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RESUMEN 

 

Las células madre mesenquimales (CMM) son células progenitoras 

multipotentes que poseen potenciales de auto-renovación y diferenciación 

multilinaje (osteogénico, condrogénico y adipogénico). La capacidad de 

diferenciación de las CMM se extiende principalmente hacia linajes 

mesodérmicos como osteogénico, condrogénico y adipogénico; sin embargo, 

estudios recientes in vitro han demostrado que las CMM poseen capacidad para 

diferenciarse hacia tejidos ectodérmicos como el neuronal. El objetivo del 

presente estudio fue determinar la capacidad de diferenciación neurogénica in 

vitro de CMM bovinas aislada desde medula ósea (MO) fetal. La detección de 

marcadores mesenquimales CD90, CD105 y CD73, hematopoyéticos CD34 y 

CD45 y de pluripotencia OCT4 y NANOG fue realizada por medio de PCR-

cuantitativo (Q-PCR) y citometría de flujo. El protocolo 1 de diferenciación 

neurogénica consistió en una pre-inducción neuronal por 24 horas con medio 

DMEM suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB) y una posterior 

inducción neuronal con Betamercaptoetanol (BME) durante 6 días. El protocolo 

2 de diferenciación neurogénica consistió en medio DMEM suplementado con 

Fibroblast Growth Factor-basic (bFGF), Epidermal Growth Factor (EGF) durante 

24 horas y posteriormente durante 120 horas con medio de cultivo 

suplementado con hidroxianisol butilado (BHA), cloruro de potasio, ácido 

valproico, forskolina y suplemento neuronal. Muestras celulares fueron 

obtenidas a las 0, 24, 96 y 144 horas de cultivo. La expresión de genes fue 

evaluada por Q-PCR e inmunofluorescencia. Los análisis de Q-PCR en CMM 

indiferenciadas, detectaron mayores (P<0,05) niveles de mRNA de marcadores 

mesenquimaticos CD73, CD90 y CD105 en relación a los niveles de CD34 

(151.2, 245.1 y 238.1 veces, respectivamente). Mediante citometría de flujo se 

determinó una alta proporción de CMM positivas para marcadores 



8 
 

mesenquimáticos CD29 (76,3%), CD73 (96,8%) y marcadores de pluripotencia 

Oct4 (94,6%) y Nanog (88,4%). En contraste, una alta proporción de CMM fue 

negativa para marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45 (93,4% y 95,6%, 

respectivamente). Durante el el protocolo 1 de diferenciación neuronal se 

detectó una disminución (P<0,05) de los niveles de mRNA de NESTIN a las 24, 

96 y 144 horas (3,7; 2 y 1 veces expresión de la hora 0). En comparación, los 

niveles de mRNA de MAP2 aumentaron (P<0,05) a las 24, 96 y 144 horas (2,4; 

18,9 y 16 veces expresión de la hora 0). Los niveles de mRNA de TRKA 

aumentaron (P<0,05) a las 96 y 144 horas (6,6 y 8 veces expresión de la hora 

0). En tanto los niveles de mRNA de NGF y de NANOG no fueron distintos entre 

el grupo control y diferenciación. Durante el protocolo 2 se detectó una 

disminución (P<0,05) de los niveles de mRNA de NESTIN a las 24, 96 y 144 

horas (3,74; 0,3; 0,1 veces expresión de la hora 0). En comparación, la 

expresión de MAP2 aumentó (P<0,05) a las 96 y 144 horas (4,1; 22,8 veces 

expresión de la hora 0). Asimismo, los niveles de TRKA aumentaron (P<0,05) 

luego de 96 y 144 horas (51,3; 111,7 veces expresión de la hora 0) de 

diferenciación. Además, NGF presento un menor nivel de expresión en las 

CMM diferenciadas a las 0, 24, 96 y 144 horas de cultivo (1; 0,8; 16,2 y 17,4 

veces la expresión de la hora 0), en comparación con el control (1; 5,8; 47,8 y 

25,7 veces la expresión de la hora 0), respectivamente. El perfil de expresión 

relativa de genes obtenido en el protocolo 2 es concordante con el obtenido en 

el ensayo de inmunoflorescencia asociada a NESTIN, MAP2, TRKA y PrPC. A 

pesar de que las CMM expuestas a BME presentan cambios morfológicos 

similares a un perfil neuronal, los valores de expresión génica no indican la 

adopción de un fenotipo neurogénico. Como ha sido reportado previamente, 

estos cambios pueden deberse a efectos citotóxicos del BME más que a 

inducción neurogénica. Sin embargo, el protocolo 2 utilizado en este estudio 

indujo cambios morfológicos y un perfil de expresión génica asociado a 

diferenciación neurogénica. En conclusión, las CMM de origen fetal bovino 
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indiferenciadas poseen mayoritariamente un perfil mesenquimático y bajo 

condiciones de cultivo in vitro adecuadas poseen un potencial de diferenciación 

neurogénica.  
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SUMMARY 

 

 

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent progenitor cells that possess the 

potential for self-renewal and multilineage differentiation (osteogenic, 

chondrogenic and adipogenic). Despite MSC have been isolated from several 

tissues, the most common source of isolation is the bone marrow (BM), both for 

clinical and research purposes. The differentiation capacity of MSC extends 

primarily to mesodermal lineages; however, recent studies have shown that 

MSC have also the potential to differentiate into ectodermal cell types such as 

neuronal. The aim of this study was to determine the potential for in vitro 

neurogenic differentiation of MSC isolated from fetal bovine BM. Detection of 

mesenchymal markers CD90, CD105 and CD73, hematopoietic markers CD34 

and CD45 was performed by Quantitative-PCR (Q-PCR) and flow cytometry. 

Protocol 1 of neurogenic differentiation consisted in pre-induction for 24 hours 

with DMEM supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS), and induction 

with beta-mercaptoethanol (BME) for 6 days.  Protocol 2 of neurogenic 

differentiation consisted in culture of MSC in DMEM supplemented with 

Fibroblast Growth Factor-basic (FGFb) and Epidermal Growth Factor (EGF) for 

24 hours, followed by culture in DMEM supplemented with butylated 

hydroxyanisole, KCl, valproic acid, forskolin, neural supplement for 120 hours. 

Cell samples were taken at 0, 24, 96 and 144 hours of culture. Analyses 

indicated that mRNA levels of mesenchymal markers CD73, CD90 and CD105 

were higher (151.2, 245.1 and 238.1 fold, respectively; P <0.05) relative to 

CD34. Moreover, flow cytometry detected a high proportion of MSC positive for 

mesenchymal markers CD29 (76.3%), CD73 (96.8%), pluripotent markers Oct4 

(94.6%) and Nanog (88.4%). In contrast, high proportion of MSC were negative 

to hematopoietic markers CD34 and CD45 (93.4% and 95.6%, respectively). 

During protocol 1 of neuronal differentiation, NESTIN mRNA levels decreased 
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(P <0.05) at 24, 96 and 144 hours (3,7; 2 and 1 fold 0 hours). In contrast, levels 

of mRNA of MAP2 increased (P <0.05) at 24, 96 and 144 hours (2,4; 18,9 and 

16 fold 0 hours). Similarly, levels of TRKA mRNA increased (P<0.05) at 96 and 

144 hours (6,6 and 8 fold 0 hours). NGF and NANOG mRNA levels were not 

significantly different between treatments. During protocol 2, NESTIN mRNA 

levels decreased (P <0.05) at 24, 96 and 144 hours (3.74, 0.3, 0.1 fold 0 hours). 

In comparison, MAP2 mRNA levels increased (P <0.05) at 96 and 144 hours 

(4,1; 22,8 fold 0 hours). In addition, NGF mRNA levels were lower (P<0,05) in 

differentiated MSC at 0, 24, 96 and 144 hours of culture (1; 0.8; 16.2 and 17.4 

fold the expression at 0 hours) compared to control (1; 5.8; 47.8 and 25.7 fold 0 

hours). The gene relative expression values in differentiated MSC were 

consistent with immunofluorescence patterns. Although BME induced neuron-

like changes in MSC morphology, gene expression profiles showed no indication 

of the adoption of a neurogenic phenotype. As reported before, BME-induced  

morphological changes may be due to cytotoxic effects rather than neurogenic 

induction. However, the second protocol induced morphologic changes and a 

gene expression pattern associated to neurogenic differentiation. In conclusion, 

undifferentiated MSC isolated from fetal bovine BM possess a mesenchymal 

profile and under adequate in vitro culture conditions may be induced into 

neurogenic differentiation.  
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1 INTRODUCCIÓN 
 

Las CMM son células progenitoras multipotentes con potenciales de auto-

renovación y diferenciación multilinaje (Pittenger et al., 1999). Su ubicación más 

conocida es en medula ósea (MO), donde representan entre un 0.001- 0,01% 

del total de la fracción celular (Pittenger et al., 1999). Adicionalmente se reporta 

la presencia de las CMM en otros tejidos como adiposo, cordón umbilical, 

músculo y pulpa dentaria (Kern et al., 2006). La capacidad de diferenciación de 

las CMM se extiende principalmente a linajes mesodérmicos como osteogénico, 

condrogénico y adipogénico (Bosnakovski et al., 2004; Cortes et al., 2013) Sin 

embargo, estudios recientes in vitro han demostrado que las CMM poseen 

además capacidad para diferenciarse hacia tejidos ectodérmicos como el 

neuronal (Khang et al., 2012; Tondreau et al., 2004). En este sentido se ha 

reportado que en cultivos in vitro de CMM expuestas a factores inductores de 

diferenciación neurogénica como β-mercaptoetanol (BME), hidroxibutilanisol 

(BHA), cloruro de potasio (KCl), ácido valproico y forkolina, se detecta un 

aumento en la expresión de genes o marcadores neuronales (Woodbury et al., 

2000). Entre estos marcadores se ha detectado la expresión de NESTIN, cuya 

expresión está asociada a actividad citoplasmática en células progenitoras 

neuronales, en las cuales cumple una función de reorganización de 

microtúbulos durante el desarrollo neurogénico (Michalczyk and Ziman, 2005). 

Además, se ha detectado la expresión de marcadores de maduración neural 

como proteína 2 asociada a microtúbulos (MAP-2) presente en procesos de 

neuritogénesis (Tondreau et al., 2004). Dentro de los marcadores de 

maduración, también se ha reportado la expresión del receptor tirosina kinasa A 

(TrKA), que cumple un rol como receptor de superficie del factor de crecimiento 

neural (NGF) (Zhang et al., 2000). Adicionalmente, existen estudios de 

diferenciación neuronal en células madre embrionarias (CME) que han 

reportado un aumento en la expresión del gen del prion celular (PrPC), cuya 
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función durante este proceso es desconocida pero se presume que está 

asociada al control del estado pluripotente (Mouillet-Richard et al., 1999). 

