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RESUMEN: Las Células Madres Mesenquimales (CMM) pueden ser afectadas en su capacidad de proliferar in vitro bajo estimulación
física o bioquímica, siendo esta una capacidad esencial para un adecuado cultivo celular. Un método de estimulación física que ha demostrado
ser eficiente en este sentido es el Ultrasonido Pulsátil de Baja Intensidad (USBI), aplicado en intensidades iguales o inferiores a 100 mW/cm2,
habitualmente entre 30 y 50 mW/cm2. El objetivo de esta investigación fue determinar el nivel de intensidad de ultrasonido pulsátil de baja
intensidad óptimo entre 30 y 50 mW/cm2 para estimular la proliferación de CMM de médula ósea de ratas Sprague Dawley, in vitro. CMM
(1x106cls/kg) de medula ósea de rata Sprague-Dawley fueron cultivadas (alfa-MEM, 20%FBS y 1% antibiotico) y estimuladas con USBI
(0,02 milisegundos), por 20 minutos dos veces al día por 10 días con intensidades de 0, 30 y 50 mW/cm2 (grupos A [control], B, C respecti-
vamente). Se contabilizó el número de células en el cultivo y se evaluó morfología celular en microscopio óptico. Se utilizaron tests de
ANOVA on Ranks y Bonferroni. Los cultivos estimulados con USBI presentaron mayores recuentos celulares, y se observaron diferencias
estadísticamente significativas entre los grupos A y C (p<0,05). Se observaron diferencias morfológicas entre células de grupos estimulados
con USBI y el control. La estimulación de las CMM en cultivos bidimensionales con USBI influencia cambios en la morfología celular y se
concluye que 50mW/cm2 es la intensidad óptima dentro de las evaluadas para producir aumento en la proliferación celular (p<0.05).
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INTRODUCCIÓN

Las Células Madres son precursoras de las células
que existen en el cuerpo humano, cumpliendo un rol funda-
mental en el desarrollo embrionario (Caplan, 1991; Meyer
& Wiesmann, 2006), y en el potencial regenerativo de los
tejidos (Tokalov et al., 2007). Una vez diferenciados los te-
jidos su presencia se hace más escasa, no obstante lo cual
numerosos estudios han reportado su aislamiento en tejidos
diferenciados, tanto en médula ósea (Friedenstein et al.,
1987; Javason et al., 2001; Rhodes et al., 2004; Tropel et
al., 2004), como en otros tejidos (Nathan et al., 2003; de
Ugarte et al., 2003; Nöth et al., 2002; Fickert et al., 2003;
Baksh et al., 2004; Jo et al., 2007; Dualibi et al., 2008; Yao
et al., 2008) habiendo sido también descritas en cartílago,
hueso subcondral y en tejido conectivo perivascular del cón-
dilo articular mandibular (Rabie et al., 2002; 2003).

La posibilidad de obtener células madres desde dife-
rentes tejidos ha incentivado el desarrollo de técnicas para
aislamiento y cultivo celular, para su posterior aplicación
en terapias regenerativas. Para lo anterior, las capacidades
de diferenciación, migración y crecimiento de un determi-
nado grupo celular resultan claves en su potencial uso en
terapias regenerativas. Estas pueden optimizarse con
estimulación bioquímica y/o física. En efecto, el ambiente
biomecánico resulta ser un potente regulador del comporta-
miento de las CMM de médula ósea en cultivos celulares
(Malone et al., 2005). Dentro de los estímulos físicos se han
estudiado entre otros el ultrasonido pulsátil de baja intensi-
dad (USBI) (De Oliveira et al.,  2008; Walker et al., 2007) y
ultrasonido continuo (Choi et al., 2007; Lee et al., 2007;
Cui et al., 2006, 2007).
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El USBI es una forma de energía mecánica transmi-
tida a través de los tejidos a niveles de energía inferiores a
0.1W/cm2 (Schortinghuis et al., 2003). Su uso ha sido ex-
tensamente estudiado en medicina para la aceleración de la
velocidad de reparación de fracturas óseas (Kristiansen et
al., 1997; Busse et al., 2009). A su vez, se han demostrado
efectos positivos del USBI en el crecimiento endocondral
tanto in vivo como in vitro (Choi et al.; El-Bialy et al., 2003)
incluyendo variaciones en el patrón de crecimiento

