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Resumen 
Como el sistema nervioso tiene una capacidad limitada de autorreparación, y la neurogénesis en el adulto 
está  restringida a ciertas regiones del cerebro, existe un gran interés en la posibilidad de reparar el sistema 
nervioso a través de la utilización de técnicas de medicina regenerativa y trasplante celular.  Una opción es el 
trasplante de células madre (stem cells) que puedan reemplazar aquellas neuronas perdidas a través del daño 
o la enfermedad. Numerosos laboratorios, incluido el nuestro, han logrado transdiferenciar fenotípicamente 
células madre mesenquimales en células de estirpe neural. Basándonos en la hipótesis de que existe un 
paralelismo entre los procesos de neurogénesis y la diferenciación neuronal de células madre 
mesenquimales, se plantea que las cascadas de señalización involucradas en la neurogénesis del adulto 
podrían ser equivalentes a las que actúan en el proceso de diferenciación neuronal, en el cual a partir de 
células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo se obtienen células de fenotipo neural. Existen 
diversos factores de transcripción que intervienen en la proliferación y diferenciación neuronal y que aún no 
han sido estudiados en la diferenciación neuronal de células madre mesenquimales. Algunos de ellos son 
factores de transcripción proneurales y neuronales, o de especificación y otros, intervienen en las cascadas de 
señalización de: Sonic hedgehog (Shh), Proteínas Morfogenéticas Óseas (BMPs), Notch y Wingless/Int (Wnt). 
El objetivo de este trabajo es estudiar la expresión diferencial de genes involucrados en las cascadas de 
señalización intracelular de Shh, BMP, Wnt y Notch, como así también la de genes  de especificación u 
homeóticos, proneurales y neuronales, en relación a su participación en el proceso de diferenciación neuronal 
a partir de células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo. 
Palabras clave: Células madre, diferenciación neuronal, genes proneurales, neurogénesis, factores de 
transcripción. 
 
Abstract 
The nervous system has limited self-renewal ability and adult neurogenesis is restricted to few brain zones. For 
this reason, there is a great interest into the possibility to repair the nervous system using regenerative 
medicine techniques and cell transplantation.  A promising alternative is the use of stem cells to replace the 
neurons lost during injury and disease. Previous reports have described the phenotypic transdifferentiation of 
mesenchymal stem cells into neural-like cells. Based on the hypothesis that a parallelism between adult 
neurogenesis and the neuronal differentiation of mesenchymal stem cells exist, we propose that the signaling 
pathways involved in adult neurogenesis could be similar to the differentiation process where neural-like cells 
are obtained from adipose tissue-derived stem cells. Several transcription factors, which take part in 
proliferation and differentiation, have not been studied in the neuronal differentiation of mesenchymal stem 
cells yet. Some of them are patterning molecules, proneural and neuronal genes; others are involved in Sonic 
Hedgehog (Shh), Bone Morphogenic Proteins (BMPs), Notch and Wingless/Int (Wnt) pathways. The aim of this 
work is to study the differential expression of genes involved in Shh, BMP, Wnt and Notch intracellular 
signaling pathways, as well as patterning, proneural and neuronal genes during the neuronal differentiation of 
human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells. 
Keywords: Stem cells, neuronal differentiation, proneural genes, neurogenesis, transcription factors.  
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INTRODUCCIÓN 
 

1. CÉLULAS MADRE 
 

Las células madre son células únicas que tienen la capacidad de dividirse (autorreplicarse) 

durante toda la vida de un individuo y que, bajo las condiciones apropiadas o señales 

correctas del microambiente, puede dar origen (diferenciarse) en al menos un, y a veces, 

muchos linajes con características y funciones especializadas como miocitos, neuronas o 

hepatocitos. Estas células están presentes en muchos tejidos adultos y son importantes en 

mantener la homeostasis celular y en la reparación de tejidos [1,2]. Cuando una célula madre 

se divide, cada célula nueva tiene el potencial de permanecer como una célula madre (división 

simétrica), o convertirse en otro tipo celular con nuevas funciones especializadas (división 

asimétrica) (Figura 1) [3]. 