El potencial de diferenciación neurogénica de las CMM abre nuevas 

posibilidades de utilización de estas células en medicina regenerativa, así como 

también en el desarrollo de modelos para el estudio de enfermedades 

neurodegenerativas. Sin embargo, previamente a su aplicación, es 

imprescindible contar con más información que permita dilucidar su biología, 

incluyendo sus características bajo cultivo in vitro. Las CMM son células 

indiferenciadas que han sido aisladas y estudiadas principalmente en el modelo 

murino y humano y en menor medida en especies domésticas como caninos, 

felinos, equinos y porcinos (Juhásová et al., 2011; Kadiyala et al., 1997; 

Radcliffe et al., 2010). A pesar de su utilidad como modelo para la investigación, 

en la actualidad existe escasa información sobre la biología de estas células en 

la especie bovina. El desarrollo de un modelo experimental en animales 

mayores incluyendo la especie bovina puede ofrecer nuevas alternativas para la 

investigación en la biología de las CMM y eventualmente para aplicaciones en 

medicina regenerativa y como modelo in vitro para el estudio de enfermedades 

neurodegenerativas como la Encefalopatía Espongiforme Bovina. Por otra 

parte, la amplia disponibilidad de tejidos provenientes desde plantas faenadoras 

al ser esta una especie de abasto, permite disminuir la necesidad de recurrir a 

métodos de extracción invasivos en donantes vivos. El objetivo del presente 

estudio fue el aislamiento de CMM bovinas desde médula ósea fetal bovina y su 

posterior caracterización durante el proceso de diferenciación neurogénica in 

vitro mediante análisis cuantitativo y cualitativo. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1  Biología de las células madre mesenquimales (CMM) 
 

Las CMM también llamadas células madre estromales poseen propiedades 

multipotenciales que incluyen capacidad de autorenovación y diferenciación 

multilinaje (Platet et al., 2004). Tradicionalmente se ha establecido que las CMM 

son células progenitoras mesenquimales con capacidad de diferenciación hacia 

linajes de origen mesodérmico (Mendes et al., 2005). Dentro de estos linajes se 

incluyen los tipos celulares osteogénico, adipogénico, condrogénico y 

miogénico (Bossolasco et al., 2004; Pittenger et al., 1999). Sin embargo, 

estudios recientes han demostrado el potencial de diferenciación de las CMM 

hacia linaje endodérmico como el hepático y hacia linaje ectodérmico como el 

neural (Kopen et al., 1999; Petersen et al., 1999).  

Hace aproximadamente cuatro décadas se reportó el primer estudio descriptivo 

sobre las propiedades de CMM aisladas desde MO adulta en ratas 

(Friedenstein et al., 1966). Las propiedades de estas células incluían capacidad 

de adherencia al plástico, morfología fibroblastoide y capacidad clonogénica o 

de formación de colonias. Adicionalmente, se reportó como potencial 

fundamental de estas células, su capacidad de diferenciación multilinaje 

(Pittenger et al., 1999). En el último tiempo, la Sociedad Internacional de 

Terapia Celular (ISCT), ha propuesto adicionalmente tres requisitos para la 

clasificación de CMM que incluyen: 1) Adherencia a placas de cultivo de 

plástico y morfología fibroblastoide; 2) Inmunofenotipo positivo a CD44, CD73, 

CD90, CD105 y HLA-I y negativo a marcadores hematopoyéticos como CD34 y 

CD45; y 3) Capacidad de diferenciación multilinaje hacia tipos celulares de 

origen mesodérmico que incluyen osteogénico, condrogénico y adipogénico 

(Dominici et al., 2006).  
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La MO es el tejido de aislamiento de CMM más frecuentemente utilizado y 

reportado (Cortes et al., 2013), debido a su amplia disponibilidad y a su facilidad 

de muestreo. A pesar de que sólo el 0.001 – 0.01% del número total de células 

nucleadas presentes en este tejido son CMM (Pittenger et al., 1999), el 

aislamiento desde MO posee una alta eficiencia y las células derivadas cuentan 

con una notable capacidad de diferenciación (Pittenger et al., 1999). 

Adicionalmente, el aislamiento de CMM desde tejido adiposo ha sido posible y 

cuyas CMM presentan propiedades similares a las obtenidas desde MO (Kern 

et al., 2006). Además, las CMM de sangre de cordón umbilical cuentan con 

características morfológicas celulares similares a las obtenidas de MO pero 

poseen menor capacidad de diferenciación hacia el linaje adipogénico (Kern et 

al., 2006). Otros tejidos desde los cuales se han aislado CMM son placenta, 

periostio, membrana sinovial, músculo, dermis, sangre y hueso trabecular 

(Battula et al., 2007; Tuan et al., 2002). Según ensayos de transcriptómica y 

ensayos de diferenciación in vivo se ha propuesto que las potencialidades de 

diferenciación entre CMM obtenidas desde distintas fuentes son variables y 

dependen del origen y de la metodología experimental (Sacchetti et al., 2016). 

La heterogeneidad celular presente en los tejidos de origen, hace necesaria la 

utilización de métodos de separación y aislamiento de las CMM. Entre algunos 

métodos reportados se encuentra la citometría de flujo, las esferas 

inmunomagnéticas y la adherencia a placas de cultivo de plástico. La utilización 

del citómetro de flujo para la caracterización e identificación de marcadores 

específicos unido a un sortometro para la separación de los diversos tipos 

celulares es actualmente un método de gran aceptación (Kozanoglu et al., 

2009; Martins et al., 2009). Este método permite el reconocimiento de las CMM 

mediante su marcaje con un fluorocromo asociado a anticuerpos específicos 

contra marcadores de superficie mesenquimales como CD105, CD90, CD73 

para selección positiva y complementariamente por ausencia de la expresión de 

marcadores hematopoyéticos como CD45 y CD34 en el caso de selección 
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negativa (Hombach-Klonisch et al., 2008). El fluorocromo es excitado por un 

haz de láser que permite recoger información sobre la morfología, composición 

de proteínas de superficie y contenido de ADN de las células. Una vez 

reconocidas, las CMM pueden ser posteriormente separadas del resto de las 

células mediante la utilización de un sortómetro (Hombach-Klonisch et al., 

2008). La ISCT ha propuesto, mediante la utilización de citometría de flujo, 

como criterio mínimo para la definición de un cultivo de CMM humanas, que su 

población celular posea >95% de células positivas a marcadores de superficie 

mesenquimales (CD105, CD90 y CD73) y <2% de células positivas a 

marcadores de superficie hematopoyéticos (CD45, CD34 y CD14) (Dominici et 

al., 2006). Un método alternativo para el aislamiento de CMM lo constituye la 

selección celular por medio de esferas inmunomagnéticas. Este método 

consiste en la unión selectiva de las células a partículas magnéticas portadoras 

de anticuerpos específicos de marcadores de superficie mesenquimales o 

hematopoyéticos (Chung et al., 2009). El aislamiento celular puede lograrse por 

la selección de marcadores de superficie positivos (CD105, CD90, CD73) o 

negativos (CD43, CD34) según sea las necesidades requeridas. La utilización 

de esta técnica no causa alteraciones evidentes sobre la biología celular de la 

muestra en estudio (Hombach-Klonisch et al., 2008). Sin embargo, la técnica 

más utilizada para el aislamiento de CMM es la adherencia diferencial de las 

CMM a placas de cultivo de plástico. Las CMM poseen capacidad de 

adherencia al plástico debido a la presencia de proteínas de superficie celular 

tales como integrinas, fibronectina, colágeno (tipo I, III, IV), laminina, hialuron y 

proteoglicanos (Docheva et al., 2007). La adhesión celular se relaciona con la 

interacción entre proteínas de adhesión y la superficie de cultivo, proceso en el 

cual influyen características como el pH, temperatura del medio y propiedades 

físico químicas como las fuerzas de van der Waals (Docheva et al., 2007). Por 

otro lado, esta técnica de selección celular puede llegar a tener limitantes como 

la presencia de células contaminantes dentro de las células adherentes. 
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Además, a medida que aumenta el tiempo de cultivo en placas plásticas, las 

CMM disminuyen el potencial de diferenciación y su habilidad proliferativa 

(Mabuchi et al., 2013). De igual forma, las CMM cultivadas prolongadamente en 

este tipo de placas se predisponen a adquirir anormalidades cromosómicas 

junto con cambios en la expresión de marcadores de superficie típicos de CMM 

(Mabuchi et al., 2013). 

 Marcadores mesenquimales 

 

La identificación inmunofenotípica de proteínas presentes en membrana celular 

de las CMM como CD105, CD90 y CD73 y la identificación por descarte de 

marcadores de linaje hematopoyético como CD34 y CD45 se realiza como parte 

del proceso de caracterización celular. La proteína CD73 se encuentra unida a 

la membrana mediante un anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que actúa 

como catalizador de la desfosforilación extracelular de nucleótidos a 

nucleósidos (Airas and Sirpa, 1996). Por su parte, CD90 es una proteína 

perteneciente al grupo de las inmunoglobulinas, también anclada al lado 

externo de la membrana celular por medio de un GPI (Haeryfar and Hoskin, 

2004). A pesar de que la función de CD90 aún no ha sido determinada, se ha 

propuesto su participación en procesos de reconocimiento, adhesión, 

proliferación y migración de fibroblastos (Haeryfar and Hoskin, 2004). CD105 es 

una glicoproteína presente en la membrana celular como receptor de la 

citoquina factor transformante de crecimiento β (TGF-β) y su función se ha 

relacionado con la proliferación y migración celular (Fonsatti and MAIO, 2004).. 

Además, CD105 ha sido implicada en la regulación de componentes de matriz 

extracelular como fibronectina, colágeno y como inhibidor del activador del 

Plasminogeno 1 (PAI-1) (Fonsatti and MAIO, 2004). Dentro de los marcadores 

hematopoyéticos, CD34 es una proteína transmembrana de la familia de las 

Sialomucinas, utilizada ampliamente como marcador para la identificación de 

células madre hematopoyéticas (Furness and Mcnacny, 2006). La función de 
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esta proteína no ha sido claramente dilucidada pero se ha propuesto un rol en 

la promoción de la proliferación celular, además del bloqueo de procesos de 

diferenciación en las células progenitoras y de la adhesión celular (Nielsen and 

McNagny, 2008). Por su parte CD45 es una glicoproteína de transmembrana 

con peso molecular de 180-220 kDa, que se expresa en todas las células 

hematopoyéticas (Altin and Sloan, 1997). Esta proteína está presente desde la 

maduración de células linfohematopoyéticas hasta su estado adulto. Además, 

posee actividad tirosina fosfatasa regulando procesos de transducción de 

señales por medio de receptores de linfocitos T, afectando el proceso de 

diferenciación celular (Hendrickx and Bossuyt, 2001).  

2.2 Células madre mesenquimales en la especie bovina 
 

Los modelos animales son de gran utilidad para el estudio de la biología de 

CMM e investigación en terapias celulares y regenerativas tanto para medicina 

humana como veterinaria. Se ha descrito ampliamente el aislamiento de CMM 

desde varias especies animales como la murina (Soleimani and Nadri, 2009), 

equina (Radcliffe et al., 2010), canina (Kadiyala et al., 1997), lagomorfa 

(Wakitani et al., 1994) y porcina (Juhásová et al., 2011). Recientemente se han 

incluido modelos animales como el bovino, lo que ha permitido agregar a esta 

especie como un nuevo modelo para la investigación en CMM (Bosnakovski et 

al., 2004; Calloni et al., 2014; Cortes et al., 2013; Donofrio et al., 2005). La 

amplia disponibilidad de tejidos, la facilidad de aislamiento y el potencial de 

diferenciación de las CMM provenientes de MO hace que la especie bovina se 

convierta en una alternativa para profundizar la investigación sobre la biología 

de CMM. Esto con el fin de ser utilizado como modelo de diferenciación celular 

para el estudio de procesos fisiológicos productivos y patológicos que puedan 

estar vinculados a esta especie. Las CMM aisladas desde MO bovina poseen 

capacidad de diferenciación hacia linajes osteogénico, condrogénico y 

adipogénico, demostrándose así su potencial multipotente similar al de especies 
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como la murina, felina, porcina y humana (Bosnakovski et al., 2005; Cortes et 

al., 2013; Diaz et al., 2015; Dueñas et al., 2014).  

