenémeno. Ademas, no habia conocimiento suficiente
sobre la biologia general de la especie.

4.1.6 El caballo de Przewaslkii en la actualidad

Hoy en dia, el studbook de la especie ha superado ampliamente el nimero 5000, y hay
alrededor de 300 individuos en libertad en Mongolia (Boyd y King, 2011). Hay tres
lugares de reintroduccion: la reserva Takhin Tal en el desierto Dzungarian Gobi (9 000
km?) desde 1992, el parque Nacional Hustai en la estepa Daguur (570 km?) desde
1994, y en preparacion se encuentra un tercer sitio, Khomiin Tal, (2,500 km?), en la
depresion de los grandes lagos de Mongolia. Ademas, alrededor del mundo siguen
existiendo las grandes semi reservas, donde los animales viven sueltos, para preparar
individuos aptos para su liberacion. Ademas, representan la oportunidad de hacer
observaciones de la especie en condiciones semi salvajes. Las principales son Le
Villaret (Massif Central, Francia); Buchara (Uzbekistan); Hortobagy National Park
(Hungria); Chernobyl (Ucrania); Jimsar (China) ; Gansu National Park (China) ; Anxi
Gobi Nature Reserve (China) (Boyd y King, 2011); pero hay muchas otras (Zimermann,
2005).

La situacién de la especie ha mejorado en los ultimos afios. Esta catalogada como en
peligro de extincién por la IUCN (International Union for the Conservation of Nature),
que es la maxima autoridad mundial en conservacién. Esto representa una mejora,
pues en la evaluacion previa de 2008 se encontraba en peligro critico de extincion, y la
evaluacion anterior a ésta, en 1996, lo catalogaba como extinto en la naturaleza (Boyd
y King 2011).

De todas formas, el futuro de la especie no esta asegurado, y un gran nimero de
amenazas se ciernen sobre él. Hoy los caballos de Przewalskii reintroducidos en la
naturaleza conviven con los némades, con personal militar, y con los ganados de éstos;
por lo que hay competencia por los recursos. El riesgo de hibridizaciéon con el caballo
doméstico es muy grande, asi como la transmision de enfermedades. Los
depredadores como los lobos, son causa de muertes de potrillos (Hoesli y col, 2009).
Recientemente, en la semi reserva de la zona de exclusién de Chernobil, se han
encontrado casos de ejemplares que parecen haber sido matados por humanos para
consumo de carne (Gill, 2011).

4.1.7 Importancia de la especie

Ademas de su importancia intrinseca como especie, y como simbolo de Mongolia, un
pais cuya historia se ha visto tradicionalmente relacionada a los caballos, el caballo de
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Przewalski ha cobrado importancia como ejemplo y antecedente de la recuperacion de
una especie en extincién.

4.1.8 El ejemplar de Montevideo

El zoolégico de Villa Dolores albergdé un unico caballo de Przewalski desde el 12 de
julio de 1985, hasta su muerte el 26 de mayo de 2009. Se trataba de un ejemplar
macho, localmente llamado Tabun, nacido en Polonia el 23 de marzo de 1983, inscripto
en el Studbook de la especie con el numero 1106, bajo el nombre de Waszawa 18 (Fig.
3). Su pedigree se puede consultar en el sitio web del studbook de la especie, llevado a
cabo por el zoolégico de Praga (http://przwhorse.pikeelectronic.com/).

Junto con este ejemplar, desde Polonia viajé a Montevideo una hembra llamada Maja,
con numero 707 en el studbook. Lamentablemente, la yegua fallecié durante el viaje, y
futuros esfuerzos para enviar otra hembra a Montevideo, para que se reprodujera con
Tabun, fueron infructuosos (Comunicacion personal, Evzen Kus 2012°).

En mayo del 2009, Tabun, a los 26 afios de edad, debi6 ser eutanasiado por
complicaciones relacionadas con la edad avanzada.

La razén por la cual este individuo fue enviado a Uruguay en fechas en que se estaban
haciendo esfuerzos internacionales por reproducir a la especie, fue que su pool
genético no era de particular importancia en el momento, ya que su linea genética
estaba suficientemente representada por otros individuos en el programa de
reproducciéon. En Latinoamérica, el unico lugar donde los caballos de Przewalski se
siguen reproduciendo es en el zoologico de La Habana, en Cuba (Comunicaciéon
personal, Evzen Kus 2012).

* Evzen Kus, encargado del Studbook del Caballo de Przewalski
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4.2 CONSERVACION DE LAS ESPECIES EN PELIGRO

4.2.1 Qué es la biodiversidad y porqué es importante conservarla

Biodiversidad o diversidad biolégica son términos utilizados para describir la variedad
de la vida en la Tierra. El concepto hace referencia a la variedad y la variabilidad que
existe entre los seres vivos y en los complejos ecologicos en que se desarrollan,
organizado en multiples niveles, desde los ecosistemas completos hasta las estructuras
quimicas que constituyen las bases moleculares de la herencia (Medina Robles y col.,
2006). La diversidad biolégica es clave para mantener la vida tal como la conocemos
(Wilson, 1992). Es indispensable para que los ecosistemas que permiten nuestra vida
en el planeta funcionen adecuadamente (IUCN, 2012).

El mantenimiento de la biodiversidad no es sélo importante por razones economicas
para el suministro de nuestras materias primas, sino que es esencial para la seguridad
energética y alimentaria mundial futura (IUCN, 2012). Las especies animales y
vegetales que se utilizan en ganaderia y agricultura actualmente son derivados
genéticos de especies silvestres. La diversidad genética favorece la adaptaciéon al
cambio, por ejemplo al cambio climatico, y a la resistencia frente a enfermedades.
Ademas hay razones estéticas y, finalmente pero no menos importante, hay razones
éticas para preservar la biodiversidad. Las razones éticas pueden considerarse desde
un punto de vista antropocéntrico, en que se conserva la naturaleza por estar ésta al
servicio del hombre, e indirectamente se esta protegiendo al hombre; o desde un punto
de vista intrinseco: conservar la naturaleza por si misma, por su mismo valor de existir
y porque cada individuo y cada especie tienen el mismo derecho a existir que la
humana (Medina Robles y col., 2006).

La creciente crisis de extincion muestra que la biodiversidad no esta en condiciones de
soportar la presion que ejerce la humanidad sobre el planeta. Cada dia se pierde
biodiversidad a un ritmo muchas veces mayor que la tasa natural (IUCN, 2012). El
rapido crecimiento de las poblaciones humanas ha dado lugar a extraordinarias
presiones sobre los ecosistemas, tales como la fragmentacion del habitat, la conversion
de las tierras para la agricultura y otros usos, el cambio climatico, la contaminacién y la
propagacion de especies invasoras. Estas son sélo algunas de las amenazas que
provocan la presente crisis (Wildt y col., 1997).

Como ejemplo, entre los mamiferos, de las 4856 especies evaluadas por la I[UCN, hay
1093 que se sabe que estan amenazadas o que son vulnerables, o sea, el 23 % de las
especies de las que se tiene informacion. Y las cifras reales son probablemente mucho
mayores (IUCN, 2012).

