
 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE 

MORELOS 

 

FACULTAD DE MEDICINA 

SECRETARÍA DE DOCENCIA 

JEFATURA DE POSGRADO 

 

 

GENERACIÓN DE PRECURSORES NEURALES: PARTICIPACIÓN DE ENTORNOS 

NEURALES, MEDIOS CONDICIONADOS COMO 

 AGENTES INDUCTORES SOBRE QUERATINOCITOS 

 

T E S I S 

PARA OBTENER EL GRADO DE  

MAESTRO EN MEDICINA MOLECULAR 

 

 

Q U E   P R E S E N T A 

Q.F.B. VÍCTOR HUGO  

MAGDALENO IZQUIERDO  

 

D I R E C T O R   DE   T E S I S: 

 

Dr. JESÚS SANTA-OLALLA TAPIA  

 

Cuernavaca, Morelos, México a 27 de julio del 2020 

 



  

 

El presente proyecto se realizó en:  

 

Laboratorio de Biología de Células Troncales  

Unidad de Diagnóstico y Medicina Molecular “Ruy Pérez Tamayo” 

Facultad de Medicina, UAEM 

Hospital del Niño y Adolescente Morelense           

 

Miembros del comité tutoral: 

 

Dr. Jesús Santa-Olalla Tapia 

Dr. Juan José Acevedo Fernández 

Dr. Diego Ricardo Esquiliano Rendón 

Dr. Alonso Valderrama Flores 

M. en C. José Santos Ángeles Chimal 

 

Miembros del jurado de examen:   

Dr. Jesús Santa Olalla-Tapia 

Dr. Juan José Acevedo Fernández 

Dr. Diego Esquiliano Rendón 

Dra. Verónica Narváez Padilla 

Dr. Fernando R. Esquivel Guadarrama 

                      

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT) con registro 510507 

y a la Fundación Telmex-Telcel con registro 182029220 por mi financiamiento durante los 

estudios de la Maestría en Medicina Molecular 

 

 

 

 



  

 

Índice 

1.Resumen 4 

2. Introducción: Desarrollo embrionario del SNC 5 

2.2 Inducción neural 5 

2.3 Regionalización y determinación 6 

2.4 Establecimiento del eje dorsoventral (D-V) 7 

3. Origen embrionario de las células troncales neurales 17 

3.1 Nicho en el contexto de las células troncales  17 

3.1.1 Función del nicho de las células troncales 18 

3.1.2 Componentes del nicho de las células troncales 19 

3.1.3 Factores solubles presentes en el nicho de células troncales 20 

3.1.4 Interacciones célula- célula e interacciones célula- MEC 23 

3.1.5 Influencia de las señales mecánicas en la elección de destino 24 

3.1.6 Participación de las señales topográficas en el comportamiento troncal 25 

3.1.7 El papel de las vesículas extracelulares en el nicho neural 26 

4. Clases de precursores neurales 27 

5. Neurogénesis 29 

6. Gliogénesis 32 

6.1 Diferenciación glial 35 

6.2 Efecto de agentes solubles 36 

7. Células troncales epidermales 36 

8. Plasticidad 37 



  

 

8.1 Definición operativa 37 

8.2 Reprogramación nuclear 39 

8.3 Desdiferenciación 40 

8.4 Transdiferenciación 41 

8.5 Transdeterminación 41 

9. Medios condicionados de origen neural 42 

9.1 Su efecto sobre la diferenciación y la proliferación celular 42 

9.2 Caracterización de medios condicionados de origen neural. 45 

9.2.1 Medio condicionado derivado de meduloblastoma 45 

9.2.2 Medio condicionado derivado de neuroblastoma 50 

10. Antecedentes 52 

10.1 Generales 52 

10.2 Específicos 53 

11. Planteamiento del problema 56 

12. Objetivos 57 

12.2 Específicos 57 

13. Hipótesis 57 

14. Materiales y metodología 58 

14.1 Cultivo de queratinocitos (HEKn) 58 

14.2 Cultivo de neuroblastoma (SH-SY5Y) 58 

14.3 Cultivo de meduloblastoma (DAOY) 58 



  

 

14.4 Cosecha del medio condicionado de células tumorales neurales (MC-

CTN) 

59 

14.5 Generación de agregados epidermales 59 

14.6 Inducción NPC de queratinocitos 59 

14.7 Caracterización por RT-PCR 60 

15. Resultados 61 

15.1 Propagación y caracterización a las líneas tumorales neurales 61 

15.2 Expansión y caracterización fenotípica de las células epidermales 64 

15.3 Generación medios condicionados de líneas tumorales humanas 67 

15.4. Evaluación la capacidad de inducción neural de los medios 

condicionados sobre células epidermales 

70 

16. Discusión 77 

17. Conclusiones 82 

18. Perspectivas 83 

19. Bibliografía 84 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

I. Lista de figuras 

Figura 1. Difusión diferencial de los principales morfógenos que participan en la 

regionalización. 

 

Figura 2. Vía canónica de Shh.  

Figura 3. Binomio en la elección de destino durante la regionalización mediante Wnt.  

Figura 4. Modelo del secuestro de Gli3 mediado por cadherina 7.  

Figura 5. Componentes celulares y acelulares del nicho troncal.  

Figura 6. Efecto de la elasticidad del sustrato sobre la diferenciación de las células troncales 

mesenquimales. 

 

Figura 7. Esquema de las diversas clases de precursores neurales.  

Figura 8. Entidades dérmicas que componen las diferentes capas de la piel.  

Figura 9. Panorama general de la reprogramación, transdiferenciación y desdiferenciación.  

Figura 10. Evento natural de desdiferenciación en pez cebra  

Figura 11. Viabilidad, rendimiento y horas por división de la línea celular SH-SY5Y (ATCC 

CRL-2266). 

 

Figura 12. Caracterización de la línea SH-SY5Y  

Figura 13. Viabilidad, rendimiento y horas por división de la línea celular DAOY (ATCC 

HTB-186). 

 

Figura 14. Caracterización de la línea celular DAOY.  

Figura 15. Viabilidad, rendimiento y horas por división de la línea celular HEKn (ATCC 

PCS-200-010). 

 

Figura 16. Caracterización de la línea HEKn.  

Figura 17. Obtención del medio condicionado de la línea celular SH-SY5Y.  

Figura 18. Caracterización de SH-SY5Y, generador de medio condicionado  

Figura 19. Obtención del medio condicionado de la línea tumoral DAOY.  

Figura 20. Generación de agregados epidermales en condiciones no adherentes.         

Figura 21. Evaluación del efecto del medio condicionado de SH-SY5Y en condición 

adherente. 

 

Figura 22. Evaluación del efecto del medio condicionado de DAOY en condición adherente.  

Figura 23. Caracterización de las células HEKn en condiciones adherentes 

en medio condicionado de SH-SY5Y y DAOY.   

 

Figura 24. Inducción de neuroesferas sobre células epidermales mediante medios 

condicionados de origen tumoral de SH-SY5Y. 

 



  

 

Figura 25. Inducción de neuroesferas sobre células epidermales mediante medio 

condicionado de DAOY. 

 



  

1 

 

   II. Lista de abreviaturas   

ADN Ácido 2’-dexosirribunocleico 

NG2 Antígeno neural tipo 2, del inglés Neural 

antigen type 2 
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APC Célula precursora de astrocitos, del inglés 

Astrocytes precursor cell 

O2A Célula precursora de oligodendroglía y 

astrocítos tipo 2, del inglés Oligodendrocyte 
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CNi Célula neural inducida 

iPS Célula troncal pluripotencial inducida, del 

inglés induced Pluripotential stem cell 
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aFGF Factor de crecimiento fibroblástico ácido, 

del inglés acid Fibroblastic growth factor 

bFGF Factor de crecimiento fibroblástico básico, 

del inglés beta Fibroblastic growth factor 
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inglés Brain derived neurotrophic factor 
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α-Core binding factor type 1 
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cell adhesion molecule 
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inglés Microtubule associated protein type 2 
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1. Resumen 

La investigación en el campo de la biología de las células troncales se ha visto enriquecida 

tantos en los aspectos funcionales, como mecanísticos y terapéuticos por la interesante y 

amplia oferta desarrollada de tecnologías en biología celular, bioquímica y los avances en las 

“ómicas” durante la última década. El conocimiento y caracterización de los componentes del 

nicho de las células troncales, es un punto clave de este trabajo. El cual es una entidad espacial 

y temporal altamente dinámica y compleja que integra múltiples señales de diferente 

naturaleza química, que son generadas por distintas fuentes celulares que en última instancia 

van a regular el comportamiento de la célula troncal, ya bien sea para que se mantenga en un 

estado quiescente, bien alcance un estado proliferativo o bien, ser comprometida a diferenciar 

con la finalidad de repoblar la progenie ante eventos de daño o de recambio tisular. Señales 

extracelulares como factores de crecimiento, moléculas pequeñas libres o ancladas a la matriz 

extracelular y las características topológicas del sustrato, son agentes que están presentes en 

el nicho e inclusive en un sistema de cultivo que en conjunto comprometen a las células a un   

fenotipo celular especificado o a su estado indiferenciado. En los sistemas in vitro, se pueden 

caracterizar por separado cada uno de esos elementos, una herramienta es el uso de los medios 

condicionados, que poseen un conjunto de moléculas secretadas al entorno extracelular y que 

puede cumplir justamente la parte de las señales abióticas que participan en regular el entorno 

del nicho de la célula troncal. En el presente trabajo, el principal objetivo fue evaluar el 

potencial de medios condicionados de origen neuroglial como agentes inductores del 

compromiso neural sobre queratinocitos. Se identificó que el medio condicionado de SH-

SY5HY impulsó a los queratinocitos hacia la generación de agregados tridimensionales 

semejantes a neuroesferas tras 50 horas de incubación. Tanto el medio condicionado de 

DAOY y SH-SY5Y están induciendo la ganancia de marcadores de precursores neurales 

multipotentes, como Sox2 y de nestina. Por otro lado, en las células no adherentes, se indujo 

la expresión de nestina y vimentina. En conclusión, los medios condicionados de SH-SY5Y y 

DAOY están induciendo la expresión de proteínas asociadas a los precursores neurales 

multipotentes indiferenciados. Estos resultados abren la posibilidad de usar células del propio 

paciente, para generar alternativas terapéuticas para desórdenes crónico-degenerativos, como 

las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington.  
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2. INTRODUCCIÓN 

2. Desarrollo embrionario del SNC 

2.2 Inducción neural. 

El sistema nervioso central (SNC) de los humanos comienza en torno a los 18 días después de 

la fecundación.  Se origina de un engrosamiento del ectodermo dorsal que posteriormente 

genera una estructura tubular que se alarga formando el neuroeje, la que experimenta 

curvaturas y pliegues. El encéfalo, la región más rostral del tubo neural adquiere su forma 

final por engrosamientos y vesiculaciones. Durante la gastrulación, se forman las tres capas 

germinativas (endodermo, mesodermo y ectodermo) adquiriendo el embrión una forma de 

disco trilaminar lo que se acompaña de un evento denominado inducción neural, que origina 

al neuroepitelio, y con ello, al SNC. Cada capa germinativa se diferencia a distintos linajes 

celulares que dan lugar a los órganos y estructuras del embrión. 

 Una vez que el óvulo es fecundado, da lugar a una masa de células denominada mórula y ésta 

a la blástula. La masa celular interna (MCI) de la blástula tardía pasa a adquirir la forma de 

un cuerpo trilaminar que forma parte de la gástrula. El SNC se origina desde una capa 

germinativa, el ectodermo, donde la región dorsal se engrosa y forma un engrosamiento, la 

placa neural, localizada en la región ectodermodorsal iniciando así la etapa de neurulación, la 

cual concluye hasta la cuarta semana. El embrión en desarrollo, en esta fase se denomina 

neúrula. A los 21 días, la placa neural sufre una depresión y forma el surco neural, sus bordes 

laterales se engrosan dando lugar a las crestas neurales. 

La depresión del surco neural se acentúa y el canal neural empieza a adquirir su forma y a la 

par los pliegues neurales se encuentran en la línea central y dorsal, lo que favorece su fusión 

para dar lugar al tubo neural. El tubo neural es la estructura anatómica que da lugar al encéfalo 

y la médula espinal en una dirección rostrocaudal (R-C) del neuroeje. La notocorda regula el 

proceso de desarrollo del neuroeje, y de manera activa durante el proceso tardío de la 

gastrulación. A su alrededor se forma la columna vertebral, y a medida que el SNC se genera, 

la notocorda se degenera persistiendo únicamente como un remanente que pasará a formar 

parte del núcleo pulposo de los discos intervertebrales1. 

 



  

6 

 

A los 28 días de gestación, el tubo neural se cierra del extremo rostral para formar tres 

cavidades interconectadas, las cuales se convertirán en los ventrículos, mientras que los tejidos 

a su alrededor formarán las tres partes principales del encéfalo: el prosencéfalo, el 

mesencéfalo y el rombencéfalo. Estando el prosencéfalo en la región más rostral, el 

mesencéfalo en la medial y el rombencéfalo, en la región más caudal. Los ventrículos laterales 

y el tercer ventrículo se desarrollan a partir de la cámara interna del prosencéfalo. La región 

neuroepitelial que rodea al tercer ventrículo formará al diencéfalo. El mesencéfalo adquiere 

su forma final y se estrecha aún más la cámara en su interior dando lugar al acueducto cerebral, 

a la par, el rombencéfalo subdivide en metencéfalo y en mielencéfalo2. 

 

2.3 Regionalización y determinación. 

El SNC en los vertebrados está subdivido en diferentes regiones a lo largo del eje 

anteroposterior (eje A-P) y en el desarrollo embrionario es clave un balance finamente 

ajustado entre las señales de proliferación y aquellas asociadas a eventos de diferenciación. 

Diferentes moléculas tienen papeles preponderantes específicos en función de su 

concentración focalizada y al receptor al que se ligan. Durante el desarrollo embrionario, los 

eventos de decisión de destino celular están asociados a señales de largo alcance que actúan 

sobre precursores. Los morfógenos son moléculas señalizadoras extracelulares, secretadas por 

organizadores secundarios (por ejemplo, notocorda), que participan en controlar los diversos 

destinos celulares en función de su concentración local. Al difundirse, especifican diversos 

territorios neurales estableciendo la identidad posicional para cada región. El mesodermo 

dorsal y posteriormente la notocorda participan activamente en establecer patrones de 

diferenciación a lo largo del neuroeje y del eje dorsoventral (D-V) mediante la secreción de 

moléculas extracelulares señalizadoras, llamadas morfógenos, estableciendo patrones de 

diferenciación a lo largo del eje A-P y a través del eje D-V lo que establece ejes de 

coordenadas en ambas orientaciones, lo que confiere información espacial a cada precursor 

celular del neuroepitelio, lo que permite otorgar una identidad posicional dentro del tubo 

neural dependiendo de sus coordenadas a lo largo del eje rostro-caudal (R-C) y D-V, este 

proceso especifica progenitores de la placa neural hacia una identidad ventral o dorsal.  Los 

morfógenos definen patrones de expresión de factores de transcripción (FT), los cuales 
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establecen dominios de células precursoras que se diferenciarán a determinados subtipos 

celulares tanto en la espina dorsal como en el encéfalo. Cada eje (D-V y A-P), tiene un 

organizador en cada extremo, donde se liberan desde la etapa embrionaria, de forma selectiva 

los cinco principales morfógenos (Wnt, BMP, Shh, ácido retinoico y FGF) desde la etapa 

embrionaria que participan en la generación de identidad celular (Figura. 1). Es importante 

destacar que las señales derivadas de la notocorda inducen la formación de estructuras como 

la placa del piso y las motoneuronas y a la par, reprimen o previenen la expresión de 

marcadores dorsales3. 

 

 

 

 

 

2.4 Establecimiento del eje dorsoventral (D-V) 

En la comprensión del proceso de regionalización del tubo neural, se ha desarrollado un 

modelo que permite integrar la evidencia de los eventos moleculares que se presentan en su 

ventralización y dorsalización. El modelo prosomérico, describe la división del cerebro en una 

configuración cuasi cartesiana que define patrones moleculares longitudinales (columnas) y 

Figura 1. Difusión diferencial de los principales morfógenos que participan en la regionalización. Los 

progenitores del neuroepitelio alrededor del canal central, de forma progresiva van a migrar y diferenciar a 

los diferentes fenotipos en función de la concentración de los morfógenos que señalicen. La placa del piso 

(FP, del inglés Floor plate), secreta a Shh, mientras que la placa del techo (RP, del inglés, Roof plate) libera 

a BMPs y Wnt. El AR emana desde las somitas adyacentes. Tomado y modificado de Ulloa y Marti34. 
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Figura 2. Vía canónica de Shh. En ausencia de Shh, Ptc se encarga de inhibir a Smo. Cuando Shh 

está presente, Shh se une a Ptc y evita que Smo sea bloqueado, entonces Smo se internaliza y se 

acumula. Esto activa a Gli y permite que se transloque junto a Gli2 y Gli3 al interior del núcleo y se 

dirija hacia sus genes diana.  

transversales (segmentos), denominados prosómeros, que se intercalan para esbozar y definir 

campos de desarrollo en el cerebro anterior. El proceso de regionalización es gradual y 

continuo y comienza tan pronto como inicia la inducción del neuroectodermo4,5.   

Ventralización:  Sonic hedgehod (Shh) es un morfógeno miembro de la familia de Hedgehod 

(Hh), secretado por la notocorda, estructura localizada ventralmente al tubo neural, desde la 

cual se detona el inicio de la neurogénesis al establecer la inducción de la placa neural que 

posteriormente invaginará para formar el surco neural. La placa del piso en el surco neural 

también secreta Shh que delimita bloques o dominios a lo largo del eje DV del tubo neural, lo 

que conduce a generar patrones específicos de subtipos de neuronas, como motoneuronas e 

interneuronas. Al cerrarse el tubo neural se establecen cinco dominios de células progenitoras, 

la placa del piso (p3), pMN, p2, p1 y p0. Cada dominio de progenitores participará en el 

desarrollo de un subtipo específico de interneuronas post mitóticas (V0s a V3) y motoneuronas 

(MN)6. La señalización de Shh involucra dos proteínas transmembranales, Patched (Ptc) y 

Smoothened (Smo) que culmina en la regulación de la actividad de Factores Transcripcionales 

(FTs) que contienen dedos de zinc, miembros de la familia Gli, que activan o reprimen la 

actividad de sus genes diana en presencia o ausencia de Shh7 (Figura. 2).  
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Existen tres proteínas Gli (Gli1-3), que participan en el proceso de ventralización en los 

vertebrados. Gli1 es únicamente un activador, mientras Gli2 y Gli3 exhiben un 

comportamiento tanto activador como represor en función del estado proteolítico de la 

proteína. En presencia de Shh, se induce la expresión de Gli1, se evita la degradación total y 

parcial de Gli2 y Gli3, respectivamente, se translocan al núcleo e inducen la expresión de sus 

genes diana8,9. La activación de la familia Gli en la especificación de los progenitores neurales, 

establece un gradiente en el sentido ventral a dorsal de Gli1, mientras que Gli3 establece un 

gradiente represor en el sentido inverso, dorsal a ventral. Por otra parte, Gli2 es expresado a 

lo largo del eje D-V10 (Figura. 3). 

 

 

 

 

Figura 3. Binomio en la elección de destino durante la regionalización mediante Wnt. Las 

interacciones antagonistas entre Wnt y Shh encamina a los precursores del neuroepitelio a diferentes 

identidades. La presencia de Shh, promueve la identidad ventral en los progenitores del neuroepitelio y 

el incremento de Wnt, favorece el destino dorsal. Cuando no hay presencia de Shh, Gli3 se hidroliza de 

su extremo carboxi terminal y se genera Gli3R, el cual reprime vías diana de Shh. La presencia de Shh 

estabiliza las isoformas de Gli y lo activan, GliAct. Tomado y modificado de Ulloa y Marti34. 
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El proceso ventralizante mediado por Shh mediante proteínas Gli, se ha propuesto que se 

desarrolla en tres etapas: 

i. Se establece un gradiente de Shh que regula un conjunto de FT con 

homedominios (HD) o hélice- bucle- hélice básica (bHLH, del inglés de basic 

helix loop helix) de acuerdo con si son inhibidos (clase I) o inducidos (clase 

II) por Shh. 

ii.  Las interacciones generadas entre los FT con HD y los bHLH, 

específicamente Pax7, Irx3 Dbx1, Dbx2, Pax6 (clase I), Nkx6.1 Nkx2.2 (clase 

II) determinan a los cinco dominios de progenitores (p0-p3 y pMN) en 

diferentes posiciones dorsoventrales.  

iii. Las interacciones combinadas entre FT Nkx2.2, Nkx6.1 e Irx3 especifica la 

identidad de las neuronas generadas en la tercera parte del tubo ventral11. 