El aislamiento de CMM desde la médula ósea en el modelo bovino se ha 

realizado en distintos estados de desarrollo que incluyen las etapas fetal, juvenil 

y adulta (Bosnakovski et al., 2004; Cortes et al., 2013; Erickson et al., 2011). 

Estudios recientes han demostrado que la inducción de diferenciación 

condrogénica in vitro de CMM genera un aumento progresivo en el contenido de 

ADN en directa relación al aumento de la edad del animal del cual proviene la 

muestra (Erickson et al., 2011), En contraposición, esta relación es inversa en 

cuanto a la capacidad de formación de matriz de cartílago a medida que 

aumenta la edad del animal (Erickson et al., 2011). Adicionalmente, se ha 

reportado la obtención de CMM bovinas desde sangre de cordón umbilical, 

cuyas características fenotípicas y genotípicas son similares a las células 

procedentes de MO bovina (Raoufi et al., 2011). Los distintos procesos de 

diferenciación hacia linajes de origen mesodérmico han demostrado el potencial 

multipotente que poseen las CMM bovinas. La inducción de procesos de 

mineralización en células diferenciadas hacia linaje osteogénico demuestra la 

capacidad de las células para adquirir características morfológicas y expresar 

marcadores típicos de este linaje celular (Bosnakovski et al., 2004; Cortes et al., 

2013). Del mismo modo, la expresión relativa de marcadores típicos de linajes 

condrogénico como SOX9, COL2A1, Aggrecan y Colágeno tipo II, indican el 

inicio y mantención del estado de diferenciación condrogénica (Bosnakovski et 

al., 2006, 2004; Cortes et al., 2013). Así mismo, la diferenciación adipogénica 

ha sido evidenciada por la presencia de vacuolas lipídicas en el citoplasma 

junto con expresión de marcadores de origen adipogénico como AP-2 (Proteína 

ligante de ácidos grasos) y PPARy (Receptor Activado por Proliferadores 

Peroxisomicos Gamma) (Bosnakovski et al., 2005; Cortes et al., 2013). Estos 

resultados demuestran la capacidad de las CMM bovinas cultivadas e inducidas 

a diferenciación bajo condiciones in vitro para adquirir características de tejidos 
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de origen mesodérmico. La posible inclusión de CMM bovinas a procesos de 

diferenciación hacia linajes de origen ecdodérmico como el neuronal, abre las 

expectativas sobre su utilización para el estudio de enfermedades 

neurodegenerativas en esta especie como es el caso de la Encefalopatía 

Espongiforme Bovina. Esta enfermedad es causada por una proteína patógena 

conocida como Prion Scrapie (PrPSc) y originada por un cambio conformacional 

de la estructura nativa de la proteína prion celular (PrPC). La EBB se 

caracteriza por presentar lesiones neurodegenerativas a nivel de sistema 

nervioso del bovino (Wells and Wilesmith, 1995). El desarrollo de cultivos in 

vitro de diferenciación neurogénica permitiría estudiar tanto la expresión de 

PrPC como potencialmente la capacidad de infección de PrPSc durante la 

neurogénesis bovina. 

2.3  Diferenciación neurogénica 
 

La inducción de diferenciación neuronal de CMM bajo condiciones in vitro ha 

sido reportada en varias especies incluyendo la humana (Tondreau et al., 

2004), murina (Khang et al., 2012; Woodbury et al., 2000) y porcina (Kumar et 

al., 2012). Se han descrito una serie de factores que actúan como inductores 

del proceso de diferenciación neurogénica en CMM, entre los que se incluyen el 

β-mercaptoetanol (BME), hidroxibutilanisol (BHA), cloruro de potasio (KCl), 

ácido valproico y forkolina (Woodbury et al., 2000). El cultivo de CMM en 

presencia de estos agentes químicos induce cambios morfológicos y 

moleculares caracterizados por un aumento la expresión de marcadores 

neuronales como MAP-2 y TRKA (Liu et al., 2013; Tondreau et al., 2004; 

Woodbury et al., 2000).   

El BME actúa como agente antioxidante protegiendo a las células de la muerte 

celular e incrementando la secreción del neurotransmisor acetil colina 

transferasa (ChTA) desde células en proceso de diferenciación neuronal (Ni et 
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al., 2001). Así mismo, se ha reportado su efecto como potenciador metabólico 

de actividad mitocondrial (Ishii et al., 1993). La inducción de diferenciación 

neuronal con BME produce una rápida transición de las células hacia una 

morfología neuronal caracterizada por la formación de filamentos intermedios 

(Neurofilamentos) y la generación de neuritas (Woodbury et al., 2000). Sin 

embargo, el rol que ejerce el BME como factor de diferenciación neuronal sobre 

cultivos de CMM no ha sido totalmente dilucidado (Ishii et al., 1993). La 

actividad de BHA es conocida por su capacidad antioxidante, aunque se han 

reportado efectos tóxicos sobre los cultivos celulares, es por esto que 

previamente a su utilización es necesaria la determinación de una dosis previa 

que no genere genotoxicidad en las células (Williams et al., 1990). Existen 

reportes que indican que el efecto neurogénico de BHA no sería efectivo y que 

la inducción de morfología neuronal seria consecuencia de la desestabilización 

de microtúbulos a nivel citoplasmático como consecuencia de un efecto tóxico 

(Lu et al., 2004; Neuhuber et al., 2004).   

Por su parte el KCl es un importante componente que participa en la 

mantención de la despolarización celular conjuntamente con altos niveles 

intracelulares de calcio y cAMP (Hansen et al., 2003). La diferenciación de las 

células neuronales puede ser inducida por un aumento en las concentraciones 

intracelulares de adenosin monofosfato cíclico (cAMP) o calcio. cAMP y calcio a 

su vez activan vías de señalización específicas, que en última instancia 

conducen a la activación de factores de transcripción y genes que participan en 

el proceso de diferenciación (Hansen et al., 2000). Por lo tanto, el efecto de 

KCL potencia la diferenciación celular por medio de la acción de Forskolina a 

través de la activación de la vía de señalización de la proteína kinasa A y la 

regulación de kinasa extracelular, las que promueven el proceso de 

neuritogenesis (Hansen et al., 2003). Por otra parte, el ácido valproico es un 

ácido graso de cadena corta implicado recientemente en el crecimiento y la 

diferenciación celular (Kuendgen et al., 2004). El ácido valproico juega un rol 
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regulatorio en el remodelamiento de cromatina y transcripción génica 

(Kuendgen et al., 2004). Esta actividad la realiza mediante la inhibición de 

histonas diacetiladas, permitiendo la transcripción génica necesaria para el 

desarrollo de astrocitos y la diferenciación neuronal (Kim et al., 2007). 

Además de los factores de inducción anteriormente descritos, se ha reportado 

la suplementación combinada de factores que potencian la división celular como 

el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF) y del factor de crecimiento 

epidermal (EGF) (Tao et al., 2005; Woodbury et al., 2000). bFGF fue utilizado 

como parte de un medio de cultivo utilizado en la primera parte del proceso de 

diferenciación neuronal (Tatard et al., 2007). El bFGF estimula la mantención 

del potencial de progenitores neuronales multipotenciales celulares, induciendo 

la formación de neuronas de tipo GABA enérgicas (Bithell et al., 2008). Del 

mismo modo bFGF promueve la proliferación y diferenciación celular activando 

el transporte de mRNA y aumentando la síntesis de proteínas, como también 

promoviendo el nivel de respuesta de las células al tratamiento de inducción 

neuronal y aumentando los niveles de expresión del gen marcador de 

precursores neuronales NESTIN (Delcroix et al., 2010). Por otra parte, se ha 

reportado que EGF promueve la maduración de células glíales e induce el 

proceso de neuritogénesis (Reynolds et al., 1992). En cultivos celulares 

suplementados con EGF, las células progenitoras embrionarias adquieren 

morfología neuronal y presentan inmunoreactividad a neurotransmisores del 

estado adulto GABA y a metionina encefálica (Reynolds et al., 1992). Se ha 

demostrado que la introducción de bFGF y EGF en la pre-inducción de 

diferenciación neuronal de CMM incrementa hasta un 50% la respuesta de 

estas células a la inducción neuronal (Woodbury et al., 2000). La exposición de 

CMM a factores químicos de inducción de diferenciación celular neuronal 

induce la formación de cambios morfológicos que incluyen la retracción del 

citoplasma celular hacia el núcleo y la formación de cuerpos celulares,  
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mostrando morfologías neuronales bipolares y ampliamente ramificadas 

(Kermani et al., 2008; Ni et al., 2001). 

 Marcadores de diferenciación neurogénica 

 

La presencia de factores inductores de diferenciación neurogénica en el medio 

de cultivo aumenta la expresión de marcadores de maduración y diferenciación 

neuronal. Dentro de los marcadores neuronales más utilizados en experimentos 

de diferenciación neurogénica encontramos a NESTIN, MAP-2, NGF, TrKA y 

PrPC (Woodbury et al., 2000). NESTIN es una proteína que se encuentra 

presente en filamentos intermedios del citoesqueleto principalmente durante la 

división de células progenitoras que se encuentran en desarrollo y regeneración 

de tejidos (Park et al., 2010). Durante la mitosis celular, NESTIN promueve la 

fosforilación de Vimentina, proteína que conforma los filamentos intermedios 

(Michalczyk and Ziman, 2005). La ausencia de Vimentina en el estado mitótico 

celular facilita el transporte de proteínas precursoras en la reorganización 

celular por parte de los microtúbulos (Michalczyk and Ziman, 2005). Además, 

NESTIN está asociada al aumento de la actividad citoplasmática en células 

progenitoras que poseen una alta división y activación de interface, 

características presentes en células en estado inicial de desarrollo neural 

(Michalczyk y Ziman, 2005). Por consiguiente, NESTIN es empleado como 

marcador del estado de precursor neuronal en células madre multipotentes 

(Woodbury et al., 2000). En CMM humanas y de ratón, NESTIN está presente 

en altos niveles en las primeras horas de diferenciación pero a medida que 

aumenta el tiempo decrece su expresión hasta llegar a niveles no detectables 

luego de 6 días de cultivo (Ni et al., 2010; Woodbury et al., 2000). 