Una reaccién a estos problemas fue el surgimiento de la biologia de la conservacion.
Un conjunto de disciplinas cientificas que se centran en el mantenimiento de la
biodiversidad a través de una sintesis cooperativa de ideas, informaciéon y enfoques
(Wildt y col., 1997). Los problemas en la conservacién van mas alla de la ciencia; y por
lo tanto, la biologia de la conservacién debe incluir el trabajo conjunto de economistas,
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socidlogos y politicos. Muchos paises en desarrollo tienen que balancear Y
necesidades de conservacion de la fauna salvaje con sus responsabilidades para con
su poblacion humana (Holt y col., 2003). Y muchos de los paises que poseen la mayor
biodiversidad son paises subdesarrollados, con escasos recursos para destinar a la
conservacion.

4.2.2 Estrategias de conservacion

Michael Soulé, el llamado “padre” de la Biologia de la Conservacion, describié en 1992
una jerarquia para proteger la biodiversidad, en que la prioridad era conservar las
especies en su habitat natural (proteccion in situ). Otra estrategia es la conservacion ex
situ, que se define como “la conservaciéon de muestras genéticamente representativas
de las especies o cultivos, que se mantienen viables a través del tiempo, fuera de sus
habitats naturales o lugares de cultivo, en ambientes controlados y con el apoyo de
tecnologias adecuadas” (Frankel y Soulé 1992). Entre las técnicas de conservacion ex
situ se encuentra la creacién de los llamados bancos de material genético (Wildt y col.,
1997).

Casi todos los bidlogos de la conservaciéon han estado de acuerdo en que la
preservacion del habitat es la mejor manera de conservar la biodiversidad. Pero este
enfoque también ha sido caracterizado como "anticuado" dada la realidad del mundo
actual y futuro (Soulé, 1992). Para muchas especies, en la actualidad no hay espacio
para sostener a las poblaciones de vida libre. Como los habitats que quedan
disponibles se hacen mas pequefos y mas aislados, las especies que ocupan estos
habitats también se vuelven mas vulnerables a la depresion endogamica,
enfermedades epidémicas, desastres naturales y sociales y al cambio politico. En
casos como éstos es que se inician programas de cria en cautiverio. Este tipo de
programas han salvado a un cierto numero de especies de la extincion, por ejemplo, al
hurén de patas negras (Mustela nigripes), al caballo de Przewalski (Equus ferus
przewalskii), y la gacela de Speke (Gazella spekei) (Roldan y col., 2006).
Tradicionalmente, el objetivo de los programas de cria en cautiverio era producir un
gran numero de individuos, para luego poder reintroducirlos a la naturaleza. Este
objetivo tiene varias desventajas: el costo de mantener grandes cantidades de
animales en cautiverio es muy elevado, y los resultados de las reintroducciones a la
naturaleza de estas especies han sido limitados. Estos problemas han llevado a la
reevaluacién de los objetivos de los programas. de cria en cautiverio, y hoy en dia se
los considera un complemento a la proteccion de la poblaciéon natural, y no la uUnica
estrategia. Entonces, ahora uno de los principales objetivos de estos programas es
usar un numero limitado de individuos para mejorar el entendimiento de la biologia
reproductiva de la especie, algo esencial para la reproduccién exitosa, y para poder
aplicar biotecnologias reproductivas para maximizar la diversidad genética y minimizar
el inbreeding (Roldan y col., 2006).
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4.3 LOS BANCOS DE RECURSOS GENETICOS

4.3.1 Concepto y generalidades

El concepto de un banco de recursos genéticos no es una novedad, pues hace tiempo
que se almacenan materiales vegetales y animales, con un objetivo principalmente
econoémico y para garantizar fuentes seguras de alimento para el futuro. La
organizacion de depdsitos a gran escala es mas facil para plantas que animales, puesto
que es mas sencillo almacenar semillas, pero de hecho la ganaderia se ha beneficiado
enormemente de la existencia de bancos de esperma y embriones. En el contexto de la
investigacion médica, también se han almacenado biomateriales para asegurar la
existencia a largo plazo de ciertos genotipos estdndar de animales usados en
experimentacion para asegurar la repetibilidad de los resultados obtenidos por los
diferentes investigadores. Y existen bancos de microorganismos que se utilizan
habitualmente en investigacion (Wild y col., 1997).

La aplicacion de los bancos de recursos genéticos para la conservacion de las
especies en peligro es algo mas reciente, y estd ligada al desarrollo de la criobiologia, y
al conocimiento de la biologia de las especies a conservar.

En este contexto, los bancos de recursos genéticos son depdsitos organizados de
gametos y embriones congelados, pero también de tejidos somaticos, como productos
sanguineos, tejidos viables y ADN; recolectados sistematicamente, para los programas
de conservacioén (Wild y col., 1997; Holt y col., 2003; Pickard y Holt, 2004)

Los cientificos rutinariamente han recogido muestras de animales y plantas como
especimenes de estudio, dando lugar a las colecciones de los museos tradicionales,
los jardines botanicos y los zoolégicos. Los bancos de genes son otro tipo de coleccién,
con mucho mayor impacto en la conservacion (Wildt y col., 1997).

Por lo general, el concepto de los depositos de biomateriales congelados se asocia con
gametos y embriones, y dentro de los gametos, de esperma en particular, puesto que
aun no se ha dominado la técnica de criopreservacion y almacenamiento de ovocitos.
El esperma puede obtenerse de los individuos vivos mediante diferentes técnicas, pero
también a partir del epididimo de ejemplares muertos (Bruemmer, 2006). Se esta
-avanzando en la conservacion de tejidos testicular y ovarico viables, que pueden luego
ser implantados en individuos maduros para la produccién de gametos (Pickard y Holt,
2004).

Pero la colecta y almacenamiento de otros tejidos y de muestras de sangre también es
importante. Sin embargo, es bien sabido que el establecimiento del cultivo in vitro de
células es muy costoso, susceptible de contaminaciéon (Lincoln y Gabridge, 1998), y
propenso a la deriva genética y fenotipica (Simione, 1992; Freshney, 2000). En la
practica, es comun el uso de tejidos de la piel como una fuente de lineas de células
somaticas para diferentes aplicaciones, y la obtencién de muestras puede realizarse
directamente de los tejidos frescos, o de muestras congeladas (Tovar y col., 2008).
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4.3.2 Importancia de conservar gametos y embriones en el marco de los
programas de conservacion de especies en peligro

Permiten un movimiento facil y barato de material genético entre poblaciones
separadas geograficamente. Uno de los objetivos de la conservacién es
mantener poblaciones animales y vegetales sanas y genéticamente diversas. En
vez de transportar animales silvestres sensibles al estrés de un sitio a otro, la
heterogeneidad genética podria ser mantenida por el envio de gametos o
embriones, y asi mitigar los efectos de las presiones de seleccién natural, deriva
génica y la depresiéon por endogamia (Wildt y col., 1997).

Reducen o eliminan la necesidad de extraer a los animales del medio silvestre
para mantener poblaciones en cautiverio. Pueden obtenerse gametos de los
especimenes salvajes y utilizarlos en los programas en cautiverio.

Podrian funcionar como una reserva de genes, una especie de “seguro” para
especies de las que quedan unicamente pequefas poblaciones en la naturaleza.
Las pequefnas poblaciones son vulnerables a las catastrofes ambientales,
trastornos politicos y sociales en las regiones que habitan, y los brotes de
enfermedades (Wildt y col.,, 1997). No todas las especies en peligro se
benefician de la intervencién del hombre mediante reproduccién controlada y el
uso de técnicas de reproduccion asistida. Pero las poblaciones que no la
necesitan en un determinado momento pueden requerirlas en el futuro, y se
beneficiaran de la creacién de bancos de recursos genéticos pues se dispondra
de gametos congelados (Pickard y Holt, 2004).