endocondral del proceso condilar mandibular en animales
de experimentación (El-Bialy et al., 2003; El-Bialy, 2007;
Oyonarte et al., 2009). En cultivos celulares, el USBI ha
demostrado ser de utilidad estimulando la diferenciación de
condrocitos (El-Bialy et al., 2010; Saito et al., 2004) y
osteoblastos (Kristensen et al.), la formación de matriz
extracelular ósea (Tsai et al., 1992; Suzuki et al., 2009), au-
mentando la expresión de proteína morfogenética ósea
(Suzuki et al., 2009) y la proliferación celular (El-Bialy et
al., 2010), e inhibiendo procesos de apoptosis en cultivos
de CMM (Lee et al.). Los parámetros físicos dentro de los
que el USBI es aplicado en condiciones de cultivo celular
de CMM pueden variar ampliamente dentro del rango de
emisión de energía definido como ultrasonido pulsátil de
baja intensidad, bajo 0,1W/cm2, habitualmente fluctuando
entre 30mW/cm2 y 50 mW/cm2. Resulta de interés determi-
nar el efecto de la aplicación de USBI en intensidades de
30mW/cm2 y 50 mW/cm2 sobre la proliferación celular de
cultivos de CMM.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto
de dos niveles de intensidad de ultrasonido pulsátil de baja
intensidad sobre la proliferación de CMM de médula ósea
de ratas Sprague Dawley, in vitro.

MATERIAL Y MÉTODO

Purificación y cultivo de CMM de médula ósea de ratas.
CMM de médula ósea de fémur de ratas Sprague - Dawley
macho de 200 a 250 gramos de peso y 7 semanas de edad
fueron aisladas según el siguiente protocolo: la médula ósea
se aspiró con una jeringa de 10 mL de volumen y se
resuspendió en un medio completo compuesto por a-MEM
(Minimal Eagle Medium, GIBCO, Invitrogen), 20% de suero
bovino fetal (FBS [MSC Qualified Fetal Bovine Serum, 100
mL, GIBCO, Invitrogen]) y 1% de Antibiótico (Penicilina-
Estreptomicina, PenStrep, GIBCO, Invitrogen).

Las células obtenidas de la médula ósea se
centrifugaron en un tubo Falcon® (Blue maxim, 50 mL,
Polypropylene Conical Tube, Falcon, Becton Dickinson) de
50 mL con Ficoll® (Ficoll–PaqueTM PLUS, GE Healthcare,

Fermelo Biotec) durante 15 minutos, a 2000 rpm y 23°C,
obteniéndose una banda de células mononucleares, dentro
de las cuales se encuentran las CMM. Posteriormente las
CMM se purificaron resuspendiéndose en un tubo de 15 mL
con PBS 1x (Dulbecoo’s Phosphate – Buffered Saline
powder, GIBCO, Invitrogen) y centrifugando durante 10
minutos a 1680 rpm y 23°C.

Obtenidas las CMM, se resuspendieron en 3 mL de
medio completo, se contaron en una cámara de Neubauer
(Neubauer Improved Pright Line, 0,1 mm de profundidad,
0,0025 mm2, HBG) y se sembraron en placas de 6 pocillos
a una concentración de 1 x 106 cls/mL.

Se cultivaron durante 3 semanas hasta alcanzar la con-
fluencia cercana al 80% y se tripsinizaron con 1 mL de
Tripsina (TrypLETM Select, GIBCO, Invitrogen) durante 5
minutos, para posteriormente, diluir en PBS 1x y centrifugar
a 1680 rpm por 5 minutos a 23°C. De este modo las CMM
entran al pasaje 1 y se cultivan hasta el pasaje 4. Las células
obtenidas tras los pasajes se contaron y sembraron en 3 pla-
cas de 6 pocillos a una concentración de 1x 105 cls/mL.