 
Figura 1. Tipos de división llevadas a cabo por una célula madre. (Adaptado del folleto 
“Understanding Stem Cells: An overview of the science and issues from the National Academies” 
[3]) 

 

Las células madre presentan una serie de características que permiten identificarlas, como 

ser la expresión de ciertos marcadores en su superficie celular, la expresión de factores 

transcripcionales, receptores de factores de crecimiento, o la producción de ciertas moléculas. 

Mientras que hay algunas de ellas que son comunes a distintos tipos de células madre, en 
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general, las células madre de diferentes tejidos poseen características específicas que 

permiten distinguirlas [4,5]. 

Muchos de los términos usados para definir una célula madre, obedecen al 

comportamiento de éstas en diferentes condiciones in vivo o in vitro [6], de ahí que existan 

diversas clasificaciones. De acuerdo a la potencialidad, es decir, al tipo de tejido que originan, 

existen cuatro tipos de células madre: totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes. 

El término “totipotencial” (del latín totus, que significa completo) hace referencia al potencial 

que tienen estas células de generar un embrión completo (tejido embrionario y 

extraembrionario), como es el caso del cigoto. “Pluri” (del latín plures, que significa muchos o 

varios) es utilizado para describir las células madre que pueden dar origen a progenitores que 

forman cualquiera de las tres capas germinales embrionarias: mesodermo, endodermo y 

ectodermo. Para que una célula madre pueda considerarse como pluripotente tiene que 

cumplir las siguientes condiciones: en primer lugar, una única célula debe ser capaz de 

diferenciarse a progenitores especializados procedentes de cualquier capa embrionaria; en 

segundo lugar, demostrar la funcionalidad in vitro e in vivo de las células en las que se ha 

diferenciado, y, finalmente, que se produzca un asentamiento claro y persistente de éstas en 

el tejido blanco, tanto en presencia como en ausencia de daño en los tejidos en los cuales se 

injerta. Ejemplos de células madre pluripotenciales son las células madre embrionarias y las 

células pluripotentes inducidas.  La mayoría de los tejidos adultos tienen células madre 

multipotenciales que son aquellas que pueden dar origen a precursores relacionados 

solamente con una de las tres capas embrionarias; por ejemplo, células madre que dan origen 

a tejidos derivados exclusivamente del endodermo como tejido pancreático o pulmonar. 

Finalmente, la última categoría corresponde a las células madre unipotenciales, que 

corresponden a las células que sólo pueden generar células hijas que se diferencian a lo largo 

de una única línea celular, tal como su nombre lo refiere (del latín unus: uno) (Figura 2). La 

mayoría de las células madre de un tejido específico que no ha sufrido ningún tipo de agresión 

o daño son del tipo unipotencial y son las responsables de la fase fisiológica de 

autorrenovación tisular, donde la cantidad de células perdidas es igual al número de nuevas 

células. Sin embargo, si el tejido es alterado en su estructura básica a través de un fenómeno 

lesivo y se requiere de diversos tipos celulares para su reparación, se pueden activar células 

del tipo multipotencial para reparar el daño [6]. 
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Figura 2. Clasificación de las células madre según su potencialidad. 

Si las células madre se clasifican de acuerdo a la fuente a partir de la cual son obtenidas, 

las mismas pueden proceder básicamente del embrión o de un organismo adulto, de ahí que 

se hable de células madre embrionarias y de células madre adultas. Pero también existe un 

tipo intermedio de células que son las células madre de cordón umbilical. 

 

1.1 CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS 

 

Las células madre embrionarias pueden ser obtenidas a partir de las primeras etapas de 

formación del embrión, del macizo celular interno (MCI) del blastocisto preimplantatorio 

(células madre embrionarias, ESCs) [7,8] o de las crestas gonadales del embrión 

postimplantatorio (células madre embrionarias germinales, EGCs) (Figura 3) [9,10]. Ambos 

tipos de células son capaces de replicarse y dividirse en cultivos por largos períodos de tiempo 

sin mostrar alteraciones cromosómicas. Además, expresan una serie de marcadores 

característicos de progenitores pluripotenciales que facilitan su identificación, y se diferencian 

in vitro espontáneamente en estructuras multicelulares conocidas como “cuerpos 

embrionarios”, los cuales contienen elementos de las tres capas germinales a partir de las 

cuales se pueden forman varios tipos de células como ser cardiomiocitos, neuronas y 

progenitores hematopoyéticos, entre otros [11,12]. Sin embargo, las células madre 

embrionarias derivadas del blastocisto y las células germinales difieren del tejido de donde 

provienen y de su comportamiento in vivo, ya que las células madre embrionarias humanas 
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son capaces de generar teratomas cuando son implantadas en ratones inmunocomprometidos 

mientras que las células germinales humanas no [9,13].  