Extienden la vida reproductiva de un individuo. La diversidad genética se pierde
s6lo cuando los animales ya no estan disponibles para reproducirse (Ballou,
1992). Mientras se almacenen gametos, embriones o células viables, los genes
no mueren con el animal (Wildt y col, 1997). Transportar semen entre
poblaciones no solo conecta a las poblaciones a través del espacio, sino también
a través del tiempo (Pickard y Holt , 2004).

Contribuyen a aumentar la eficiencia de la cria en cautividad. En los programas
de cria, los cruzamientos son dirigidos estrictamente, para asegurar el
mantenimiento de la diversidad genética de las especies. Sin embargo, estas
parejas de animales seleccionadas en-base a sus genes a veces no suelen ser
sexualmente compatibles, y no es raro que estos apareamientos "ideales" no se
produzcan después de que los animales han sido enviados desde largas
distancias (Roldan y col., 2006). Por lo tanto, cuando las especies se crian
estrictamente sobre la base de la genética, habra una necesidad de recurrir a
las técnicas de reproduccion asistida tales como inseminacion artificial,
transferencia de embriones y fertilizacién in vitro, y a los gametos y embriones
criopreservados.

Resuelven problemas de espacio, pues se reduce el numero de animales
necesarios para el mantenimiento de la diversidad genética (Wildt y col., 1997).
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Hoy en dia hay muchas especies que requieren atencién, pero los zoolégicos
cuentan con escaso espacio y escasos recursos, por lo que deben priorizar.

4.3.3 Importancia de conservar muestras de tejidos diploides viables

Los cultivos celulares conservan material genético, y ademas proporcionan
muestras de genoma completo para estudios genéticos (Lermen y col., 2009;
Lin-feng Li y col.,, 2009). Estos materiales tienen amplia aplicaciones para el
estudio de la variacién genética, filogenia, la paternidad y los procesos como el
flujo de genes, la seleccion y apareamiento (Lermen y col., 2009).

Otra forma de almacenar material genético por largo tiempo es conservar ADN
puro, que se extrae y se purifica a partir de muestras de tejidos (Hleap y col.,
2009). Las muestras tradicionales de ADN conservadas en alcohol no son
adecuadas para su uso en reproducciéon o en muchos estudios genéticos, por lo
que la criopreservacién de células viables obtenidas a partir de pequenas
biopsias es la técnica de eleccion. Las lineas celulares preservadas contienen
todo el genoma y el proteoma necesario para la investigacion biol6gica moderna.
Ademas, pueden ser regenerados cuando se usan, por lo que representan una
fuente casi indefinida de informacién (Lermen y col., 2009).

Para disefiar un programa de reproduccidén, es esencial conocer el status
genético de una poblacion, y cémo éste varia. Determinar el grado de
variabilidad genética presente en una poblacién no es una tarea sencilla, y hay
debate entre los genetistas sobre los métodos a emplear. Los studbooks han
sido tradicionalmente una buena forma de evaluar el parentesco entre los
individuos, y hoy en dia hay software que permiten analizar los pedrigrees de los
animales en los studbooks y disefar cruzamientos estratégicos para minimizar el
inbreeding. Pero para que esto sea efectivo, la informacién en los studbooks
debe ser correcta, cosa que no siempre es asi. Por ejemplo, el del caballo de
Przewalskii comenzé a redactarse en 1959, afo en el cual no se manejaban
tecnologias que permitieran verificar la paternidad de un individuo.Se pueden
usan marcadores moleculares que indican la variabilidad genética de Ila
poblacién (Pickard y Holt, 2004). Pero para ello se debe contar con muestras
que contengan el genoma completo de los individuos.

Los avances recientes en clonacién por transferencia nuclear somatica de
especies domésticas y de laboratorio han hecho pensar que esta biotecnologia
puede ser una opcidn para la conservacion de las especies en peligro (Ryder,
2002; Holt y col., 2004; Pickard y Holt, 2004). Incluso se ha propuesto recrear
especies ya extintas, como el mamut. Ya hay historias de éxito en la clonacion
de especies en peligro. Se logré obtener clones de lobo gris, utilizando
transferencia nuclear y utilizando oocitos de perro (Min Kyu Kim y col., 2007); y
de muflén (Ryder, 2002). Pero la aplicaciéon de esta tecnologia tiene muchos
aspectos a discutir. La clonacién es una tecnologia muy compleja, que requiere
una enorme base de conocimiento sobre la biologia de una especie y sobre
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técnicas como la sincronizacion de celos, la recuperacion de ovocitos, la
produccion y transferencia de embriones, entre otras. Recabar toda esta
informaciéon de una manera cientificamente valida es dificil en una especie no
amenazada, y en una en peligro de extincion, con un escaso numero de
individuos, lo es mucho mas. Destinar recursos humanos, espaciales vy
econémicos a esta investigacion tan extensa cuando hay otras especies
desapareciendo que se beneficiarian de inmediato de tecnologias mas simples,
es sumamente controversial (Pickard y Holt, 2004). Ademas, hay preocupacién
sobre la viabilidad de los clones en la libertad. De todas formas se piensa que en
un futuro mas lejano, puede ser una biotecnologia con un impacto importante a
la hora de salvar material genético, pero la prioridad por el momento es
conservar células viables que contengan este material para su uso futuro (Ryder,
2002).

Al ritmo actual de desaparicion de las especies, puede ocurrir que las mismas
desaparezcan antes de que se dilucide completamente la importancia de
conservarlas. Y la extincion es para siempre. Esto en si mismo constituye un
fundamento para conservar material genético de las especies.

4.3.4 Los bancos de recursos genéticos en la actualidad

En el mundo existen muchas colecciones de material genérico de especies
amenazadas, con mayor 0 menor impacto en la conservacién (Holt y col., 2003). Cada
cual es manejada por organizaciones individuales, y por tanto, suelen estar
desconectadas entre si, y muchas veces no tiene los fondos suficientes para
mantenerse de una manera ideal. Los bancos de recursos genéticos, dada su
complejidad, requieren un alto nivel de curaduria, y esto los distingue de las muchas
colecciones que se han acumulado alrededor del mundo (Pickard y Holt, 2004).
Algunos ejemplos de proyectos de conservacién de material genético de especies
amenazadas alrededor del mundo son los siguientes:

Una de las primeras colecciones, y una de las mas grandes del mundo es el
Frozen Zoo, de la sociedad zoolégica de San Diego, en los Estados Unidos.
Este es un ejemplo de un banco para numerosas especies que cuenta con
gametos ademas de cultivos celulares. Este banco estd enmarcado en muchos
proyectos de reproduccién y de estudios genéticos, e incluso brinda muestras a
investigadores que las soliciten, asi como también asesora y comparte sus
protocolos de trabajo. El Frozen Zoo cuenta con muestras de caballos de
Przewalski que se han usado para diversas investigaciones.
http://www.sandiegozooglobal.org/what we do banking genetic_resources/froz
en_zoo/

En Europa, en Inglaterra se lleva a cabo un proyecto llamado Frozen Ark. Su
base se encuentra en la Universidad de Nottingham, pero es un proyecto que
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nuclea diversas instituciones como museos, acuarios y parques zoolégicos, e
incluso otras instituciones dedicadas a la creacion de bancos de genes en otros
paises. El objetivo de este proyecto es conservar material genético de las
especies animales, y los medios para realizarlo son la coordinacién de la toma y
almacenamiento de muestras de material genético con valor futuro. Ademas,
cuenta con una base de datos de las muestras colectadas y almacenadas, que
puede ser consultada por las diversas instituciones allegadas al proyecto. Brinda
protocolos de toma, almacenamiento e identificacion de muestras para cualquier
institucion interesada.

