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RESUMEN

INTRODUCCION: las células madre mesenquimales son células con la capacidad de autorrenovarse y diferen-
ciarse a linajes mesenquimales e inclusive a células de origen no mesenquimal, como las del tejido nervioso.
Teniendo en cuenta la idoneidad de estas células para diferenciarse en neuronas, han sido utilizadas con propé-
sitos terapéuticos debido a que son capaces de restaurar neuronas que se deterioran en diversas enfermedades

neurodegenerativas.

OBjETIVO: informar y comparar los métodos mas utilizados para inducir a las células madre mesenquimales a
diferenciarse en neuronas, ademds de mencionar las ventajas y desventajas de cada una de estas.

METODOLOGIA: la primera metodologia para inducir a la diferenciacién neural fue utilizada en 1999 y a partir
de ese momento, se han empleado compuestos quimicos, factores de crecimiento, compuestos sintéticos, entre
otros métodos para diferenciar este tipo de células a linaje neuronal. El problema radica en que algunas de estas

metodologfas son toxicas pata las células, costosos o presentan otro tipo de efecto colateral.

CONCLUSION: la eleccion de uno de estos métodos depende de los intereses y las condiciones con las que
cuente cada investigador. Ademas, es indispensable conocer las falencias que tenemos en este campo de la
investigacién con el prop6sito de continuar con la busqueda de alternativas que no tengan desventajas, si no

por el contario, reuna todas las ventajas de los métodos aqui mencionados.

PALABRAS CLAVES: célula, diferenciacion celular, enfermedades neurodegenerativas, metodologias, terapia

celular, neuronal (DeCS).
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SUMMARY

INTRODUCTION: Mesenchymal stem cells are cells with the ability to self-renew and differentiate into mesen-
chymal lineages and even cells of non-mesenchymal origin, such as those of nerve tissue. Taking into account
the suitability of these cells to differentiate into neurons, they have been used for therapeutic purposes since

they are able to restore neurons that deteriorate in various neurodegenerative diseases.

OBJECTIVE: To inform and to compare the methods most used to induce mesenchymal stem cells to differen-

tiate into neurons and to mention the advantages and disadvantages of each of these.

DEVELOPMENT: The first methodology to induce neural differentiation was used in 1999 and since then, che-
mical compounds, growth factors, synthetic compounds have been used, among other methods to differentiate
this type of cells into neuronal lineage. The problem is that some of these methodologies are toxic to cells,

expensive or have other side effects.
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Concrusion: The choice of one of these methods depends on the interests and the conditions that each
researcher has. In addition, it is indispensable to know the shortcomings that we have in this field of research
with the purpose of continuing with the search for alternatives that do not have disadvantages, if not by the
contrary, gather all the advantages of the methods mentioned here.

KEY WORDS: Cell differentation, stem cells, methodologies, neural differentiation, neurodegenerative diseases

(MeSH).

INTRODUCCION

Las células madre mesenquimales (CMM) denominadas
asi debido a su vinculacién con la formacién de tejidos
mesenquimales durante el desarrollo embrionario (1), son
células multipotenciales cuya fuente principal es la médula
6sea (MO) (2,3), tienen la capacidad de autorrenovarse, y
diferenciarse a linajes mesenquimales como osteogénico,
adipogénico, miogénico y epidérmico, aunque también se ha
demostrado su capacidad de diferenciarse a células de origen
no mesenquimal, como las del tejido nervioso (1,4-0).

Diversos estudios han demostrado que las células
del estroma de la MO pueden ser diferenciadas a células
neuronales in vitro (7,8), e 7 vivo, en ensayos clinicos de
trasplante de células estromales en MO humana para el
tratamiento de la paraplejia traumatica (9). Para inducir
a la diferenciacion neural han sido utilizadas diferentes
metodologfas; que incluyen desde el empleo de compuestos
quimicos (7), hasta la adicién de factores neurotréficos a
los cultivos (9).

Dada la capacidad de las CMM para diferenciarse a
células neuronales, estas han sido utilizadas con fines tera-
péuticos en humanos con enfermedades neurodegenerati-
vas (1), encontrandose que las células madre (CM) tienen
potencial para restaurar neuronas y estructuras dafladas
en enfermedades como Parkinson (10), esclerosis lateral
amiotroéfica (11-13), Alzheimer (14), esclerosis multiple y
en lesiones medulares (15).