Por su parte MAP-2 es una proteína asociada a la maduración neuronal, que 

está presente en los microtúbulos predominantemente de neuronas y participa 

activamente en la polimerización de tubulina (Kalcheva et al., 1995). Esta 
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proteína se presenta principalmente en microtúbulos de las dendritas 

neuronales, uniéndose a los dímeros de tubulina e inhibiendo su disociación y 

manteniendo así las prolongaciones celulares (Kalcheva et al., 1995). Además, 

debido a su activa participación en el ensamblaje de microtúbulos, función 

esencial de la neurogénesis, la expresión relativa de MAP-2 se muestra ausente 

en las primeras horas de cultivo de diferenciación celular, sin embargo, a 

medida que aumenta el tiempo del cultivo se incrementa su expresión 

(Tondreau et al., 2004). Esta regulación en su expresión corrobora así su activa 

participación en el proceso de maduración neuronal y mantención en la 

formación dendrítica en CMM expuestas a un proceso de diferenciación 

neuronal (Liu et al., 2013; Tondreau et al., 2004). 

La expresión del receptor de superficie de membrana celular TrkA también ha 

sido reportada durante el proceso de diferenciación neuronal de CMM, teniendo 

un rol importante en el crecimiento neural mediante interacción extracelular con 

su ligando (NGF) (Zhang et al., 2000). El complejo receptor-ligando se 

internaliza por medio de vesículas de Clatrina, para posteriormente inducir la 

activación de receptores intrínsecos de actividad tirosina kinasa (Zhang et al., 

2000). Este efecto de internalización es relevante en la respuesta de las 

neurotrofinas como NGF, requerido para la diferenciación y supervivencia 

neuronal (Zhang et al., 2000). NGF causa la dimerización y autofofosforilación 

de TrkA, el cual activa la señalización de proteínas como fosfolipasa C, Shc 

(proteína adaptadora implicada en la señalización de receptores), sustrato 

receptor de factor de crecimiento fibroblastico-2 (FRS2) y fosfatidilinositol 3-

kinasa, proteínas que promueven la actividad mitógena de la proteína kinasa y 

de esta forma el proceso de diferenciación celular (Geetha et al., 2013). Al ser 

éste un marcador de maduración fenotípica, TrkA es detectado desde las 6 

horas post-inducción, manteniéndose hasta más de 6 días (Woodbury et al., 

2000). Adicionalmente, se ha reportado un aumento de TrkA de hasta 100 

veces en su expresión en células sometidas a inducción neuronal, 
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demostrándose así su activa participación en el proceso de maduración 

neuronal (Li et al., 2007). NGF pertenece a la familia de las neurotropinas, 

esenciales en la diferenciación y supervivencia del tejido neuronal simpático 

tanto en procedimientos in vivo como in vitro (Chun and Patterson, 1977). Este 

factor ha sido caracterizado como un factor de crecimiento en poblaciones 

neuronales tanto en sistema nervioso periférico como central (Maisonpierre et 

al., 1990). 

Por su parte, la proteína PrPC es una glicoproteína de membrana con un peso 

molecular aproximado de 33- 35 KDa que se expresa en gran variedad de 

tejidos, especialmente en el sistema nervioso (Mouillet-Richard et al., 1999). 

Existen reportes que indican la expresión de PrPC durante el desarrollo 

embrionario y fetal bovino principalmente en cerebro, médula espinal, ganglios y 

sistema nervioso periférico (Peralta et al., 2011). La función de esta proteína ha 

sido vinculada con la diferenciación neuronal y el mantenimiento de las 

funciones celulares neuronales (Mouillet-Richard et al., 1999). Estudios 

recientes han demostrado que los niveles celulares de PrPC se correlacionan 

con el proceso de diferenciación neuronal (Steele et al., 2005). Del mismo 

modo, el avance en el proceso de diferenciación neuronal se asocia a altos 

niveles de PrPC, con lo cual se sugiere un rol importante para esta proteína en 

este proceso (Steele et al., 2005; Peralta et al., 2011). Considerando el rol que 

cumple PrPC en la diferenciación neural de células madre embrionarias (Peralta 

et al., 2011) y su participación en la EEB (Pan et al., 1993), la diferenciación de 

las CMM in vitro en células neuronales provee un valioso modelo para el 

estudio de enfermedades priónicas. Es por esto que la realización de estudios 

que incluyan CMM de MO de fetos bovinos permitirán investigar más a fondo 

sobre la biología celular de estas células y evaluar su posible utilización como 

fuente de estudio y posible futura utilización en terapias regenerativas en 

Medicina Veterinaria. 
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3 OBJETIVOS 
 

Objetivo General 

Evaluar el potencial de diferenciación neurogénica in vitro de CMM derivadas 

desde MO fetal bovina.  

Objetivos específicos 

1. Aislar CMM desde MO fetal bovina y caracterizar los perfiles de expresión 

génica mesenquimal, hematopoyético y multipotente. 

2. Caracterizar el proceso de diferenciación neurogénica de CMM bovinas por 

medio de la determinación de marcadores neuronales mediante análisis 

cuantitativo y cualitativo. 

3. Comparar dos protocolos de diferenciación neurogénica de CMM bovinas por 

medio de la determinación de marcadores neuronales mediante análisis 

cuantitativo y cualitativo. 
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4 HIPÓTESIS 
 

Estudios realizados bajo condiciones in vitro han reportado que las CMM 

poseen potencial de plasticidad o de diferenciación hacia linaje no 

mesenquimal, derivado de la capa germinal ectodérmica. En consecuencia, la 

exposición a factores inductores de diferenciación neurogénica bajo condiciones 

de cultivo in vitro induce tanto la pérdida del estado multipotente como la 

adquisición de un fenotipo celular neurogénico en CMM aisladas desde MO 

fetal bovina. 
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1 Obtención de médula ósea 
  

Los procedimientos experimentales han sido previamente aprobados por el 

comité asesor de bioética del Fondo de Desarrollo Científico y Tecnológico 

(Fondecyt). Este estudio se realizó en el Laboratorio de Células Madre del 

Departamento de Fomento de la Producción Animal de la Facultad de Ciencias 

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Las muestras de MO se 

obtuvieron desde fémures de fetos bovinos de aproximadamente 7 y 9 meses 

de gestación (n=7) provenientes de una planta faenadora. La recolección de las 

muestras medulares se realizó mediante aspiración medular desde la diáfisis 

femoral del neonato utilizando una aguja hipodérmica (18G) acoplada a una 

jeringa (10 mL) conteniendo 2 mL de medio de colección compuesto por medio 

DMEM alto en glucosa (Hyclone Laboratories, Utah, USA) suplementado con 

1000 UI de Heparina, 100 µg/mL de Estreptomicina y 100 UI/mL de Penicilina. 

La muestra de MO fue transferida a tubos de polipropileno de 15 mL y 

centrifugada a 500 g durante 5 minutos en dos ocasiones en solución buffer 

fosfato pH 7,4 (PBS; Hyclone) y dos veces en medio de expansión compuesto 

por DMEM alto en glucosa (Hyclone), suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (Hyclone), 100 U/mL de Penicilina, 100 µg/mL de Estreptomicina y 0,25 

µg/mL de Anfotericina B. Posteriormente, el pellet se resuspendió en medio de 

expansión y el cultivo fue sembrado e incubado en placas Petri a 38,5°C bajo 

atmósfera húmeda con un 5% de CO2. Luego de dos días de cultivo las células 

no adherentes al plástico se removieron por medio de un lavado con PBS y con 

reemplazo del medio de cultivo. El medio de cultivo fue reemplazado cada 2 

días. Se realizaron pasajes de los cultivos de CMM al alcanzar un 80 a 90% de 

confluencia mediante remoción enzimática con Tripsina/EDTA al 0,25%.  
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5.2 Diferenciación Neurogénica 
 

Luego de 3 a 5 pasajes, las CMM fueron sembradas a una densidad de 5000 

células/cm² en placas de cultivo de 25 cm². Se utilizaron dos protocolos de 

diferenciación neurogénica con el objetivo de optimizar las condiciones de 

cultivo y de maximizar el proceso de diferenciación. El primer protocolo de 

diferenciación neurogénica (Protocolo 1) se inició con una pre-inducción 

neuronal, utilizando medio DMEM alto en glucosa suplementado con 20% de 

SFB, 1mM β-mercaptoetanol (BME), Penicilina/Estreptomicina (100UI/mL y 100 

µg/mL respectivamente) y Anfotericina (2,5 ug/mL) (Woodbury et al., 2000). 

Este medio fue removido a las 24 horas de iniciado el tratamiento y con 

posterior lavado de la placa con PBS. Luego de 24 horas, las células fueron 

expuestas a medio de cultivo para inducción neurogénica compuesto por 

DMEM alto en glucosa suplementado con 1 mM de BME, 

Penicilina/Estreptomicina (100UI/mL y 100 ug/mL, respectivamente) y 

Anfotericina (2,5 ug/mL). Las CMM fueron cultivadas en medio de inducción 

durante 6 días a 38°C con 5% de CO2 bajo atmósfera humidificada. Se realizó 

cambio de medio cada 48 horas y se tomaron muestras a las 0, 24, 96 y 144 

horas de cultivo. El segundo protocolo de diferenciación neurogénica (Protocolo 

2) está constituido por medio de pre-inducción neuronal, compuesto por DMEM 

alto en glucosa suplementado con 20% de SFB, 10 ng/mL de bFGF, 20 ng/mL 

de EGF, Penicilina/Estreptomicina (100UI/mL y 100 µg/mL, respectivamente) y 

Anfotericina (2,5 µg/mL) (Tondreau et al., 2004). Este medio fue reemplazado a 

las 24 horas de tratamiento y el cultivo celular fue lavado con PBS. 

Posteriormente, se realizó el proceso de inducción neuronal mediante cultivo en 

medio de diferenciación compuesto por DMEM alto en glucosa suplementado 

con 200 µM de hidroxibutilanisol (BHA), 25 mM KCl, 2 mM ácido valproico, 10 

µM forskolin, 1% de suplemento neuronal (N1), penicilina/estreptomicina 

(100UI/mL y 100 ug/mL respectivamente) y anfotericina (2,5 ug/mL). Las CMM 
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fueron cultivadas en medio de inducción por 6 días a 38°C con 5% de CO2 bajo 

atmósfera humidificada. Se realizó cambio de medio cada 48 horas y fueron 

tomadas muestras a las 0, 24, 96 y 144 horas de cultivo. 

5.3 PCR-Cuantitativo 
 

Esta técnica se utilizó para cuantificar los niveles de ARNm de genes 

mesenquimales CD90, CD105 y CD73, hematopoyéticos CD34 y CD45, de 

diferenciación neurogénica NESTIN, TRKA, MAP-2, NGF y PrPC, de 

pluripontencia NANOG y endógeno GAPDH (Tabla 1). Las muestras celulares 

fueron fijadas en RLT Buffer con 1% de BME. El RNA total se aisló utilizando un 

“minikit” RNAeasy (QIAGEN Inc, CA, USA), y fue cuantificado por 

espectrofotometría. El cDNA se sintetizó y amplificó utilizando un “Kit” Brillant II 

SYBR Green RT-PCR (Stratatagene, CA, USA). Para la reacción de PCR se 

utilizó un “Kit” Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene, La Joya, 

CA). Cada reacción de PCR contenía 12,5 µL de Master Mix, 200 nM de 

“primers”, 0,375 µL de tinción de referencia Rox, 2 µL de cDNA y un volumen de 

H2O hasta completar los 25 µL. La reacción fue cuantificada en un 

termociclador Step One (Applied Biosystems, California, USA). Los niveles de 

mRNA fueron cuantificados mediante el método de ΔΔCT.  