Algunas de las ventajas del uso de células madre embrionarias en investigación es su 

capacidad de proliferar indefinidamente y de generar una gran variedad de grupos celulares. 

 

 
Figura 3. Células madre embrionarias y células embrionarias germinales. 

Estas propiedades permiten que, bajo ciertas condiciones, puedan ser manipuladas in vitro 

con el fin de producir precursores de un linaje específico y contribuir así al desarrollo de 

posibles tratamientos de enfermedades como diabetes y Parkinson en las que existen tejidos 

claramente comprometidos. Además, pueden ser utilizadas para el estudio de enfermedades 

producidas durante el desarrollo embrionario y contribuir a identificar sus bases genéticas [6]. 

Sin embargo, al tratarse de células muy indiferenciadas, éstas pueden inducir la formación de 

ciertas neoplasias como son los teratomas. Por otra parte, existen consideraciones éticas que 

llevan a serias discusiones entre quienes consideran al cigoto como “persona”, con sus 

correspondientes derechos legales, y aquellos que no comparten esta posición. Esto no es un 

asunto menor, y en muchos países ha retrasado, e incluso detenido, la investigación con estas 

células [14]. 

 

1.2  CÉLULAS MADRE ADULTAS 
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Además de las células madre embrionarias, se han identificado células madre adultas que 

se pueden encontrar en la mayoría de los tejidos de un individuo, como ser la médula ósea, el 

tejido adiposo, el sistema nervioso, el aparato digestivo, el músculo esquelético, el músculo 

cardíaco, el hígado, el páncreas y el pulmón, entre otros [15-20]. En un principio, se pensó que 

las células madre adultas estaban predeterminadas a diferenciarse a tipos celulares 

procedentes de su mismo tejido de origen o, al menos, de su misma capa embrionaria. Sin 

embargo, esta idea ha sido reevaluada por varios grupos de investigadores cuyos estudios 

sugieren que las células madre adultas son capaces de diferenciarse funcionalmente a células 

especializadas procedentes de capas embrionarias distintas a las de su origen; incluso, 

algunos de estos grupos han sido capaces de probar la pluripotencialidad de células madre 

procedentes de la médula ósea o del sistema nervioso central [21,22]. Esta “habilidad 

biológica”, propia de las células madre adultas, se fundamenta en la capacidad que tienen de 

alterar drásticamente su fenotipo en respuesta a los cambios del microambiente donde se 

desarrollan, y se la conoce en la actualidad como “fenómeno de plasticidad” (Figura 4) [23-

25].  

Los mecanismos moleculares que llevan a los cambios de linaje celular están siendo 

estudiados; sin embargo, los resultados más recientes acerca de la “plasticidad” de las células 

madre adultas contradicen el dogma sobre la diferenciación de las células madre restringida a 

su tejido de origen, planteando la idea de que las restricciones en los destinos celulares no 

son permanentes, sino más bien flexibles, reversibles y dependientes de nicho o 

microambiente en el cual se encuentren.  
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Figura 4. Plasticidad de las células madre adultas. 

Existen dos modelos que explicarían los posibles mecanismos que llevan a las células 

madre adultas a diferenciarse a células de un tejido diferente al original, en respuesta a 

cambios del microambiente o procesos de reparación tisular: el primer modelo hace referencia 

a la capacidad que poseen las células maduras de de-diferenciarse y re-diferenciarse a 

células del mismo tejido que le dio origen o a un tejido diferente [26] (Figura 5A). El ejemplo 

más obvio y extremo de reversión del destino celular viene de los experimentos en los cuales 

una célula somática terminalmente diferenciada genera otro animal a través de una 

transferencia nuclear o clonación. Los experimentos de transferencia nuclear demuestran que 

las células diferenciadas, dadas las condiciones apropiadas, pueden ser regresadas a su 

estado más primitivo [27-29]. 