Bajo este esquema de expresión combinatoria, el límite ventral p0-dorsal es establecido por 

Pax712, el límite p0-p1 lo define la expresión de Dbx1, el límite ventral p1-p2 se establece por 

Dbx213, el límite entre p2-pMN es definido por Irx3 y la expresión de Pax6 define el límite 

pMN-p3. Además, proteínas de clase II, Nkx6.1 y Nkx2.2 auxilian en el establecimiento de 

los límites p1/p2 y pMN-p3, respectivamente12.  

 

La vía de señalización Shh/Gli es determinante en el proceso de ventralización, mientras que 

la vía de señalización de Wnt/β-catenina, se expandieron los subtipos de progenitores dorsales 

durante la inducción neural. Experimentos en donde se realiza la activación ectópica de la vía 

Wnt/β-catenina, resulta en la expansión de subtipos celulares asociados a genes de identidad 

dorsal como Pax6 y Pax7, además de la inhibición concomitante de genes ventrales como 

Olig2 y Nkx2.213. 

En la ventralización del neuroepitelio, también se ven involucradas moléculas de adhesión 

celular como elementos mediadores en la amplificación de la señalización iniciada por Shh. 

La cadherina 7, es perteneciente a la familia clásica de las cadherinas. Se expresa en la frontera 

distal del gradiente de Shh, específicamente a partir de la región intermedia del tubo neural14. 

El papel que se propone a cadherina 7, es principalmente de amplificador de la señalización 
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de Shh y delimitar las regiones ventrales de la médula espinal dorsal, además de ser requerida 

para restringir la expresión de genes dorsales (Pax7).  Cadherina 7 actúa como un correceptor 

de Shh y promueve la agregación de Shh sobre la superficie celular, lo que facilita el 

acoplamiento de Gli3 al supresor de fusión. Esto resulta en la prevención de la degradación 

de Gli3 y la formación del estado represor Gli3R (Figura. 4).  Específicamente, el complejo 

Cadherina 7/Shh amplifica la vía de Shh al evitar que Gli3FL (activador transcripcional de 

longitud completa) se fosforile parcialmente. En cambio, Gli3FL se acompleja con el supresor 

de fusión, esto resulta en limitar el movimiento intracelular de Gli3 y activar de forma más 

eficiente la señalización dependiente de Gli14.  

 

 

Los agentes solubles pertenecientes a la familia de las proteínas morfogenéticas de hueso 

(BMPs, del inglés Bones Morphogenetics Proteins) participan en la inducción del mesodermo 

y en la ventralización de los vertebrados. Los primeros estudios concernientes a esta región 

del neuroepitelio realizados en pez cebra y en Xenopus laevi, demostraban que la 

sobreexpresión de BMP2 y BMP4 impulsaba el destino dorsal e inhibían la inducción de los 

subtipos ventrales15. Sin embargo, hay evidencia experimental que reporta que la 

microinyección de ARNm de BMP4 en los blastómeros dorsales durante la gastrulación 

Figura 4. Modelo del secuestro de Gli3 mediado por cadherina 7. En la presencia de Shh, cadherina 7 

cumple el papel de capturar a Gli3 en su forma sin hidrolizar (Gli3FL) para evitar que sufra degradación 

proteolítica de su extremo carboxi terminal, se fosforile y se convierta en la forma represora de la actividad. 

de Shh.  
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induce la expresión de genes ventralizantes como xwnt8 y xhox3 causando la ventralización 

de tejidos dorsales como la notocorda. Los experimentos de microinyección de ARNm de 

BMP216, BMP717 y de componentes de la señalización de BMP, tales como Smad118, 

demuestran tener un efecto similar a BMP4 en la ventralización del mesodermo.  

 

Las mutaciones puntuales en el gen bmp también tienen severos efectos en la organización 

dorsoventral durante la gastrulación. La mutación swirl en el gen bmp2 en embriones de pez 

cebra, regula a la baja la expresión de bmp4 que da lugar a embriones con defectos en la 

organización posterior y ventral19. 

Dorsalización: Los experimentos de injertos (mesodermo dorsal) desarrollados por Spemann 

y Mangold demostraron que el organizador en Xenopus es una estructura que secreta al 

entorno en desarrollo señales morfogenéticas dorsalizantes20. Desde la notocorda se presenta 

la secreción activa de moléculas antagonizantes de la actividad de miembros de la familia del 

factor de crecimiento transformante (TGF-β del inglés Transforming Growth factor-β) como 

BMP4 y BMP7 y miembros de la familia de Wnt (del inglés Wintless, sin alas, una mutación 

descubierta en moscas), que en conjunto son reguladores clave en el establecimiento del 

patrón D-V. La secreción y difusión se presenta desde la placa del techo y desde estructuras 

aledañas a la placa neural que especifican los territorios alares del embrión21. Esto es 

confirmado por los experimentos de inhibición de BMP4, que resultan en la ventralización de 

la región dorsal del tubo neural 20. 

 Las señales dorsalizantes incluyen proteínas de unión que antagonizan la actividad de BMPs, 

entre ellas, cordina, noggin y folistatina. Estas son señales de inducción neural que tienen un 

papel redundante, pues los ratones mutantes homocigotos para cada una de estas señales no 

muestran defectos en el patrón D-V durante la gastrulación a pesar de que los ratones mutantes 

para folistatina fallecen en las primeras horas de nacidos.21,22. Los primeros experimentos de 

Smith y Harland en embriones de Xenopus demuestran el papel de noggin como un factor 

soluble secretado desde  la notocorda capaz de inducir el desarrollo normal dorsal en 

embriones23. En otros experimentos, la adición de noggin en cultivos de blastocistos de 

Xenopus, induce la síntesis de transcritos de la molécula de adhesión celular neural, una 

molécula de adhesión celular expresada en todo el SN, β-III-tubulina, marcador expresado 
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preferencialmente en el cerebro anterior y en la espina dorsal, XIF3, una proteína filamentosa 

intermedia y la actina muscular24. Esta evidencia establece el papel de noggin como una 

molécula señalizadora que actúa induciendo directamente tejido neural. 

Cordina es una proteína extracelular secretada por el mesodermo axial y estructuras anexas. 

Su expresión está regulada por los productos génicos que codifican los genes gsc (gosecoide) 

y Xnot2, los cuales contienen homedomínios. Con los experimentos de microinyección de 

ARNm de gsc y Xnot2 en blastómeros de Xenopus, se concluye que el transcrito de cordina, 

pero no noggin, es activado a través de los homedomínios de gsc y Xnot2, participando en una 

red de FTs que regula la dorsalización. Además, cordina es necesaria para delimitar la región 

dorsal de la ventral. Si bien cordina por sí sola no es capaz de inducir la diferenciación del 

mesodermo, su expresión es un elemento que favorece la inducción de la notocorda en 

blastocistos tratados con bFGF25.  

La folistatina es una proteína cuya expresión se localiza en el blastoporo en embriones de 

Xenopus, donde se sugería que podía tener un papel dorsalizante al inicio de la gastrulación. 

Los experimentos de inyección del ARNm que codifica a folistatina demostró que es capaz 

de dorsalizar los blastocistos de Xenopus en estadio de ocho blastómeros26. Es importante 

destacar el papel del LiCl en los experimentos de biología del desarrollo como un agente que 

activa la vía canónica de Wnt, que resulta en la dorsalización de los embriones antes de la 

gastrulación. Además, al hibridar sondas de folistatina en embriones en desarrollo tratados 

con LiCl, se muestra su expresión en el blastoporo. Y bajo el mismo esquema experimental, 

agregando una sonda anti sentido de ARN dirigida contra folistatina, se muestra que la 

inducción neural detonada por LiCl, es capaz de restablecer el eje D-V. La detección génica 

por medio de hibridación fluorescente in situ (FISH, del inglés Fluorescence In Situ 

Hybridization) demuestra la tanto la expresión de gsc como de Xnot2 cuando se microinyecta 

ARNm de folistatina. La capacidad de inducción de tejido neural por folistatina se demostró 

mediante la transfección de una construcción de folistatina regulada por el promotor de 

citomegalovirus (CMV) en la línea celular P19, lo que resultó en la expresión de marcadores 

neurales como el neurofilamento de peso molecular intermedio (NF-M, del inglés 

neurofilament medium), Molécula de Adhesión de Células Neurales (NCAM ,del inglés 

Neural cell adhesión molecule) y la proteína acídica fibrilar glial (GFAP del inglés Glial 
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fibrillary acidic protein). El papel dorsalizante de la folistatina también se ve reflejado en su 

actividad antagónica de BMP4. Los experimentos de sobreexpresión por microinyección de 

ARNm de folistatina en embriones completamente ventralizados mediante la expresión 

ectópica de BMP4, dieron como resultado la dorsalización de los mismos, sugiriendo un papel 

antagonizante hacia BMP427,28. 

La dorsalización es un proceso que ocurre a lo largo del eje A-P y como se describió arriba, 

está segmentado en columnas, por tanto, se requiere una molécula que juegue un papel en 

restringir la frontera dorsoventral. La proteína morfogenética antidorsalizante, (ADMP, del 

inglés anti dorsalizing morphogenetic protein),  con una estructura homóloga a BMP3, ejerce 

una actividad supresora de la actividad génica pro-dorsal.  

Los experimentos de microinyección en blastocistos de Xenopus, demuestran que el ARNm 

de la proteína morfogenética antidorsalizante regula a la baja factores dorsalizantes como 

noggin, goosecoide y folistatina como un mecanismo local para definir los límites dorsales29. 

En conjunto a los factores dorsalizantes previos, los gradientes de Wnt3 y Wnt3a participan 

en la adquisición de las identidades dorsales, donde se expresan preferencialmente en la región 

dorsal del tubo neural. Se demostró utilizando experimentos de Nothern blot en embriones de 

ratón de 10.5 días post-coitum demuestran que Wnt3a está enriquecida desde la porción dorsal 

de la médula espinal hasta las regiones diencefálica y telencefálica, esto sugirió que Wnt3a 

podía tener un papel en esbozar la línea media dorsal a lo largo de todo el neuroeje en 

embriones de ratón en desarrollo30. Para estudiar el papel de Wnt, las células humanas de 

teratocarcinoma (ATCC CRL-2073) son un buen modelo experimental al compartir muchas 

propiedades con las células troncales embrionarias e identificar los genes diana que podrían 

activarse durante el desarrollo embrionario. Es interesante destacar el efecto del medio 

condicionado enriquecido con WNT3a (MCW3a) en las células humanas de teratocarcinoma 

sobre su tasa de proliferación en la que participan elementos como β-catenina, folistatina, el 

gen homeótico de Msh tipo 2 y el inhibidor del ADN tipo 2 (ID-2, del inglés Inhibitor of DNA 

binding type 2) y que fueron regulados al alza, de acuerdo con los experimentos tipo Nothern. 

Los experimentos de expresión de genes reporteros, como la luciferasa, demostraron que los 

genes homeóticos de Msh tipo 1 y 2, ID2/3, folistatina y el complejo REST/NRSF tienen 

promotores con elementos de respuesta a Wnt, conclusión que se ve reforzada cuando se 
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indujo una mutación en el promotor objetivo de Wnt del gen que codifica a Folistatina, 

conllevando a que se abatiera su expresión. 

Se identificó que el tratamiento con medio condicionado (MC) enriquecido con Wnt3a elevó 

alrededor de 5-10 veces la expresión de β-catenina vs medio control en las células humanas 

de teratocarcinoma indicando el efecto de Wnt3a enriquecido en el MC Wnt3a sobre la 

activación de β-catenina. En el mismo estudio, se detectó que el MC Wnt3a, indujo de la 

expresión de MSX2, REST/NRSF y folistatina tras cuatro horas de incubación, induciendo su 

expresión hasta 15 veces. Además, la sinergia entre Wnt3a y BMP4 elevó la expresión de 

genes blanco de BMP4, como MSX1/2 e ID2, genes asociados al desarrollo temprano del 

mesodermo en el establecimiento del eje D-V hasta 25 veces en comparación cuándo BMP4 

o Wnt3a actuaban solos 31,32. Los experimentos basados en el ratón polidactílico (Xt)  

demuestran que la forma represora de Gli3, carboxi-truncada, Gli3R, también es un  

antagonista de la vía de Shh que participa en el bloqueo del destino ventral sobre los 

progenitores celulares y a nivel de la regulación del desarrollo de los miembros33. 

En conjunto con las señales ventrales, en especial Shh, se establece un código molecular en el 

tubo neural a lo largo del eje DV. Esto especifica inicialmente cuatro zonas neuroepiteliales 

que corresponden a la placa del techo, al piso de la placa, las placas alares y basales34, que 

posteriormente definirán dominios para las neuronas sensoriales y motoras35. 

Patrón anteroposterior: Tras la fecundación del óvulo, se completa la segunda división 

meiótica, la cual libera al segundo cuerpo polar y cuya posición dirige la orientación del eje 

A-P36. El establecimiento del eje A-P permite el desarrollo de un grupo de células en la región 

más caudal del embrión, el denominado nodo primitivo, que se trata de un organizador 

primario y que libera a cordina, goosecoide y el factor nuclear hepático 3β37. La migración de 

las primeras células que atraviesan el nodo primitivo forma una región bien definida que va a 

dirigir el desarrollo rostral, la placa precordal38. El establecimiento de la polaridad A-P y el 

respectivo eje permiten la definición de estructuras tanto primarias como secundarias que 

ejecutan una función secretora. Esto incluye moléculas como factor de crecimiento 

fibroblástico (FGF, del inglés Fibroblastic growth factor), cerberus, lefty-1, nodal y ácido 

retinoico que inducen tejidos anteriores que formarán parte de la cabeza, así como el cerebro 

anterior y medio39,40. Durante el desarrollo embrionario de los vertebrados, la participación de 
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la señalización activada por  FGF en el establecimiento del eje A-P, se ve reflejada por los 

defectos en el desarrollo en los experimentos de pérdida y ganancia de función en Xenopus41, 

ratón42 y pollo43.  La adición de bFGF y noggin en embriones de Xenopus, muestra tener un 

efecto inductor de tejido neural anterior, determinado por la expresión de HoxB9. Los 

experimentos de explantes tratados con bFGF y noggin al mismo tiempo, permiten ampliar 

las regiones de las zonas rostral y caudal determinadas por la expresión de otx2 y HoxB9, 

respectivamente. Sin embargo, el tratamiento solo de bFGF o noggin sobre el ectodermo 

temprano, no induce la expresión de marcadores del cerebro anterior y medio como En-2 y 

Krox20 sugiriendo una sinergia entre ambas moléculas en la definición del eje A-P. Es 

importante destacar el papel que tiene bFGF como un inductor neural de marcadores como 

molécula de adhesión celular neural y neuropilina-1, una proteína que participa en guiar a los 

axones durante el desarrollo embrionario39. La activación de la vía de señalización por FGF 

no actúa sola para establecer el patrón rostro-caudal, sino que, en combinación con el 

gradiente de ácido retinoico, comparten la habilidad de regular la expresión del FT caudal44.  

Los genes Hox, son productos génicos clave en la delimitación del eje A-P. Muchos loci Hox, 

tienen elementos de repuesta a ácido retinoico (RARE, del inglés Retinoic acid response 

elements) que regulan la expresión y función de los genes Hox en el neuroectodermo. Cdx1 

codifica para un FT con homeodomínio que es regulado por AR. Los experimentos en ratones 

mutantes nulos para RARE exhiben una expresión reducida de Cdx1 que se comparan 

fenotípicamente a la progenie mutante nula de Cdx1 con defectos en la espina dorsal, por 

tanto, Cdx1 también está participando en especificar el tronco vertebral y la región caudal en 

el eje A-P45. Es importante destacar que toda la red transcripcional encargada de dotar la 

identidad posicional a los progenitores como entidades rostrales, segmentan el cerebro 

anterior en las regiones antes mencionadas llamadas rombómeros (r1-r8) que dará lugar a los 

nervios motores craneales y a las somitas, desde las cuales derivarán al tronco vertebral y la 

región caudal46.  

Cerberus es una proteína originalmente aislada de Xenopus, secretada desde el 

endomesodermo anterior. Los experimentos de microinyección en embrión de Xenopus del 

mRNA del gen que codifica a Cerberus demostraron que podía inducir la formación ectópica 

de una segunda cabeza lo que sugería el papel que podía desarrollar en la región rostral tras el 
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establecimiento del eje A-P47. mCer-1, es el homólogo murino de Cerberus, detectado en 

embriones a comienzos de la gastrulación en el mesodermo y endodermo en la región anterior 

del embrión y expresado en la notocorda y en la placa precordal. Los experimentos de 

explantes del mesodermo anterior, demostraron la capacidad de mCer-1 de ser un inductor 

neural anterior y mantener la expresión de Otx2 en la placa neural anterior además de 

participar en el establecimiento del eje A-P48.  

3. Origen embrionario de las células troncales neurales. 

Las células troncales embrionarias humanas se generan a partir de las células que componen 

a la masa celular interna (MCI) o el embrioblasto. Las células de la masa celular interna van 

perdiendo su pluripotencialidad a medida que se dividen y se comprometen volviéndose más 

diferenciadas. A lo largo de la vida postnatal es fundamental para la sobrevivencia del 

organismo, el que las células conserven algún grado de indiferenciación o potencial de 

expansión para regenerar tejidos o estructuras celulares dañadas. Las células que llevan a cabo 

esta tarea se denominan células troncales multipotentes u órgano-específicas. Las células 

troncales órgano-específicas sufren divisiones asimétricas para dar lugar a una célula troncal 

idéntica a la progenitora y otra que dará origen a la progenie diferenciada, en conjunto la 

participación de estas poblaciones participa en los procesos para reemplazar a las células 

dañadas o en caso de lesiones agudas o crónicas49. El origen de las células troncales neurales 

empieza poco después de generarse la masa celular interna al momento de dar origen al 

ectodermo, de la cual se genera la placa neural, constituida por el neuroepitelio, 

posteriormente se suceden una serie de eventos que permiten  generar diferentes  células 

precursoras neurales, con propiedades de troncalidad, que poseen diferente potencial de 

diferenciación, pasando por estadios que comprenden precursores neuroepiteliales primitivos, 

tempranos, tardíos y el  de glía radial, ésta última participará en dar origen a la célula troncal 

neural del adulto (CTNA) que es el precursor neural que se ubica en las regiones neurogénicas 

del SNC50. 

3.1 Nicho en el contexto de las células troncales 

Austin Smith51 definió nicho como un entorno selectivo para preservar las características 

funcionales de las células troncales estableciéndolo como “un microambiente celular que 

proporciona el soporte y los estímulos necesarios para mantener la capacidad de 
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autorrenovación”. También se entiende por nicho, un microambiente especializado en el que 

las células residen y que controla la autorrenovación de la célula troncal y la diferenciación 

de los progenitores multipotentes de amplificación transitoria52. Bajo este esquema de 

conceptos es donde el entorno de las CTs dará origen al linaje neural, por lo que se vuelve 

fundamental, resaltando que las señales que recibe una célula son críticas para determinar su 

destino53. 

La investigación reciente de los componentes que constituyen a los nichos de células troncales 

en mamíferos pone de manifiesto que éstas entidades histológicas son fundamentales para la 

función de la célula troncal, además se identifica que son tan diversos como las diferentes 

clases de CTs existentes y que la desregulación de estos, son la causa de muchas patologías 

asociadas a la regeneración de tejidos, envejecimiento54,55 y eventos de tumorogénesis56.  

El nicho que mejor se ha caracterizado es el de las CTNAs del modelo murino, que es un 

entorno dinámico, donde diferentes subpoblaciones neurales juegan un papel definido para la 

neurogénesis en el adulto. El nicho de la Zona Sub-Ventricular (ZSV) adulta, contiene células 

ependimales multiciliadas que delimitan las paredes del ventrículo lateral. Cierta población 

de astrocitos, poseen las características funcionales de células troncales, que tienen actividad 

neurogénica, pues se dividen para dar origen a células progenitoras de amplificación 

transitoria, estas migran hacia el bulbo olfatorio, diferenciándose en su trayecto a 

neuroblastos, sobre un trayecto denominado corriente migratoria rostral. Además de 

poblaciones neurales, el nicho está enriquecido por poblaciones endoteliales, de las que hay 

evidencia que controlan la proliferación e inducen a las células troncales a diferenciar a 

neuronas. Estas poblaciones precursoras neurogliales, están en zonas concentradas alrededor 

de los vasos sanguíneos, facilitando la comunicación y el intercambio de material entre estos 

dos tipos celulares57.  