5.4 Inmunofluorescencia 
 

La expresión de NESTIN, MAP-2, TRKA y PrPC fue determinada a las 0, 24, 96 

y 144 horas en CMM diferenciadas. Las CMM fueron fijadas en una solución de 

paraformaldehído al 4% por 10 minutos, se lavaron con PBS dos veces y se 

almacenaron a 4°C en PBS hasta su procesamiento. Para el análisis de 

inmunofluorescencia, las CMM fueron lavadas 3 veces por 5 minutos en PBS y 

posteriormente permeabilizadas con Tritón al 1% (para detección de proteínas 

intracelulares NESTIN, TRKA). Luego las CMM se bloquearon con suero de 
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burro (SB) (Sigma-Aldrich) al 2,5% durante 30 minutos. Luego las CMM se 

incubaron con anticuerpo primario policlonal de cabra con reacción conjugada 

para bovino (1:50; Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido en 

SB al 1,5%, durante 12 horas a 4°C. Luego las CMM se lavaron 3 veces por 5 

minutos en PBS. Posteriormente, el anticuerpo primario fue detectado por 

medio de incubación en anticuerpo secundario anti-cabra IgG conjugado con 

FITC (1:100) diluido en SB al 1,5%, durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente, 

las CMM fueron lavadas 3 veces en PBS y se montaron bajo un cubreobjetos 

con medio de montaje con 4′, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Santa Cruz 

Biotechnology). Posteriormente, las muestras fueron observadas bajo 

fluorescencia en un microscopio digital (Olympus, Tokyo, Japan) y se tomaron 

microfotografías utilizando una cámara digital. 

5.5 Citometría de flujo 
 

Este método se utilizó para medir la expresión de CD34, CD73, CD29, OCT4 y 

NANOG en CMM indiferenciadas. Para este proceso las células se removieron 

desde las placas de cultivo por medio de incubación en una solución 5 mM de 

EDTA durante 10 minutos a 38°C. Posteriormente, las células fueron 

permeabilizadas utilizando un Kit Foxp3 (ON) mediante incubación a 

temperatura ambiente durante 5 minutos con movimiento constante. Luego las 

CMM fueron centrifugadas durante 5 minutos a 2000 rpm y posteriormente 

incubadas en una solución de PBS con un 2% de suero normal de conejo. 

Luego las CMM fueron incubadas en una dilución 1:100 de anticuerpo primario 

policlonal de cabra (CD34, CD73, OCT4 y NANOG, Santa Cruz Biotechnology) 

y monoclonal de ratón (CD29, Santa Cruz Biotechnology) durante 30 minutos 

en hielo y con agitación constante. Posteriormente las células fueron lavadas 

con PBS y centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos. El pellet fue 

resuspendido en 1,5 mL de PBS y se le añadió el anticuerpo secundario de 

burro anti-cabra o anti ratón (Santa Cruz Biotechnology) en dilución 1:100 y se 
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incubó durante 30 minutos en hielo. Luego se realizaron 3 lavados con PBS 

para eliminar el exceso del anticuerpo y el pellet fue resuspendido en 300 µL de 

buffer de citometría. El proceso de citometría de flujo se realizó en un citómetro 

de flujo Facs Calibur BD, el cual dispone de línea láser de 488 nm (azul) y 633 

nm (rojo) y detectores de fluorescencia. Las células pasan alineadas a través 

del haz de luz láser focalizado y la señal producida es procesada por 

detectores. Las señales posteriormente fueron analizadas por medio del 

programa Cellquest (San José, USA).  

5.6 Análisis de Datos 
 

La expresión de genes de las cuatro repeticiones por cada protocolo de 

diferenciación fue analizada mediante el software Infostat (Cordoba, Argentina). 

Los datos se normalizaron a escala logarítmica en base 10 para los valores de 

normalidad y las medias para cada réplica se compararon mediante ANOVA de 

una vía. Los valores de expresión génica entre los días de cultivo y entre los 

tratamientos y controles se analizaron mediante la prueba de Duncan de 

comparación múltiple (P <0,05). 
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Tabla 2. Secuencia y número de acceso de primers utilizados 

para PCR- Cuantitativo 

 

 

Gen  Secuencia 
Numero de 

Acceso  

GAPDH Reverse 
Forward 

5′ TGGAAGATGGTGATGGCCTTTCCATTG 
5′ CCTTCATTGACCTTCACTACATGGTCTA 

NM_0010340
34 

CD90 Reverse 
Forward 

5′CACGTGTAGATCCCCTCATCCTT 
5′CAGAATACAGCTCCCGAACCAA 

NM_0010347
65.1 

CD105 Reverse 
Forward 

5′TGTTGTGGTTGGCCTCGATTA 
5′CGGACAGTGACCGTGAAGTTG 

NM_0010763
9.1 

CD73 Reverse 
Forward 

5′GGGATGCTGCTGTTGAGAAGAA 
5′TGGTCCAGGCCTATGCTTTTG 

NM_174129.
3 

CD45 Reverse 
Forward 

5′TCCGTCCTGGGTTTTATCCTG 
5′CCTGGACACCACCTCAAAGCT 

NM_0052173
30.1 

CD34 Reverse 
Forward 

5′GATCAAGATGGCCAGCAGGAT 
5′TGGGCATCGAGGACATCTCT 

NM_174009.
1 

NANOG Reverse 
Forward 

5′ GGGAATTGAAATACTTGACAG 
5′ GTGTTTGGTGAACTCTCCTG 

NM_0010253
44.1 

NESTIN Reverse 
Forward 

5′GAAAGGTTGGCACAGGTGTT 
5′CTGGAGCAGGAGAAACAAGG 

NM_0012065
91.1 

MAP2 Reverse 
Forward 

5′AGACCTTGGCAGCCCCACACT 
5′GAGGCATCCGCCCAACCACA 

XM_0052027
06.1 

TrKA Reverse 
Forward 

5′CGCTCTCAGACACCTCCTTGAG 
5′CTGGGTGAGGGTGCCTTT 

XM_0026859
65.3 

NGF Reverse 
Forward 

5′ACCTCTCCCAGCACCATCAC 
5′TCAACAGGACTCACAGGAGCAA 

NM_0010993
62.1 

PrPC Reverse 
Forward 

5′AACCAGGATCCAACTGCCTATG 
5′CCAGAGACACAAATCCAACTTGAG 

NM_0012716
26.1 
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6 RESULTADOS 
 

6.1 Obtención de CMM desde medula ósea  
 

Las muestras de MO fueron obtenidas bajo condiciones asépticas desde fetos 

bovinos (n=7) de aproximadamente 7-9 meses de gestación. Se realizó la 

disección de los fémures, separando piel, capas musculares y tejido tendinoso. 

Posteriormente se realizó un corte transversal en el tercio medio del fémur para 

realizar la recolección de las muestras de MO (Figura 1) con aguja hipodérmica 

(18G) acoplada a una jeringa (10 mL) conteniendo medio de colección.    

 

  

  

Figura 1. Extracción de MO desde espacio medular del fémur fetal bovino. 
Colección de MO mediante aspiración desde el espacio medular de fémur en su 
tercio medio mediante la utilización de una aguja hipodérmica (21G) acoplada a 
una jeringa (10 mL) conteniendo medio de colección. Proceso de sembrado y 
cultivo de CMM en frascos de cultivo bajo atmosfera controlada, 38°C con 5% 
de CO2 en una atmosfera humidificada. 

Extracción 

Sembrado 
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6.1.1 Expansión, fijación celular y doblaje celular 

 

Al existir una gran diversidad de tipos celulares presentes en la MO, las CMM 

fueron aisladas en base a su propiedad de adherencia al plástico y evaluando 

su morfología fibroblastoide. En el extracto medular se pudo observar una gran 

cantidad de células hematopoyéticas, las cuales fueron removidas al realizar los 

cambios de medio de cultivo cada 2 días (Figura 1, C y D). Por su parte las 

CMM se adhirieron a las placas de cultivo de plástico, conformando una 

monocapa con morfología fibroblastoide alcanzando entre 80 y 90% de 

confluencia a medida que aumentaron los días de cultivo (Figura 2).  

  

  

Figura 2. Análisis morfológico de cultivo en monocapa de CMM durante el 
proceso de expansión y caracterización. Confluencia 30% (A), 50% (B), 80% 
(C) y 90-100% (D). 

 

Con la finalidad de evaluar la capacidad de proliferación de las células utilizadas 

para este ensayo, se realizó un análisis de doblaje celular (Figura 3). Durante 

este ensayo se observó que durante el pasaje uno y dos, solo se obtuvo un 
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índice de doblaje de 1 y 0.92 veces, respectivamente. El índice de doblaje más 

alto encontrado durante este ensayo se obtuvo al tercer pasaje donde se 

determinó un índice de doblaje de cuatro veces, en adelante desde el pasaje 

cuarto el índice de doblaje decrece consecutivamente hasta el pasaje siete (2.2, 

1.8, 1.7, 1.2 respectivamente). 

 

Figura 3. Doblaje celular de CMM obtenidas desde medula ósea fetal 
bovina. El mayor índice de doblaje ocurrió al pasaje tercero (4 veces), 
posteriormente el índice de doblaje decrece hasta el séptimo pasaje.  

 

6.1.2 Caracterización del cultivo celular 

 

Cultivos celulares independientes obtenidos desde tres muestras 

independientes de MO fetal bovina fueron analizados mediante Q-PCR para 

determinar los niveles de mRNA de los marcadores mesénquimales CD73, 

CD90 y CD105 y hematopoyéticos CD34 y CD45 mediante Q-PCR. En el 

análisis de expresión relativa de los marcadores superficiales hematopoyéticos 

dentro de la población celular adherente al plástico se determinó que los niveles 

de mRNA de CD45 fueron 9 veces mayores comparado con CD34 (Figura 4). 
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Sin embargo, no se encontró una diferencia significativa entre estos valores. 

Los niveles de mRNA de marcadores de superficie de células mesenquimales 

en las células adherentes al plástico (Figura 4) CD73, CD90 y CD105 fue mayor 

(151,2, 245,1 y 238,1 veces, respectivamente; P<0,05) en relación a la 

expresión de CD34. 

 

Figura 4. Niveles de mRNA de marcadores superficiales mesenquimales y 
hematopoieticos en poblacion celular adherente al plastico extraida desde 
MO fetal bovina. El marcador hematopietico CD34 fue asignado un valor de 1 y 
se determino que los niveles de mRNA de CD45 fueron 9 veces mayores en 
relacion a CD34.  Por su parte los niveles de mRNA de los marcadores 
mesenquimales, CD73,  CD90, y CD105 fueron 51,1; 245,1; y  238,1 veces 
mayor en relación  a CD34. Superíndices (*) representan diferencias 
significativas (P <0,05).  

 

El análisis de citometría de flujo realizado a las CMM indiferenciadas luego de 5 

días de cultivo, determinó un alto porcentaje (P <0,05) de células positivas para 

marcadores mesenquimales CD29 (76,3%) y CD73 (96,8%), ademas de los 

marcadores de pluripotencia OCT4 (94,6%) y NANOG (88,4%) (Figura 5). En 
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comparación, un alto porcentaje (P<0,05) de células fueron negativas a 

marcadores hematopoyeticos CD34 y CD45 (93,4% y 95,6%, respectivamente). 