Finalmente, las enfermedades neurodegenerativas oca-
sionan una significativa pérdida de células nerviosas; por lo
que la diferenciacién de CMM a neuronas es una alternativa
a este problema. El objetivo de esta revision es informar
y comparar los métodos mas utilizados para inducir a las
CMM a diferenciarse en neuronas, ademas de mencionar
las ventajas y desventajas de cada una de estas.

Estrategia de basqueda

Se efectué una busqueda bibliografica en Scopus,
Science Direct y Google Scholar entre otras bases de datos,
utilizando palabras como: “Diferenciacién neural”, “Dife-
renciacion celular” “Células Madre”, “Stem cells”, “Neural
Differentation”. Se utilizaron articulos de hasta 10 afios de

antigiedad y cuando se considerd necesario, se utilizaron
articulos mas antiguos, teniendo en cuenta su importancia.
Por ultimo, la lista final de publicaciones fue seleccionada
de acuerdo con la pertinencia para el tema tratado.

Concepto y clasificacion de células madre

El término “célula madre” tiene un nimero de dife-
rentes significados dependiendo del sistema analizado y de
la perspectiva del investigador que usa el término (16). Sin
embargo, de manera general las CM se definen como un tipo
especial de células indiferenciadas que, entre otras caracte-
tisticas, tienen la capacidad de dividirse indefinidamente sin
perder sus propiedades (capacidad de autorrenovacién) v,
a la vez, pueden diferenciarse en maltiples tipos de células
especializadas (capacidad de diferenciaciéon) (16-19). Las
CM se clasifican segin su estado evolutivo y su potencial
de diferenciacién como se puede apreciar en la figura 1.

Concepto de células madre mesenquimales

Las CMM son el grupo de CM somaticas que no pro-
ducen linajes sanguineos, pero tienen la capacidad para
diferenciarse en células mesodérmicas; también se pueden
diferenciar en células del tejido nervioso. Estas presentan
caracteristicas como la expresion de los antigenos CD73
(glicoproteina relacionada con mecanismos de adhesion
celular), CD90 (marcador de precursores mesenquimales
tempranos) y CD105 (2,4,20), que permiten identificar las
CMM (21,22). Adicionalmente, estas células son adheren-
tes al plastico, lo que facilita su mantenimiento en cultivos
celulares (19). Ademas, tienen propiedades antiinflamatorias
y antiapoptoticas, haciéndolas atractivas para su empleo en
protocolos de terapia celular (19,23).

Diferenciacion celular: el secreto de las células
madre mesenquimales

La diferenciacion ocurre cuando una célula inmadura
se convierte en una madura de su propio linaje, dentro del
mismo tipo de células (24). Otros autores consideran que
es la capacidad de las CMM de diferenciarse en multiples
células de tipo mesodérmico, como osteoblastos, con-
droblastos y adipoblastos (25). En el 2012, se afirmé que
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Figura 1. Clasificacion de las células madre. Elaborada en: http://cmap.ihmc.us/

la diferenciacién consiste en que determinados genes se
vayan silenciando a lo largo del desarrollo, de forma que
la potencialidad de las células se va estrechando, hasta que
acaban por pertenecer a un tipo celular concreto, con un
programa de expresion génica especifico (20).

Diferenciacion neural de células madre
mesenquimales y su potencial terapéutico

Desde hace mas de un década, estudios han sefialado que
las células del estroma de la MO humana pueden diferen-
ciarse en células neuronales in vitro (7,8,27), vislumbrandose
el potencial terapéutico de estas células. La capacidad de
autorrenovacion, la multipotencia y la presencia en el cere-
bro adulto, son caracteristicas centrales para la aplicacion
terapéutica de las CM en la reparacion del sistema nervioso
central por las siguientes razones (10,28):

e La capacidad de autorrenovacion genera nuevas células
que reemplazan células pérdidas o proporciona apoyo
nutritivo al tejido residual.

e Al ser multipotenciales, las CM generan multiples tipos
de células para cualquier tejido dado. Por consiguiente,
estas células poseen el beneficio adicional de producir
no sélo cualquier célula, sino células neuronales en parti-
cular (es decir, neuronas, astrocitos y oligodendrocitos).

* La persistencia de las CM en la edad adulta aumenta las
posibilidades pertinentes para la rehabilitacion.