http://www.frozenark.org/

En Alemania, el “Cryo-Brehm”, Banco de Células Alfred Brehm, es un banco
especializado en archivar cultivos celulares de especies en peligro. Los cultivos
son generados especificamente a partir de animales fallecidos o eutanasiados.
Es un consorcio de varias instituciones, con participacion de los zoologicos de
Hamburg y Rostock, entre otras.
http://www.emb.fraunhofer.de/en/Uebersichtsindex/cellbank cryo-brehm.htmi

En Australia, estd el AGSRA: Animal Gene Storage Resource Centre of Australia,
que es un consorcio entre la Universidad de Monash en Melbourne y el
Zoolégico de Sydney. Sus objetivos son, ademas de almacenar materiales de
especies locales, generar conocimiento sobre la biologia de las especies, y
protocolos de colecta, congelacién y almacenamiento de las muestras; para
luego asistir en la reproduccién de las especies en peligro. Sus muestras estan
bien identificadas, y la informacién sobre ellas es accesible.
http://australianfrozenzoo.srivilasa.com/goals.htm

En Sudafrica, hay un emprendimiento similar, llamado el WBRC: Wildlife
Breeding Resource Centre, que se concentra en salvar gametos y tejidos
especialmente de animales muertos por cazadores o similar. Este grupo utilizé
laboratorios méviles para la recuperacion y el procesamiento inicial de las
muestras (Holt y col., 2003). Otros programas de bancos en accién se dedican
a una sola especie. Por ejemplo, el Smithsonian’s National Zooological Park
support of the Black Footed Ferret Recovery Programme, creado como medio de
apoyo al programa de conservacion del hurén de patas negras en los Estados
Unidos (Holt y col., 2003).

En el marco de un programa de conservacién de la gacela de Mohor, se
desarrollé un banco de genes de la especie, en un trabajo conjunto entre el
instituto de Zoologia de Londres y la Estacion experimental de la zonas aridas,
en Almeria, Espana. Este programa es un ejemplo real de como funcionan los
bancos integrados a la conservacién (Roldan y col., 2006).
http://www.eeza.csic.es/eeza/La EEZA.aspx
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e EIl European Centre for animal cell culture (ECAAC) en Inglaterra, es un Centro
que se dedica al almacenamiento de cultivos celulares y otros materiales
criopreservados, y ademas es una institucién comercial, que se dedica a la venta
de materiales como lineas celulares. Las facilidades de este banco se utilizaron
por ejemplo en el marco de la preservacién de los tigres siberianos, para
almacenar muestras de esta especie. Hay otros paises que cuentan con
facilidades similares. La ventaja de un centro organizado de este tipo es que se
asegura la seguridad y un correcto mantenimiento de las muestras, lo que no
ocurre en un centro no especializado (Holt y col., 2003).
http://www.hpacultures.org.uk/

e Los esfuerzos se han centrado en unas pocas especies que tienen interés, pero
hay grupos taxonémicos que quedan relegados, aunque estén amenazados. Es
el caso de los anfibios, un grupo taxonémico que cuenta con mas de 500
especies que requeriran de conservacion ex situ. Por eso, en 2007 se creé la
Amphibian Ark que implementa los componentes ex situ del Plan de Accion para
los Anfibios de la IUCN, y reconoce que la criopreservacion de muestras es
esencial para apoyar la investigacion y la conservacion ( Lermen y col., 2009).
http://www.amphibianark.org/

26



4.4 LOS CULTIVOS CELULARES Y SU APLICACION EN LA CONSERVACION DE
LAS ESPECIES

Como se mencioné anteriormente, hay diversas formas de conservar el material
genético. Los cultivos celulares son uno de los métodos, y seran brevemente descriptos
a continuacion por ser el procedimiento utilizado en este trabajo.

4.4.1 Generalidades sobre cultivos celulares

Un cultivo celular consiste en la multiplicacién de células in vitro. Los cultivos se
denominan primarios cuando derivan directamente de un fragmento de tejido viable
obtenido a partir de un ejemplar animal o vegetal. Estos cultivos primarios pueden
generarse directamente a partir de un fragmento de tejido cultivado, llamado explanto,
creciendo las células desde los bordes del fragmento; o mediante células aisladas
obtenidas de trozos de tejido disgregados mecanica y/o enzimaticamente. Los cultivos
primarios son en general heterogéneos, puesto que los tejidos que los originan no
estan compuestos de un solo tipo de células. Cuando se inicia un cultivo, hay una
seleccion entre las células del tejido, y sélo sobreviven y proliferan las que se adaptan
a las condiciones de cultivo. Luego, las proporciones de cada tipo celular iran
cambiando de acuerdo a su sensibilidad a las condiciones (Freshney, 2005).

La células pueden cultivarse en suspension, o adheridas a un sustrato, como una placa
o un frasco. Diferentes tipos celulares requieren diferentes condiciones de cultivo. En
los cultivos en placa o similar, las células se van reproduciendo formando una
monocapa. Cuando todo el espacio esta ocupado, y las células quedan unas al lado de
las ofras, se dice que la monocapa ha confluido. Cuando se alcanza la confluencia, el
cultivo aun conservara algo de diversidad de tipos celulares, y su morfologia sera lo
mas parecida posible al tejido originario. El crecimiento cesara para los tipos celulares
sensibles al contacto célula-célula, y otros tipos de células que no sean sensibles a
esto tenderan a seguir proliferando. Si se desea que las células se sigan multiplicando,
deben realizarse subcultivos o pasajes, fragmentando el cultivo primario y pasando
células a nuevos medios de cultivos. A medida que se realizan sucesivos pasajes, la
morfologia celular va cambiando, y se va produciendo una seleccion a favor de los
tipos celulares mas adaptados al cultivo, y con mayor capacidad proliferativa. Hacia el
tercer pasaje, suele predominar un tipo celular. Es comun que en medios de cultivo que
contienen suero, este tipo celular sea una célula mesenquimal derivada de los
fibroblastos. (Freshney, 2005).

In vivo, las células sélo se dividen un numero determinado de veces, y luego mueren,
fenomeno llamado senescencia. Lo mismo ocurre in vitro, y por tanto, los cultivos
celulares no soportardan un namero infinito de pasajes. Pero hay células capaces de
modificarse genéticamente, y expresar determinados genes que les permitiran dividirse
indefinidamente. Este fenémeno se llama transformacion in vitro, y puede darse
naturalmente o ser inducido de manera artificial. Esto permite dar lugar a lineas
celulares continuas. Las lineas celulares pueden ser aneuploides, y por lo tanto,
diferentes al tipo celular que las originé (Freshney, 2005).

Los cultivos primarios son variables, las proporciones celulares van cambiando, pero
son genéticamente similares al tejido que los origin6. Es por ello que son utiles para
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ciertos estudios, como por ejemplo de citogenética, pero no para otros casos en que se
requiere estabilidad. Las lineas celulares, por el contrario, son mas homogéneas pero a
veces genéticamente diferentes del tejido originario, incluso con alteraciones
cromosomicas. Pero crecen de manera mas estable y uniforme, son mas faciles de
cultivar y mantener, por lo que presentan ventajas para algunas investigaciones que,
por ejemplo, requieren resultados repetibles. Hay muchos criterios para elegir la linea
celular adecuada para una investigacion, pero su descripciéon escapa los objetivos de
esta revisién (Freshney, 2005).