 

Figura 5. Analisis de citometría de flujo de marcadores superficiales 
mesenquimales  y hematopoieticos en poblacion celular adherente al 
plástico extraida desde MO fetal bovina. La poblacion celular adherente al 
plástico fue mayoritariamente negativa a marcadores hematopoyeticos, CD34 
(93,4%), CD45 (95,6%), y positiva a marcadores mesenquimales, CD29 
(76,3%) y CD73 (96,8%). Dicha población fue además mayoritariamente 
positiva a marcadores pluripotentes OCT4 (94,6%) y NANOG (88,4%). 

 

6.2  Diferenciación neurogénica 

6.2.1  Protocolo 1 

 

La evaluación de la morfología de las CMM cultivadas en presencia de factores 

inductores de diferenciación neurogénica del protocolo 1 fue realizada por 

medio de observación microscópica (Figura 6). Las CMM tratadas con medio de 

diferenciación indicado en el protocolo 1, mostraron notables cambios en su 
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morfología, destacándose la formación de elongaciones en los cuerpos 

celulares. El grupo celular con tratamiento no mostro cambios significativos en 

su morfología durante el periodo de pre-inducción (primeras 24 horas) pero se 

observó una disminución en el número de células adherentes. Al transcurrir las 

horas de cultivo y de diferenciación, un grupo de células fue dejando su 

morfología fibroblastoide e iniciando una retracción del cuerpo celular con 

formación de proyecciones. 

 

  

  

  

Figura 6. Microfotografías de CMM expuestas a protocolo 1 de 
diferenciación neurogénica. A las 24 h las CMM no muestran cambios 
significativos en su morfología.  En 96 h se observa formación de proyecciones 
en el cuerpo celular. A las 144 h de cultivo se mantienen los cambios 
morfológicos con una marcada disminución en el número de células. Escala de 
barra: 500 µm. 

Control Diferenciación 

24 h 

144 h 

96 h 
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Es importante resaltar que no todas las células respondieron a la diferenciación 

celular ya que se observaron subpoblaciones celulares que mantuvieron su 

morfología fibroblastoide. En la etapa final del cultivo el número de células fue 

disminuyendo en forma considerable, sin embargo, las células existentes 

conservaban las características morfológicas anteriormente mencionadas. 

6.2.1.1 Cuantificación de niveles de mRNA de genes neuro-específicos en 

CMM inducidas hacia diferenciación neurogénica (Protocolo 1) 

 

La determinación de la expresión relativa de genes neuro-específicos en CMM 

durante el proceso de diferenciación neurogénica fue realizada por medio de Q-

PCR. Se cuantificaron los niveles de mRNA del gen precursor neuronal NESTIN 

y genes implicados en la maduración neuronal MAP2, TrKA y NGF en cultivos 

de CMM controles y expuestos a medio de diferenciación. Los resultados 

demostraron un aumento (P<0,05) en los niveles de mRNA de NESTIN a las 24 

h de cultivo y una posterior disminución a medida que aumentaron las horas de 

cultivo (96 y 144 h) (Figura 7). Los niveles relativos de expresión fueron 3,7; 2 y 

1   veces la expresión de la hora 0 para las 24, 96 y 144 horas de tratamiento 

respectivamente.  

Los niveles de mRNA de MAP2 aumentaron (P<0,05) a medida que transcurrió 

la exposición al medio de diferenciación, observándose una expresión relativa 

de 2,4; 18,9 y 16 veces la expresión de la hora 0, para las 24, 96 y 144 h de 

cultivo, respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre las 24 y 

96 h de cultivo en las células expuestas a medio de diferenciación pero no se 

encontraron diferencias (P>0,05) entre el grupo con medio de diferenciación y el 

control (Figura 8). 
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Figura 7. Expresión relativa de NESTIN durante el proceso de 
diferenciación neurogénica de CMM aisladas desde MO fetal bovina. La 
expresión de NESTIN disminuye (P<0,05) a medida que aumenta el tiempo 
diferenciación neurogénica. Superíndices (*) indican diferencias significativas 
(P<0,05) entre horas de cultivo. 

 

Figura 8. Expresión relativa de MAP2 durante el proceso de diferenciación 
neurogénica en CMM bovinas. Existen diferencias significativas en la 
expresión relativa de MAP2 entre las 24 y 144h de cultivo en las células 
expuestas a medio de diferenciación neurogénica. Superíndices (*) indican 
diferencias significativas (P<0,05) entre horas de cultivo. 
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La expresión relativa de TrKA presento un incremento (P<0,05) en CMM 

tratadas con medio de diferenciación de 1,3; 6,6 y 8 veces la expresión de la 

hora 0, a las 24, 96 y 144 h de tratamiento, respectivamente. Se presentaron 

diferencias significativas entre 24 h al compararlo con 96 y 144 h de cultivo. Sin 

embargo, no se detectaron diferencias significativas entre CMM control y 

tratamiento (Figura 9).  

Por su parte NGF no mostro una diferencia (P>0,05) en CMM expuestas al 

medio de diferenciación neurogénica comparado con las células control. Aun 

así, se detectó una expresión relativa de 0,3; 0,39 y 0,1 veces la expresión de la 

hora 0 (Figura 10). Este gen no presento diferencias significativas entre las 

horas de cultivo en el grupo de tratamiento.  

 

Figura 9. Expresión relativa de TrKA durante el proceso de diferenciación 
neurogénica en CMM bovinas. Existen diferencias significativas en la 
expresión relativa de TrKA entre las 24 en comparación con 96 y 144h de 
cultivo en CMM control y tratamiento. Sin embargo, no se detectaron diferencias 
(P>0,05) entre CMM control y diferenciación. Superíndices (*) indican 
diferencias significativas (P<0,05) entre horas de cultivo.  
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El estado de pluripotencia se evaluó por medio de la expresión relativa de 

NANOG sobre las CMM control y expuestas a medio de cultivo con factor de 

diferenciación neurogénica (Figura 11). En las CMM expuestas a medio de 

diferenciación neurogénica se detectó un aumento de los niveles de expresión 

relativa de NANOG a las 96 h (10 veces la expresión de 0 h) con una posterior 

disminución a las 144 h de cultivo (5,8 veces la expresión de 0 h) (P<0,05), en 

contraste en los controles esta expresión relativa fue de 14,9 y 11,2 a las 96 y 

144 h, respectivamente. Según los datos obtenidos los resultados no presentan 

diferencia significativa entre el grupo control y tratamiento, por lo tanto, no se 

logra demostrar la pérdida del estado multipotente de las CMM. 

 

 

Figura 10. Expresión relativa de NGF durante el proceso de diferenciación 
neurogénica en CMM fetales bovinas. No se detectaron diferencias 
significativas entre los grupos de cultivo en las células expuestas a medio de 
diferenciación comparado con medio control.  
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Figura 11. Expresión relativa de NANOG durante el proceso de 
diferenciación neurogénica en CMM bovinas. Se detectó un aumento 
significativo en el grupo de CMM con medio de diferenciación a las 96 h de 
cultivo (10 veces la expresión relativa de las 0 h). No se detectaron diferencias 
significativas entre grupo control y tratamiento. Superíndices distintos (*) indican 
diferencias significativas (P<0,05) entre horas de cultivo. 

 

6.2.2 Protocolo 2 

 

El análisis morfológico de las CMM inducidas con el segundo protocolo de 

diferenciación celular se realizó por medio de observación microscópica. Las 

CMM expuestas al medio de diferenciación neuronal (protocolo 2) compuesto 

por una etapa de inducción con bFGF, EGF y 20% SFB seguido de la inducción 

neuronal con BHA, KCl, ácido valproico, forskolin y suplemento neuronal, 

expusieron cambios morfológicos significativos, predominando estructuras 

elongadas con proyecciones celulares. Este protocolo causó una retracción del 

cuerpo celular y provocó la formación de múltiples y notorias extensiones 

celulares con formas dendríticas desde las 96 h de cultivo. Con la 

implementación de este protocolo la mayoría de las células expuestas sufrieron 

cambios morfológicos importantes, dejando atrás la forma fibroblastoide y 
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Diferenciación (500 µm) 

adquiriendo una nueva morfología típica de células neuronales en desarrollo 

(Figura 12) 

 

   

   

   

   

Figura 12. Microfotografía de cultivo de CMM fetales bovinas aisladas por 
medio de adherencia al plástico y expuestas a medio de diferenciación 
neurogénica (Protocolo 2). Las CMM expuestas a medio de diferenciación 
mostraron retracción de los cuerpos celulares y formación de múltiples y 
complejas proyecciones desde las 24 h de cultivo. Escala de barra: 500 µm 
(Control, diferenciación 500 µm), 250 µm (Diferenciación 250 µm). 

Diferenciación (250 µm) 

 

Control 

24 h 

96 h 

48 h 

144 h 
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6.2.2.1 Cuantificación de niveles de mRNA de genes neuro-específicos en 

CMM inducidas hacia diferenciación neurogénica (Protocolo 2) 

 

La cuantificación de la expresión relativa de genes neuro-específicos presentes 

durante la fase de diferenciación neuronal en el segundo protocolo de 

diferenciación se realizó por medio de Q-PCR para los genes NESTIN, TRKA, 

MAP2, NGF, PrPC y NANOG y por medio de inmunofluoresencia para los 

genes NESTIN, MAP2, TRKA y PrPC. 

La expresión relativa de NESTIN fue cuantificada en las células expuestas a 

medio de diferenciación neurogénica junto con grupos control que no fueron 

expuestos a medio de diferenciación. Dentro de este resultado se pudo detectar 

que durante el periodo de cultivo celular, la expresión de NESTIN fue 

disminuyendo (P<0.05) paulatinamente a medida que transcurrió el tiempo de 

cultivo (0, 24, 96 y 144 h). Para este gen los niveles de expresión relativa 

encontrados fueron de 3,74; 0,3 y 0,1 (24, 96 y 144 h de tratamiento 

respectivamente) veces la expresión de la hora 0, encontrándose una diferencia 

significativa entre las 24 y 96, 144 horas de cultivo (Figura 13). 

Por su parte MAP2 presento un incremento (P<0,05) es su expresión relativa a 

medida que aumento el tiempo de exposición al medio de diferenciación, 

registrándose una expresión relativa de 0,1; 4,1 y 22,8 veces la expresión de 

este gen a la hora 0 (24, 96 y 144 h de cultivo, respectivamente). Se 

encontraron diferencias significativas entre las 24 y 144h de cultivo en las 

células expuestas a medio de diferenciación, ademásse encontraron diferencias 

(P>0,05) entre el grupo con medio de diferenciación y el control a las 144 h 

(Figura 14). 
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Figura 13. Expresión relativa de NESTIN durante el proceso de 
diferenciación neurogénica de CMM bovinas (Protocolo 2). A medida que 
aumenta el tiempo diferenciación neurogénica en las CMM se observó una 
diferencia significativa (P<0,05)  entre la muestra de 24 h de cultivo y las 
muestras de 96 y 144 h de cultivo. Superíndices (*) indican diferencias 
significativas (P<0,05) entre horas de cultivo.  