 

3.1.1 Función del nicho de las células troncales. 

La tarea principal del nicho es de proveer un ambiente celular y acelular propicio a las CTs, 

que permita la integración de componentes de señalización locales y sistémicos que regulen 

la proliferación celular, la sobrevivencia, la diferenciación y la localización para que éstas se 

dividan en la progenie diferenciada y en células idénticas al precursor de origen 
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(autorrenovación) con el fin de mantener una reserva de células troncal en caso de un 

requerimiento posterior. Esto fisiológicamente se traduce en la reparación y mantenimiento 

del tejido donde el nicho de la célula troncal reside58. 

La caracterización de nichos celulares tanto de vertebrados e invertebrados ha puesto de 

manifiesto que estos comparten una serie de atributos funcionales que les permiten ejercer su 

función:  

a) Las señales que se integran en el nicho regulan la autorrenovación, sobrevivencia y 

mantenimiento de las células troncales59.  

b)  El acomodo espacial entre las CTs y las células de soporte, como las estromales, 

además pueden polarizar a las CTs dentro del nicho para promover divisiones celulares 

asimétricas60,61. 

c) Las distintas clases de moléculas de adhesión, las células estromales y la matriz 

extracelular, anclan a las CTs dentro del nicho en cercanía a las señales de 

autorrenovación y sobrevivencia62. 

 

3.1.2 Componentes del nicho de las células troncales. 

El nicho está compuesto por la célula troncal per sé, diversos factores solubles, moléculas 

unidas a membrana, receptores de superficie celular, proteínas de la matriz extracelular 

(MEC), células del estroma, que dan apoyo estructural a las CTs, tejido vascular que transporta 

señales sistémicas, así como algunas clases de CTs circulantes e información endócrina al 

microambiente de la célula troncal58. Dentro de un nicho, las células troncales están por lo 

general, unidas a la lámina basal o al estroma. La lámina basal y los vasos sanguíneos están 

estrechamente asociados a través de la MEC, cuyos componentes moleculares tienen varias 

funciones dentro del nicho troncal, como anclaje de las células al sitio, secuestro y 

presentación de factores difusibles y/o unión a la MEC, así como la participación de las células 

circundantes. La MEC y la lámina basal guardan una especial relación con la 

microvasculatura, que se perfila como un componente que puede tener un papel en la toma de 

decisión de destino celular a través de contacto célula-célula y/o por señales difusibles. La 

lámina basal y los contactos célula-célula también pueden influir en el destino celular, al fijar 
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un plano de orientación en la división celular, así como factores solubles que puedan estar 

distribuidos simétrica o asimétricamente (Figura. 5)57,58. 

 

 

3.1.3 Factores solubles presentes en el nicho de células troncales. 

Son esenciales para determinar la tasa de autorrenovación, sobrevivencia y en el 

mantenimiento de las funciones de las CTs. Pueden actuar localmente a una distancia de 1-2 

diámetros celulares o difundir a través del nicho para participar en la toma de decisión del 

destino celular a distancia.  

Figura 5. Componentes celulares y acelulares del nicho troncal. Este entorno complejo y dinámico integra 

señales de diferentes fuentes paracrinas, autocrinas y endócrinas que modulan el comportamiento de la célula 

troncal a diferentes niveles. Los factores solubles y las interacciones con la matriz extracelular modulan de 

forma profunda su respuesta a la autorrenovación. Los nichos troncales se han visto que están en cercanía a 

los vasos sanguíneos. No es necesario que un nicho en particular esté conformado por cada uno de los 

componentes mostrados, sino que pueden variar en función del contexto histológico. Tomado y modificado 

de Jones57. 
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Las vías de señalización ejemplifican uno de los mecanismos por el cual los ligandos solubles 

pueden estar presentes en el nicho troncal y regular la proliferación de CTs. La transducción 

de la vía de Wnt es particularmente importante en la sobrevivencia de CT embrionarias fetales 

o neonatales, pues en los modelos murinos, la deleción experimental de SOX17 en la línea 

germinal, induce la expresión de Dickkopf-1, un antagonista de Wnt, que causa la muerte de 

la CT hematopoyética embrionaria, pero no las que han adquirido un fenotipo adulto63. Esto 

indica que la activación de la vía de señalización de Wnt por sus ligandos solubles es necesaria 

para la sobrevivencia de la CT hematopoyética. 

La presencia de factores de crecimiento (FC) como la somatomedina, o el factor de 

crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1, del inglés Insulin -like growth factor type 

1), son reconocidos como agentes solubles que impulsan la proliferación de varios tipos 

celulares y son secretados en diferentes tejidos64. La adición de IGF-1 o una forma 

recombinante que contiene el dominio de unión al receptor de IGF-1 (IGFR-1, del inglés 

Insulin -like growth factor type 1 receptor) a cultivos de fibroblastos de piel humana, demostró 

que tiene un potencial mayor en estimular la síntesis de ácido 2’-dexosirribunocleico (ADN) 

que la insulina, determinado en función de la cantidad de timidina H3 incorporada65. El efecto 

sobre la mitosis dependiente de la presencia del IGF-1 también ha sido demostrada en blastos 

mieloides al incrementar la tasa de proliferación en un 92% contra el control en cultivos 

celulares de explantes de médula ósea de pacientes de leucemia linfocítica aguda66. 

El papel que juegan estructuras anatómicas como la médula ósea se ve reflejado por la 

secreción de diferentes factores a nivel sistémico. Se ha demostrado que la participación de 

moléculas secretadas por la médula ósea tiene un efecto sobre la proliferación de cultivos de 

neuroblastoma humano. Los cultivos de SK-N-SH (ATCC HTB-11 de la cual se derivó la 

línea celular de neuroblastoma, SH-SY5Y) demostraron que ante la presencia del Factor de 

Célula Troncal o de bFGF, se consumía timidina H3 en la misma proporción con relación al 

control y esto se ve reflejado en la inducción de la síntesis de ADN durante la fase S del ciclo 

celular. Sin embargo, la caracterización de la molécula N-CAM por citometría de flujo del 

cultivo SK-N-SH, demostró que el tratamiento del cultivo con IL-1β y TGFβ inducen la 

expresión de N-CAM en un 5.1% y 9.5% con relación al total de las células. Esto significa 

que la médula ósea libera factores a nivel sistémico que son reconocidos por neuroblastos, 
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donde juegan un papel en la diferenciación de las células troncales neurales (CTN)67,68. Las 

señales extrínsecas que componen el nicho, aparte de las ya mencionadas, incluyen a bFGF69, 

neuroregulina-1, BMP470 y factor de crecimiento epidermal (EGF, del inglés Epidermal 

Growth Factor)71 forman parte de los factores solubles que median el destino de las CTNs. 

bFGF juega un papel en la especificación del destino de los progenitores comprometidos, 

donde la ausencia de esta señal favorece el destino glial. Los cultivos del nervio  óptico del 

cerebro de rata demostraron que la incubación de los precursores neurales inmunopositivos a 

nestina, vimentina y O4, tras un periodo de incubación con bFGF de 36 h dieron lugar a una 

progenie inmunopositiva a β-III-tubulina, proteína asociada a microtúbulo (Map2, del inglés 

microtubule associated protein type 2) y proteína nuclear neuronal (NeuN, del inglés Neuronal 

nuclear) a tasas de 9, 18, y 15%, respectivamente con relación al número total de núcleos 

marcados con DAPI69. Una característica arriba mencionada de los nichos es la capacidad por 

parte de la MEC, de secuestrar elementos solubles con la finalidad de modular la 

concentración de una señal extracelular. bFGF, es un ejemplo de elemento soluble que 

participa en la definición de la identidad de las CTNs de forma dependiente de su 

concentración. En cultivos de precursores neurales corticales de origen murino se ha 

observado que las bajas concentraciones de bFGF, mantienen un programa pro-neuronal, 

mientras que el tratamiento con una elevada concentración de bFGF (10 µg/mL), promueve 

la proliferación de las CTs y estimula a los precursores a generar células gliales (~10% GFAP, 

O4 vs total de núcleos marcados con DAPI) además de las neuronales (~90% β-III-tubulina 

vs total de núcleos marcados con DAPI)72. En el contexto del nicho de las células troncales, 

las moléculas solubles han demostrado ser importantes mitógenos para mantener cultivos de 

precursores multipotentes en un estado proliferativo y también de regular la proporción de los 

progenitores neurales comprometidos. 

Además de los factores secretados, otra clase de entidades químicas como los iones y las 

moléculas pequeñas pueden proveer señales a los nichos de células troncales. Las especies 

reactivas de oxígeno, (EROs), en el contexto neural, tienen un efecto importante sobre la 

sobrevivencia de las CTNs. En los cultivos de la ZSV de ratón, las neuronas post mitóticas 

demostraron que el estrés oxidativo inducido por el ácido 3-nitropropiónico, disminuían la 

actividad mitocondrial e incrementaba el contenido de EROS. Sin embargo, ante el mismo 

reto, las CTNs, regularon al alza la proteína desacopladora tipo 2 (UCP-2, del inglés 
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Uncoupled type 2) y el glutatión superoxidasa (GPx, del inglés Glutathione peroxidase), 

además del superóxido dismutasa, que en conjunto merman la reactividad de las EROs y 

previenen del deterioro celular de las CTNs. La disección de la ZSV in vivo mostró que el 

cerebro anterior murino, presenta una elevada expresión estacionaria de UCP2 y GPx, en 

comparación a otras células nerviosas de otras regiones del cerebro, que la apoyan en limitar 

el estrés oxidativo generado por el enriquecido ambiente de oxígeno molecular presente en el 

cerebro73. Estos resultados entran en armonía con la definición del nicho troncal, al ser un 

microambiente de residencia que le proporcionan un entorno de protección y mecanismos de 

sobrevivencia a la CT. 

 

3.1.4 Interacciones célula- célula e interacciones célula- MEC.  

La unión física entre la CT y las células estromales, que son células de soporte estructural que 

delimitan la región que ocupará el nicho, es importante en regular el comportamiento de la 

célula troncal y en mantener a las CTs dentro del nicho mediante el contacto con la MEC74. 

Además, es un lugar donde ocurren las uniones adherentes, las interacciones mecánicas y están 

presentes señales espaciales que en conjunto regularán el comportamiento de la célula troncal.  

Las uniones adherentes son contactos intercelulares mediados por la unión homotípica o 

heterotípica de proteínas transmembranales dependientes de Ca+2, llamadas cadherinas75.    

Las diferentes moléculas de adhesión como las cadherinas y las integrinas son una 

característica hallada frecuentemente en la retención de las CTs en los nichos que residen, 

cuyos niveles de expresión pueden ser tan elevados que son empleados como un marcador de 

nicho dentro de un tejido. Por ejemplo, la α6-integrina es una molécula de adhesión altamente 

expresada por los queratinocitos basales dentro de la epidermis76. Estos se acomplejan con las 

cadenas β1/ β4 de la lámina basal que forma parte de la MEC. Es interesante que si bien los 

ratones que carecen de α6-integrina se desarrollan hasta el alumbramiento, presentan una 

enfermedad similar a la epidermólisis bullosa en humanos, sugiriendo un papel en la 

maduración del sistema tegumentario77. Dentro del nicho de la célula troncal epidermal 

(CTEpi), la presencia de la β1-integrina ejerce la función de orquestar correctamente la 

proliferación de las células troncales multipotentes que forman parte del folículo capilar y la 

epidermis interfolicular. En los experimentos de mutagénesis dirigida mediada por el sistema 



  

24 

 

Cre-LoxP en ratones, los animales que carecen de β1-integrina, la proliferación de los 

progenitores epidermales es severamente afectada, además es acompañado de una expresión 

reducida de la α6β4 integrina, esto resulta en una disminución y malformación de los 

queratinocitos basales78.  

Por tanto, la presencia de las moléculas de adhesión en las uniones célula-célula y célula-MEC 

son necesarias para el comportamiento y desarrollo correcto de las CTEpi y la integridad del 

nicho. 

En referencia al linaje neural, la participación de las cadherinas en un contexto embrionario 

se ve reflejado por la expresión de la N-cadherina y 6B-cadherina que retienen a las CTNs en 

la región dorsal del tubo neural temprano. En el desarrollo posterior, éstas son reguladas a la 

baja, mientras se eleva la expresión de cadherina-7, cuando las células de la cresta neural 

migran desde el tubo neural79.  Entre las entidades celulares que componen al nicho, la 

proliferación de los progenitores gliales está regulada por la participación del factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del inglés (Platelet-derived growth factor) y el 

complejo α5β3 integrina. Se demostró in vitro, que la ausencia de estas moléculas de adhesión 

reduce la proliferación de los progenitores gliales, determinado por la incorporación de 

BrdU80. Si bien PDGF fue originalmente aislado de las plaquetas, también es secretado de 

fibroblastos y células endoteliales. Esto indica que las señales generadas incluso desde fuentes 

lejanas pueden viajan al nicho neural y son capaces de impulsar la proliferación mediada por 

el complejo α5β3 integrina de los progenitores comprometidos81.  

 

3.1.5 Influencia de las señales mecánicas en la elección de destino 

Debido a las diferentes presiones por parte de los fluidos y fuerzas de tensión provenientes de 

las células vecinas y de la MEC a las que el nicho de la célula troncal está expuesto, estas 

señales mecánicas pueden impactar profundamente en la especificación del linaje de la CT. 

En un estudio in vitro del 2006, empleando células troncales mesenquimales, se demostró que 

la elasticidad relativa del sustrato sobre el que crecen las células troncales mesenquimales es 

capaz de especificar el linaje al que las células diferenciarán. Si el sustrato tiene una elasticidad 

similar al tejido cerebral, las CTMs mostraron un perfil de ARNm enriquecido (5 veces) de 
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nestina, β-III-tubulina, NF de peso ligero (NFL) y la molécula de adhesión celular neural 

comparado con los pases tempranos del cultivo sobre la misma superficie. Sobre la superficie 

más rígida, que mimetiza al tejido óseo, se favoreció un perfil de ARNm de hasta 4 veces 

mayor de osteocalcinina, COL3A1, una clase de colágeno tipo III presente en el estroma de 

la médula ósea y el factor de unión nuclear α tipo 1 (CBFα-1, del inglés α-Core binding factor 

type 1) además de adquirir una morfología similar a los osteoblastos (Figura. 6)82. Estas 

señales mecánicas se traducen a un contexto fisiológico donde la elasticidad de la MEC que 

compone al nicho puede presentar alteraciones inducidas por daño, enfermedad o 

envejecimiento y en conjunto tener un impacto profundo sobre el destino celular y en la 

actividad regenerativa de las CTs58.  

 

3.1.6 Participación de las señales topográficas en el comportamiento troncal 

La orientación precisa de la CT dentro del nicho puede tener un papel importante en mantener 

la proporción de precursores celulares y el número de células encaminadas a la diferenciación. 

La orientación de los polos celulares con relación a la MEC o a las células del estroma es un 

Figura 6. Efecto de la elasticidad del sustrato sobre la diferenciación de las células troncales 

mesenquimales. La rigidez del sustrato es capaz de direccionar el destino celular de la célula troncal 

mesenquimal. Es interesante que el medio viscoso, que mimetiza al tejido cerebral, es capaz de inducir la 

ganancia de marcadores del linaje neural, aún de una capa germinativa no ectodérmica.  
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factor que está implicado en la concentración diferencial de factores que alcanzan a la CT y 

que permiten establecer un determinado estado celular: autorrenovación o diferenciación. Este 

atributo de los nichos celulares se ve reflejado en las células germinales de D. melanogaster. 

Las células troncales germinales de los ovarios han revelado que, en función de la orientación 

del huso mitótico de las células troncales germinales, establece su destino celular. Si éste se 

orienta hacia las células de apoyo, la progenie  permanece dentro del nicho, donde sigue 

recibiendo señales de autorrenovación para mantener la identidad de CT, mientras que la otra 

célula hija se ubica afuera del nicho, donde deja de recibir señales de autorrenovación y 

empieza a activar programas de diferenciación específicos83,84. Las divisiones celulares 

asimétricas de los precursores celulares en relación al nicho también se ve reflejada en las 

células proliferativas de la membrana basal de la piel. En los experimentos de tinción de 

embrión de ratón, se demostró que cuando las células basales proliferativas se encaminan a la 

estratificación, el huso mitótico se orienta perpendicularmente a la membrana basal para 

dividirse asimétricamente generando una célula comprometida suprabasal que se diferenciará 

y formará parte de la barrera estratificada y una segunda célula basal proliferativa85. 

 Por tanto, la división celular asimétrica, es un mecanismo que permite generar distintos tipos 

celulares en función de la polarización de la célula progenitora y es clave en la regulación de 

la identidad de las CTs que forman parte de la reserva dentro del nicho. 

 

3.1.7 El papel de las vesículas extracelulares en el nicho neural 

Hasta hace no más de tres décadas se pensaba que las vesículas liberadas por las células eran 

fragmentos de membrana resultado del proceso apoptótico. Ahora se tiene conocimiento que 

el ambiente extracelular en condiciones in viva contiene vesículas extracelulares (VEs) 

secretadas por las entidades celulares y que actualmente están emergiendo como agentes 

importantes de la comunicación intercelular y modulares del microambiente86. Se sabe que 

los nichos neurales contienen un tipo de VEs denominadas exosomas del tamaño 30 a 120 nm 

de diámetro que encapsulan micro ARN (miRNAs, del inglés micro RNA) y proteínas. Se 

demostró que, en el nicho neurogénico de la ZSV, las CTNs liberan exosomas que actúan 

como morfógenos que regulan la morfología y fisiología de la glía hacia un fenotipo no estelar 

CD11b/Iba1 positivo. Además de retroalimentar en modo negativo la proliferación de las 
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CTNs residentes87. Los exosomas presentes en el nicho neurogénico modulan activamente el 

fino balance entre la autorrenovación, la diferenciación y el estado quiescente de las células 

progenitoras neurales, perfilándose como reguladores nóveles en la neurogénesis en adultos88. 

Los experimentos de captura y caracterización de vesículas señalan que los microambientes 

neurogénicos contienen VEs funcionales llamados ectosomas que encapsulan ARN, proteínas 

y factores solubles. A diferencia de los exosomas que se originan a partir de la exocitosis de 

partículas de cuerpos multivesiculares, los ectosomas son generados a partir de la membrana 

plasmática. Se caracterizan por un tamaño de 100-350 nm de diámetro y de liberación 

inmediata tras su formación89,90. Estudios recientes han demostrado la presencia de VEs en 

los nichos tumorales como importantes reguladores de la capacidad regenerativa de la 

integridad del nicho conocidos como nicho-onco-regenerativo con una importante función en 

mediar las vías de regeneración y reparación del tejido91. Recientemente se ha demostrado la 

presencia y liberación de VEs por CTNs en el nicho embrionario en modelo murino. La VE 

encapsulaba la proteína CD63-GFP en cerebros indiferenciados. Al estar bajo el promotor de 

Sox2, se examinó su trayectoria cuyo destino final era ser incorporados hacia población 

astrocítica y a neuronas embrionarias implicando una comunicación a corto alcance entre 

diferentes elementos celulares que componen el nicho92. 

En resumen, todas las señales provenientes de las diferentes fuentes celulares y sistémicas que 

el nicho integra están encaminadas a controlar la tasa de proliferación de los precursores 

neurales, determinar los fenotipos de diferenciación terminal y principalmente de regular la 

autorrenovación y diferenciación de las CTs. 

 

4. Clases de precursores neurales. 

Las células troncales multipotentes neuroepiteliales dan lugar a todas las células del SNC. A 

medida que progresa el desarrollo neural del cerebro, la multipotencialidad de estas células se 

vuelve cada vez más restringida, con lo que paulatinamente se comprometen y generan células 

neuronales y gliales. A continuación, se describen los principales tipos de células precursoras 

neurales (CPNs) por el que las células precursoras atraviesan para generar la progenie 

diferenciada (Figura. 7).  
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Célula troncal neural (CTN): es una población celular precursora indiferenciada que tiene la 

oportunidad de generar todas las estirpes neurales, tiene capacidad de autorrenovación (que 

se divide en células idénticas a sí mismas) y de diferenciación (que puede dar lugar a células 

fenotípicamente diferentes de sí mismas por división asimétrica).  Es una población de tipo 

multipotente, que da lugar a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. Se pueden derivar de 

Figura 7. Esquema de las diversas clases de precursores neurales. Las células troncales se caracterizan 

por un grado de autorrenovación además de tener una capacidad de diferenciarse a un determinado linaje 

celular. A medida que se diferencian, son menos plásticas y pierden la capacidad de generar una célula 

idéntica a sí misma. En la estirpe neural, existen dos tipos de progenitores comprometidos. El glioblasto 

que da lugar a las células de la glía y el neuroblasto, que genera a los diferentes subtipos neuronales.  
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estadios celulares más primitivos como de las células troncales embrionarias93. Durante la 

etapa adulta, las células neurales se siguen reemplazando a través de un subtipo de CTN, las 

CTNA. La localización neuroanatómica de las últimas es muy restringida de acuerdo con la 

literatura actual, esta población se encuentra en la ZSV de los ventrículos laterales, en la 

médula espinal y la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo del SNC94. Las 

CTNs son inmunopositivas a integrina-alfa-6, integrina-beta-1, N-CAM1, PCAM, noggin, y 

PAX6. Además, poseen biomarcadores asociados a proliferación celular neural, tales como 

Sox 2, nestina y Pax, que también se expresan en los estadios de determinación del destino 

neural95.  