Hstudios han corroborado el potencial terapéutico que
tienen las CM en enfermedades neurodegenerativas. Este
es el caso del estudio llevado a cabo por Tamara en el 2015,
quien observé mejorfa en pacientes con enfermedad de
Parkinson después de recibir tratamiento con CM adultas
(29). Por lo tanto, la terapia celular es una estrategia que

puede modificar favorablemente el curso de este tipo de
enfermedades (30,31).

Es importante mencionar que varios autores puntualizan
que después de mas de 10 afios de descubrimiento de las
CMM, estas contintan ofreciendo inmensas posibilidades en
el campo biomédico (32). Esto coincide con lo sefialado por
otros autores, quienes indican que los resultados obtenidos
a partir de los estudios preclinicos y clinicos llevados a cabo
en la ultimas década demuestran que las CMM poseen una
elevada capacidad inmunomoduladora, regenerativa y de
cicatrizacién, ademas de actuar en las zonas danadas como
soporte trofico de las células lesionadas (20).

Metodologias para inducir a la diferenciaciéon
neuronal de las CMM

Diferenciacion de CMM empleando compuestos
quimicos:

El primer reporte a cerca de la diferenciaciéon neuronal
de CMM 7 vitro se publicé en el afio 2000, donde los autores
utilizaron el 2-beta-mercaptoetanol (BME) como inductor
de este proceso (7). A partir de ese momento, otros autotes
emplearon la misma metodologia con algunas modificacio-
nes (33). Vaquero, et al., (9) evaluaron algunos compuestos
quimicos que se han utilizado para inducir a la diferenciaciéon
neural de las CMM. Para esto, utilizaron el hidroxianisol
butilado (BHA) ademas del BME, y cuantificaron el por-
centaje de células que expresaban marcadores neuronales.

Mu, et al., (34) compararon la efectividad de compuestos
como la tretinoina (ATRA), el dimetilsulféxido (DMSO),
el BHA, y la indometacina/3- isobutil - 1 — metilxantina
(IBMX) ademas del BME, sobre la diferenciacién neural.
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Woodbury, et al., (7) cultivaron las CMM en medio de
preinduccién neural que contenfa 1mM de BME y poste-
riormente en medio de induccién neuronal compuesto de
1-10 mM de BME. En experimentos posteriores, cambia-
ron el medio de induccién neuronal y utilizaron 2 % de
DMSO y 200 mM de BHA. Finalmente, para optimizar la
diferenciacién eliminaron el BME y adicionaron 10 ng/ml
de factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) en el
medio de preinduccién (7). Encontrando que la proporcion
de células que presentan caracteres neuronales aument6 al
usar el bFGF y eliminar el BME. La mayoria de CMM tra-
tadas con esta metodologfa exhiben morfologfas neuronales
y expresion de enolasa neuronal especifica (NSE) (78,2 %
+/-2,3 %) y neurofilamentos NF-M (79,2 % +/- 2,5 %) (7).

Por otra parte, Sanchez, et al., (33) utilizaron el BME
(0,001 %) en el medio de crecimiento para las CMM.
Después del segundo pasaje, el medio de cultivo fue reem-
plazado por medio de cultivo que contenfa transferrina
(100 mg / ml), putrescina (60 mM), insulina (25 mg / ml),
progesterona (0,02 mM), selenio (0,03 mM), 4cido trans-
retinoico (RA) (0,5 mM) y BDNF (10 ng / ml) (33). Gene-
rando que la expresién de la proteina nestina en relaciéon
con la a-tubulina disminuyera en los cultivos tratados con
RA o RA + BDNE' Y curiosamente, tanto GFAP y NeuN
se expresaron bajo todas las condiciones de cultivo, incluido
el grupo control (33).

Vaquero, et al., (9) cultivaron las CMM aisladas de la MO
en medio con ImM de BME como medio de preinduccién,
posteriormente, las células fueron transferidas a medio con
2 % de DMSO y 200 uM de BHA como medio de induc-
cién neural. Para revertir los efectos de los compuestos
quimicos, reprodujeron el estudio, pero adicionando 1 ml
de LCR humano, en el medio de preinducciéon neural (9).
Evidenciando un 90 % % 8 % de células NSE positivas,
88 % £ 5 % de células NF- 200 positivas y 90 % £ 3 %
de células B-tubulina positivas. Respecto al segundo grupo
de estudio que contenfa LCR, el porcentaje de células que
expresaban los marcadores fue similar, (NSE 92 % * 4
%, NF-200 90 % £ 6 % y B-tubulina 86 % £ 5 %). Por lo
tanto, los factores neurotréficos presentes en el LCR, no
modificaron el proceso de diferenciacién neural de CMM
mediado por agentes quimicos (9).