Caracterización de CMM de médula ósea de ratas. Para
la caracterización in vitro se utilizaron los criterios publica-
dos según la International Society for Cellular Therapy
(ISCT): adherencia al plástico (Friedstein et al., 1987), proli-
feración, morfología fibroblastoide (Fibroblast like-cells) y
diferenciación a linaje condrogénico, osteogénico y
adipogénico (Tokalov et al.). Se realizaron las diferenciacio-
nes a cada linaje según protocolos descritos en el Technical
Manual, Stemcell Technologies (2008), versión 1.2.0.

Estimulación de CMM con ultrasonido de baja intensi-
dad. Se utilizó un aparato de Ultrasonido Medlinne 4100 –
Terapia Combinada (Santiago, Chile), calibrado para emi-
sión de USBI específicamente para este estudio. Se dividie-
ron las placas en tres grupos de estudio, donde se utilizaron
intensidades de 0, 30 y 50 mW/cm2, con pulsos cada 0,2
milisegundos, aplicados durante 20 minutos, dos veces por
día y hasta la confluencia de las CMM al 80%. En cada
placa se sembraron 4 pocillos con CMM en pasaje 4 a una
concentración de 1 x 106 cls/mL.

Evaluación de cambios cualitativos y cuantitati-
vos de CMM. Se capturaron imágenes digitales utilizando
un microscopio óptico con aumento de 40X, obteniéndose
imágenes digitales para cada cultivo. Las imágenes de las
células  fueron analizadas utilizando el programa SigmaScan
Pro 5.0, donde se registraron los cambios morfológicos de
cada grupo de células y el número de estas por superficie.
Se realizó el  recuento celular el día 7 y se evaluó el porcen-
taje de confluencia.
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Análisis estadístico. Se aplicaron para el análisis de los datos
los test estadísticos de ANOVA on ranks y Bonferroni.

RESULTADOS

La aislación, cultivo y caracterización de CMM de mé-
dula ósea de fémur de rata Sprague – Dawley se efectuó según el
protocolo descrito. Se obtuvo una cantidad aproximada de 3,5 x
107 cls/cm2 iniciales, cantidad suficiente para lograr cultivos de
3,0 x 106 cls/cm2 y realizar los experimentos in vitro.

El estudio concluyó el día 7 donde el primer grupo en
confluir al 80% fue el de las CMM estimuladas con USBI al 50
mW/cm2.

Se observaron diferencias morfológicas entre el
control y  los grupos estimulados con USBI. En el con-
trol, las células presentaron una morfología alargada y
aplanada, semejante a fibroblastos. Los grupos estimu-
lados presentaron una morfología más amorfa (Fig. 1).

A su vez, los cultivos estimulados con 30 y 50
mW/cm2 presentaron un mayor número de células por
unidad de superficie en comparación al grupo control
(19, 31 y 33 x 103 células por cm2 respectivamente),
constatándose diferencias estadísticamente significati-
vas (ANOVA on Ranks, p<0,05). Esta diferencia en pro-
liferación celular fue significativamente mayor en pla-
cas estimuladas con 50 mW/cm2 de intensidad, respec-
to al grupo control (Bonferroni, p=0,037), como se ob-
serva en la Fig 2.

Fig. 1. Imagen de CMMs en el día 7, donde se observan los grupos A (0 mW/cm2), B (30 mW/cm2) y C (50 mW/cm2) con aumento de
200X.
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DISCUSIÓN

Este estudio tuvo por objetivo establecer la intensi-
dad óptima entre dos intensidades de estimulación con USBI
en cultivos bidimensionales de CMM de médula ósea de
ratas  Sprague-Dawley, identificando sus efectos sobre la
proliferación y morfología celular. Así, se determinó que la
intensidad a la que se observaron diferencias
estadísticamente significativas fue la de 50mW/cm2 en rela-
ción a los controles. Ello ofrece un parámetro que permite
favorecer la proliferación de CMM de rata de médula ósea.
Estos resultados sugieren que la utilización de USBI (30
mW/cm2 y 50 mW/cm2) durante el proceso de cultivo favo-
rece los procesos de proliferación in vitro, siendo preferible
la intensidad de 50mW/cm2.