Progenitor de amplificación transitoria multipotente (PATm): son una población de 

precursores temprana en transición entre las células troncales y las células diferenciadas, con 

elevada tasa de proliferación, baja capacidad de autorrenovación y sobre las que recae la 

función de la regeneración tisular96. Al proliferar rápidamente permiten expandir la población, 

lo cual puede ser necesario de acuerdo con el grado de lesión o de recambio tisular requerido, 

para que posteriormente se empiecen a diferenciar hacia población de progenitoras 

restringidas en base a su potencial de diferenciación, neuroblastos y glioblastos.  Son 

inmunodefinidos como GFAP/Dlx(+), nestina (+), SOX2 (+), Notch1 (+)49,97. 

Progenitores comprometidos: Es una población de precursores restringida que está compuesta 

por los neuroblastos y glioblastos, sin capacidad de autorrenovación, pero aún con capacidad 

proliferativa, particularmente los glioblastos,  donde los primeros dan lugar a neuronas y los 

segundos a células de la glía. La población neuroblástica es inmunoreactiva a CD24, beta-III-

tubulina y Dlx-249,97. Mientras que la población glioblástica es inmunopositiva a nestina, 

A2B5, O4, GFAP, y PSA-NCAM (PSA-NCAM, del inglés Polysialylated neural cell adhesión 

molecule)98. 

 

5. Neurogénesis 

Como se estableció en el apartado de la regionalización del tejido neuroepitelial, una vez que 

los morfógenos han establecido coordenadas de señalización sobre células precursoras y se 

han establecido dominios, los precursores neurales responden ante un código de factores de 

transcripción que regulan tanto su proliferación y diferenciación hacia fenotipos neuronales 
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particulares 99.  Las CTNs son multipotentes y su diferenciación hacia progenie neuronal y 

glial está dada por una secuencia de activación de genes proneurales y una serie de señales 

inductoras como inhibidoras tanto neurogénicas como gliogénicas, respectivamente. El primer 

fenotipo terminal que se diferencia es el neuronal. Las señales neurogénicas activan la 

expresión de genes proneurales en los progenitores neurales comprometidos. La 

eritropoyetina (EPO) regula al alza a Mash1 en el SNC embrionario al promover la 

diferenciación de progenitores multipotentes hacia progenitores neuronales100. MASH1 activa 

diferentes genes proneurales. La acumulación de proteínas proneurales con dominios bHLH 

relacionados a la familia ATO (Ngn, Neuro D y Olig) en un subconjunto de células 

progenitoras inducen la activación de la vía de diferenciación neuronal, se inhibe la 

diferenciación glial y ocurre el arresto del ciclo celular 101. Los experimentos de trasplantes y 

los experimentos in vitro destacan tres elementos importantes que participan en la 

neurogénesis:  

i. Factores solubles como factores de crecimiento. 

ii. Moléculas de adhesión como PSA-NCAM y la molécula de adhesión celular tipo L 

(L-CAM, del inglés Cell adhesión molecule type L). 

iii. Vasos sanguíneos, que permiten un eficiente intercambio de nutrientes y señales 

endócrinas. 

Entre las moléculas solubles que participan en los eventos de proliferación y neurogénesis, 

los factores de crecimiento clásicamente se han visto como mitógenos en cultivos celulares. 

Al ser removidos del medio, las células se detienen entre las fases G1/S pasando a un estado 

G0102. El factor de crecimiento fibroblástico ácido (aFGF) y el bFGF son potentes mitógenos 

sobre las CPNs103.  Sin embargo, también se ha demostrado que el EGF y el TGFα son 

inductores en la diferenciación tardía de neuronas y astrocitos a partir de células progenitoras 

embrionarias, donde los fenotipos terminales son inmunorreactivos a tres neurotransmisores 

característicos del tejido estriado adulto: GABA, sustancia P y metionin-encefalina104. 

Un segundo componente que participa en los eventos de neurogénesis y que está presente en 

el nicho, como se describió arriba, son las moléculas de adhesión, donde una función que se 

destaca son los eventos morfogenéticos acompañados de una regulación muy dinámica de las 
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moléculas de adhesión involucradas.  Por ejemplo, durante el desarrollo temprano del embrión 

de pollo, el epiblasto expresa únicamente L-CAM. En la fase de neúrula, mientras se está 

invaginando la placa neural, pierde L-CAM y gana la expresión de N-cadherina mientras el 

ectodermo retiene la expresión de N-cadherina y adquiere la de L-CAM105. La PSA-NCAM 

es una molécula de adhesión celular neural asociada a un residuo de ácido polisiálico que es 

expresada principalmente en tejido neural en desarrollo y es esencial para el desarrollo 

neuronal106.  

La asociación entre el nicho vascular y los eventos neurogénicos refleja la diversidad de los 

componentes celulares a los que el nicho troncal puede estar asociado para apoyar la 

generación de células neuronales.  Los experimentos de retención de marca e inmunotinción 

de la ZSG de los cerebros de rata, han demostrado que las células en proliferación (marcadas 

con BrdU) se encuentran aglomeradas en una región densa compuesta por 37% de células 

endoteliales. Las células que adquirieron la marca de BrdU, el 44% se encontraron en la ZSG 

y 20% se hallaron dentro de la zona ventricular que fueron definidas como células 

ependimales. Al rastrear los fenotipos celulares dentro la población marcada con BrdU, se 

reveló que el 70% de las células eran inmunoreactivas a nestina y un 37% de células nestina 

(+) que coexpresaba el factor de von Willebrand y la fosfatasa alcalina. Dentro del 70% de 

células nestina (+) también se detectó el marcador glial, antígeno neural tipo 2 (NG2, del 

inglés Neural antigen type 2) en un 12% y GFAP, vimentina y S100-β que mostraron la 

presencia de astrocitos en fase S. β-III-tubulina y PSA-NCAM también fueron detectadas 

dentro de las células en proliferación. Se destaca que alrededor del 5% las células nestina (+) 

coexpresaron vimentina, GFAP o β-III-tubulina, lo que indica una progresión de un fenotipo 

únicamente nestina (+) hacia un destino glioblástico o neuroblástico. Estas células de linaje 

neural se encuentran aglomeradas alrededor de pequeños capilares, donde la marca de BrdU 

fue más intensa. Estos resultados indican que la asociación de los precursores neurales, la glía 

y la microvasculatura es un requisito que permite la proliferación de los progenitores neurales 

y la diferenciación hacia un fenotipo neuronal108,109.  
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6. Gliogénesis 

El desarrollo de oligodendrocitos y astrocitos es un proceso que ocurre después de la 

neurogénesis110. Aunque en algunas regiones cerebrales ambos eventos se traslapan. Una 

característica de este proceso es que la gliogénesis continúa aun cuando la neurogénesis ha 

cesado111. La oligodendroglía es una población celular que se desarrolla en la región ventral 

del tubo neural en desarrollo. Los precursores oligodendrocíticos (POs) se generan a partir de 

otras células de la zona ventricular, donde migran lateral y dorsalmente mientras se dividen. 

Las células post natales dejan de migrar y empiezan a madurar, acompañadas de una ganancia 

de marcadores, cambios morfológicos e inician el proceso de mielinización por los 

oligodendrocitos112,113. Las células gliales también están presentes en regiones 

extraventiculares con el potencial de generar nuevos oligodendrocitos114. Los astrocitos son 

generados desde regiones dorsales del neuroepitelio en el tubo neural115.  

El glioblasto, es un progenitor multipotente comprometido, derivado del neuroectodermo que 

genera fenotipos gliales terminales116. Los glioblastos incluso se han aislado desde la 10°-18° 

semana de gestación de tejido embrionario humano y propagado en presencia de EGF e IGF-

1117.  Los astrocitos y los oligodendrocitos diferenciados emergen de diferentes tipos de 

precursores con su propio potencial de diferenciación y respuesta a factores de crecimiento118. 

En los últimos años se han identificado al menos seis diferentes tipos de precursores gliales. 

Entre ellos el que mejor se ha estudiado es la célula precursora de oligodendroglía y astrocítos 

tipo 2 (O2A).  Es una clase de célula progenitora que genera oligodendrocitos y astrocitos tipo 

2. El nervio óptico de rata, uno de los principales modelos para estudiar la diferenciación glial, 

ha mostrado que la célula O2A se diferencia por default, hacia oligodendrocitos119. Mientras 

que en cultivo empleando FC específicos, como CTNF y LIF son capaces de diferenciar 

glioblastos hacia un tipo particular de astrocitos, los astrocitos tipo 2 o tipo 1 (especialmente 

abundantes en la materia blanca), respectivamente. Los astrocitos tipo 2, a diferencia de los 

astrocitos tipo 1, expresan A2B5 y carecen de Ran2, sin embargo, ambas poblaciones maduras 

expresan GFAP, nestina y S100-β120.  Los experimentos de trasplante demostraron que los 

precursores O2A cultivados con bFGF y PDGF se diferenciaron hacia oligodendrocitos 

mielinizantes en ratones con daño inducido en la médula espinal y no hacia población 

astrocítica. Esto representa a una población precursora glial restringida que puede generar un 
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tipo específico de fenotipo maduro121. Es importante destacar que dentro de las poblaciones 

que participan en la gliogénesis a partir de precursores gliales, existen dos fenotipos de células 

O2A, los perinatales que presentan una expresión de A2B5(+) /O4(+) y vimentina (+), 

mientras que su contraparte adulta, son inmunoreactivos a A2B5/O4 e inmunonegativos a 

vimentina. Además, los primeros son bipolares y tiene un tiempo de duplicación de 18 h, 

mientras que los adultos son típicamente unipolares y la población tarda en duplicarse 

aproximadamente 65 h122. Esta clase de precursores gliales también han sido aislados 

directamente de tejido humano a partir de muestras de materia blanca. Se han detectado 

precursores gliales inmunoreactivos a A2B5 que tienen la característica de expandirse en 

cultivo y subsecuentemente diferenciarse a oligodendrocitos funcionales con la capacidad de 

remielinizar axones dañados123. A comparación de la diferenciación in vitro, de los 

precursores O2A de roedor, las células O2A humanas han demostrado que pueden generar 

astrocitos A2B5 (+)124. La caracterización se ha realizado en células neuroepiteliales 

tempranas de roedor (10.5E) y se ha identificado una población precursora A2B5 (+) que se 

diferencia de la población O2A por su respuesta ante FC y potencial de diferenciación. Estas 

células se han denominado precursores gliales restringidos (PGRs) que inicialmente no 

expresan PDGFRα y tienen el potencial de diferenciarse hacia astrocitos A2B5(+) /GFAP (+) 

y astrocitos A2B5(-) /GFAP (+). Los experimentos a densidad clonal de las células 

multipotentes A2B5(+) indican que se generan clonas constituidas por neuronas y astrocitos. 

Cuando estos precursores neuroepiteliales se mantienen por pases tardíos, son capaces de 

generar tanto oligodendrocitos y astrocitos, pero pierden la diferenciación hacia neuronas125. 

Estas poblaciones A2B5(+) con morfología bipolar han sido detectadas en tejido fetal humano 

(15-18 semanas de gestación) mantenidas con suero fetal de cabra o en medio definido.  Se 

detectaron células con morfología bipolar A2B5 (+). Además de células con morfología 

estelar que expresa O4 y una segunda población arborizada reactiva a O1 que confirman su 

identidad de oligodendroglía126. 

En conjunto, estos resultados indican que el desarrollo embrionario del SNC, requiere de 

precursores tipo O2A y GPR multipotenciales para generar poblaciones diferenciadas 

efectoras de la mielinización de las fibras nerviosas en desarrollo. 
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Otra fuente de células maduras gliales son las oligoesferas. Son agregados celulares flotantes 

in vitro inmunoreactivas a A2B5 seleccionados a partir de una subpoblación de 

oligodendrocitos y cultivados con medio condicionado de la línea neuronal B104 en una 

condición no adherente, resultando en una proporción de 98% células GFAP (-) /GD3(+). Una 

vez que son disgregadas entre sí y se adhieren al sustrato, se inducen a diferenciar empleando 

suero fetal de cabra al 2%, generando oligodendrocitos y astrocitos tipo 1127.  

Si bien los precursores previamente descritos tienen la propiedad de generar principalmente 

oligodendrocitos, también se ha aislado y detectado una población de precursores 

comprometidos con el potencial de diferenciarse a astrocitos. En ese aspecto, se ha purificado 

y caracterizado una población celular precursora de astrocitos (APC, del inglés Astrocytes 

precursor cell) a partir del nervio óptico de rata. Las APCs se caracterizan por ser A2B5(+), 

Pax2(+) y vimentina (+), mientras que la progenie diferenciada es GFAP (+) y S100β (+). Es 

interesante destacar que las APC no sobreviven en medio con suero, pero pueden ser 

rescatadas en presencia de bFGF y factor de crecimiento glial tipo 2 (GGF-2, del inglés Glial 

growth factor type 2). La diferenciación hacia células GFAP (+) tipo astrocitos, requiere la 

presencia del factor neurotrófico ciliar (CNTF, del inglés Ciliary neurotrophic factor) o el 

factor inhibidor de leucemias (LIF, del inglés Leukemia inhibitory factor). Además, el co-

cultivo de APCs con células embrionarias del nervio óptico ha promovió su sobrevivencia y 

proliferación, sugiriendo el requisito de interacciones intercelulares y factores solubles en 

controlar el comportamiento de las células multipotentes gliales y en el control de la 

generación de astrocitos128.  

Como se describió arriba, existen dos tipos de astrocitos terminalmente maduros, los astrocitos 

fibrilares y los protoplásmicos, donde los primeros se encuentran en toda la materia blanca 

mostrando una morfología de largas prolongaciones fibrilares y los segundos se hallan en la 

materia gris formando núcleos densos inter-ramificados que se asemejan a una estructura 

esferoide129. También se clasifican como astrocitos tipos 1 y tipo 2. Los astrocitos tipo 1 son 

morfológicamente parecidos a los fibroblastos y proliferan en un medio enriquecido con EGF 

o en extracto pituitario. Los astrocitos tipo 2, tienen una morfología muy parecida a los 

astrocitos, que se dividen infrecuentemente en cultivo130. 
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Las células de la glía radial que se desarrollan desde las células neuroepiteliales tempranas 

comienzan a diferenciarse con el inicio de la neurogénesis al adquirir marcadores gliales, 

como la expresión de vimentina, GFAP, transportadores de glutamato astrocitos específicos y 

glutamina sintasa. Se ha demostrado que las células de la glía radial, fundamentales para los 

eventos de migración celular, generan neuronas y después células gliales como astrocitos y 

progenitores de oligodendrocitos lo que conlleva a que las zonas neurogénicas presenten una 

gran diversidad de fenotipos celulares 131. 

6.1 Diferenciación glial. 

Los factores solubles como las citocinas, y los FT, son jugadores clave en la diferenciación de 

precursores troncales hacia progenitores comprometidos que den lugar a neuroblastos o 

glioblastos. Mientras está ocurriendo el evento de neurogénesis, se presenta un evento de 

switch, donde Notch señaliza la diferenciación hacia linaje glial sobre las CTNs regulando a 

la baja e inhibiendo la expresión de genes proneurales lo que conlleva a que otras CTNs entren 

a la vía de diferenciación glial. Subsecuentemente, la gliogénesis es mantenida por señales 

gliogénicas como FGF2, CNTF y BMPs. Tales señales inhiben la neurogénesis por diversos 

mecanismos como activar inhibidores proneurales de la familia Hes, una familia de genes que 

codifican FT tipo hélice-bucle-hélice, que conlleva a la degradación de diversas proteínas 

proneurales y represión a nivel transcripcional. También se han visto implicados FT como 

NFIA, una familia de genes que regula el comienzo de la gliogénesis durante el desarrollo 

embrionario de la espina dorsal y es esencial para mantener reprimidos los programas 

genéticos neurogénicos de la zona ventricular. Y también en promover la migración y 

diferenciación de precursores de astrocitos en etapas más tardías del desarrollo132. El principal 

mecanismo de activación de los genes de la familia Hes, es mediante la señalización de la vía 

de Notch/Delta133. Los experimentos de knock out, en modelo murino de Hes-1, mostraron 

una desregulación de la expresión de Mash-1, una reducción de la neurogénesis y de la 

gliogénesis mientras que su sobreexpresión indujo la diferenciación prematura hacia los 

fenotipos terminales134. Este efecto de alteración de maduración de células gliales es explicado 

a través de la interacción antagonista de Hes-1 sobre Mash-1 y una segunda proteína de la 

familia de Hes, Hes-5. Cuando Jagged, se liga a Notch, se inhibe la diferenciación de los 

oligodendrocitos, lo que está correlacionado a la regulación al alza del ARNm de Hes-5135.  
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Antes se describió una población que da lugar a los oligodendrocitos, las células O2A, que 

son los precursores celulares mielinizantes del SNC, estos aparecen tan pronto como las 

células gliales durante el desarrollo, migran y se dispersan por todo el cerebro. Las células 

O2A son inmunopositivos a A2B5, al proteoglicano NG2 y al receptor PDGFR-α.  Se ha 

demostrado que el 40% de los astrocitos protoplásmicos en la materia gris son derivados de 

células gliales-NG2136 y que son inmunorreactivos a GFAP y S100B, los oligodendrocitos 

además presentan marcadores O4, BMP y CNPasa, OLIG 1/2 y GalC 137.  

6.2 Efecto de agentes solubles. 

En el desarrollo embrionario, las zonas germinales subventriculares, son la fuente de la 

población de precursores O2A, que migran al resto del SNC. El PDGF es un factor importante 

en la estimulación de la proliferación de células O2A. En los experimentos de co-cultivos con 

neuronas que expresan las subunidades A/B de PDGF, los progenitores se han mantenidos en 

proliferación en la presencia de bFGF y PDGF. Esto estimula el nivel de expresión del FT 

POU y promueve la diferenciación hacia oligodendrocito acompañado de un aumento de 

genes específicos mielinizantes138. El NGF es secretado por células gliales139 y se ha reportado 

que afecta negativamente la proliferación de astrocitos a través del receptor de 

neurotrofinina137.  Los factores promotores de la glía (GFP, del inglés Glia promoters factors) 

son péptidos del SNC que estimulan la proliferación específica de poblaciones gliales. La 

oligodendroglía prolifera por acción de GPF1 y GPF3140. 

 

7. Células troncales epidermales 

Las Células Troncales Epidermales (CTEpi) se ocupan no solo de regenerar a las células de 

las distintas capas de la epidermis y de participar en la homeostasis de la integridad de la piel 

y de los folículos, sino que también representan el inicio de algunos tumores y una diana para 

las terapias génicas141. En mamíferos, después de la gastrulación, las células superficiales 

dorsolaterales del ectodermo se convierten en epidermis a partir de una monocapa 

indiferenciada de progenitores celulares, poseen las características comunes a todas las CTs, 

son capaces de autorrenovarse y diferenciar a múltiples linajes que derivan del tejido de 

origen, así mismo ante un daño producido en la piel son capaces de incrementar su 

proliferación y reparar la lesión completamente142. Las CTEpi residen en la capa basal 
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germinativa, que es una capa epitelial mitóticamente activa (Figura. 8). A medida que la 

célula escapa de la membrana basal hacia la superficie epidérmica, salen del ciclo celular, 

detienen la expresión de integrinas y laminina y activan programas genéticos de diferenciación 

terminal143. Las CTEpi en su función de mantener la integridad del tejido a largo plazo ante 

daños, da origen a una célula troncal idéntica y una célula progenitora de amplificación 

transitoria con potencial proliferativo, pero con una reducida capacidad de autorrenovación. 