En otra investigacion, las CMM fueron cultivadas en el
medio de preinduccién que contenia 10 ng/ml de bFGF
y 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF).
Después, las CMM se cultivaron en medio de induccién
con diferentes inductores de diferenciacion neural (ImM de
BME, 10-3 mM de ATRA, 0,2 % DMSO/ 0,2 mM BHA, y
0,12 mM de indometacina / 0,3 mM de IBMX) durante 48
horas (34). Las CMM inducidas con indometacina / IBMX
expresaron los niveles mas altos de marcadores neurales

respecto alas CMM inducidas por BME, ATRA y DMSO/

BHA. Finalmente, los resultados mediante Westernt blot
confirmaron que las CMM inducidas con indometacina
/ IBMX expresaron MAP2 y GFAP en mayor cantidad,
aunque se evidenci6 un ligero decrecimiento en la expresion

de Nestina (34).

Diferenciaciéon de CMM usando factores de
crecimiento:

Chen, et al., (35) evaluaron el efecto del factor de cre-
cimiento nervioso (NGF), el BDNF y el bFGF en combi-
nacién para promover la proliferacién y diferenciacién de
CMM in vitro (35). Ademas, Huat, et al., (36) analizaron
cuatro combinaciones de factores de crecimiento en la dife-
renciacién neural de CMM que incluia el factor inhibidor de
leucemia (ILIF), el factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1),
el EGE, el bFGF y el BDNE

Chen, et al., (35) utilizaron diferentes combinaciones
de factores neurotréficos formando los siguientes grupos:
grupo 1 (NGF (100 g / L)), grupo 2 (BDNF (100 g /
L)), grupo 3 (bFGF (20 g / 1)), grupo 4 (bFGF+NGF),
grupo 5 (BDNF+ bFGFE), grupo 6 (BDNF+ NGF), grupo
7 (bFGF+ NGF+BDNE) y al grupo 8, no se le afiadié
ningun factor neurotréfico. Los autores encontraron que
la combinacién de NGF+BDNF+ bFGF diferencié el
50,39 % de células a linaje neural mediante la expresion de
NSE y el 23, 29 % expresé GFAP diferenciandose a linaje
glial. En cambio, en el grupo control, el 15,02 % de células
expresaron NSE y el 14,75 % expres6 GFAP. En los grupos
en los que se les adicion6 dos factores neurotrdficos, se
hall6 un mayor numero de células que expresaban NSE,
en comparacién a los grupos que solo contenfan un factor
neurotréfico (35).

Por su parte, Huat, et al.,, (36) formaron 4 grupos expe-
rimentales: grupo A (EGF + bFGF + LIF), grupo B (EGF
+ bFGF + IGF-1), grupo C (EGF+bFGF+ LIF), grupo
D (EGF + bFGF + BDNF) y grupo control (sin factores
de crecimiento) y hallaron que el 94 % de células del grupo
A (EGF+ bFGF +LIF), el 93,7 % del grupo B (EGF +
bFGF + IGF-1), el 94,7 % del grupo C (EGF+bFGF+
LIF), el 95,7 % del grupo D (EGF + bFGF + BDNF)
y el 53,4 % de las células del grupo control expresaron
nestina (30).

Diferenciacion de CMM usando otras metodologias:

La galanina es un neuropéptido ampliamente expresado
en el sistema nervioso, desempefia funciones en diversas
funciones fisiolgicas y actiia como factor neurotréfico y
neuroprotector para varias poblaciones neuronales (37).
Por esta razon, Cordero, et al.,(37) trataron de determinar
el papel de la galanina en las CMM, y su contribucién a la
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plasticidad del sistema nervioso cultivando estas células en

10 nM de galanina(37)

Después de la diferenciacion, los cultivos tratados con
galanina mostraron un marcado aumento en el numero
de células Tujl + (el 3,31 * 0,73 % de células en el grupo
control y el 13,77 + 2,00 % de células en el grupo tratado
con 100 nM de galanina expresaron Tujl). El numero de
neuronas recién generadas (Tujl+ / BrdU+) también fue
incrementado por la galanina (el 1,94 £ 0,19 % de células
en el grupo control y el 7,28 £ 0,49 % de células tratadas
con 100 nM de galanina expresaron Tujl / BrdU) (37).