Nuestros resultados concuerdan con los de otros au-
tores que han estudiado los efectos in vitro de la estimulación
con USBI en cultivos celulares sobre variables como creci-
miento, diferenciación o migración celular en que la aplica-
ción de USBI favorece dichos procesos (De Oliveira et al.;
Walker et al.). De hecho, se ha reportado que el USBI pro-
mueve la diferenciación de CMM a condrocitos (Lee et al.;
Cui et al., 2006, 2007). La explicación a dicho fenómeno
está aún en un plano teórico, e involucraría el rol
mecanotransductivo de integrinas transmembrana frente a
la estimulación del cultivo celular con USBI (Lee et al.).
Estas estimularían la proliferación, diferenciación y migra-
ción celular, y además, generarían un proceso antiapoptótico
que aumentaría la viabilidad celular (Lee et al.; Mobasheri
et al., 2002).

Distintos autores han empleado diferentes intensida-
des de emisión de USBI, preferentemente a 30mW/cm2 para

estudios in vitro (Appleford et al., 2007; Suzuki et al.) u
otras intensidades dentro de lo que es caracterizado como
USBI (Tien et al., 2008; Zhang et al., 2003). Resulta apa-
rente que diferencias asociadas al tipo de aparato de US uti-
lizado, características de área y estructura del transductor,
así como la frecuencia de emisión, entre otros, podrían in-
fluir en el establecimiento de niveles óptimos de intensidad
de emisión de USBI.

La aplicación de USBI en cultivos celulares repre-
senta una modalidad sencilla de utilización métodos de
estimulación biofísica durante el cultivo de CMM, facili-
tando su proliferación y optimizando la eficiencia de dicho
proceso, habiendo ya sido exitoso su uso en CMM de ori-
gen orofacial (Appleford et al.). Los presentes resultados
sugieren que la utilización de USBI (30 mW/cm2 y 50 mW/
cm2) durante el proceso de cultivo favorece los procesos de
proliferación in vitro, siendo este fenómeno de mayor rele-
vancia a intensidades de 50 mW/cm2.

En conclusión, la aplicación de USBI en cultivos
bidimensionales de CMM de médula ósea favorece la proli-
feración celular, variando a su vez la morfología de las cé-
lulas estimuladas con USBI.

La estimulación de cultivos celulares de CMM de
médula ósea de rata Sprague-Dawley a una intensidad de
50mW/cm2 es más eficiente que la intensidad de 30mW/
cm2 como factor coadyuvante de la proliferación celular, bajo
las condiciones aplicadas en este estudio.
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SUMMARY:  Mesenchymal Stem Cells (MSCs) can be
affected in their capabilities to proliferate in vitro under physical
and/or biochemical stimulation. The aim of this study was to select
an optimal intensity level for low intensity pulsed ultrasound
(LIPUS) stimulation of Sprague-Dawley bone marrow MSCs
proliferation in vitro. Bone marrow MSCs of Sprague-Dawley rats

Fig. 2. Proliferación celular promedio expresada x 103 células por
cm2 . Grupos 1: control 0 mW/cm2 , 2: 30,  3: 50 mW/cm2 , obser-
vándose diferencias significativas entre grupos 1 y 3.
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where cultured (a-MEM, 20%FBS and 1%antibiotic) and stimulated
with LIPUS (0,02 milisec), for 20 minutes twice daily for 10 days,
at intensities of 0 (control), 30 and 50mW/cm2 (groups A, B, C).
Cellular count and morphological evaluation were performed.
ANOVA and Bonferroni tests were performed. LIPUS-stimulated
cultures displayed greater cellular counts, and significant
differences were observed between groups A and C (p<0,05).
Morphological differences were observed between cells from
LIPUS-stimulated and control groups. An intensity of 50mW/cm2
elicits increased cellular proliferation (p<0.05). Stimulation of
MSCs cultures with LIPUS influences cellular morphology.

KEY WORDS: Adult stem cells; Mesenchymal stem
cells; ultrasound.
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