Los ciclos celulares de las CTEpi se caracterizan por ser largos, una ventaja biológica donde 

se conserva la capacidad proliferativa se minimizan los errores asociados a la replicación141. 

Se ha demostrado que las CTEpi expresan diversos marcadores como SOX-9, GLI-1 y 

CD34144,145. 

 

8. Plasticidad 

8.1 Definición operativa  

La plasticidad, es un atributo de algunas células que indica su capacidad para diferenciar a 

otra estirpe no relacionada con su linaje (o de distinto origen embrionario) y que no está 

Figura 8. Estratos dérmicos que componen las diferentes capas de la piel. La piel está compuesta por 

diferentes capas de células que le permiten cumplir sus funciones fisiológicas de barrera y regenerativas. Las 

células que continuamente se encuentran en proliferación son las células de amplificación transitoria debido 

a su papel en la regeneración del tejido dañado y en el recambio tisular. Si bien son células con una elevada 

capacidad de expansión, son poco autorenovantes. Las células de la capa basal son células troncales que se 

encuentran en quiescencia hasta que se requiere repoblar el pool de células de amplificación transitoria.  
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completamente definido, siendo flexible y en consecuencia responde a señales del 

microambiente que las rodea y ante señales de daño o alteración de la homeostasis146. 

Existen tres eventos de plasticidad que ocurren naturalmente y que se investigan activamente. 

La meta principal de la medicina regenerativa es aprovechar dicho conocimiento para auxiliar 

en el reemplazo de células dañadas o perdidas. De manera general, se ha observado donde una 

fuente celular primaria es capaz de regresar a estadios menos diferenciados 

(desdiferenciación)147 o cambiar directamente a otra estirpe celular (transdiferenciación) e 

inclusive adquirir fenotipos de células precursoras proliferantes relacionadas de otro linaje 

(transdeterminación)148 (Figura.9). Se ha propuesto que dichos eventos se acompañan de 

mecanismos de reprogramación de la cromatina. 

 

Figura 9. Panorama general de la reprogramación, transdiferenciación y desdiferenciación. Las células 

diferenciadas bajo ciertas condiciones de cultivo son capaces de desdiferenciarse hasta un nivel pluripotente 

(marcado con las líneas punteadas), y las células pluripotentes tienen la habilidad de diferenciarse hacia 

cualquier tipo de linaje celular. En a), es un evento de reprogramación, un mezcla de factores definidos pueden 

reprogramar el núcleo celular somático para llevarlo a un estado semejante a la célula embrionaria. La 

transdiferenciación, b), es un fenómeno inducido mediante factores definidos se favorece la conversión a una 

célula completamente diferenciada de otra capa germinativa. Es un evento que bien puede ocurrir de forma 

directa o puede cursar con un paso de desdiferenciación hacia un progenitor y reediferenciarse a un tipo celular 

cercano. En c), la desdiferenciación, un fenotipo celular completamente maduro regresa a un estado celular 

previo de su propio linaje, donde puede adquirir la propiedad de proliferar y volverse a diferenciar, en especial 

en tejidos que pueden sufrir daño y el pool de precursores se ha reducido. Tomado y modificado de Jopling e 

Ispizua Belmonte148. 
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8.2 Reprogramación nuclear 

Tal vez el proceso de reprogramación que ha llamado más la atención es la reprogramación 

nuclear, que se favorece a través de un proceso de desdiferenciación, para generar células 

troncales pluripotenciales, como la respuesta más plástica. Éste involucra el uso de factores 

exógenos que son capaces de convertir directamente, células diferenciadas hacia un estado 

pluripotente, es decir con el potencial de diferenciarse hacia cualquier tipo celular149. El 

mecanismo de la reprogramación se está comenzando a entender e involucra FTs y 

modificaciones epigenéticas. Se sabe que el genoma contiene numerosas secuencias de 

elementos de respuesta, donde potencialmente se pueden unir FTs.  La remodelación de la 

cromatina juega un papel clave en el mecanismo de reprogramación nuclear. La estructura 

local de la cromatina restringe el acceso a diversos FTs a un cierto número de sitios de unión 

al ADN permitidos. En un evento de reprogramación, los FTs no sólo deben unirse a sitios 

específicos de la eucromatina, sino remodelar la cromatina para facilitar el acceso a otros FTs 

que requieren ser reclutados.  Tres hipótesis explican los eventos que ocurren cuando los FTs 

se unen a sus elementos de respuesta: 

 

i. Modelo del amplificador permisivo: Los eventos de remodelación de la cromatina se pueden 

iniciar al sobrepasar los efectos epigenéticos de silenciamiento mediados por el grupo 

polycomb al unir FTs a elementos permisivos amplificadores en promotores de 

determinados genes149. 

 

ii. Modelos del factor pionero: Los factores pioneros se pueden unir a sitios de la cromatina 

de fácil acceso y pueden activar genes no permisivos al desensamblar nucleosomas, 

reclutar complejos remodeladores de la cromatina y FTs adicionales150. 

 

iii. Modelo de accesibilidad espontánea: Dada la naturaleza estocástica de los eventos 

dinámicos asociados a la relajación y condensación de la conformación de la 

cromatina, varios elementos de regulación en cis pueden acceder a determinados sitios 

de unión a ADN en función de la concentración celular de los FTs reguladores. Un 

mayor aumento de los FTs se traduce en una mayor probabilidad de eventos de unión 
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a secuencias reguladoras. Es un modelo que explica como los factores remodeladores 

de la cromatina, pueden ser reclutados en un sitio particular de un nucleosoma para 

relajar el enrollamiento del ADN al que está asociado151,152. 

8.3 Desdiferenciación 

Es un fenómeno que involucra la regresión de una célula terminalmente diferenciada y 

funcional a estadios más tempranos de su propio linaje. Se han documentado casos de 

desdiferenciación en muchas especies de vertebrados no mamíferos. El corazón del pez cebra 

es capaz de regenerarse completamente tras la amputación del 20% de su ventrículo153,154. 

Esto significa que los cardiomiocitos circundantes deben desdiferenciarse, proliferar y re-

diferenciar a tejido cardiaco. Lo que conduce a una regulación a la baja de genes 

cardiomiocitos-específicos como la cadena pesada de la miosina ventricular155, así como   una 

regulación a la alza de genes inductores del ciclo celular (Figura. 10)156.  Ejemplos de esto en 

los mamíferos, se encuentran en las células de Schwann, que se encargan de mielinizar los 

axones de las neuronas del SNP, se desdiferencian y proliferan ante un daño al nervio al que 

están asociadas157. Otro ejemplo se da cuando los lóbulos hepáticos son dañados por diferentes 

tipos de trauma o ante un evento de trasplante. En este caso, se ha establecido que un tipo de 

células troncales adultas (CTA) residentes, las células troncales mesenquimales, se encargan 

de regenerar el tejido hepático dañado158,159.  

 

 

 
Figura 10. Evento natural de desdiferenciación en pez cebra. Cuando al órgano cardiaco del pez cebra 

se amputa una parte del ventrículo, los cardiomiocitos circundantes al área de la amputación se 

desdiferencian, expresan un perfil molecular de ciclo celular a la par que regulan a la baja genes de 

diferenciación, proliferan y vuelven a diferenciarse para suplir las células faltantes. Tomado y modificado 

de Jopling e Ispizua Belmonte148. 
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8.4 Transdiferenciación 

Involucra el cambio de linaje de una célula diferenciada a otro sin pasar por un estado de 

pluripotencia inducido147, aunque el término se ha empleado también para la conversión de 

una célula troncal tejido específica a otro linaje. La transdiferenciación de páncreas a hígado 

es un ejemplo bien documentado. La formación intrapancreática de tejido hepático se puede 

inducir en roedores, al alimentarlos con una dieta deficiente de cobre adicionada con un 

quelante de cobre o exponerlas a un carcinógeno bajo una dieta deficiente de metionina. La 

transdiferenciación normalmente en procesos regenerativos, expresan marcadores del 

precursor al que fueron des diferenciadas y entonces, re-diferencian a un linaje distinto, esto 

es, transdiferenciación indirecta. En la transdiferenciación directa, se diferencia un tipo celular 

específico de linaje a otro sin involucrar un paso de división celular de la célula parental o de 

la formación de un fenotipo intermediario160. 

8.5 Transdeterminación 

Es un evento plástico, donde ocurre un cambio del compromiso de linaje de células 

precursoras a un tipo celular relacionado. Se ha demostrado que la inducción de la expresión 

ectópica de neurogenina 3 (Ngn3), en células hepáticas, las impulsa transitoriamente hacia un 

fenotipo pancreático secretor de insulina. La magnitud del evento de transdeterminación 

promovido   por Ngn3 fue capaz de establecer aglomerados celulares tipo islotes pancreáticos 

en el modelo murino e inducir la secreción del polipéptido pancreático, somatostatina y 

glucagón161. Otro ejemplo que ejemplifica los eventos de plasticidad en la diferenciación en 

organismos pluricelulares, en donde se induce la transdeterminación de  un tipo celular a otro 

linaje, es el que se puede observar experimentalmente durante el desarrollo de D. 

melanogaster, en donde se cambia la ubicación de los discos imaginales, por ejemplo los 

discos imaginales que normalmente dan lugar a las patas traseras, se pueden cambiar de 

ubicación a una región abdominal en larvas hembra, en cuyo caso al desarrollarse hacia un 

estado larvario más tardío, las células que en condiciones normales formarían una pata del 

organismo, se transdeterminan hacia células que darán lugar a una ala. Este resultado se 

relaciona con la presencia de winglesss en una región que antagoniza la actividad de los genes 

polycomb a través de la señalización de JNK162. 
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La desdiferenciación, la reprogramación nuclear, la transdeterminación y la 

transdiferenciación son ejemplos de la capacidad plástica ya sea natural o inducida que las 

poblaciones celulares poseen, o bien que pueden ejercer en diferentes contextos intracelulares 

o en respuesta al dinámico cambio del microambiente al que están expuestas.  

 

 

9. Medios condicionados de origen neural  

9.1 Su efecto sobre la diferenciación y la proliferación celular. 

 El medio condicionado libre de suero (MC-LS), contiene agentes solubles de distinta 

naturaleza química (como metabolitos, hormonas, factores de crecimiento y proteínas de la 

MEC) secretados al entorno por un cultivo celular, los que pueden impactar en los procesos 

de crecimiento, proliferación, sobrevivencia, quiescencia, y diferenciación. Se han realizado 

ensayos de formación de cuerpos embrioides en presencia de MC-LS generado por 

precursores embrionarios pancreáticos (16.5 E) sobre células troncales embrionarias, lo cual 

permitió diferenciarlas como precursores pancreáticos. Esto se demostró por un aumento en 

el perfil de ARNm de insulina, PDX-1, coexpresión de insulina, péptido C y Glut2. Como es 

de esperarse de un evento que encamine hacia la diferenciación, el ensayo de incorporación 

de BrdU, mostró que la proliferación se redujo en un 40% en comparación a las CTE sin 

tratamiento de MC163. En un experimento similar empleando MC-LS, se favoreció la 

diferenciación hacia precursores de hepatocitos acompañándose de un perfil de expresión de 

HNF-α, albúmina, cadherina-E y Cy3A4, a partir de CTE 164.  

Los eventos de diferenciación a partir de precursores celulares hacia linaje neural son 

investigados activamente como una herramienta terapéutica en la que potencialmente podrían 

retrasar o curar enfermedades neurodegenerativas. En un experimento empleando células 

progenitoras hipocampales (CPH) de rata en presencia MC-LS derivado de astrocitos 

corticales, se observó la capacidad del MC-LS en favorecer la diferenciación neuronal. En el 

mismo estudió también se analizó el papel que las interacciones célula-célula ejercían sobre 

la neurogénesis, además de investigar el rol de los factores solubles secretados por los 

astrocitos se empleó un sistema de co-cultivo sin contacto. La expresión basal de TUJ1, un 
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marcador neuronal, por parte de las CPH, fue del 14%, en comparación al 25% cuando las 

CPH estaban en presencia de astrocitos. Los resultados, en el sistema Transwell, una 

configuración de cultivo, donde ambos tipos celulares comparten el mismo medio, pero 

adheridos en superficies diferentes a modo de pastel, que evita los contactos intercelulares, 

demostraron el incremento en la expresión de TUJ-1 hasta el 64%. Es importante destacar que 

la presencia del contacto entre astrocitos tuvo un efecto supresor de la diferenciación neuronal, 

lo que resalta la importancia de emplear MC para facilitar y favorecer los eventos 

neurogénicos165. El empleo de MC-LS en experimentos in vivo, han demostrado su efecto en 

promover la neurogénesis en modelos murinos en relación con los factores solubles derivados 

de las células endoteliales.  En un experimento de infusión intraventricular de MC-LS 

generado por progenitores endoteliales, se demostró que tiene la capacidad de promover de 

forma endógena, la neurogénesis de las CTN residentes166.  También se ha evaluado el efecto 

del MC-LS derivado de células troncales mesenquimales (CTM) en inducir la neurogénesis 

en un modelo murino de isquemia cerebral. Tras inducir un evento isquémico mediante la 

oclusión de la arteria cerebral por 90 minutos, se inyectó MC-CTM en el ventrículo cerebral. 

Se demostró que el perfil de expresión de nestina, Ki-67 y DCX en el estriado y en el córtex 

se habían incrementado significativamente respecto a los animales control. Esto indica que el 

MC es una herramienta efectiva para inducir a los precursores neurales a proliferar y a adquirir 

marcadores de diferenciación167.  

Los diversos medios condicionados del linaje neural se pueden clasificar en función del 

principal componente celular de linaje restringido del que se derivó: (i) neuroblástico y (ii) 

glioblástico. Al categorizar de esta manera se permite resaltar los componentes que podrían 

participar en los efectos celulares que cada progenitor establece en los medios condicionados 

que se generan. 

El ácido retinoico es un morfógeno liposoluble que está participando en la diferenciación 

terminal de las CPNs al disminuir la tasa de síntesis de los FT tipo bHLH, como los son los 

inhibidores de diferenciación, ID1, ID2 e ID3 en las células del linaje SH-SY5Y mientras los 

genes proneurales, NEUROD6 y NEUROD1 se regulan a la alza168. Los miembros de la 

familia Wnt, como Wnt3a que están presentes en el MC-LS derivado de CTEs, han sido 

evaluados por su acción neurogénica. En un experimento in vitro, se derivaron neuroesferas 

del telencéfalo de un embrión murino en desarrollo, las CTN fueron expuestas a un MC 
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derivado de CTE previamente mantenidas en presencia de bFGF. Se demostró que el MC-

CTE si bien promovió la diferenciación de las CTN hacia células neuronales MAP2(+) y 

células gliales GFAP (+), se suprimió el número de progenitores comprometidos PDGFR (+) 

/O4(+) /nestina (+). Cuando se retiró bFGF, que es normalmente empleado en el 

mantenimiento de las CTNs en presencia de MC-Wnt3a, aumentó el número dos veces y 

media de células MAP2(+) acompañadas de una expresión atenuada de nestina, indicando que 

Wnt3a está promoviendo la diferenciación hacia células neuronales. Sin embargo, el número 

de células marcadas con BrdU fue casi el mismo entre las CTN tratadas con MC-Wnt3a vs 

control. La relación entre el número de células GFAP (+) tratadas vs control, fue de 2.7 veces 

mayor a la par que el número de células O4(+) disminuyó. Esto indicó que el MC derivado de 

CTN que contiene Wnt3a amplificó selectivamente la diferenciación neuronal y glial a 

expensas de la autorrenovación de las CTNs169.  

Los MC de origen neural, tienen la propiedad de amplificar la diferenciación terminal a partir 

de células de neuroblastoma, como los presentes en la línea SH-SY5Y. El MC derivado de 

CTN en presencia de AR como coadyuvante se ha evaluado como un promotor de la 

diferenciación hacia células neuronales. Si bien el tratamiento con AR puede impulsar a las 

células SH-SY5Y a la apoptosis, el medio condicionado derivado de células troncales neurales 

(MC-CTN) tiene un efecto protector en la sobrevivencia de los precursores neurales. Además 

del efecto protector del tratamiento combinado (MC-CTN+AR), la relación del fenotipo β-

III-tubulina (+) generado fue del 88% y 91% al tercer y séptimo día de tratamiento, 

respectivamente. Esto demuestra el papel funcional que tiene el MC de origen neural en 

facilitar la inducción de células con características neuronales170.  

El mecanismo de acción básico de los MC es el de señalizar y activar mediante distintos 

factores solubles que lo componen, diferentes respuestas celulares. También las interacciones 

intercelulares que conforman al nicho son una de las formas en cómo se regula el fino balance 

entre el estado de quiescencia y el asociado a la  proliferación en células precursoras, ya sea 

mediante eventos de fosforilación de la vía ERK/JRK o por la participación de factores 

neurotróficos como el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF, del inglés Brain 

derived neurotrophic factor), NT-3171 e IGF-1172, mientras que los factores que componen al 

MC de las CTMs impactan en la diferenciación  y viabilidad celular de glía derivada de 

CPNs173. 
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9.2 Caracterización de medios condicionados de origen neural. 

Con el advenimiento de las tecnologías “ómicas” y el desarrollo de la proteómica junto con el 

empleo cada vez más extendido de los MCs como agentes reguladores de linaje, se hizo 

necesario dilucidar los componentes químicos que están participando en la inducción de la 

proliferación y diferenciación. 

Los tumores son masas celulares heterogéneas, compuestos de células endoteliales, células 

diferenciadas y precursores celulares que mantienen su crecimiento celular, promueven la 

angiogénesis y participan en su metástasis, lo que conlleva a que secreten moléculas de diversa 

naturaleza que enriquecen el MC. El conjunto de moléculas presentes en el medio de cultivo 

que recibe la producción de las células cultivadas se reconoce con el término de “secretoma” 

pues hace referencia únicamente a las proteínas secretadas por todos los tipos celulares 

presentes en una condición experimental dada que están participando en el mantenimiento de 

la comunicación celular, proliferación, metabolismo y del sistema inmune174,175.  

9.2.1 Medios condicionados derivados de meduloblastoma 

El meduloblastoma (MB) es el tipo de cáncer pediátrico cerebral más común, mortal y más 

agresivo. Presenta una alta dependencia de una proteína denominado ciclina D1176 cuya 

regulación es dependiente de FT como PPARγ, MyoD y Oct1177 e interacciones con la MEC. 

Una de las líneas celulares que ha permitido conocer lo que se expresa en el tumor es la línea 

DAOY, la cual fue derivada de un meduloblastoma cerebelar178.  

La elucidación del secretoma mediante diferentes tecnologías ómicas, ha permitido definir los 

componentes químicos de algunas líneas celulares como los son, la del epitelio retinal179, de 

la CTM180 y de origen neuroglial. 

Entre los estudios proteómicos en líneas neurales humanas, se encuentra el perfilado del 

secretoma de las CTNs en diferenciación hacia neuronas, mediante electroforesis 2D, que 

detectó   956 proteínas, las cuales se clasificaron en 21 categorías funcionales diferentes. 

Alrededor del 21% son proteínas relacionadas al metabolismo, a la síntesis de proteínas, 

proteínas de shock térmico, metabolitos de ARN y señales de transducción. En la categoría de 

división y ciclo celular se identificaron a la proteína de migración nuclear NudC que se regula 

a la alza181, una proteína altamente conservada implicada en la migración neuronal durante el 
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desarrollo del neocórtex. La cual es requerida para la migración nuclear de los progenitores 

de la glía radial182. La proteína de ensamblado de nucleosoma tipo 1 (NAP1L), se detectó 

regulada al alza. Es una familia de cinco proteínas, cuya importancia biológica está 

demostrada en los mutantes Nap1l2. Estos ratones presentan una sobre proliferación de CTNs 

y una disminución de la diferenciación neuronal. A nivel molecular, controla genes del ciclo 

celular como Cdkn1c mediante la acetilación de histonas. También interactúa con otras 

proteínas de la misma familia mediante hélices alfa conservadas que en conjunto reclutan FT 

y participan en la remodelación de la cromatina183. La proteína de choque térmico 70 kDa, se 

ha descrito como un regulador que favorece el crecimiento del glioblastoma. Los 

experimentos in vitro han demostrado que la regulación a la baja de esta proteína promueve 

un fenotipo invasor integrina β1(+), mientras que en el análisis 2D su cuantificación demostró 

su aumento durante la diferenciación184. Se detectaron dos proteínas pertenecientes a la 

categoría de síntesis, degradación y metabolismo de proteínas. la ubiquilina-1 y el factor de 

elongación 2 (EF-2), ambos participan en el desarrollo neuronal. La ubiquilina-1 es un factor 

que protege contra la apoptosis neuronal y se cuantificó como regulada a la baja cuando las 

CTNs están diferenciando185 El EF-2, incrementa la síntesis de proteínas involucradas en la 

diferenciación neuronal de células de neuroblastoma de ratón186. 