Por otra parte, Gong, et al.,(38) consideran que aunque
el acido retinoico (RA) desempefia un papel importante en
el desarrollo del sistema nervioso, sus efectos en la dife-
renciacion neuronal de CMM y los mecanismos a través de
los cuales esta diferenciacion tiene lugar, todavia son poco
conocidos (38). De igual forma, Xu, et al., (39) afirman
que el RA tiene un rol importante en muchos aspectos
del sistema nervioso, lo que implica la diferenciacién y el
patrén neural .

Gong, et al.,(38) sembraron las CMM y al alcanzar tercer
y sexto pasaje, adicionaron medio de cultivo DMEM-F12
que contenfa 1 uM de RA durante 24 horas. Finalmente, el
medio fue sustituido por medio neuronal modificado (1,6
% DMSO, 160 uM de BHA, 20 mM KCl, 1,6 mM de acido
valproico, 8 uM de forskolin, 0,8 uM de hidrocortisona, 4
pg/ml de insulina) durante 24 horas (38).

Hste método generd que la expresion de mRNA de
marcadores neuronales (nestin, NSE, MAP-2 y Tau) en las
células de tipo neural derivadas de CMM tratadas con RA
fuera mayor que en CMM sin el RA (P <0,05). Finalmente,
en la inmunofluorescencia, el 70 % de las células tratadas
con RA expresaron NSE a comparacion del 10 % de las
células del grupo control (38).

DISCUSION

En bases de datos como Scopus se puede apreciar que el
tema de la diferenciacion neuronal ha venido aumentando el
interés en varios investigadores, a pesar de esto en Colombia
son pocas las investigaciones con este proposito; por lo
que se hace importante las investigaciones en este campo.
Anteriormente se mencionan algunas de las metodologias
utilizadas, pero ;Qué ventajas y/o desventajas tienen cada
una de éstas?

Woodbury, et al., (7) indican, que la metodologia que
ejecutaron, lleva a que las CMM se diferencien a neuronas,
e incluso sugieren que este estudio debe tenerse en cuenta
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
Sin embargo, respecto a esta metodologia es importante
resaltar que al reemplazar el BME por el bFGE, se aumenté

el nimero de células neuronales, de un 50 hasta un 78 %.
Esto se puede deber a lo mencionado por otros autores,
quienes indican que los compuestos quimicos como el BME
son toxicos, y cuestionan la posibilidad de que este tipo de
sustancias generen estrés celular y a su vez, una morfologfa
similar a la neuronal (9,40—43), pero no genera respuestas
electrofisiolégicas en dichas células (40). Sin embargo, otros
autores mencionan que el BME es un agente reductor que
contribuye en la diferenciacién y proliferacion celular, e
incluso, aumenta de 6 a 200 veces la supervivencia celular
(44).

El uso del BME inici6 en el anio 2000 y se ha extendido
hasta los tltimos afios. Por ejemplo, Shu, et al., (45) usaron
este compuesto quimico para inducir a la diferenciacién
neural de CM y Tyagi, et al., (46) emplearon ademads de
BME, la misma metodologia de Woodbury, et al., (7) para
el mantenimiento y diferenciacién de CMM pero agregando
nuevas vatiables (7,45,40).

Adicionalmente, Vaquero, et al., (9) usaron el LCR con
el proposito de mitigar el impacto negativo generado por
los agentes quimicos, pero al finalizar su estudio se dieron
cuenta que cuando las CMM son administradas en el espa-
cio subaracnoideo, los factores neurotréficos del LCR no
influyen significativamente en el proceso de diferenciaciéon
neural. Esto puede ser debido a la baja concentracién del
BDNF en el LCR (9).

Por otra parte, el problema principal del uso de los fac-
tores neurotréficos para inducir a la diferenciacién neural
es el elevado costo que tiene estos productos (47—49), con-
virtiéndose en una desventaja para la metodologifa de Chen,
et al., (35), parala de Cordero — Llana, et al., (37) y para
todas las metodologias en las que se utilicen estos factores .

