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INTRODUCCIÓN 
 

Las células madre mesenquimales (MSCs) son células madre pluripotentes adultas 
caracterizadas por su capacidad de autorenovación y de diferenciación en células de origen 
mesodérmico (osteoblastos, adipocitos, condrocitos y miocitos). Estas células también son 
capaces de diferenciarse in vitro en células de origen neurogénico (Zeng et al., 2011; 
Alizadeh et al., 2019). Por otro lado, las MSCs expresan la proteína prión celular (PrPc) y las 
MSCs murinas procedentes de médula ósea (BM-MSCs) son capaces de infectarse con una 
cepa de Gerstmann-Sträussler-Schneiker previamente adaptada en ratón ex vivo y 
mantener la infectividad en pases sucesivos (Akimov et al., 2009). Nuestro grupo de 
investigación ha descrito la presencia de PrPC en MSCs ovinas derivadas de médula ósea 
(oBM-MSCs) tanto a nivel de transcripción como de proteína (Mediano et al., 2015). En ese 
mismo estudio, las oBM-MSCs derivadas de ovejas con scrapie mostraron un potencial de 
proliferación disminuido en comparación con las células obtenidas de ovejas sanas. Todos 
estos hallazgos, hacen de las MSCs unas buenas candidatas para el desarrollo de modelos 
in vitro de enfermedades priónicas. En este trabajo, presentamos el aislamiento de oBM-
MSCs procedentes de ovejas con diferentes genotipos para el gen PRNP (ARQ/ARQ, 
ARQ/VRQ y VRQ/VRQ) y la evaluación de: su habilidad para diferenciarse en células madre 
neurales (NSCs), su capacidad para replicar el prion y su respuesta a la infección in vitro 
con priones. 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Las oBM-MSCs fueron extraídas de tres ovejas de raza Rasa Aragonesa de un año de edad 
portadoras de diferentes genotipos para el gen PRNP: ARQ/ARQ, ARQ/VRQ y VRQ/VRQ. 
El inóculo positivo consistía en un homogeneizado de cerebro (10% en PBS) de tres ovejas 
de raza Rasa Aragonesa de entre 2,5 y 3 años de edad y con los mismos genotipos para 
PRNP. El inóculo negativo procedía de dos ovejas de raza Rasa Aragonesa de entre 9 y 10 
meses de edad y con genotipos ARQ/ARQ y VRQ/VRQ. El aislamiento de las MSCs se llevó 
a cabo mediante protocolos de centrifugación en gradientes Lymphoprep, aislamiento de 
células mononucleares y purificación de células adherentes. Una vez aisladas, dichas 
células se cultivaron utilizando “DMEM low glucose” (Sigma) con 10% de suero fetal bovino 
como medio de crecimiento. Para la diferenciación a NSCs, se procedió a cambiar el medio 
DMEM por el medio de diferenciación “PSC neural induction medium” (ThermoFisher). Se 
realizaron cambios de medio cada dos días durante un total de 9 días. Se analizó la 
expresión de cinco genes relacionados con la replicación del prión (Marbiah et al., 2014), 
tanto en las MSCs como en las NSCs. Para ello, se realizó la extracción de RNA utilizando 
el kit “Cells to cDNA" (applied biosystems). Posteriormente, para valorar la expresión de los 
genes se llevó a cabo q-PCR con el sistema StepOne usando “SYBRGreen master mix”. 
Finalmente, ambos tipos celulares fueron infectados con inóculos de extracto cerebral 
(positivo y negativo) al 1%. Se evaluó la presencia de PrPSc, una vez eliminado el inóculo y 
lavado con PBS los cultivos, a las 48 horas (T1), 4 días (T2) y 9 días (T3) de estar en 
contacto con el inóculo mediante el kit de ELISA “BSE-Scrapie IDEXX”. También, se estudió 
la toxicidad y la proliferación de los cultivos a los 9 días (T3) por medio de un ensayo MTT. 
Este estudio ha sido aprobado por la Comisión Ética de la Universidad de Zaragoza 
(PI44/18). 
 
 
 
 

– 701 –

AIDA (2019), XVIII Jornadas sobre Producción Animal, 701-703



Los tre
compro
cambio 
de la e
NSCs (
de crec
replicac
MSCs c
multiplic
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 
median
 
Tras la 
una dism
la mism
condicio
de crec
retirada
cultivo. 
las célu
ARQ/VR
mantuvo
crecimie
progres
primero
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 
(T3) pos
ELISA. 
 