Un aspecto clave en el desarrollo de lineas celulares, es su validaciéon (Hay y col.,
2000). Existe la contaminacion cruzada entre tipos celulares, y ha habido casos de
lineas celulares de una determinada especie animal, que al ser analizadas resultaron
ser de otra. Hay también que verificar la ausencia de contaminacion microbiana ya sea
bacteriana y fungica, como de virus y micoplasmas. Hay muchos métodos de validacion
y autentificacion de las lineas celulares. Para verificar genéticamente una linea celular
se utiliza, por ejemplo, la realizacién de un cariotipo.

4.4.2 Aplicaciones en conservacion de especies en peligro

Los cultivos celulares tienen muchisimas aplicaciones practicas. En la investigacion
médica se utilizan ampliamente en el estudio del cancer, también en inmunologia,
farmacologia y genética (Freshney, 2005).

En el marco de la conservacién de las especies en peligro, la conservacién de células
tiene un gran impacto. Es importante conservar cultivos primarios tanto como
desarrollar lineas celulares. Demasiados pasajes y tratamientos con tripsina pueden
afectar adversamente las caracteristicas de las células, por lo que las células utilizadas
para la conservacion de las especies deberian someterse a un minimo de pasajes en el
laboratorio (Lin-feng Li y col., 2009).

Las aplicaciones de estos cultivos se relacionan con estudios de genética, evolucion,
ecologia, y mas recientemente de clonacion por transferencia nuclear (Ryder, 2002;
Holt y col., 2004; Pickard y Holt, 2004). Muchos factores relacionados con la célula
donante de nucleo influyen en el éxito en la clonacion (Tian y col., 2003). Es importante
contar con fuentes de células para investigar éstos y otros aspectos.

Hay reportes de generacion de lineas celulares de varias especies en peligro (Zeng y
col., 2009; Guan y col., 2011), incluso de varias especies nativas de Mongolia, como la
oveja de Mongolia (Liu y col., 2011) y el caballo mongol, una raza de Equus caballus
tipica de dicho pais (Lin-feng Li y col., 2009).

En Virologia, son indispensables para el estudio de los virus, muchos de los cuales
tienen un comportamiento previsible cuando son multiplicados en los mismos. Tanto los
cultivos primarios como las lineas celulares son muy utiles para estudios sobre
mecanismos de replicacion viral, para el desarrollo de técnicas de diagnostico, para la
produccién de inmunégenos y para la evaluacion de drogas antivirales. Ademas, las
lineas celulares pueden servir para desarrollar modelos in vitro para el estudio de
enfermedades virales en especies exéticas.
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5 HIPOTESIS

Es posible obtener muestras de tejidos viables de un ejemplar de caballo de
Przewaslkii luego de varias horas de muerto, y generar cultivos celulares a partir de
ellas.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General:

Conservar material genético del caballo de Przewalski (Equus ferus przewalskii) del
Zoologico de Villa Dolores a partir de muestras tomadas del ejemplar muerto.

6.2 Objetivos Especificos:

Desarrollar cultivos celulares primarios, a partir de biopsias de tejidos extraidas
del ejemplar muerto.

Propagar células a partir de los cultivos generados y congelarlas en nitrogeno
liquido, y a -80 °C.

Analizar la viabilidad de los tejidos y células luego de congeladas y trascurrido
un ano desde el cultivo del mismo.

Analizar la susceptibilidad de los cultivos de caballo de Przewalski (Equus ferus
przewalskii) a la infeccion con agentes virales de interés veterinario que afectan
a los miembros de la familia Equidae Herpesvirus equino 1 (EHV-1), 2 (EHV-2), 3
(EHV-3) y 4 (EHV-4).

Recuperar espermatozoides de los epididimos obtenidos del animal post
mortem.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MUESTRAS DE TEJIDOS

Los tejidos fueron obtenidos del ejemplar macho de caballo de Przewasiki del
Zoolégico de Villa Dolores (Montevideo - Uruguay), aproximadamente 15 horas
después de la muerte del animal. Siguiendo un protocolo del CRES (Center for
Reproduction of Endangered Species, del Zoolégico de San Diego, USA) se colectaron
muestras de alrededor de 1 cm® de piel, musculos esquelético y cardiaco, y cartilago
auricular. Luego de obtenidas, las muestras fueron sumergidas en solucién salina
bufferada (PBS) con antibidticos (100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de
estreptomicina), transportadas al laboratorio y mantenidas a 4° C durante 5 horas hasta
su procesamiento. El animal presentaba el escroto agrandado, por lo que durante la
necropsia se procedi6é a la exploraciéon del mismo, y se encontré un unico testiculo de
aspecto patoldgico, que fue extraido junto con el correspondiente epididimo para
estudios anatomopatoldgicos y reproductivos.

7.2 PROCESAMIENTO

Las muestras se procesaron de dos maneras. Una parte fue procesada y
criopreservada directamente como fragmentos de tejido, y otra parte fue procesada
para la generacién de cultivos celulares. Los tejidos criopreservados directamente
constituirian una reserva en caso de que no se lograra generar cultivos celulares a
partir de los fragmentos. Por otra parte las muestras de tejido conservan la
organizacion estructural histolégica propia de cada tipo tisular.

7.2.1 Criopreservacion de tejidos

Para conservacion inmediata en nitrégeno liquido y a — 80 °C, algunos fragmentos de
tejido fueron seccionados en pequefios trozos de 2-4 mm?. Estos trozos fueron lavados
tres veces por inmersién en PBS con antibiéticos, y luego conjuntos de 5 a 10 trozos
fueron colocados en criotubos (Eurotubo Deltalab®) con 1 ml de soluciéon para
criopreservacion preparada con 70% (v/v) de Medio Minimo Esencial con sales Eagle
(E-MEM, Sigma-Aldrich, USA) 20% (v/v) de suero fetal bovino (SFB, Probiomont®,
Montevideo, Uruguay), y 10% (v/v) de dimetil sulféxido, (DMSO, Sigma Co., USA). Los
tubos fueron almacenados a -80° C por 24 horas, y luego parte de los tubos fueron
transferidos a nitrogeno liquido (-196°C) para su preservaciéon a largo plazo.

7.2.2 Desarrollo de cultivos celulares a partir de tejido fresco

La otra parte de las muestras obtenidas de animal también fueron seccionadas en
trozos pequefios, y cultivadas directamente como explantos, en placas de 24 pocillos
(Nunc ®) con E-MEM + 20% de SFB, e incubadas bajo atmésfera humeda, con 5% de
CO,, a 37° C. El medio fue renovado cada semana y se cultivaron durante cuatro
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semanas o hasta la aparicién de una monocapa de células fibroblasticas alrededor del
explanto.

Las células fueron propagadas en botellas de 25 cm? (Grenier, Cellstar®). Una vez
evidenciado el crecimiento de una monocapa de células, estas ultimas fueron
removidas utilizando tripsina (0, 25% w/v) + EDTA (0, 2% wi/v) ( Sigma-Aldrich, USA), y
congeladas a razén de 5 a 10 millones de células por mililitro, en medio E-MEM
suplementado con 20% (v/v) de SFB y 10% (v/v) de DMSO. Los viales fueron envueltos
en algodon y almacenados a — 80° C por 24 horas, y luego una parte fueron
transferidos a nitroégeno liquido (-196°C) para su preservacion a largo plazo.