El análisis proteómico de DAOY mediante electroforesis 2D, identificó 53 proteínas, de las 

cuales 25, estaban sin caracterizar funcionalmente187. Entre ellas, se identificó a la matrina-3, 

una proteína que participa en la estabilización del ARNm mediante la formación de complejos 

supramoleculares188. La caracterización del secretoma del MC de DAOY, ha identificado la 

presencia de vesículas extracelulares (VEs)189.  Entre las proteínas contenidas en las VEs, se 

encuentran, β-actina, GRP78, un regulador maestro de la respuesta a proteínas mal plegadas, 

que se encarga de reducir el estrés dentro del retículo endoplásmico190. También se detectó la 

presencia de HSP90, una proteína de choque térmico, cuyas funciones además de participar 

en el plegamiento correcto de las proteínas, está en el mantenimiento de los cilios191. En un 

estudio proteómico de las líneas de meduloblastoma, DAOY y D283192, se confirmó el origen 

neural de ambas líneas celulares, al identificarse la enolasa específica de neurona (NSE, del 

inglés Neuronal specific enolase), la forma más abundante de enolasa glucolítica presente en 

las neuronas adultas que tiene un papel mitótico en los cultivos de neuronas empleando NGF 

como coadyuvante193.  
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Si bien el meduloblastoma cerebelar tiene un origen neuroectodérmico y una célula iniciadora 

de tumores con propiedades de proliferación denominada meduloblasto con un perfil nestina 

(+) Rb/p53(-) con la capacidad de dar lugar a neuronas, células musculares y glia194,195, el 

glioblastoma tiene diferentes tipos de células iniciadoras de tumores entre ellas CTNs196, por 

lo tanto, puede dar lugar a una secreción diferencial que modifique el contenido del MC. Un 

atributo común de las células tumorales es la secreción de diferentes factores de crecimiento 

que señalizan autócrina o parácrinamente su proliferación continua.  En los cultivos de CT 

tumorales en proliferación, se ha cosechado MCs enriquecidos de importantes factores de 

crecimiento y promotores de la proliferación celular  entre las que se encuentran: precursor de 

granulina (GRN, del inglés Granulin precursor), factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF, del inglés, Vascular endotelial growth factor), precursor de proteína priónica (PRNP, 

del inglés Prion precursor protein),  proteína de unión al factor de  crecimiento insulínico tipo 

5 (IGFBP5, del inglés Insulin growth factor binding protein type 5) y la proteína de unión a 

Mac type 2 (Mac-2BP, del inglés Mac binding protein type 2)197-199. Es importante destacar 

que FCs como VEGF, fue secretado dentro de exosomas por cultivos primarios de 

glioblastoma multiforme, células que se encuentran situadas en el nicho vascular, asociadas 

con las células endoteliales de la microvasculatura. La función de VEGF asociada al interior 

de los exosomas parece incrementar la permeabilidad y la angiogénesis200. Sin embargo, 

también se detectó que VEFG secretado, promueve la proliferación de las CTs iniciadoras en 

función de la cantidad de receptores de VEGF tipo 2 disponibles a los cuales acoplarse. Los 

experimentos demostraron que, bajo condiciones de hipoxia, la ausencia de VEFG no abatió 

la proliferación de los precursores. Sin embargo, en hipoxia en la presencia de VEGF (100 

ng/mL) promovió la proliferación en dos veces respecto a la condición de normoxia con la 

misma concentración del FC. Esto indica que VEGF es un inductor de la propagación y que 

la hipoxia cumple un efecto sinérgico201.  

Las granulinas también fueron detectadas en el secretoma de las células de glioblastoma199, 

estas cumplen una función lisosómica y están involucradas en la inflamación y en la 

proliferación celular202. Otro FC detectado en el secretoma del glioblastoma y que estimula la 

proliferación de células de tumores del SNC, es el factor de crecimiento nervioso (NGF, del 

inglés Nerve growth factor) que activa la vía de señalización de Notch. En las células troncales 

de glioblastoma (CTG), se evaluó la presencia de NGF en cultivos de CTG de una línea U-
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87. Mediante un ensayo de MTT, se detectó una mayor expresión de los genes Hes1 y Notch-

1, dependiente de la concentración de NGF y se identificó que NGF estimula la proliferación 

celular. Los experimentos por Western blot, revelaron que esta estimulación es mediada por 

la vía de Notch1 a través de Hes-1203.  En un experimento de diferenciación mediante AMPc 

dibutílico en líneas celulares de meduloblastoma (MED-3), y neuroblastoma (NB-1 y GOTO), 

se determinó que el AMPc indujo la sobreexpresión del receptor de NGF acompañado de un 

incremento en la expresión de proteínas NFM por parte de las células MED-3, pero que eran 

ausentes en las células NB-1 y GOTO. Este comportamiento, se tradujo en una inhibición de 

la proliferación del 62% de la línea celular MED-3204.  

Los resultados previos se ven reforzados por la evidencia que muestra, que NGF no actúa 

como un agente de diferenciación en líneas celulares de meduloblastoma (UW228 y UW443) 

a pesar de que alrededor del 8% de las células expresan un receptor de NGF. Sin embargo, a 

pesar de la ausencia de NGFr, el AR fue capaz de inducir cambios morfológicos, alargamiento 

del soma y crecimiento de procesos205. En las células neuroblásticas, NGF, ha sido reportado 

como un factor que reduce la respuesta a EGF (3<), respuesta medida por los niveles de 

ornitina descarboxilasa206. Estos resultados muestran el comportamiento diferencial que 

pueden tener varios componentes de los MC de líneas tumorales del SNC. 

La caracterización de la línea de glioblastoma U251 mostró la secreción de interleucinas (IL),  

IL-1, IL-8,   cristalina gamma E tipo 2,  tenascina C , prepropéptido de galanina tipo 1, 

pentraxina 3, SERPINE1, estaniocalcina, factor de comunicación celular de red tipo 2 y  la 

cadena alfa de colágeno 2 tipo 4 (COL4A2, del inglés Collagen type IV Alpha 2 chain)207 y 

los factores exógenos  secretados por las CTs tumorales que predisponen a un estado lábil a 

las CPNs a transformarse a un fenotipo aberrante de mayor proliferación208.  

IL-1, es una molécula que además de participar en la consabida respuesta proinflamatoria209, 

también ha demostrado ser un agente con la propiedad de modificar el perfil del secretoma de 

las células troncales germinales (línea celular U251) 207. Las células de esta clase de tumor 

cerebral son muy sensibles a la estimulación por IL-1210 debido a su papel en comenzar la 

cascada neuroinflamatoria del SNC cuando es liberada por los astrocitos211. El análisis 

comparativo del secretoma de CTG estimulado con IL-1 vs sin estimulación de IL-1, mostró 
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una regulación diferencial de 190 proteínas que incluyen citocinas, quimiocinas, FC, 

proteasas, moléculas de adhesión celular, proteínas de MEC y otras proteínas relacionadas.  

Una variante de SERPINE1, ha sido descrito como un gen que promueve la longevidad en la 

comunidad Amish judía, debido a su asociación en células eucariotas con telómeros más 

largos. La presencia de SERPINE1 en el MC de U251, la sugiere como un factor autocrino o 

paracrino que promueve la estabilidad genómica de los telómeros212. También está descrita 

como un gen modulador de la metástasis de las CTG. Los experimentos knock down de 

SERPINE1, demostraron tener un efecto supresor del crecimiento del tumor y de la invasión 

en el cerebro213.  

En el espacio extracelular de DAOY, se ha identificado la presencia de IGF-2 y Shh como 

agentes mitóticos de células precursoras cerebelares. La importancia de IGF-2 radica en que   

es descrito como un mitógeno fetal involucrado en la progresión de diferentes tumores con 

origen embrionario214. En un análisis comparativo del efecto de IGF-2 en la proliferación de 

dos clases de meduloblastomas, clásico y desmoplásico que evaluaba el nivel de expresión de 

ARNm de IGF-2 en presencia Shh, se halló que Shh inducía un mayor nivel de la transcripción 

de IGF-2 en la variante desmoplásica en comparación al grupo clásico. Los experimentos de 

consumo de timidina-H3 en presencia de IGF-2, en conjunto a la línea celular DAOY, 

demostraron que ni DAOY (0.75 conteos por minuto) ni una línea celular derivada de un 

meduloblastoma clásico, D283MED, (0.94 cpm) tuvieron una proliferación significativa vs 

control (1.0 cpm). Sin embargo, en las líneas celulares derivadas de un meduloblastoma 

desmoplásico, tanto D245MED (1.82 cpm) como MHH-MED-1 (1.83 cpm), se impactó en  

su proliferación por la presencia de IGF-2. Los resultados indican que IGF-2, tiene un 

importante papel en la proliferación mediante un mecanismo autocrino215.  

PDGF, es un FC detectado en el MC de la línea celular de meduloblastoma cerebelar (TE-

671). En ese estudio, se cosechó el MC-LS de TE-671 enriquecido por 48 horas para evaluar 

su efecto en la proliferación sobre una línea celular de fibroblastos (3T3) en presencia de 

timidina-H3. Se detectó que la condición con MC-PDGF 50% tuvo el mayor efecto en la 

incorporación de timidina (15x103 cpm) por las células 3T3 en comparación a la condición 

MC-PDGF 10% (5x103 cpm)216.  También se ha descrito que PDGF, está participando en la 
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adquisición del fenotipo neuronal (NFL+, NP-Y+) pero con bajo nivel de expresión de c-myc, 

vía activación del PDGFr-α217. 

En conjunto, estos trabajos indican que las CTNs o los precursores neurales, secretan agentes 

solubles al entorno de diferente naturaleza química, que impulsan su proliferación y 

sobrevivencia celular218,219. En el contexto del presente trabajo, esto sugiere algunas señales 

solubles que podrían contener los MC-LS derivados de líneas tumorales del SNC, podrían 

participar en las diferentes respuestas celulares que favorezcan eventos de plasticidad. 

 

9.2.2 Medio condicionado derivado de neuroblastoma. 

El neuroblastoma es descrito como un cáncer embrionario del sistema nervioso autónomo 

(SNA), si bien es el cáncer más diagnosticado durante el primer año de vida220, tiene una de 

las tasas más altas de remisión espontánea y completa221. Por lo tanto, ha sido de especial 

interés la resolución del secretoma/MC en los sistemas in vitro. 

La caracterización proteómica de la línea celular SH-SY5Y, ha sido realizada mediante 

espectrometría de masas de su secretoma, en donde se detectó la presencia de gránulos de la 

familia de las graninas o secretograninas, miembros como la cromogranina A, cromogranina 

B, secretogranina III y VEGF. Además de otras 119 proteínas, de ellas 115 requeridas para la 

translocación del retículo endoplasmático y proliferación como Nap111, complejo de 

distribución nuclear C (NudC, Nuclear distribution complex C) del inglés y Vcp.   También 

se identificaron por predicción basada en algoritmos (SecretomeP) proteínas secretadas de 

forma no canónica pertenecientes a funciones reguladoras del ciclo celular, proliferación y 

adhesión celular como la profilina-1, nucleolina, β-V-tubulina y la molécula de adhesión 

celular neural222. 

 La proteína Nap111, es una chaperona de histonas que participa en el borrado de la impronta 

paterna en precursores de las células germinales primordiales223. NudC, es una proteína 

previamente descrita en el MC de glioblastoma, con una función en participar en la migración 

nuclear durante la neurogénesis224. NGF es una molécula previamente descrita, secretada por 

líneas celulares de glioblastoma (U87MG) y neuroblastoma (IMR-32). En otro estudio se 

evaluó el efecto de los MC de IMR-32 y U87MG en el crecimiento y desarrollo de las neuritas 
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en un modelo de feocromocitoma murino (PC12). Se encontró que los MCs de ambas líneas 

celulares, fueron capaces de inducir el crecimiento de las neuritas dentro de las 48 h de 

incubación sobre las células PC12. Además, ambos MCs detuvieron la proliferación de las 

PC12. Por lo tanto, NGF es un factor soluble que promueve la adquisición de un fenotipo 

neuronal a pesar de detener el crecimiento celular225.  

La investigación en comunicación celular ha identificado que además de los factores solubles 

que se trataron con especial interés, también existen pequeñas vesículas lipídicas, cuya 

caracterización está siendo una importante área de estudio en la biología molecular.  Los 

exosomas son vesículas lipídicas provenientes de la membrana celular de 30 a 120 nm de 

diámetro secretadas por muchos tipos celulares, contienen ácidos nucleicos, lípidos y 

proteínas. La literatura demuestra que son especialmente ricos en proteínas y miRNAs que 

regulan el crecimiento, el metabolismo y la diferenciación226,227,228.  

El análisis proteómico de las VEs de las líneas celulares de neuroblastoma HTLA-230 y SH-

SY5Y, identificaron la presencia de las siguientes proteínas: fibronectinas, proteínas de 

choque térmico, proteínas relacionadas al citoesqueleto, prominina-1, basigina, y CD276229.  

Prominina-1, es un marcador de CT tumoral del SNC que identifica tanto a neuroblastoma 

como a glioblastoma. Los cultivos de neuroblastoma, identificaron a dos subpoblaciones de 

progenitores neurales que manifiestan un perfil inmunopositivos a Olig-2 (95%), Sox2 (18%), 

NG2 (4%) y GFAP (3%) para la primera población y Olig2 (97%), Sox2(11%), GFAP (5%) 

y NG2 (5%) para las células de la materia gris. La incorporación de BrdU en la población 

tanto de la materia gris como de la blanca fue casi idéntico (~3%), mientras que las células 

que NG2 originarias de la ZSV, mostraron una incorporación elevada de BrdU (90%). Estos 

resultados permiten concluir que prominina-1 tiene un efecto inductor de la proliferación en 

los precursores neurales230. Basigina (Bsg), es una inmunoglobulina (Ig), detectada en el 

desarrollo embrionario y en carcinomas embrionarios231. Está descrita como una proteína con 

dos dominios tipo Ig. En los experimentos knock out de Bsg en modelo murino, muestran 

anormalidades neurológicas. A nivel celular, induce la liberación de metaloproteinasas232  
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10. ANTECEDENTES 

El descubrimiento de la generación de células troncales pluripotenciales inducidas (iPS, del 

inglés induced Pluripotencial Stem) por sobreexpresión viral de cuatro factores de 

transcripción (Oct3/4, Sox2, c-Myc y kfl4) por Yamanaka y Takahashi233 en células somáticas 

produjo un cambio de paradigma y demostró que, a pesar de la complejidad del desarrollo 

embrionario de un organismo, en realidad se requiere la participación de pocos FT para inducir 

un estado pluripotencial. Las iPS demostraban ser morfológicamente y funcionalmente muy 

similares a las Células Troncales Embrionarias.  Las iPS cuando son trasplantadas evolucionan 

en un teratoma en modelos de xenotrasplantes murinos. A pesar de ello, la investigación 

referente a eventos de plasticidad se tornó en un campo muy activo y ha estado focalizada a 

emplear medios definidos para reprogramar células de un tejido en particular a otro con fines 

de terapia celular. 

10.1 Generales 

La obtención de precursores neurales desde fuentes celulares terminalmente diferenciadas fue 

el paso lógico para evitar los obstáculos propios de las terapias celulares basadas en iPS, como  

el riesgo de carcinogénesis. La actual investigación científica está enfocada en entender los 

mecanismos moleculares y celulares asociados a los eventos inducidos de plasticidad con 

propósitos terapéuticos234. También la investigación se ha enfocado en desarrollar protocolos 

de cultivo, pues la diversidad de fuentes celulares primarias para generar poblaciones de 

precursores neurales es muy amplia. Se puede emplear tanto cocteles de moléculas pequeñas 

que mimeticen el efecto de marcadores de inducción neural, transfección con lentivirus y 

retrovirus que induzcan la expresión de los FT propuestos por Yamanaka, miRNAs que 

regulan el comportamiento celular y capaces de reprogramar  fibroblastos a neuronas, así 

como emplear diversos medios definidos o condicionados235  que aumenten la tasa de 

reprogramación, evitar los problemas asociados a las iPS, como son la integración viral 

aleatoria que favorece la tumorogénicidad, la  contaminación con células no deseadas por la 

naturaleza heterogénea de los cuerpos embrioides y la teratogenicidad con el uso  de ácido 

retinoico236. 

Se han obtenido precursores neurales desde diversas fuentes y empleando muy pocos e 

inclusive solo un factor exógeno.  Shahbazi et al.237 emplearon a   Zfp521 que es un factor de 
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transcripción que contiene un motivo de dedo de zinc capaz de reprogramar directamente 

fibroblastos humanos a NSC multipotentes con capacidad de autorrenovación, presentando 

características morfológicas y funcionales propias de las CTN control y sin el riesgo de 

producir tumores en ratones neonatales y adultos. Debido a que las células neurales inducidas 

(CNis) carecen de capacidad de autorrenovación, ya que son células postmitóticas, es 

necesario desarrollar protocolos que generen células con capacidad de autorrenovación, 

multipotentes y que a la par, no presenten potencial tumorigénico. Otros investigadores han 

conseguido células troncales neurales inducidas (CTNi) que presentan las propiedades antes 

mencionadas, al transfectar fibroblastos humano únicamente con Sox2, lo que las impulsa a 

expresar Sox2 y nestina a los cinco días de ser inducidas. Es de remarcar que las CTNi 

transdiferenciadas a partir de fibroblastos humanos no son pluripotenciales, aunque sí 

presentan capacidad multipotente y una morfología similar a las CTNs silvestres238. La 

transdeterminación como se ha ejemplificado emplea fibroblastos como fuente celular 

primaria debido a su alta disponibilidad. Sin embargo, también se han empleado células 

terminalmente inmaduras, como células troncales órgano-especificas. 

10.2 Específicos 

Hay evidencias que muestran que las células de médula ósea al ser trasplantadas en un entorno 

neural generan nuevas neuronas239,240 por lo que las señales de un entorno in vivo el cuál es 

inherentemente complejo, influyen en gran medida en el destino de las células troncales. Por 

otra parte, al usar medios definidos, donde se conoce exactamente la concentración de los 

factores solubles que están presentes, se han desarrollado protocolos empleando MC de origen 

ectodérmico sobre fuentes celulares troncales mesenquimales para desdiferenciarlas a CTNs. 

Las células troncales mesenquimales humanas obtenidas de médula ósea, cultivadas en un 

MC generado por CTNs, son capaces de transdeterminarse al linaje neural. Las células 

neurales se obtienen a partir de estructuras tipo neuroesferoides con un rendimiento del 95%, 

las cuales se caracterizan por expresar marcadores de linaje neural para neuronas, astrocitos y 

oligodendrocitos como beta-III tubulina, GFAP y NG2, respectivamente. Tales CTNs del 

estudio son funcionalmente, y morfológicamente similares a las CTNs derivadas de cerebro 

de ratón adulto y embrionario. Aunque las células hacia las que diferencian presentaron 

potencial de membrana negativo y son capaces de despolarizarse, no reproducen un patrón 



  

54 

 

electrofisiológico propio de neuronas maduras, a pesar de que la diferenciación neural de las 

CTNs trasplantadas a la corteza y tejido estriado se siguió por cuatro semanas241. Este estudio 

demostró que es posible llevar la transdeterminación un paso más allá de sólo reprogramar 

células de un linaje a otro de la misma capa germinativa, diferenciando células de diferente 

origen embrionario. Principalmente, se distingue de otros protocolos, en el que emplearon un 

medio condicionado homólogo a las células deseadas, lo que demuestra que el medio contiene 

factores solubles capaces de inducir eventos de plasticidad tan eficientes que permite cambiar 

el linaje celular. Las CPNs son generadas al diferenciar CTEs de ratón cultivadas en un medio 

condicionado de origen neural, alcanzando un porcentaje de 95%  de   células inmunopositivas 

a nestina y con capacidad de diferenciación hacia los linajes neuronales y gliales 53.  Lo que 

demuestra que las CTNs y CPNs comprometidas pueden ser generadas por eventos de 

plasticidad y que los MCs s pueden ser agentes de reprogramación. Estos fenómenos de 

plasticidad también se han reportado con el MC de origen glial sobre células de 

neuroblastoma, observándose cambios morfológicos muy similares a las neuronas silvestres 

con un porcentaje de diferenciación aproximado del 70%, lo que sugeriría que las células 

gliales tienen un papel sobre el desarrollo del SNC242. Este antecedente muestra que las células 

de tumor neuroblástico son capaces de diferenciarse bajo las condiciones apropiadas de 

cultivo. La diferenciación neuroglial también es llevada a cabo con MC de neuroblastoma 

partiendo de células troncales de endometrio humano coadyuvándose de un andamio de 

nanofibras de ácido poliláctico y quitosano, el cual aumenta las interacciones moleculares 

entre los factores solubles presentes en el medio y las células troncales endometriales. Estás 

células demostraron tener eventos de plasticidad hacia el linaje neural y glial243. 