 

Figura 14. Expresión relativa de MAP2 durante el proceso de 
diferenciación neurogénica en CMM bovinas (Protocolo 2). Existen 
diferencias significativas entre las 24, 96 y 144h de cultivo en las células 
expuestas a medio de diferenciación neurogénica. Superíndices distintos (a, b, 
*) indican diferencias significativas (P<0,05) entre horas de cultivo. 
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La expresión relativa de TrKA en CMM que fueron expuestas a medio de 

diferenciación presentó un aumento (P<0,05) de 0,7; 51,3 y 111,1 veces la 

expresión de la hora 0 a las 24, 96 y 144 h de tratamiento, respectivamente. Se 

determinó diferencias significativas entre 24 h con 96 h y 144 h de cultivo, 

además de presentar diferencia significativa entre grupos control y tratamiento a 

las 144 horas de cultivo (Figura 15). 

 

Figura 15. Expresión relativa de TrKA durante el proceso de diferenciación 
neurogénica en CMM bovinas (Protocolo 2). Existe un notable aumento 
(P<0,05) entre las 24 h y 144 h de cultivo en las CMM expuestas a medio de 
diferenciación neurogénica. Superíndices distintos (a, b, *) indican diferencias 
significativas (P<0,05). 

 

Los niveles de mRNA de NGF no fueron distintos (P>0,05) en las CMM células 

expuestas al medio de diferenciación neurogénica comparado con las células 

control. Aun así, se detectaron niveles de 0,4; 1,4 y 0,9 veces la expresión a la 

hora 24, 96 y 144 h de tratamiento, respectivamente (Figura 16). Los niveles de 

mRNA de NGF no fueron significativamente distintos entre horas de cultivo en 

el grupo de tratamiento ni entre grupos. 
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Figura 16. Expresión relativa de NGF durante el proceso de diferenciación 
neurogénica en CMM bovinas (Protocolo 2). No existen diferencias 
significativas entre los grupos de cultivo en las células expuestas a medio de 
diferenciación. 

 

Por otra parte, la expresion relativa de PrPC (Figura 17) en las celulas que 

fueron expuestas a medio de diferencicion neurogénica no fue distinta (P>0,05), 

tanto entre tratamiento y control como entre tiempos de toma de muestra. 

Los niveles relativos de mRNA de NANOG en las CMM expuestas a medio de 

diferenciación (P<0,05) eran menores a las 24, 96 y 144 h en comparación con 

el grupo control, siendo 0,8; 16,3 y 17,4 veces la expresión de la hora 0 en el 

grupo tratamiento, encontrando diferencia significativa entre a las 96 horas en 

comparación a la hora 0. El grupo control tubo una expresión relativa de 5,8; 

47,8 y 25,7 veces la expresión de la hora 0 (24, 96 y 144 h de cultivo, 

respectivamente) (Figura 18). 
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Figura 17. Expresión relativa de PrPC durante el proceso de diferenciación 
neurogénica en CMM bovinas (Protocolo 2). No existen diferencias 
significativas entre los grupos de cultivo ni en las diferentes horas de 
diferenciación en las células expuestas a medio de diferenciación. 

 

 

Figura 18. Expresión relativa de NANOG durante el proceso de 
diferenciación neurogénica en CMM bovinas (Protocolo 2). Existen mayores 
niveles de expresión relativa en los grupos control que diferenciación. En las 
CMM expuestas a medio de diferenciación hubo diferencia significativa entre 0 
h y 96 h de cultivo con 1 y 16.3 veces expresión relativa, respectivamente 
Superíndices distintos (a, b, *) indican diferencias significativas (P<0,05). 
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6.2.2.2 Immunodetección de marcadores neuro-específicos en CMM 

inducidas hacia diferenciación neurogénica  

 

Se realizó análisis de inmunoflorescencia para la detección de las proteínas de 

NESTIN, MAP2, TRKA y PrPC en CMM sometidas al proceso de diferenciación 

neurogénica (Protocolo 2). Por medio de esta técnica se logró inmunodetectar a 

NESTIN entre las 0 y 24 horas de cultivo (Fig. 19). A medida que el tiempo de 

cultivo avanza la intensidad de fluorescencia de NESTIN decrece, esto debido a 

que NESTIN es un marcador temprano de diferenciación neurogénica presente 

en los filamentos intermedios celulares y es así que a las 96 y 144 horas de 

cultivo no se detectó presencia de este marcador.  

En forma similar, el aumento en los niveles de mRNA de TRKA pudo ser 

confirmada mediante la inmunodetección de la proteína de TRKA, detectándose 

una intensidad de fluorescencia creciente a partir de las 96 horas de cultivo y 

alcanzando mayor intensidad a las 144 horas de diferenciación neuronal. En las 

primeras 24 horas de cultivo no se detectó fluorescencia para TRKA en las 

células en proceso de diferenciación neuronal (Fig. 20). 

Por otra parte al realizar el ensayo de inmunodetección de MAP2 se logro 

establecer una mayor intensidad de fluorescencia  asociada a MAP2 desde las 

96 horas de cultivo. Cabe resaltar que esta fluorescencia esta presente desde 

las 0 horas, pero a medida que aumenta el tiempo de cultivo la intensidad de la 

fluorescencia aumenta de manera notable (Figura 21). 

La expresion de PrPC fue inmunodetectada a las 144 horas de cultivo en celulas 

con medio de diferenciación neurogenico. En los cultivos de 0, 24 y 96 horas de 

cultivo con medio de difernciacion neuronal se aprecia una muy baja intensidad  

de fluorescencia (Figura 22) 
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Figura 19. Inmunodetección de NESTIN en CMM  fetales bovinas 
expuestas a medio de diferenciación neurogénica durante 144 horas. Se 
observó mayor intensidad de fluorescencia especifica en las primeras horas de 
cultivo (C, F) con una disminucion progresiva a medida que aumenta las horas 
de cultivo (I, L). Barra de escala= 200 µm. 

 

 

Contraste de Fase NESTIN NESTIN/DAPI 
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Figura 20. Inmunoflorescencia asociada a TRKA en CMM bovinas 
expuestas a medio de diferenciación neurogénica durante 144 horas. Se 
observó mayor intensidad de fluorescencia especifica desde las 96 h de cultivo 
(F) aumentado a medida que transcurre el cultivo (I,L). Barra de escala= 200 
µm. 

 

Contraste de Fase TRKA TRKA/DAPI 
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Figura 21. Inmunoflorescencia asociada a MAP2 en CMM bovinas 
expuestas a medio de diferenciación neurogénica durante 144 horas. Se 
observó mayor intensidad de fluorescencia desde las 96 h de cultivo (F) 
incrementando con el paso de las horas de cultivo (I,L). Barra de escala= 200 
µm. 

 

 

MAP2/DAPI Contraste de Fase MAP2 
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Figura 22. Inmunoflorescencia asociada a PrPC en CMM bovinas 
expuestas a medio de diferenciación neurogénica durante 144 horas. Se 
detecto mayor intensidad de fluorescencia a las 144 horas de cultivo (L). Barra 
de escala= 200 µm. 

 

Contraste de Fase PrPC PrPC/DAPI 
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7 DISCUSIÓN  DE RESULTADOS 
 

En el presente estudio se realizó el aislamiento de CMM desde MO extraídas 

desde fetos bovinos derivados de matadero, en base a su capacidad de 

adherencia al plástico bajo condiciones de cultivo estándar. Diversos estudios 

han demostrado la eficiencia de selección de CMM que posee este método, en 

varios modelos animales incluyendo el bovino (Bosnakovski et al., 2004), 

murino (Soleimani y Nadri, 2009), equino (Radcliffe et al., 2010) y canino 

(Kadiyala et al., 1997). La técnica de adherencia al plástico ha demostrado ser 

un método de selección confiable, eficaz y de fácil aplicación para el aislamiento 

de CMM desde MO fetal bovina. Sin embargo, se observado que los cultivos de 

CMM aisladas por este método van acompañados de una población celular 

heterogénea que incluye otros tipos celulares adherentes al plástico como 

fibroblastos, adipocitos, etc. Además, este tipo de cultivo es heterogéneo en 

cuanto a su grado de indiferenciación ya que existen células progenitoras en 

diferente grado de cometido (Russell et al., 2010). En estudios realizados en 

nuestro laboratorio, se ha reportado que las poblaciones de CMM aisladas 

desde MO fetal bovina poseen varias características además de su capacidad 

de adherencia al plástico y de crecimiento en monocapa, como la presencia de 

morfología fibroblastoide y la habilidad de diferenciación a tejidos de origen 

mesodérmico que incluyen osteogénico, condrogénico, adipogénico y 

recientemente tejido de origen endodérmico como hepatogénico (Cortes et al., 

2013; Dueñas et al., 2014). 

Los análisis de citometría de flujo detectaron que los cultivos primarios de 

células aisladas desde MO bovina poseen una población mayoritariamente 

positiva a marcadores específicos de superficie de CMM como CD29 (76,3 %) y 

CD73 (96,8 %). Además, estas poblaciones celulares presentaron un alto 

porcentaje de negatividad a marcadores específicos de superficie de la línea 

hematopoyética como CD34 y CD45 (93,4 % y 95,6 %, respectivamente). La 
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citometría de flujo ha sido utilizada para analizar CMM de MO humana 

detectando negatividad para marcadores hematopoieticos como CD34 y CD45 

y positividad para marcadores específicos de CMM como CD73 y CD105 

(Kozanoglu et al., 2009).   

Por medio de Q-PCR este estudio demostró que la población celular adherente 

al plástico presentó un alto nivel de mRNA de marcadores específicos de CMM 

como CD73, CD90 y CD105. Además, en esta misma población celular los 

marcadores hematopoieticos CD34 y CD45 presentaron bajo niveles de mRNA 

siendo similar a estudios realizados anteriormente en CMM de MO derivada de 

fetos bovinos (Cortes et al., 2013). Considerando las normas establecidas por 

ISCT y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en citometría de flujo y Q-

PCR para los macadores mesenquimales y hematopoyéticos, estos resultados 

permiten concluir que la población celular extraída de MO de fetos bovinos 

corresponde a CMM. 

El análisis de expresión de marcadores como OCT4 y NANOG detectó que la 

población celular utilizada para la realización de los ensayos expresaba 

marcadores de pluripotencia NANOG y OCT4. Estos factores de transcripción 

están implicados en el proceso mantenimiento del estado de pluripotencia en 

embriones y en células madre embrionarias (Loh et al., 2006). Además, estos 

factores están presentes en células madre adultas, sin embargo, su utilización 

cómo marcadores de pluripotencia ha sido cuestionada (Riekstina et al., 2009).   

Mediante estudios de proliferación celular, se detectó un crecimiento continuo 

de las CMM hasta el pasaje 7. Posteriormente esta tasa decrece a medida que 

aumentan los pasajes, siendo estos datos congruentes con estudios realizados 

en CMM aisladas de MO de ternero donde se detectó una tasa de crecimiento 

hasta el pasaje 10 con una posterior reducción en el doblaje celular (Colleoni et 

al., 2005). En forma similar, en estudios realizados en humanos se reportó que 

la senescencia de las CMM comienza en el pasaje 3 (Dmitrieva et al., 2012), 
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sugiriendo que existe una diferencia proliferativa de las CMM con respecto a la 

edad del individuo del cual son extraídas. Es así, que mediante el ensayo de 

proliferación realizado a la población celular en estudio se corroboro lo 

reportado en estudios anteriores (Colleoni et al., 2005; Dmitrieva et al., 2012). 