7.3 ANALISIS DE LA VIABILIDAD DEL MATERIAL CONGELADO

7.3.1 Trozos de tejidos

Pasados doce meses de su congelacién en nitrogeno y a — 80 °C, muestras de cada
tipo de tejido congelado fueron descongeladas rapidamente, en aproximadamente 3
minutos a 37° C a bano Maria. Luego fueron lavadas dos veces por inmersion en E-
MEM, y cultivados directamente como explantos en placas de 24 pocillos (Nunc ®), en
medio E-MEM + 20% SFB, bajo atmésfera humeda con 5% de CO,, a 37° C. Las
placas fueron monitorizadas diariamente para verificar el crecimiento de una monocapa
de células alrededor del explanto. Fueron mantenidas 4 semanas bajo las mismas
condiciones de cultivo, renovando el medio cada semana. Durante las primeras dos
semanas se utiliz6 el medio E-MEM + 20% SFB como medio de crecimiento, y luego se
utiizé E-MEM + 5% SFB como medio de mantenimiento. La presencia de
contaminacion bacteriana o fungica se evalué microscépicamente. En adicion, cada
cuatro dias, muestras del sobrenadante de los cultivos fueron sembrados en caldo
nutritivo, caldo tioglicolato y medio de Saboureaud para evidenciar la posible presencia
de contaminantes.

7.3.2 Cultivos celulares congelados

Doce meses después de su congelacién en nitrogeno y a — 80 °C, 1 vial de cada cultivo
celular fue descongelado y sembrado en placas descartables. El crecimiento de las
células, y la ausencia de contaminacién fueron monitorizados cada dia de acuerdo al
método descripto anteriormente.

7.4 INFECCION VIRAL DE LOS CULTIVOS CELULARES

Se procedi6 a la infeccién de las monocapas celulares con Herpesvirus equino 1 (EHV-
1), 2 (EHV-2), 3 (EHV-3) y 4 (EHV-4). Las cepas virales utilizadas fueron gentilimente
cedidas por la Catedra de Virologia de la Facultad de Ciencias Veterinaria —
Universidad Nacional de la Plata (Republica Argentina).

Se sembraron a razén de 1-2 x 10° células por ml, en placas de 24 pocillos y se
incubaron durante 24hs a 37 °C. Una vez comprobada la uniformidad de la monocapa
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formada (entre las 24-48 hs de desarrollo), se descarté el medio de cultivo y se
infectaron con 100 ul de cada uno de los tipos virales, por duplicado, sin diluir y en dos’
diluciones (107" y 102). Se colocaron las placas durante 1 hora a 37 °C en atmdsfera
controlada de CO; para favorecer la adsorcién viral y pasado este tiempo, se descart6
el ino6culo, se lavaron las monocapas con E-MEM libre de SFB, se completaron los
pocillos con E-MEM con 5% de SFB y se incubd en idénticas condiciones. Se dejaron
pocillos en los que se reemplazé el inéculo por E-MEM para ser utilizados como
controles negativos de infeccion. Diariamente se control6 la aparicion de efecto
citopatico (ECP) caracteristico de cada uno de los tipos virales. Cuando el ECP fue del
100% los sobrenadantes de los cultivos celulares fueron centrifugados, descartados los
paquetes celulares y los diferentes sobrenadantes asi clarificados fueron conservados
como semilla para proseguir con el estudio.

Se realizaron nuevos cultivos utilizando cubreobjetos en placas de 6 pocillos, de
manera que las células crecieran también sobre los mismos. Una vez logrado el
desarrollo de la monocapa en el menor tiempo posible se procedié a reinfectar estos
cultivos de acuerdo a la metodologia descripta. Cuando se visualizaron focos de ECP
los cubreobjetos fueron levantados y parte de ellos fueron fijados en Carnoy para su
posterior tincidbn con la clasica técnica de tincion con Hematoxilina-Eosina (HE) y
observacion del ECP. Otra parte de las laminas fueron lavadas con PBS Yy fijadas en
acetona fria (-20°C) durante 30 minutos para su uso en la técnica de inmunocitoquimica
(IcQ).

La técnica de ICQ se realiz6 siguiendo los protocolos descritos en la literatura (Barbeito
y col., 2005) y utilizando sueros de referencia contra cada uno de los virus en estudio.
Como segundo anticuerpo se utilizd un suero antiequino conjugado con peroxidasa
(Sigma Aldrich) en la dilucién indicada por el fabricante y la reaccion se revel6 con
diaminobencidina.

7.5 RECUPERACION DE ESPERMATOZOIDES DE LA COLA DEL EPIDIDIMO Y
ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL TESTICULO

Luego de extraido, el testiculo fue lavado con suero fisiolégico, medido y pesado.
Siguiendo el protocolo de Jason E. Bruemmer de la Universidad de Colorado, CO, USA
(2006), se intent6 la recuperacion de espermatozoides de la cola del epididimo. El
epididimo fue disecado separando la cola y parte del conducto deferente. La
recuperacion de espermatozoides fue a través de un lavado retrégrado con solucién
salina fisiolégica. El testiculo fue enviado al Departamento de Patologia de la Facultad
de Veterinaria (Universidad de la Republica), para su analisis anatomopatologico.
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8. RESULTADOS

La extraccion de muestras de tejidos fue exitosa. El hecho que el animal hubiera estado
muerto quince horas al momento de la extraccién no impidi6 que las muestras fueran
procesadas favorablemente y que las células proliferaran luego de ser cultivadas in
vitro.

8.1 TEJIDOS CULTIVADOS DIRECTAMENTE COMO EXPLANTOS

Se desarrollaron cultivos celulares primarios a partir de fragmentos de piel, cartilago
auricular y musculo esquelético. Luego de dos semanas de cultivo, se evidencié la
formacion de una monocapa de células, que fue subsecuentemente propagada (Fig. 4).
Todos los tipos celulares, una vez subcultivados, alcanzaron el 100% de confluencia en
aproximadamente el mismo tiempo, que fue de alrededor de 5 dias a 37 °C (Fig. 5).
Luego de cinco pasajes, fue posible congelar células mediante métodos estandar,
preservarlas en nitrégeno liquido, descongelarlas y continuar con el desarrollo de los
cultivos.

No fue posible obtener cultivos a partir de los fragmentos de musculo cardiaco. Si bien
en una primera instancia se evidencié crecimiento celular alrededor del explanto,
alrededor del quinto dia las células comenzaron a desprenderse deteniéndose su
proliferacion.

8.2 FRAGMENTOS CONGELADOS

La generacion de cultivos celulares a partir de los fragmentos descongelados también
fue exitosa, utilizandose metodologias similares a las usadas para otras especies.
Luego de ser descongelados y cultivados, los tejidos produjeron cultivos celulares
homogéneos. Aproximadamente a las dos semanas de cultivo, se evidencié migracion
de células alrededor del explanto, confirmando que las piezas de tejido congeladas
eran viables y capaces de proliferar luego de descongeladas. No hubo evidencia de
contaminacion fungica o bacteriana en cuatro semanas de incubacion a 37 °C.

No hubo diferencias aparentes en el crecimiento celular entre los tejidos frescos y
descongelados.