Para la terapia de reemplazo celular, los queratinocitos de piel (QP) también se han perfilado 

como una fuente alternativa de tejido autólogo, que sujetos a eventos de plasticidad, se pueden 

reprogramar a tipos celulares de tejidos normalmente dañados en condiciones patológicas.  

Está bien documentado que el ácido trans-retinoico induce la reprogramación mucosa epitelial 

en queratinocitos embrionarios de rata244, tal como descubrieron Fell y Mellanby245 años antes 

en tejido ectodérmico de pollo, lo que recobra importancia cuando la población tejido-

especifica de partida y la deseada surgen de la misma capa germinativa.  En 2016 Gopakumar, 

Chatterjee, Parameswaran, Nirmala y Krishnakumar246 trasdiferenciaron QP a células 

epiteliales de la córnea (CEC, del inglés Epithelial cornea cells) empleando un medio 
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condicionado de fibroblastos del limbo como una fuente celular alterna para favorecer la 

diferenciación de células troncales limbares basolaterales. Este experimento demuestra que el 

nicho al cuál están expuesto los QP, los induce a adquirir un fenotipo celular tipo córnea-

epitelial, lo que es detectado por citoqueratinas (CK, del inglés cytokeratines) propias. A los 

31 días de cultivo en presencia de medio condicionado de fibroblasto limbal, se detectaron 

células epiteliales de córnea inmunonegativas a CK14, un marcador hallado en QP asociados 

a la lámina basal pero sí expresaron marcadores CK de células de córnea maduras, CK3 y 

CK12 en un porcentaje de 63.69% y 86.07%, respectivamente, sin embargo, fueron 

inmunonegativas a CK1, un marcador epidermal de piel.  Uno de los problemas que se detecta 

es que no hubo un correcto protocolo para la obtención del medio condicionado de fibroblasto 

limbal, pues no indica si realizaron una evaluación por microscopía invertida para la detección 

de células remanentes, tampoco se indica si incubaron el medio condicionado para asegurar 

la ausencia de células proliferantes, a pesar de que las células que lo producen y las deseadas, 

sean diferentes. También se ha demostrado que los QP pueden ser reprogramados para que 

expresen genes y proteínas neurales después de ser tratados con decitabina, un agente 

antitumoral que inhibe la replicación. Una semana posterior al tratamiento, las células dejaron 

de expresar marcadores de QPs y comenzaron a expresar marcadores neurales como beta III-

tubulina y doblecortina (DCX, del inglés Doublecortin) al final de la tercera semana, y se 

identificaron células inmunoreactivas a nestina, NFM-1, FOXP2, sinapsina y GLUR1247. 

Estos estudios destacan dos cuestiones importantes: 1. los QP son capaces de responder y 

actuar en consecuencia a las señales recibidas del entorno, lo que indica que los QPs pueden 

transdiferenciarse a diversos linajes celulares. 2. los precursores neurales se pueden obtener a 

partir de diversas fuentes celulares de diferente o igual origen embrionario empleando 

exclusivamente CM neuroglial. 
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11. Planteamiento del problema 

La generación de CTNs a partir de fenotipos terminalmente diferenciados ha abierto una 

oportunidad para las terapias de neuro-reemplazo autólogo sin las fuertes consideraciones 

éticas que rodean a las células troncales embrionarias. Esta investigación se enfoca en generar 

CTNs a partir de una fuente celular primaria sin la generación de células iPS. Entre los 

problemas asociados al uso de iPS, son la formación de teratomas y la baja eficacia de 

producción de iPS232 para su posterior re-diferenciación hacia neuronas248, no las hace la 

opción terapéutica más viable. La obtención de CTNs autólogas con el potencial de proliferar 

in situ al ser injertadas y la baja probabilidad de rechazo inmunitario, las hace una estrategia 

terapéutica potencial. Al usar medios condicionados como agentes moduladores de origen 

neuroglial, aumenta la bioseguridad al evitar los problemas asociados a la transfección vírica 

con ADN exógeno implicada en potenciales eventos oncogénicos249. Los desórdenes 

neurodegenerativos, en muchos casos son causados por un único tipo celular, así que obtener 

precursores neurales con potencial de autorrenovación, permite requerir un bajo volumen del 

injerto, en contraste si se trasplanta fenotipos terminales.  La investigación en torno al 

descubrimiento e investigación de nuevos fármacos requiere de modelos celulares que 

permitan evaluar su teratogenicidad, capacidad mutagénica y su ventana terapéutica de forma 

paciente-específica250. Los modelos animales humanizados, aunque son útiles para algunos 

ensayos clínicos, no muestran un panorama biológico lo más fiel a las patologías   humanas251, 

por lo que obtener una fuente ilimitada de CPNs que permita recrear enfermedades 

neurodegenerativas y comprender sus mecanismos fisiopatológicos moleculares subyacentes 

funge como un fuerte atractivo para el campo de la neuropatología252. Por lo tanto, desarrollar 

protocolos enfocados a generar células precursoras de linaje neural es un imperativo que no 

sólo redundará en aumentar el conocimiento del repertorio de herramientas moduladoras de 

eventos neuroplásticos, sino también, encausar y estudiar potenciales aplicaciones clínicas. 

Expuesto lo anterior, nos motiva a realizar la siguiente pregunta: 

¿Los medios condicionados de entornos neurogliales muestran capacidad de inducción 

neural in vitro sobre células epidermales? 

 

  



  

57 

 

 

12.OBJETIVOS 

12.1 GENERAL: Evaluar la participación de factores solubles secretados por entornos 

neurogliales en la generación de precursores neurales como moduladores de la inducción 

neural sobre queratinocitos. 

 

12.2 ESPECÍFICOS: 

• Propagar y caracterizar fenotípicamente las líneas tumorales neurales 

DAOY y SH-SY5Y. 

• Propagar y caracterizar fenotípicamente a las células epidermales. 

• Generar medios condicionados de líneas tumorales neurales 

humanas. 

• Evaluar la capacidad de inducción neural de medios condicionados 

sobre células epidermales. 

13. HIPÓTESIS 

El medio condicionado de origen neuroglial es un agente inductor neural sobre queratinocitos. 
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14. MATERIALES Y METODOLOGÍA 

14.1 Cultivo de queratinocitos (HEKn) 

Se cultivaron queratinocitos epidermales primarios de humano neonatal (ATCC ®PCS-200-

010™) en medio UDMM-Epi, se incuban a 37 °C, 5% CO2.  El medio se reemplazó cada 

tercer día. Se subcultivó cuando alcanzó el 80% de confluencia. Se desprendieron agregando 

dos mL de Tripsina (0.05%)-EDTA (0,02%) para células primarias (ATCC PCS-999-003) 

precalentado a 37 °C, se incuban por 3 a 6 min a 37 °C.  Se observó bajo microscopio óptico 

para seguir el desprendimiento. Cuando la mayoría de las células se encuentran desprendidas, 

inmediatamente se agrega igual volumen de medio de inactivación de tripsina y se centrifuga 

a 400gx5 min. Aspirar el sobrenadante y agregar 8 mL de medio fresco atemperado y sembrar 

a una densidad de 5x105 células por caja de 100 mm y se incuban a 37 °C, 5% CO2. 

14.2 Cultivo de neuroblastoma (SH-SY5Y) 

Las células de neuroblastoma (ATCC® CRL-2266™) se cultivaron con medio DMEM F12 

con HEPES (suplementado con 10% FBS, mezcla antibiótica, piruvato de sodio y glutamato). 

Las células crecen unidas al sustrato y como flotantes, así que las primeras son las que se 

propagan. Se agregó dos mL de tripsina (0.05%)-EDTA (0,02%) y se incuban por 3 min a 37 

°C. El desprendimiento se siguió por microscopio invertido. Cuando las células se observen 

disgregadas, inmediatamente se inactiva la tripsina agregando dos mL de medio de 

inactivación 10% FBS. Se realizó una serie de dos lavados con medio de lavado de 2 mL cada 

uno. Se recolecta y se centrifuga a 400g x 5min a 4 °C. Se determinó la viabilidad celular por 

exclusión de tripano y se siembra a una densidad de 5x105 células por área de 55 cm2. Se 

incuba a 37 °C, 5% CO2. 

14.3 Cultivo de meduloblastoma (DAOY) 

Las células de meduloblastoma (ATCC® HTB-186™) crecen como anclajes dependientes en 

un medio DMEM/F12 sin HEPES suplementado con FBS 10%, antibiótico antimitótico 100X, 

Glutamax 100X y piruvato de sodio 1X. Para subcultivo, se agregó 2 mL de tripsina (0.05%)-

EDTA (0,02%), se incubó por 3-5min a 37 °C. Se sigue el curso de la disgregación por 

microscopio invertido e inmediatamente se inactiva con el mismo volumen empleado con 

medio de inactivación una vez que las células se han desprendido. Se realizó dos lavados con 

4 mL de medio de lavado (medio basal DMEM). Se centrifugaron a 400g por 5 min a 4 °C y 
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se resuspende en 2 mL de medio de cultivo. Se siembran a una densidad de 500 000 células 

por área de 55 cm2 y se incuban a 37 °C, 5% CO2. Se realizó cambio de la mitad del medio 

total cada tercer día días y se subcultiva al cuarto día. 

14.4 Cosecha del medio condicionado de células tumorales neurales (MC-CTN) 

Una vez establecido el cultivo celular, se permitió su expansión con medio de propagación 

por tres días (72 horas) o hasta alcanzar el 80% de confluencia, se reemplazó el medio 

envejecido por medio definido (Glutamax 1X, insulina 25 µg/mL, transferrina 100 µg/mL, 

progesterona 20 nM, putresina 60 µM, selenita de sodio 30 nM, antibiótico antimicótico 1X, 

Dubelco/F12 1:1) y se incubó por 72 horas, posteriormente  se filtra a través de una membrana 

con un diámetro de poro de 0.22 µm para descartar de cualquier componente celular.  El MC 

se alícuota y se almacena a -80 °C hasta su empleo. 

14.5 Generación de agregados epidermales 

Se sembró 2x106 queratinocitos en cajas de cultivo de 60 mm (21 cm2) recubiertas con poli-

hema (poly-2-hidroxietil-metacrilato) preparadas 12 horas antes con 6 mL de medio de 

agregación (antibiótico antimicótico 100X, FGF, EGF, B27 sin vitamina A y DMEM/F12 sin 

Hepes) y se incuban por 72 horas a 37 °C y 5% CO2. Tras 72 horas de incubación los agregados 

epidermales se procesan para disgregarlos. Se recuperó cada caja en un tubo de centrífuga y 

se permitió sedimentar a los agregados. Se centrifugó a 200g por 5 minutos y se disgregan con 

5 mL de TriplEX a 37 °C, se mezcla por inversión diez veces y se eyectaron las células contra 

el fondo del tubo de forma gentil para facilitar la disgregación en una serie de 20 repeticiones. 

Se inactivó con 5 mL de medio de inactivación (FBS 10%) y se procedió a determinar el 

rendimiento y la viabilidad celular por el método de exclusión de azul de tripano empleando 

una cámara de Neubauer.   

14.6 Inducción NPC de queratinocitos 

Tras disgregar los cúmulos epidermales y determinar su viabilidad y rendimiento se someten 

a diferentes medios o condiciones experimentales. En una caja multipozo de 24, se sembró 

2x106 células epidermales con 500 µL de medio de acuerdo con las siguientes condiciones: 

i. Células epidermales en medio de propagación epidermal 100%  

ii. Células epidermales en medio de agregación, 100% 

iii. Células epidermales en medio condicionado, 40% 
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iv. Células disgregadas en medio de propagación epidermal 100% 

v. Células disgregadas en medio de agregación, 100% 

vi. Células disgregadas en medio condicionado, 40% 

Se incubó y se realizó seguimiento fotográfico por 120 horas a 37 °C y 5% CO2.  

 

14.7 Caracterización por RT-PCR 

El ARN fue aislado por el método de TRizol-fenol-cloroformo o por fenol ácido, ambos 

estandarizados en el laboratorio. Se sintetizó el ADNc mediante RT-PCR empleando una 

enzima reversa transcriptasa MML-V usando Random Primer como cebador a 37°C en un 

baño seco. Las reacciones de PCR se realizaron en un equipo Labnet Multigene con primers 

previamente estandarizados y diseñados en el laboratorio para detectar precursores neurales: 

vimentina, Sox2, nestina, neurogenina-1, β-III-tubulina y Oct4 de acuerdo con las siguientes 

condiciones de alineamiento:  

 

 

Primers Tm (°C) MgCl2 [mM] Tamaño (pb) Control (+) 

Vimentina 66.9 0.5 379 Fibroblastos 

Sox2 59.7 1.0 126 A549 

Nestina 66.9 0.5 456 SH-SY5Y 

β-III-tubulina 67.7 3.0 305 SH-SY5Y 

Oct4 62 0.5 100 HeLa 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla I. Panel de primers empleados en la caracterización molecular de los 

tipos celulares epidermal y neural. 
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15. RESULTADOS 

I. Propagación y caracterización de las líneas tumorales neurales. 

Para desarrollar medios condicionados como una herramienta experimental se requiere 

expandir e identificar la naturaleza de las estirpes celulares que se van a emplear. Para tal 

cometido, se procedió a descongelar y propagar diversas líneas celulares tumorales. Se 

descongeló la línea SH-SY5Y de la ATCC (CRL-2266), línea de neuroblastoma, pase 7 y se 

propagó hasta por 20 pases. Notando que a lo largo de los mismos se mantiene su morfología 

adherente de tipo epitelial (Figura. 11)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Viabilidad, rendimiento y horas por división de la línea celular SH-SY5Y (ATCC CRL-2266). 

En el panel (A ) se muestra la morfología del cultivo y en el panel (B) se muestran el promedio de la viabilidad 

celular, rendimiento y horas por división de SH-SY5Y a lo largo de los pases 18,19 y 20. En cada inicio de 

cultivo se siembra una densidad celular de 1x10
6 
por caja de 100 mm/55 cm2 tras descongelar el vial respectivo 

de la línea a ser propagada. Los subcultivos posteriores se siembran a una densidad celular de 5.0x10
5  

 por caja 

de 100 mm. Se realiza subcultivo cada cuatro días cuando se alcanza una confluencia del aproximadamente 

90%. Se incuba en una atmósfera humedecida 5% CO
2 
a 37 °C. Se muestra el promedio de cada parámetro, n=3. 
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Tras realizar extracción de ARN total, y la posterior evaluación de calidad, se evaluó el perfil 

de expresión de la línea SH-SY5Y (Figura. 12). Se demuestra que expresa vimentina, Sox2, 

nestina y β-III-tubulina que son marcadores de neuroblastoma e interesantemente también hay 

una ligera expresión de Oct4, que es un marcador de pluripotencialidad. Por lo que se 

demuestra que la línea SH-SY5Y se identifica con una población de neuroblastos. 

 

 

Figura 12. Caracterización de la línea SH-SY5Y. Se evaluó la expresión de vimentina (379 pb), Sox2 (458 

pb), nestina (307 pb), β-III-tubulina y Oct4 (100 pb) mediante PCR punto final. se carga controles negativos 

(agua) y positivos de diversas líneas validadas previamente en el laboratorio. Se emplea un marcador de 100 pb. 

El gel superior e inferior son de la misma muestra de ARN total. El gel se reveló mediante un transiluminador a 

254 nm.  

Además de la línea SH-SY5Y, también se descongeló a DAOY (ATCC HTB-186), una línea 

de meduloblastoma. Se evaluó los mismos parámetros cinéticos de viabilidad, rendimiento y 

horas por división (Figura. 13). Los datos muestran que se obtiene una viabilidad del 95% a 
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lo largo de los pases, además de rendimiento de 2.5x106 células/55 cm2. Las horas por división 

indican un tiempo de doblaje de 40 horas que es el reportado por el laboratorio. Por lo que se 

concluye un adecuado manejo de la línea tumoral y que se está en condiciones de propagar de 

forma estable. Así mismo se aisló ARN total de calidad por el método de TRizol-fenol-

cloroformo ya estandarizado en el laboratorio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La caracterización demuestra la amplificación de dos bandas a 400 pb y debajo de 150 pb que 

corresponden a la ubicación del desplazamiento de las bandas de los controles de vimentina y 

Sox2. Por lo tanto, esta línea confirma que presenta el patrón de expresión de origen neural, 

pues expresa un marcador de linaje (vimentina) y Sox2, un marcador de pluripotencialidad 

respecto a los controles (Figura. 14). 

 

Figura 13. Viabilidad, rendimiento y horas por división de la línea celular DAOY (ATCC HTB-186). En el panel 

(A) se muestra la morfología del cultivo y en el panel (B) se muestran el promedio de la viabilidad celular, rendimiento 

y horas por división de HTB-186 a lo largo de los pases 18-19 y 20. En cada inicio de cultivo se siembra una densidad 

celular de 1x106 por caja de 100 mm tras descongelar el vial respectivo de la línea a ser propagada. Los subcultivos 

posteriores se siembran a una densidad celular de 5.0x105   por caja de 100 mm. Se realiza subcultivo cada cuatro días 

cuando se alcanza una confluencia de aproximadamente 90%. Se incuba en una atmósfera humedecida 5% CO2 a 37 

°C. Cada subcultivo se realiza por triplicado. 
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Figura 14. Caracterización de la línea celular DAOY. Se evaluó la expresión de vimentina (379 pb), Sox2 

(458 pb), nestina (307 pb), β-III-tubulina y Oct4 mediante PCR punto final. se carga controles negativos y 

positivos de diversas líneas validadas previamente en el laboratorio. Se emplea un marcador de 100 pb. El gel 

de agarosa al 2.0% se corrió a 180 V por 1 hora. Se reveló mediante un transiluminador a 254 nm.  

 

II. Expansión y caracterización fenotípica de las células epidermales. 

 

Se descongelaron células epidermales de la línea HEKn (ATCC PCS-200-010) del pase 4. En 

el panel superior se muestra su morfología por varios pases y se muestran viabilidades del 

90%, rendimiento desde 2.5-3.0 x 106 células/55 cm2. Las horas por división muestran valores 

de 32 horas (Figura. 15). Por lo tanto, la propagación de la población que será intervenida de 

forma experimental se mantiene estable por varios pases y bajo adecuado manejo que permite 

su empleo en los futuros experimentos.  
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Para caracterizar la línea HEKn se evalúan marcadores de precursores celulares, así como 

GAPDH para confirmar que es posible usar la muestra para PCR punto final (Figura. 16). Se 

muestra amplificación de la banda correspondiente a la altura de vimentina (379 pb) y la 

asociada a la altura de GAPDH (307 pb) por lo que se confirma su empleo como ADNc para 

ser evaluado. Además, la ausencia de marcadores como nestina y β-III-tubulina descarta su 

identidad como célula que expresen marcadores del linaje neural. 

 

 

 

 

 

Figura 15. Viabilidad, rendimiento y horas por división de la línea celular HEKn (ATCC  PCS-200-010). En el 

panel (A) se muestra el registro fotográfico de la morfología de los pases 6, 12 y 14. Para iniciar el subcultivo se 

descongela un criovial y se siembra a una densidad de 1x106 células/55 cm2.  Para los posteriores subcultivos se siembra 

a medio millón de células por área de 55 cm2. Se subcultiva cada cuatro días y se determina el rendimiento y viabilidad 

por exclusión de tinción de azúl de tripano. En el panel (B) se muestra la viabilidad, el rendimiento y horas por división.  
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Figura 16. Caracterización de la línea HEKn. Se evaluó la expresión de GAPDH (307 pb), vimentina (379 

pb), Sox2 (458 pb), nestina (307 pb), β-III-tubulina y Oct4 mediante PCR punto final. Se cargan controles 

negativos y positivos de diversas líneas validadas previamente en el laboratorio. Se emplea un marcador de 100 

pb. El gel de agarosa al 2.0% se corrió a 180 V por 1 hora. Se reveló mediante un transiluminador a 254 nm. 
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III. Generación de medios condicionados de líneas tumorales humanas. 