La combinaciéon de EGE, bFGF y BDNF en la meto-
dologia de Huat, et al.,(36) genera la mayor cantidad de
células neuronales respecto a las demas metodologias
mencionadas en esta revision (tabla 1). Lo que no coincide
con lo mencionado por Barnabé, et al., (40) quienes afirman
que en la induccién quimica el porcentaje de diferenciacion
excede el 70 %, lo que es demasiado alto en comparacién
a la diferenciacién neural usando factores de crecimiento.
Ademas, estos autores seflalan que el uso de compuestos
quimicos solo requieren pocas horas para inducir las CMM a
adquirir caracteristicas morfoldgicas y expresar marcadores
especificos de las neuronas (40).

Por otra parte, aunque la metodologia de Cordero-
Llana et al., (37) tiene la ventaja de usar la galanina, que
es un neuropéptido altamente distribuido en el sistema
nervioso, que no va a causar problemas de toxicidad en las
células, también emplea factores neurotréficos, que como
se menciona anteriormente, son costosos (42,52-54). Los
resultados obtenidos por Cordero, et al, (37) coinciden
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Tabla 1. Efectividad de algunas de las metodologias utilizadas para inducir a la diferenciacion neural respecto al porcentaje
de células positivas a marcadores neuronales.

Compuesto utilizado Marcador neuronal

% células

Autores

BME NSE 782 +23 Woodbury, et al., (7)
NF-M 792 +2,5
BME, DMSO, BHA NSE 90+ 8 Vaquero, et al., (9)
NF-M 88+ 5
Indometacina/IBMX NESTINA 2,2+0,1 Mu, et al., (34)
NSE 49+0.8
NGF, BDNF, bFGF NSE 50,39 Chen, et al., (35)
EGF, bFGF, BDNF NESTINA 95,7 Huat, et al., (36)
Galanina TUJ1 13,77+2,00 Cordero, et al., (37)
Acido retinoico NSE 72 Gong, et al., (38)

BME: 2-beta-mercaptoetanol; DMSO: dimetilsulfoxido; BHA: hidroxianisol butilado; IBMX: 3- isobutil - 1 — metilxantina; NGF: factor
de crecimiento nervioso; BDNF: factor neurotrofico derivado de cerebro; bFGF: factor de crecimiento fibroblastico basico; EGF: factor
de crecimiento epidérmico; NSE: enolasa neuronal especifica; NF-M: neurofilamentos; TUJ1: BIII tubulina.

con los obtenidos por Agasse, et al., (50) quienes sefialan
que la galanina es un inductor eficaz en la diferenciacion
neuronal de CMM vy por lo tanto, mejora la neurogénesis
debido a que promueve la proliferacion de células precur-
soras neuronales.

Xu, et al., (39) y Gong, et al., (38) permiten confirmar
que el RA juega un papel importante en la diferenciacién de
CMM al linaje neuronal. Sin embargo, el porcentaje de célu-
las diferenciadas a neuronas tampoco supera el porcentaje
de células que expresan marcadores neurales en las meto-
dologias en las que se usa compuestos quimicos (7,9,38).
De todas maneras, el RA debe tomarse en cuenta como
una vitamina fundamental para la diferenciacién neural. Es
importante resaltar que Xu, et al., (39) recomiendan que la
mejor concentracién de RA para la diferenciacion neural
es 1uM(39).

Finalmente, como se puede apreciar a lo largo de esta
revisién, son varias las metodologfas que se han empleado
para inducir a la diferenciacion de CMM a neuronas, con
el proposito de buscar tratamientos a enfermedades neu-
rodegenerativas. Cada metodologia presenta ventajas y
desventajas, pero la elecciéon de una u otra depende de las
necesidades de cada autor. Es importante tener en cuenta,
que se debe confirmar mediante diferentes métodos que las

células obtenidas sean neuronas, debido a que la plasticidad
de las CM requiere una cuidadosa validacion. También,
se sugiere la busqueda de alternativas naturales que no
requieran de compuestos quimicos, factores neurotrdficos
y/o cultivos costosos teniendo en cuenta de que vatias
especies de plantas prometen un efecto positivo sobre la
diferenciacién (51).

CONCLUSION

No se encontrd una metodologia que ademas de generar
un alto porcentaje de CMM diferenciadas a neuronas, no
cause problemas de toxicidad, y tampoco genere elevados
costos. Todas las metodologias mencionadas presentan
desventajas por lo que el uso de cualquiera depende princi-
palmente de las condiciones con las que cuente cada inves-
tigador y de las necesidades de la investigacion. También es
importante evaluar la diferenciacion de CMM a neuronas
empleando caracteristicas morfoldgicas, moleculares y elec-
trofisiologicas para garantizar los resultados.
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