8.3 INFECCION DE LOS CULTIVOS CON
HERPESVIRUS EQUINOS

Los cuatro tipos virales (EHV-1, 2, 3 y 4) fueron capaces de infectar los cultivos
celulares evaluados (Figs. 6 a 9). EHV-1 y 3 produjeron ECP especifico (aumento de
tamarno y refringencia celular, lisis y desprendimiento) desde las 18 hs posinfeccion (pi)
hasta la lisis total a las 36 hs pi. EHV-2 produijo lisis total a las 72 hs pi y EHV-4 demoro
hasta los 5 dias pi.

Una vez adaptada las células en el primer pasaje con estos virus, en el segundo pasaje
se observaron focos de ECP para todos los tipos virales entre las 24 y 48 hs pi.
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La tincion con HE en las células infectadas con EHV-1 revel6 la presencia de sincitios y
cuerpos de inclusion intranucleares.

La técnica de ICQ realizada demostré la expresion de antigenos virales especificos
(Figs. 10,11y 12).

8.4 RECUPERACION DE ESPERMATOZOIDES DE LA COLA DEL EPIDIDIMO Y
ESTUDIO ANATOMO PATOLOGICO DEL TESTICULO

El testiculo extraido tenia consistencia dura y media 26 cm de largo, 11.5 cm de ancho
y 16 cm de altura. Existia una desproporciéon evidente entre el tamafio aumentado del
testiculo y el del epididimo. Su peso fue de 2763 gramos. El analisis histopatolégico
realizado en la Catedra de Patologia de la Facultad de Veterinaria determiné la
presencia de un seminoma tipico abarcando la mayoria del parénquima testicular. No
se logré recuperar espermatozoides viables de la cola del epididimo, obteniéndose una
baja concentracion de espermatozoides con una alta proporcion de anormalidades
morfologicas.
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9. DISCUSION

La importancia de almacenar muestras viables de los individuos de las especies
amenazas ha sido enfatizada por varios autores (Wildt et al 1997; Ryder 2002; Holt y
col., 2003; Pickard y Holt, 2004; Roldan y col., 2006; Lermen y col., 2009) y ya fue
mencionada en este trabajo. La existencia de muestras hace posible que se lleven a
cabo trabajos de investigacibn que enmarcan los planes de conservacion que
eventualmente salvaran a las especies de la extincion. Hay numerosos trabajos que
reportan la creacion de lineas celulares y bancos genéticos de especies salvajes y
domeésticos (Zeng y col., 2011).

El caballo de Przewalski es una especie clave para la biologia de la conservacion, pues
ha sido de las primeras especies rescatadas de situaciones de peligro realmente
critico, y los planes de conservacion utilizados han servido de antecedente y modelo
para la conservacién de otras especies. Las muestras guardadas originalmente en
museos y zoologicos, y mas recientemente en bancos de recursos genéticos han
permitido investigar extensamente sobre esta especie (Goto y col., 2011). En algunos
de los bancos de recursos genéticos del mundo se almacenan muestras de caballos de
Przewaslkii. El Frozen Zoo de San Diego cuenta con un gran numero de muestras de
cientos de individuos, y muchas de las investigaciones genéticas en esta especie han
sido realizadas por profesionales vinculados a la Sociedad Zooldgica de San Diego,
gracias a la existencia de estas muestras.

Estudios han demostrado mediante técnicas genéticas de mapeo de ADN, o mediante
identificacion de grupos sanguineos, que los ancestros de los individuos descritos en el
Studbook del caballo de Przewaslkii no siempre eran los correctos, pues en el momento
en que fueron realizados no se contaba con herramientas que certificaran la paternidad
de un individuo (Bowling y Ryder, 1988; Goto y col., 2011). Es por eso que es
importante contar con muestras del mayor numero de individuos posible, a fin de poder
garantizar estudios como éstos, u otros cuya importancia aun no podemos evaluar.
Mediante este trabajo, se logr6é preservar el material genético de un individuo de una
especie valiosa que existia en Uruguay. Si bien este individuo en particular afios atras
no era de interés en el programa de reproduccion de la especie (Comunicacion
personal, Evzen Kus 2012), no se sabe con certeza si en el futuro podra tener alguna
utilidad. Si no se hubiera guardado material de este individuo, habria desaparecido para
siempre para los propésitos de la ciencia.

En Uruguay, no hay antecedentes de intentos de conservacion de tejido viables de esta
especie. Existen antecedentes de generacién de bancos de células de otra especie
silvestre, el venado de campo (Ozotoceros bezoarticus), en la divisidn citogenética de
la Facultad de ciencias (Gonzalez y Barbanti Duarte, 2003).

En la Facultad de Veterinaria no habian, al momento de realizado este trabajo,
antecedentes de intentos de conservar tejidos diploides viables de especies
amenazadas. Luego de realizado el presente trabajo y ajustado los protocolos de
extraccion y conservacion de células y tejidos, se han generado y conservado tejidos y
células viables de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) (Puentes y Ungerfeld,
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2010a) y de ganado-bovino criollo (Bos taurus) (Puentes y col., 2010b); ademas se han
realizado cultivos celulares de especies domésticas como perros y gatos con fines de
investigacién en Virologia. Estos trabajos, por lo tanto, permiten estar debidamente
entrenado al momento en que se necesite generar un cultivo a partir de una muestra
importante y unica, como por ejemplo una muestra colectada de manera oportunista de
un animal muerto que sea de interés cientifico; o por otro lado, de un animal que
requiere ser anestesiado para la extraccion de muestras.
El principal objetivo de este trabajo fue conservar el material genético de este individuo
en particular, lo que no quita que en un futuro se pueda establecer una linea celular
inmortal de esta especie, que pueda ser utilizada, por ejemplo, como sustrato para la
propagacion de virus de interés veterinario. La creacion de una linea celular requiere,
entre otras cosas, la validacion de la misma mediante varias técnicas (Hay y col., 2000;
Fresney, 2005), algunas de las cuales no se realizaron en nuestro trabajo. Por ejemplo,
se deberia realizar en un futuro un cariotipo de las células generadas, para verificar que
las mismas derivaron de los fragmentos del caballo de Przewalski. Si se verificd la
ausencia de contaminacion bacteriana y fungica.
Los cadaveres son una fuente importante y reconocida de tejidos para cultivar y
generar lineas celulares. Han habido reportes de desarrollo de cultivos a partir de
animales muertos (Zeng y col., 2009), incluso de clonacién a partir de células obtenidas
de donantes muertos (Loi y col., 2001), lo que deja de manifiesto la importancia que
puede tener este banco de células del caballo de Przewalski en un futuro. En medicina
humana, es muy utilizada la toma de muestras de piel post mortem para bancos de
tejidos, y se usan para trasplantes e injertos, por ejemplo para personas quemadas. Por
tanto, esta también estudiado en profundidad el efecto que el tiempo post mortem tiene
sobre la viabilidad de las muestras obtenidas. Una de las principales diferencias es que
los cadaveres humanos donantes suelen ser refrigerados post mortem. Varios autores
recomiendan realizar la recuperacién de la piel dentro de las primeras 15 (Kagan y col.,
2005) o 18 horas (Vasiliev y col., 2002), pues la viabilidad baja mucho hacia las 18
horas si el cadaver no ha sido refrigerado. Otros recomiendan las primeras 12 horas, y
algunos autores 24 (Kagan y col., 2005) y hasta 48 horas si el cadaver fue refrigerado
(Vasiliev y col., 2002). Sin embargo, no hay un rango exacto, ya que la viabilidad
depende muchos factores, como la temperatura ambiente, y diferencias individuales
entre los propios cadaveres (Vasiliev y col., 2002).
En la practica de la medicina veterinaria los desafios pueden ser otros. Suele ocurrir
que los individuos se encuentren muertos, sin conocimiento exacto del momento del
deceso. La institucién Frozen Ark, en su protocolo de muestreo a partir de cadaveres
no da un numero maximo de horas post mortem dentro de las cuales convenga sacar
las muestras, sino que indica sacarlas “lo antes posible”.
Silvestre y col. (2003), estudiaron la capacidad de generar cultivos fibroblasticos a partir
de muestras de conejo y cerdo conservadas a varios intervalos post mortem y a varias
temperaturas. Estos autores demostraron que el aumento de la temperatura de
almacenamiento afecta negativamente la viabilidad de las muestras, y que Ila
refrigeracion conserva las células vivas por mas tiempo. A temperaturas ambiente de
"alrededor de 22 °C, las muestras se mantienen capaces de generar cultivos celulares
con una eficiencia de casi el 100% hasta aproximadamente 24 horas post mortem, y
mantienen una alta eficiencia por 72 horas. En la practica el lapso de 72 horas
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probablemente no se cumpla, puesto que ese trabajo fue realizado con orejas aisladas
del resto del cadaver, y el cadaver completo probablemente experimente una
descomposicion mas rapida. Estos mismos autores concluyen que, dados estos
resultados, es conveniente intentar la recuperacion de células viables y su cultivo de la
mayoria de los especimenes encontrados muertos.