Las CMM han sido una fuente atractiva para el estudio y desarrollo de 

potenciales tratamientos terapéuticos y regeneración de tejidos en modelos 

animales y humano. Por esto se crea la necesidad de aumentar los 

conocimientos sobre su biología bajo condiciones in vitro. Las características 

específicas de las CMM incluyendo su potencial proliferativo y la habilidad de 

diferenciación en varios tipos celulares como osteocito, condrocito y adipocito 

las convierte en una herramienta atractiva para la medicina regenerativa (Bobis 

et al., 2006). Debido a las dificultades de obtención de células madre neurales 

desde adultos y de los problemas éticos para su aislamiento desde tejido fetal, 

la identificación de alternativas celulares para terapias en sistema nervioso 

central cobra gran relevancia (Delcroix et al., 2010).  En el caso de animales 

domésticos, la diferenciación in vitro de las CMM en células neuronales puede 

llegar a convertirse en un modelo eficaz para el estudio in vitro de 

enfermedades concernientes al sistema nervioso central. En el caso del bovino, 

este modelo de diferenciación celular puede servir para el estudio de la 

Encefalopatía Espongiforme Bovina, cuyo agente causal es la isoforma mal 

plegada de la proteína PrPC (Peralta et al., 2011).  

Mediante la exposición a factores de diferenciación presentes en el medio de 

cultivo in vitro, se intentó inducir la diferenciación de las CMM hacia linaje 

neurogénico mediante la utilización de dos protocolos previamente descritos. El 

primer protocolo fue basado en la suplementación de BME al medio de cultivo 

como fue reportado en CMM diferenciadas a linaje neuronal en modelos murino 

y humano (Woodbury et al., 2000). El BME es conocido como un potente 

antioxidante, que intervine e incrementa la secreción de acetil colina transferasa 
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en células con proceso de diferenciación neuronal (Ni et al., 2001). Además, 

este agente produce una rápida formación neuronal, caracterizándose por la 

aparición de neurofilamentos y generación de neuritogenesis (Woodbury et al., 

2000). Durante el período de pre-inducción por 24 horas se observó que el BME 

no produce cambios sobre la morfología celular, sin embargo, posteriormente la 

morfología fibroblastoide se pierde progresivamente dando lugar a una 

retracción del cuerpo celular con aparición de elongaciones y expresión de 

marcadores neuronales como NESTIN, MAP2, NGF y TRKA. En consecuencia, 

los cambios morfológicos logrados con la suplementación de BME indicarían la 

existencia de un posible proceso de diferenciación celular, similar a lo descrito 

en especies murina y humana (Woodbury et al., 2000). Sin embargo, a medida 

que aumento el tiempo de exposición a BME, se detectó una disminución de los 

niveles de mRNA de marcadores de maduración neuronal, al igual que una baja 

en la supervivencia celular dentro de los cultivos expuestos a BME, 

disminuyendo progresivamente las CMM adheridas al plástico medida que 

avanzaba el cultivo, sugiriendo así que este protocolo de inducción neuronal 

con BME no es viable para la inducción neuronal. Estudios anteriores 

reportaron que protocolos basados en BME pueden inducir fenotipo neuronal en 

otros tipos celulares que carecen de características de células madre 

(fibroblastos, HEK293 y células PC-12) (Lu et al., 2004; Neuhuber et al., 2004). 

Por lo tanto, la posible apariencia neuronal presente en subpoblaciones de 

CMM expuestas a este agente pudo estar asociada a la disrupción del 

citoesqueleto producto de estrés químico y no como consecuencia de un 

proceso de diferenciación neuronal.  

En un segundo protocolo de diferenciación neuronal, se utilizó una etapa de pre 

inducción con factores de crecimiento y posteriormente una etapa de inducción 

con factores previamente reportados (Delcroix et al., 2010; Tatard et al., 2007). 

En la etapa de pre inducción se utilizó EGF y bFGF como factores asociados a 

la activación del ciclo celular y potencialmente a la activación de la expresión de 



60 
 

genes neuronales (Delcroix et al., 2010). Posteriormente, el medio de inducción 

estuvo compuesto de KCl, ácido valproico, BHA y forskolin, componentes que 

han sido reportados como inductores de cambios inmunocitoquimicos y 

morfológicos en CMM humanas y murinos (Safford et al., 2002). En nuestro 

estudio, la exposición de CMM a este protocolo indujo cambios morfológicos 

que incluyeron la retracción del cuerpo celular con formación de extensiones 

celulares, resultados congruentes con cambios inmunocitoquimicos obtenidos 

en el transcurso del estudio. La expresión inicial de proteínas progenitoras 

neuronales como NESTIN demuestran un estado de diferenciación hacia el 

linaje neurogénico (Woodbury et al., 2000). NESTIN es una proteína presente 

en filamentos intermedios del citoesqueleto durante la división de células (Park 

et al., 2010). En este estudio se detectó la presencia de esta proteína a las 24 h 

de cultivo, posteriormente presentándose una disminución de su expresión 

hasta obtener su mínima expresión a las 144 h de cultivo. La presencia de 

NESTIN al inicio del ensayo posiblemente fue consecuencia de su participación 

en la fosforilación de vimentina, la cual impide la reorganización de los 

microtubulos durante el estado inicial de desarrollo neural (Michalczyk and 

Ziman, 2005), sugiriendo cierta similitud con resultados obtenidos en 

diferenciación de CMM humanas (Tatard et al., 2007). Al mismo tiempo que la 

expresión de NESTIN era mayor (3,74 veces la expresión de 0 h), MAP2 que es 

una proteína presente en los microtúbulos celulares y está asociada a la 

maduración neuronal, iniciaba un aumento en su expresión relativa a las 24 h a 

144 h (0,1 a 22,8 veces la expresión a las 0 h, respectivamente) al igual que 

TRKA, el cual alcanzó su máxima expresión a las 144 h (111,1 veces la 

expresión a las 0 h). En este estudio la inmunodetección de las proteínas MAP2 

y TRKA indicaron una sobre regulación de estas en las células expuestas a 

medio de diferenciación, con lo cual se corrobora los resultados obtenidos con 

Q-PCR donde arrojo aumento en la expresión relativa de los genes MAP2 y 

TRKA involucrados en el proceso de maduración neuronal,  sugiriendo así que 
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las CMM expuestas a medios de diferenciación neuronal fueron inducidas hacia 

el linaje neural. El aumento en la expresión de MAP2 ha sido descrita 

anteriormente en CMM humanas expuestas a factores de diferenciación 

neuronal (Tondreau et al., 2004). Del mismo modo la presencia de mRNA de 

TRKA sugiere un estado de maduración neuronal (Woodbury et al., 2000). 

TRkA está presente en membrana celular, participa en la internalización de su 

ligando NGF, este efecto en la internalización de señalización del receptor es 

especialmente relevante en la consideración de las respuestas biológicas a las 

neurotrofinas (Zhang et al., 2000). Estudios indican que la internalización y el 

transporte del complejo ligando-receptor es requerido para iniciar respuestas 

del cuerpo a proteínas derivadas de neurotrofina, proceso importante para la 

diferenciación neuronal (Zhang et al., 2000). Los niveles mRNA de TrkA 

presentes en el cultivo expuesto a BME demostraron presencia de este receptor 

en las etapas finales de diferenciación. Estos datos indican la adquisición de un 

fenotipo neuronal en las CMM durante el proceso de diferenciación in vitro 

como ha sido descrito previamente en los modelos murino y humano 

(Woodbury et al., 2000). Por su parte, la expresión relativa de los niveles de 

NGF no alcanzo los valores esperados, ya que se esperaba un nivel de 

expresión mayor en las células que fueron expuestas a medio de diferenciación 

neurogénico. Esto debido a su contante interacción con su receptor TRKA y su 

influencia en la diferenciación y supervivencia neuronal (Zhang et al., 2000). 

Dentro de los resultados obtenidos en los dos protocolos de diferenciación 

neurogénica se puede destacar que si bien en ambos la expresión de NESTIN a 

las 24 h de cultivo fue alta, solo en el segundo protocolo de diferenciación se 

evidencio un verdadero proceso de diferenciación neuronal confirmada por la 

sobre expresión de marcadores de maduración neuronal a las 144 h de cultivo 

como MAP2 y TRKA, en contraposición a la disminución en la expresión de 

NANOG como marcador de multipotencia en las CMM expuestas a medio de 

diferenciación. 
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El estado de multipotencia celular fue evaluado por medio de la cuantificación 

de la expresión del gen de pluripotencia NANOG en CMM bovinas fetales 

durante el proceso de diferenciación. Los análisis realizados en este estudio 

detectaron una disminución en los niveles de mRNA de NANOG en las CMM 

que fueron expuestas a medio de cultivo suplementado con BME. Estos 

resultados sugieren que la suplementación de BME produce la pérdida 

progresiva del estado multipotente en CMM. Estudios previos demostraron que 

la presencia del gen NANOG juega un rol importante en células madre 

embrionarias, manteniendo su autorenovacion e inhibiendo su diferenciación e 

indicando un estado de pluripotencia celular (Nichols et al., 1998). En CMM se 

ha reportado que NANOG está involucrado en la sobre regulación de Dnmt1 

(metyltransferasa 1) que a la vez está reprimiendo la expresión p16 y p21, 

genes asociados con el desarrollo y la diferenciación de linaje (Tsai et al., 

2012). Esto sugiere que al haber sido expuestas las CMM a medios de 

diferenciación neurogénica estas células presentaron una disminución de los 

niveles de expresión de NANOG y por lo tanto sufrieron una posible pérdida del 

estado multipotente típico de una CMM en estado de indiferenciación.  
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8 CONCLUCIONES 
 

Con los datos obtenidos en este estudio se demostró que la exposición de CMM 

a un factor de diferenciación como BME, induce cambios en su morfología. Sin 

embargo, los resultados de análisis de QPCR e inmunocitoquimicos indican que 

dichos cambios morfológicos son posiblemente debidos a efectos citotóxicos de 

BME más que a inducción neurogénica. Por otra parte, en el segundo protocolo 

de diferenciación celular, la disminución de la expresión relativa de NANOG 

sugiere la pérdida del estado de multipotencia de las CMM sometidas a medio 

de diferenciación neurogénica. Conjuntamente, la disminución del marcador 

neuronal progenitor (NESTIN) y el aumento de la expresión de marcadores 

involucrados con la maduración neuronal (MAP2 y TRKA indican que las CMM 

fueron inducidas hacia un proceso de diferenciación neuronal. Por último, la 

facilidad en el aislamiento de CMM de MO de fetos bovinos y su potencial de 

diferenciación hacia linajes celulares de origen mesodérmico y en este caso 

ectodérmico las convierte en una alternativa promisoria para la investigación de 

la biología y aplicación de las CMM en terapias regenerativas en medicina 

veterinaria. 
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