Se generó medio condicionado de la línea SH-SY5Y tras 52 horas en incubación para 

enriquecer el medio de factores solubles secretados por los neuroblastos. Se registró por tres 

días para evaluar los posibles efectos que tuviera el medio definido en las células (Figura. 17) 

Si bien se muestra que respecto al tiempo cero hay una menor densidad celular que en los 

tiempos 24 h y 52 h, no se muestra un cambio en la morfología celular o en el medio que 

sugiera daño de las células. No se observa detritus celulares y células muertas de forma 

significativa en ambas condiciones. Por lo tanto, el medio definido pre-enriquecido, no altera 

el mantenimiento de las células de neuroblastoma. Tras 52 horas de incubación se detuvo la 

incubación y se generaron alícuotas. Se emplearon células del pase 14 para generar el medio 

condicionado.  

 

 

 

 

 

Figura 17. Obtención del medio condicionado de la línea celular SH-SY5Y. Tras expandir el cultivo a una 

confluencia del 85% se reemplazó el medio de propagación por medio definido sin factores ni FBS. Y se registró su 

desarrollo a lo largo de 52 horas de incubación evaluando que las células no mostraran signos de daño celular. El panel 

(A) muestra las células con el medio definido y en el panel (B), en su respectivo medio de propagación. Tras el periodo 

de incubación, se cosecho el medio y se filtró por membrana de 0.22 µm y se almacenó a -80 °C. 
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En la caracterización de la línea SH-SY5Y generadora de medio condicionado (SH-SY5Y-

G.M.) se indica que son positivos para β-III-tubulina y Sox2 pues amplificó a la altura de 300 

y 100 pb que coinciden relativamente a la altura de los marcadores empleados, 305 y 126 pb, 

respectivamente (Figura. 18). Por lo tanto, la condición SH-SY5Y-G.M mantiene la identidad 

de neuroblasto de SH-SY5Y. 

      

                                                         

Figura 18. Caracterización de SH-SY5Y, generador de medio condicionado. Se evaluó la expresión de los 

marcadores β-III-tubulina, 305 pb, (A) y Sox2, 126 pb, (B) en las células control SH-SY5Y-G.M. del pase 14. 

Se carga un control positivo interno para el correspondiente marcador y un control negativo de agua para 

descartar contaminación de los reactivos con material genético.  Se corrió en gel agarosa 2.0% a 180 V por 1 

hora. Se reveló en transiluminador a 254 nm.  

 

Además del medio condicionado de SH-SY5Y, también se generó medio condicionado  

de meduloblastoma, DAOY, pase 6, bajo condiciones establecidas a las 0, 48 y 72 horas de 

enriquecimiento del medio definido (Figura. 19). 

 



  

69 

 

 

 

Se observa que la morfología es típicamente de DAOY en ambas condiciones. Se aprecia que 

la densidad celular se mantiene hasta las 72 horas. Se concluye que la incubación en el medio 

definido no afecta al cultivo celular de meduloblastoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Obtención del medio condicionado de la línea tumoral DAOY. El cultivo se mantuvo en 

condiciones de propagación hasta alcanzar el 85% de confluencia (A) y se procedió a reemplazar su 

medio por un medio definido sin factores ni FBS (B). Tras 72 horas de incubación se detuvo la incubación 

y se filtró por membrana de poro 0.22 µm. Se almacenó a   -80 °C. 
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IV. Evaluación de la capacidad de inducción neural de los medios condicionados  

sobre células epidermales. 

 

Se generaron agregados epidermales en condición no adherente. Se muestra que a partir de 24 

horas se presenta formación de estructuras tridimensionales y que va en aumento hasta las 48 

horas (Figura.20A), posteriormente los agregados tienden a conglomerarse entre sí (Figura. 

20B). Se observan estructuras sin daño celular o detrito en el medio. La superficie de estas se 

halla lisa y con una apariencia íntegra lo que muestra su adecuada viabilidad.  

 
 

                                

 

 

 

 

 

 

                             

                           (C) 
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En la Figura. 20C, se grafica el número de agregados. Es importante resaltar que al cuarto 

día de inducción de agregación, los agregados se conglomeran, generando estructuras 

supracelulares. Esto genera un efecto que disminuye el número de agregados discretos. Sin 

embargo, esto no afecta la morfología de los agregados.  

 

La condición adherente en las células epidermales, pase 14, con medio de propagación sigue 

el comportamiento morfológico típico epitelial y que la presencia de medio condicionado de 

origen de neuroblastroma, SH-SY5Y (Figura. 21) o de meduloblastoma, DAOY (Figura 22) 

en condición adherente no induce la formación de neuroesferas o agregados celulares, pues a 

las 48 y 72 horas de incubación no se observan estructuras 3D. 

 

 

Figura 20. Generación de agregados epidermales en condiciones no adherentes.       Se sembraron 

2x106 células epidermales /21 cm2. Se incubaron por 96 horas a 37 °C y 5% CO2 sobre placas recubiertas 

de poli-hema (A). A los cuatro días de inducción, los agregados tienden a conglomerarse en unidades de 

mayor densidad celular (B). Se contó el número de agregados que se generaron durante el tiempo de 

agregación (C). El conteo se realizó por triplicado. 
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Figura 21. Evaluación del efecto del medio condicionado de SH-SY5Y en condición adherente. Las células 

HEKn, pase 14, se sembraron a una densidad de 2x105 células/1.9 cm2 en placa multipozo de 24. Se incubaron 

por tres días y se registró si había formación de neuroesferas o inducción de agregados.  
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Figura 22. Evaluación del efecto del medio condicionado de DAOY en condición adherente. Se sembraron 

2x105 células/1.9 cm2 en placa multipozo de 24, pase 14. En la parte superior de las imágenes se indica la 

condición empleada. Se registra si hay formación de agregados tridimensionales a las 48 y 72 horas. 

 

 Se aisló ARN total de calidad para identificar el perfil de expresión de HEKn en condición 

adherente como control. Se evaluó un panel de marcadores y se demuestra que HEKn sin 

inducir agregación y bajo condición adherente en medio condicionado expresa vimentina, 

Sox2 y nestina (Figura. 23). 
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SH-SY5Y-G.M.           DAOY-G.M.             C (-)                      C (+)     

 

 
 

 
Figura 23. Caracterización de las células HEKn en condiciones adherentes 

en medio condicionado de SH-SY5Y y DAOY.  Se realizó PCR punto final del panel de marcadores en las 

células epidermales, pase 14, en condición adherente, expuestas al medio condicionado de SH-SY5Y y DAOY 

tras 72 horas de incubación. Se evalúa la expresión de vimentina, (Vim, 379 pb); Sox2 (126 pb), Nest (Nestina, 

458 pb); tubulina (TUB, 305 pb) y Oct4 (100 pb). Se cargó en gel agarosa al 2% y se corrió a 180 V por 1 hora. 

Se revela en transiluminador a 254 nm. 

 

Tras evaluar el perfil de expresión de las líneas celulares generadoras de medio condicionado 

en condiciones definidas y la caracterización de HEKn, pase 14, en adherencia en presencia 

de medio condicionado de origen neuroglial sin inducción del estado de agregación se está en 

condiciones para evaluar el efecto del medio condicionado en agregados epidermales 

comprometidos.   

 

Se muestra el seguimiento fotográfico de los experimentos de inducción neural con el medio 

condicionado de SH-SY5Y (Figura. 24) y de DAOY (Figura. 25). En el medio epidermal, 

las células mantienen su morfología y no se observa generación de neuroesferas. La 

morfología de las neuroesferas obtenidas en condición adherente, se observa como esferoides 

bien definidos en suspensión, densos y sin periferia iridiscente.  Es de resaltar que las 

estructuras esferoides se mantuvieron en una condición estable por intervalo de 96 – 120 horas 

(MC de SH-SY5Y).  
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(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          (B) 

Figura 24. Inducción de neuroesferas sobre células epidermales mediante medios condicionados de origen 

tumoral de SH-SY5Y. Tras el periodo de formación de agregados, se disgregaron y sembraron 2.0x105 

células/pozo por cada condición. La primera columna corresponde a células HEKn en medio epidermal de 

propagación. Desde la segunda hasta la cuarta columna corresponden a las condiciones experimentales 20, 40 y 60 

% de medio condicionado. Se muestran duplicados de cada condición.  
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Figura 25. Inducción de neuroesferas sobre células epidermales mediante medio condicionado de DAOY. 

Se siembra a una densidad de 2x105 células/1.9cm2. Se sigue el registro fotográfico del cultivo por 50 horas.  

 

 
 

 

Figura 26. Caracterización de la entidad celular en la condición MC40%-DAOY. Se evalúa la expresión de 

GAPDH, Sox2, nestina, β-III-tubulina y Oct4 en disgregados celulares derivados de HEKn, pase 6.  
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Se aisló ARN total del experimento de inducción neural. Se encuentra que las entidades 

epidermales que, si bien antes no expresaban nestina en su propio medio de propagación, se 

detecta la ganancia en la expresión del marcador tras un periodo de incubación de 50 horas en 

medio condicionado de meduloblastoma (Figura. 26). 

 

16. Discusión. 

Desde el trabajo seminal del 2006 de Yamanaka, se ha destacado la importancia de las fuentes 

celulares como base de las terapias de reemplazo celular autólogo233,251,252. Esta investigación 

evalúa la capacidad de los medios condicionados de origen neuroglial en diferenciar células 

epidermales hacia CPNs con capacidad de proliferación, como consecuencia de un evento de 

plasticidad. Nuestros hallazgos demuestran que los medios condicionados derivados de 

meduloblastoma y neuroblastoma son capaces de favorecer eventos plásticos de la línea 

epidermal, HEKn, a estructuras tridimensionales tipo neuroesferas y dirigirlas a adquirir el 

compromiso hacia linaje neural de una forma semejante a las neuroesferas derivadas de tejido 

cortical murino253. Es interesante que neuroesferas derivadas de cultivos primarios de 

glioblastoma humano CD133(+) presentaron una morfología íntegra, robusta y poco 

espaciada entre los constituyentes celulares y que además mostraron un perfil de expresión de 

GFAP(+), nestina (+), nanog (+) y Sox2(+) a las 72 h de cultivo en presencia de bFGF y 

EFG254, resultados que se asemejan a los nuestros en cuanto a la ganancia en la expresión de 

nestina y la generación de neuroesferas con una apariencia robusta y poco espaciada de las 

células que la conforman a las 50 h de inducción con MC-DAOY/SH-SY5Y. Es importante 

subrayar que las neuroesferas previamente descritas derivadas de glioblastoma, fuesen 

CD133(+), mientras que las CD133(-) no generaban neuroesferas. Se ha descrito que las 

CTEpi repobladoras del pool celular del nicho troncal epidermal son CD133(+)255. Esta 

curiosa habilidad que tienen los precursores epidermales en formar agregados celulares y las 

células tumorales del SNC en formar neuroesferas sugiere que el evento de agregación podría 

recaer en la expresión de CD133 o que las células formadoras de esferoides celulares que se 

caracterizan en expresar CD133, también denominada Prominina-1, podrían regular una 

actividad favorecedora de dicha agregación. En este último sentido hay evidencia que 

proponen su participación en formar estructuras localizadas en la membrana involucradas en 

migración, por otra parte, se ha demostrado que es una molécula que auxilia en la activación 
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de la vía de señalización de Wnt/β-catenina256. Interesantemente, además presenta una 

isoforma soluble secretada que forma parte del secretoma de las células de neuroblastoma228. 

Lo que podría influir en los efectos observados en nuestros resultados. 

La caracterización inicial de la línea HEKn, confirmó la ausencia de nestina y β-III-tubulina, 

marcadores de linaje neural que concuerdan con la caracterización de cultivos primarios 

epidermales. La presencia de vimentina se ha reportado como una característica de células 

que transitan de un estado epitelial diferenciado hacia un estado desdiferenciado asociado con 

la capacidad de expansión in vitro257, lo que concuerda con las células HEKn en proliferación 

que presentan una remarcada expresión de vimentina. CD133 se ha identificado como un 

marcador de CT tumoral y CT normal258, y la inducción de cultivos 3D se describe como la 

mejor manera de modelar células con capacidad de proliferación respecto a retener la 

información espacial que se pierde en los cultivos 2D259. La diferenciación de los precursores 

epidermales que son llevados a un estado lábil de agregación en un sistema de co-cultivo con 

astrocitos, refleja las interacciones célula-célula que caracterizan al nicho troncal. Esta 

condición de co-cultivo permite la generación de células neurales nestina (+)260. Los reportes 

han demostrado el papel de los astrocitos como células directoras en la instrucción y 

diferenciación261 y el de las CTEs como inductoras al linaje neural sobre los queratinocitos262. 

Esto indica que las neuroesferas derivadas de precursores epidermales (HEKn), son sistemas 

de cultivo con capacidad de expansión y la habilidad de agregarse. 

Toma et al, resaltan el atributo que tienen las células epidermales para agregarse y formar 

cuerpos esféricos como evidencia de la existencia de una subpoblación de células troncales 

dérmicas con potencial multilinaje al detectar células nestina (+) y β-III-tubulina (+) en 

cultivos primarios bajo condiciones no adherentes263. Es interesante que nuestros resultados 

del efecto de los MCs de SH-SY5Y y DAOY en la línea HEKn bajo condición adherente 

resalten que, es posible observar agregados celulares similares a neuroesferas, además de 

detectar alteración en su perfil molecular, hallándose la expresión de vimentina, nestina y Sox-

2, reconocidos marcadores de origen neural. La expresión de nestina, vimentina y Sox-2 se 

han detectado en CPNs derivadas a partir de células troncales multipotentes que han sido 

inducidas a formar cuerpos embrioides con un perfil de marcadores pan-neurales Sox1, Sox2 

y nestina264. Lo que indica la magnitud de la penetrancia del efecto tanto del MC de SH-SY5Y 
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como de DAOY en el fenotipo molecular de HEKn. La detección de Sox-2, como marcador 

de célula troncal multipotente, es coincidente con resultados de ser identificado en CTNs 

proliferantes derivadas de CTEs, mientras que la detección de nestina en HEKn bajo el efecto 

de los MCs, concuerda con su expresión en células progenitoras neurales, mesenquimales y 

en precursores de la glía radial265.  Es importante destacar que el fenotipo de los eventos 

moleculares asociados al fenómeno de agregación contrasta claramente con la ganancia de 

nestina antes y después del estímulo mediante MC-DAOY.  

Se ha demostrado que la nestina funge un papel importante tanto en la autorrenovación y 

sobrevivencia de las CTNs266,267.  Los experimentos in vivo, muestran que los ra tones “knock 

out” de nestina -/-, presentan un neuroepitelio con una alta tasa de apoptosis y los cultivos de 

las CTNs derivadas de tejido embrionario, muestran una proliferación lenta, de acuerdo con 

el marcaje con BrdU y un marcaje positivo a la Casp3-α, un marcador de apoptosis, con una 

relación del 6.4% vs embriones-CTN nestina+/+ (1%<<). Sin embargo, cuando se abolió la 

expresión de vimentina, que es necesaria para la polimerización de nestina, no se detectó 

ninguna señal de apoptosis268. En un modelo embrionario murino de ganancia de función, se 

sobre expresó nestina bajo el control del promotor de ROSA26. Esto condujo al incremento 

en la proliferación celular, señalado por el incremento en la detección de Ki67 (80% células 

Ki67 (+) /células totales -embrión nestina-/- vs 40% células totales Ki67(+) / células totales -

embrión silvestre), el aumento en el volumen del embrión y la activación de PI3K. Sin 

embargo, no se detectó señal de algún evento apoptótico269. Estos resultados en conjunto 

indican que nestina está activamente participando en la sobrevivencia y en la proliferación 

celular asociada a la autorrenovación. Es interesante que las CTNs derivadas de embriones 

nestina-/-, arriba descritos, tengan abolida su capacidad de renovación, el cuál es un evento 

distintivo de las células capaces de generar neuroesferas. Por lo que podríamos proponer que 

nestina también pudiera estar participando en la generación de las estructuras obtenidas en 

nuestro laboratorio, lo que se traduce en especial relevancia para nuestro trabajo, al aportar 

evidencia de que se está generando una población neural con capacidad de expansión.  
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Una cuestión interesante es porqué los agregados estimulados con MC-DAOY/SH-SY5Y 

mostraron únicamente de expresión de nestina y vimentina, mientras que las células en 

condición adherente también con medio condicionado de DAOY, mostraron la adición de la 

expresión de Sox-2 y β-III-tubulina al perfil molecular previo. Una primera hipótesis sugiere 

que al llevar a HEKn hacia un estado de agregación, las hace transitar hacía un estado más 

indiferenciado que no adquiere la ganancia de Sox-2. Esto se podría probar si las neuroesferas 

detectadas coexpresan Ki-67 y un marcador de un estado menos diferenciado como Musashi-

1/2.  

Una segunda hipótesis sugiere que se requiere de más tiempo de incubación para impulsar a 

las neuroesferas a ganar la expresión de Sox2. Pues se mostró que las neuroesferas generadas 

sí expresan nestina. Respecto a esta idea, al no detectarse Sox2, podría ser que la expresión de 

nestina es suficiente para encaminar las células hacia un estado menos diferenciado y que la 

ganancia de la expresión de Sox2, toma lugar cuando la población es comprometida al destino 

neural. Esta sugerencia es favorecida por la ligera detección de β-III-tubulina, como un evento 

que, si bien no es totalmente plástico, sí se está favoreciendo la toma de decisión hacia otro 

linaje de la misma capa germinativa que podría ser el neural.  

 

Una tercera hipótesis interesante, está relacionada con la condición adherente per se. Es 

curioso que, ante los mismos estímulos detonados por los MCs de neuroblastoma y 

meduloblastoma, la adherencia de HEKn al sustrato sin llegar a condiciones de confluencia, 

esté participando activamente en la ganancia de la expresión de marcadores, lo qué reflejaría 

la importancia de las condiciones de cultivo iniciales. En la descripción de los componentes 

del nicho troncal, se resaltó que una de las señales que impulsan la adquisición de marcadores 

específicos de linaje, es el estado físico del sustrato, donde un sustrato viscoso, semejante al 

tejido cerebral, inducía a las CTMs a expresar β-III-tubulina, mientras que, si se cultivan en 

un sustrato rígido, que mimetiza al hueso, se gana la expresión de hasta cuatro veces mayor 

de osteocalcinina, COL3A1 y CBFα-182. En adición a lo anterior, se ha descrito que cuando 

las CTs de glioblastoma se expanden en un cultivo en suspensión, se identifican como células 

CD133(+), Sox2(+), mientras que en la condición adherente no se hallaron oligoesferas ni 

células Sox2(+)270. Por lo tanto, no se escapa la idea que las interacciones con el sustrato y las 
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interacciones célula-célula estén participando en la inducción de Sox2 y β-III-tubulina, lo que 

las impulsaría finalmente a ser una población neural con la propiedad de expandirse. 

 

Recapitulando, los MCs, poseen componentes o capacidades de producción de moléculas que 

estarían impulsando una población a desdiferenciarse o bien, a transdeterminarse a una 

segunda población con capacidad de expansión que comparte marcadores con el linaje neural.  
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17. Conclusiones 

 

1. Las células HEKn tienen la susceptibilidad de ser llevadas a un estado de agregación en 

donde incrementan la expresión de marcadores neurales. 

 

2. Los medios condicionados de SH-SY5Y y DAOY alteran la expresión de HEKn en 

condición adherente, incrementando la expresión de marcadores de CTN. 

 

3. El medio condicionado de origen neuroglial es capaz de inducir la formación de agregados 

semejantes a neuroesferas e inducir la expresión de marcadores de CTNs. 

 

4. El medio condicionado de origen neuroglial induce la expresión de nestina como un 

marcador de autorrenovación en los agregados tridimensionales. 
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18. Perspectivas 

1. La caracterización molecular de la naturaleza química de los agentes solubles 

permanece como una tarea importante para comprender el papel de las moléculas 

señalizadoras que participan en los fenómenos de transdeterminación y desdiferenciación. 

 

2. Dilucidar el curso que siguen las entidades epidermales en su camino al linaje neural, 

enfocándose en el papel de los medios condicionados como actores en la inducción y 

pérdida y/o ganancia de marcadores clave de cada estado celular. 

 

3. Profundizar en los perfiles de expresión diferenciales que la condición adherente y no 

adherente pueden llegar a definir. 

 

4. Evaluar la capacidad de diferenciación de los agregados celulares a fenotipos neuronales 

terminales y relevancia funcional como tipos celulares maduros mediante Patch-clamp. 

 

5. Identificar por medio de xenotrasplantes en modelos animales el potencial tumorigénico 

de los agregados generados y su multipotencialidad. 
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