Finalme
y tras la
En con
ARQ/VR

es cultivos 
bada por la
morfológic

xpresión de
condiciones
cimiento) (F
ción del prió
cultivadas e
cación del p

1. Análisis 
te qPCR en

inoculación
minución de

ma tras la re
ones neurog
cimiento, un
a del inócul

Estos resu
ulas y una p
RQ present
o más o m
ento mientr

sivo de la m
os días de c

2. Determin
st-inoculaci
 P<0,1, * P

ente, analiza
a inoculació
diciones es
RQ) mostra

de oBM-M
a reducción

co de las cé
e los genes
s neurogén
Figura 1). 
ón (Marbiah
en condicion
prión. 

de la expre
n MSCs (C)

n de los cu
e la señal d
etirada del 
génicas com
na elevada 
o. Sin emb

ultados sugi
posible toxi
tó una seña

menos cons
ras que en 

misma. Por t
cultivo, pero

nación de P
ión en MSC
P<0,05, ** P

amos la pro
ón con extra
stándar de 
aron difere

RESULTA

MSCs se 
n de la exp
élulas (resu
s relaciona

nicas) en co
La disminu

h et al., 201
nes neurogé

sión de gen
y NSCs (N

ltivos de M
de PrPSc dur
inóculo a p
mo de creci
intensidad 

bargo, esta
eren una e
cidad del p

al intermedia
stante a lo 
las células 
tanto, las M
 esta capac

PrPSc media
Cs (C) y NSC
P<0,01, *** P

oliferación d
acto cerebra

crecimient
encias en 

ADOS Y DI
 

diferenciaro
presión del
ultados no m
ados con la
omparación
ución de l
14) por lo q
énicas podr

nes relacion
N) en los cul

MSCs y NSC
rante los pr

partir de los
imiento. El 
 de señal d

a señal fue 
elevada cap
prión en los 
a de PrPSc

largo del t
en condici

MSCs son c
cidad podría

nte ELISA a
Cs (N). La l
P<0,001. 

de las MSCs
al de ovino 
to, los culti
las tasas

SCUSIÓN

on hacia N
gen de pl

mostrados)
a replicación
n con los c
a expresió

que nuestro
rían ser má

nados con la
ltivos. * P<0

Cs con el in
rimeros días
s 5 días en 
cultivo VRQ
de PrPSc in
disminuye

pacidad par
cultivos inf
tras la retir
iempo en l
ones neuro
apaces de 
a estar cond

a las 48 hor
línea roja re

s en condic
control y de
ivos de MS
de prolife

NSCs. La 
uripotencia 
. Se observ
n del prión 
ultivos de M
n de estos

os resultado
ás susceptib

a replicació
0,05, ** P<0

nóculo de s
s y un aume
el cultivo A

Q/VRQ mos
nmediatame
ndo a lo la
ra captar el
fectados. P
ada del inó
as células 

ogénicas se
multiplicar e
dicionada p

 

ras (T1), 4 d
epresenta e

ciones están
e ovino con
SCs (ARQ/A
ración. La 

diferenciac
a OCT4 y u
vó una dism
 en los cul
MSCs (con
s genes fa
os sugieren
bles a la inf

ón del prión 
0,01, *** P<

scrapie, se 
ento signific
ARQ/ARQ, 
stró, en con
ente despué
argo del tie
 prión por 

Por último, e
óculo. Esta s

en condici
e vio un inc
el prión dur

por su genot

días (T2) y 
el umbral de

ndar de cre
n scrapie (F
/ARQ, VRQ

variabilida

ción fue 
un ligero 
minución 
ltivos de 
diciones 
acilita la 
 que las 

fección y 

0,001. 

observó 
cativo de 
tanto en 
diciones 
és de la 

empo de 
parte de 
el cultivo 
señal se 
ones de 

cremento 
rante los 
tipo. 

9 días 
el kit 

cimiento 
igura 3). 

Q/VRQ y 
ad entre 

– 702 –



donante
Lyahyai
modificó
extracto
diferenc
produjo
mesenq
neuropa
han sido
hacia le
muestra
prolifera
En conc
potencia
enferme
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 
crecimie
relación
P<0,05,
 

  Zeng
Neuroan
Mediano
33(14):1
et al. 20
et al. 20
 

EVA

ABSTR
by their
these ce
MSCs e
bone m
work, w
isolated
(ARQ/A
(NSCs)
We inoc
similar 
PrPSc m
replicati
 
Keywor

es ya ha sid
i et al., 20
ó las tasas
o cerebral d
cia de los 
 un aume

quimales h
atológicas e
o identificad
esiones cer
an que los 
ación de las
clusión, aun
al que pre
edades prió

3. Prolifera
ento (A). Pr
n con su cul
, ** P<0,01,

 G et al. 20
nat. 96:126
o DR et al.
1527-47.  
012. BMC V
011. J Virol.