En este trabajo, las muestras se tomaron lo antes que se pudo ante un evento
inesperado como fue la necesidad de eutanasiar al animal. El hecho que las muestras
fueran tomadas aproximadamente 15 horas luego de la muerte del ejemplar, y el que el
cadaver haya permanecido a temperatura ambiente, no afectaron negativamente la
viabilidad de las células, obteniéndose cultivos celulares a partir de la mayoria de los
fragmentos de tejidos. No se obtuvieron cultivos a partir del musculo cardiaco. Se
presume que este tipo celular hubiera requerido un medio de cultivo mas rico.

Tovar y col. (2008) encontraron diferencias en la morfologia y el tipo celular del cultivo
obtenido a partir de biopsias de animales silvestres de acuerdo al método utilizado para
despegarlas. El tratamiento con colagenasa generaba células de tipo fibroblastico,
mientras que el tratamiento con tripsina daba lugar a células de tipo epitelial. En
nuestro trabajo, sin embargo, en que usamos unicamente tratamiento con tripsina, las
células son de tipo fibroblastico, a juzgar por su forma y morfologia.

No hubo diferencias aparentes en el crecimiento celular entre los tejidos frescos y
descongelados. Esto indica que pueden congelarse las muestras de tejido vy
mantenerse viables y aptas para cultivo hasta que se requiera usarlas (Fowler, 1984;
Leek, 2006).

Cuando las células fueron evaluadas como sustrato para la multiplicacién viral, se
seleccionaron cuatro tipos virales que suelen ser endémicos y repercuten en la
produccion y en la salud equina. EI EHV-1 es el principal causante del aborto equino y
del sindrome neonatal que deriva en la muerte del potrillo en las primeras 24 horas de
vida. Se encuentra asociado ademas junto con el EHV-4 a la rinoneumonitis equina que
disminuye el rendimiento del caballo deportivo cuando el animal esta clinicamente
enfermo. El EHV-2, es una gammaherpesvirus y si bien los signos clinicos que produce
no son patognoménicos, este virus se encuentra asociado a la infeccion con
Rhodococcus equi postulandose que puede ser la causa predisponente para la
infeccidbn bacteriana. EI EHV-3 es el causante del exantema coital equino, una
infeccién altamente transmisible por contacto sexual Todos estos virus tienen capacidad
de afectar a los caballos de Przewalskii (Borchers y col., 1999). Previamente a su
reintroduccién en la naturaleza, se practica de rutina la vacunacién contra Herpes virus
1y 4 en los animales; y dentro del estudio serolégico que se realiza se encuentra el
analisis de la exposicién a EHV- 1, 4 y 3 (Walzer y col., 2000). Los cuatro virus fueron
facilmente multiplicables en las células desarrolladas indicando claramente que pueden
ser utilizadas para el estudio de estos agentes virales.

Dada su condicién patolégica, el testiculo recuperado de este animal era de tamafio
superior al descripto para los ejemplares de su especie (Collins y col., 2006). El hecho
de no poder recuperar espermatozoides viables de la cola del epididimo era esperable,
debido al seminoma testicular y a los afios de inactividad sexual del individuo. El intento
de recuperacion fue realizado de todas formas con fines practicos y docentes.
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En conclusién se gener6 un banco de células del caballo de Przewalski que existia en
nuestro pais, que seran mantenidas en la Facultad de Veterinaria en nitrégeno liquido y
podran ser utilizadas para fines que aporten conocimiento sobre la especie o para fines
de investigacion en otras areas. Seria interesante que en un futuro los cultivos
generados en este trabajo integraran las bases de datos de instituciones como el
Frozen Ark o el Frozen Zoo.

Ademas se ajustaron los protocolos para el muestreo y procesamiento de tejidos
extraidos de animales muertos, lo que podran ser utilizados y aplicados para otras
especies de interés cientifico en el Uruguay. Por ultimo, cabe destacar que los
resultados de este trabajo ya fueron publicados parcialmente en Bioscience Journal en
el afio 2011 (Puentes y col., 2011).
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FIGURAS
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Figura 1: Equus ferus przewalskii, macho adulto. Nétese la

ausencia de cerquillo, las crines erguidas y el cuello ancho.

Figura 2: Equus ferus przewalskii, macho adulto. Nétese el
color tostado, las crines y miembros mas oscuros, y el
hocico claro.
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Figura 3: Warszawa 18, o “Tabun” en
gentilmente por el Dr. Javier Mirazo.
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el Zoo de Villa Dolores en 2003. Fotografias 1, 2 y 3 cedidas
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Figura 4: Explanto de piel, al dia 12 de cultivo; con evidencia de
crecimiento celular a su alrededor (Aumento 100X).

Figura 5: Monocap de células fibroblasticas obtenida a partir de
explanto de cartilago auricular, al quinto dia de cultivo del primer
pasaje. (Aumento 100X).
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Fig.8 Fig.9

Figuras 6 a 9: Monocapas de células fibroblasticas de Caballo de Przewaskii infectadas con EHV1
(Fig.6), EHV2 (Fig 7.), EHV3 (Fig.8) y EHV4 96 horas post infeccion (Fig.9). Obsérvese el efecto
citopatico caracteristico (aumento de refringencia y tamafio de la célula infectada, lisis y
desprendimiento). (Figuras 6 a 8: aumento 100X. Figura 9: aumento 400X).
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Fig.10 Fig.11
Figuras 10 y 11: Inmunocitoquimica: Células de Caballo de Przewalskii infectadas con EHV-1. Fig.10:
aumento 100X. Figura 11: Obsérvese el sincitio celular a la izquierda de la fotografia, Aumento 400X.

Figura 12: Inmunocitoquimica. Monocapa de
células de caballo de Przewaslkii sin infectar
(Control negativo de infecciéon) (MO 100x).

Las fotografias 7 a 12 fueron gentilmente cedidas por la Dra. Cecilia Galossi.
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