LUATION O

RACT:  Mes
r ability to b
ells can tra
express the 

marrow deriv
we analyzed
d MSCs fro
ARQ, ARQ/
. The expre
culated both
genotypes)

multiplication
ion. Our res

rds: mesen

do descrita 
012). Por o
s de prolife
de ovino c
inoculados
nto de la 
humanas 
en ratones 
dos in vitro 
rebrales ca
extractos c

s MSCs in v
nque aún s
sentan las 

ónicas. 

ción de MS
roliferación 
ltivo en con
 *** P<0,00

R

011. Mol Ce
6-133.  Ak
 2015. J G
Rhodes NP

Vet Res. 8:1
 85(21):110

OF OVINE 

senchymal s
both, self-re
nsdifferenti
cellular prio

ved ovine M
 the potenti

om bone m
/VRQ and 
ession of ge
h MSCs an
) and detec
n seemed to
sults confirm

nchymal ste

en diferen
tro lado, la

eración en 
ontrol se o

con extra
tasa de p
(hMSCs) 
infectados c
factores qu

ausadas po
cerebrales 
vitro. 
sean necesa

MSCs pa

SCs tras 9 d
en presenc
diciones es
01. 

REFERENC

ell Biochem
kimov S et

Gen Virol. 96
P et al. 2004
169.  Song
069-78. 

MESENCH

stem cells (
enewal and 
ate in vitro 
on protein (

MSCs (oBM
ial of oBM-M

marrow of s
VRQ/VRQ

enes involv
nd NSCs wi
cted an incr
o be genoty
m the poten

em cells; scr

tes especie
a inoculació
todos los 

observó una
cto cerebra

proliferación
son capa

con la prote
uimiotácticos
or priones (

de ovino c

arios más e
ara el desa

días de culti
cia de inócu
stándar de c

CIAS BIBLIO
 

m. 357(1-2):3
t al. 2009. 
6(12):3715-
4. J Mater S
g CH et al. 2

HYMAL STE
SCRAPIE

 
MSCs) are 
differentiat
into cells w
(PrPC). Our 

M-MSCs) at 
MSCs to de
sheep carry
Q) and diffe
ved in prion
th scrapie i
rement of P
ype-depend
tial of ovine

rapie; ovine

es incluida 
ón de las 
cultivos. En
a disminuc
al de ovino
n. Se ha c
aces de 
eína prión (
s involucrad
(Song et al
con scrapie

estudios, nu
arrollo in vi

vo en condi
ulo negativo 
crecimiento 

OGRÁFICA

331-41.  A
Folia Neu

-26.  Marb
Sci Mater M
2009. J Viro

EM CELLS 

adult plurip
tion into me

with neuroge
group desc
both transc

evelop in vit
ying differen
erentiated 
 replication
inoculum (s
PrPSc signa
dent. Finally
e MSC to st

e; prions. 

la ovina (R
células con
n los cultiv
ión de la v
o con scra
comprobad
migrar ha

(Song et al.
dos en la m
., 2011). N

e también in

uestros res
itro de mod

iciones está
(I -) e inócu
(C: 100% v

AS  

Alizadeh R e
uropathol. 4
biah MM et 
ed. 15(4):39
ol. 83(11):5

AS IN VITR

potent stem 
esodermal t
enic origin a
cribed the p
cript and pr
tro models o
nt genotype
them into 
was down

scrapie brai
al using EL
y, prion infe
udy prion d

Rhodes et a
n extracto 
vos inocula
viabilidad c
pie en los 

do que las 
acia las 
., 2009) y, a

migración de
Nuestros re
nducen una

sultados exp
delos celul

ándar de 
ulo positivo 
viabilidad) (

et al. 2019. 
47(2): p. 20
al. 2014. E
97-402.  L

5918-27.  S

RO MODEL

 cells chara
tissues. In a
and undiffer
presence of 
rotein levels
of scrapie. 
es for PRN
neural ste

regulated in
ns from she
ISA test. H

ection induc
iseases in v

l., 2004; 
cerebral 
dos con 
elular, a 
que se 
células 

lesiones 
además, 

e hMSCs 
sultados 
a mayor 

ponen el 
lares de 

(I +) en 
(B). * 

J Chem 
05-14.  
EMBO J. 
yahyai J 

Song CH 

LS OF 

acterized 
addition, 
rentiated 
PrPC on 

s. In this 
First, we 
NP gene 
em cells 
n NSCs. 
eep with 

However, 
ced MSC 
vitro.  

– 703 –