En el segundo modelo, conocido como transdiferenciación, las células madre de un tejido 

particular, bajo condiciones de un microambiente diferente al original, son capaces de generar 

células funcionales de un linaje, tejido u órgano distinto de aquel del cual la célula madre es 

originaria [30,31] (Figura 5B).  
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Figura 5. Modelos de los posibles mecanismos de diferenciación de las células madre adultas. A. 
Modelo de de-diferenciación y re-diferenciación. B. Modelo de transdiferenciación. 

 

1.2.1 CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

 

Una célula madre mesenquimal (MSC) es definida como un tipo de célula madre adulta 

con un potencial intrínseco para dar origen a varios tipos celulares tales como osteoblastos, 

condrocitos, adipocitos, miocitos, y otros; es decir que tiene la capacidad de diferenciarse en 

linajes mesenquimales y no mesenquimales [32,33]. Las MSCs forman parte de una población 

celular heterogénea, que tiene la capacidad de adherirse al plástico y que contiene 

progenitores indiferenciados y precursores restringidos al linaje con diferentes capacidades 

para diferenciarse a distintos tipos celulares. 

Células con características de MSC han sido derivadas de diferentes partes del cuerpo 

como son: médula ósea,  tejido adiposo, tendón, piel, hueso, músculo, cerebro, hígado, riñón, 

pulmón, bazo, páncreas, timo, membrana sinovial, pulpa dental, placenta, líquido amniótico y 

cordón umbilical. Estas poblaciones celulares heterogéneas, conocidas como MSCs, 

derivadas de varios órganos exhiben muchas características en común, a pesar de algunas 

diferencias en cuanto al potencial de diferenciación [34]. 

A pesar de los numerosos estudios relacionados con la biología de las MSCs, todavía se 

definen sobre una base operacional, es decir, selección positiva o negativa de MSCs en base 

a antígenos de superficie (CD105+, CD73+, CD90+, Stro1+, CD45-, CD34-, CD14-, CD11b-, 

CD79alpha-, CD19-, HLA-DR-), su adherencia al plástico, su morfología fibroblastoide, y su 

capacidad de autorrenovación y diferenciación en al menos tres tipos celulares 

mesenquimales [35]. Las MSCs han emergido como una modalidad terapéutica prometedora 
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para regeneración y reparación de tejidos debido a su capacidad de migrar a los sitios de 

injuria [36]. Se sabe que las MSCs secretan un número de citoquinas y moléculas regulatorias, 

además de poseer propiedades inmunosupresoras que facilitarían el trasplante [37]. 

Existen tres escenarios para explicar el origen de las MSCs: la primera hipótesis plantea 

que las MSCs existen en un solo tejido u órgano, desde donde salen y circulan a otros lugares 

cuando se las necesita; la segunda se basa en la idea de que prácticamente todos los tejidos 

poseen sus propias células madre, por lo cual las MSCs pueden ser aisladas de muchos 

tejidos fetales y adultos; y la última plantea que todas las MSCs de diferentes fuentes se 

originan a partir de, o al menos, tienen un ancestro común perivascular, los pericitos [38-41]. 

 

2.  CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE TEJIDO ADIPOSO 

 

El tejido adiposo es una entidad biológica cuya función se creía que estaba limitada 

únicamente al almacenamiento del exceso de energía obtenido a través de la ingesta de 

comida. Sin embargo, a lo largo de los últimos 10 años, el tejido adiposo ha sido reconocido 

como una fuente rica en células madre multipotentes y un tejido con un rol vital en el 

metabolismo, además de tener funciones inmunológicas. En hombres y mujeres no obesos, el 

tejido adiposo pesa alrededor del 37% de la masa corporal total y la distribución anatómica 

varía entre hombres y mujeres. 

El tejido adiposo es una fuente prometedora de células madre para aplicación en terapias 

celulares, debido a que estas células poseen las siguientes características: a) fáciles de aislar; 

b) obtenidas del propio paciente; c) el número de células es adecuado para el trasplante, 

debido a su alta proliferación celular in vitro; d) capacidad multipotente de diferenciación 

celular; e) fácil manipulación in vitro; f) baja inmunogenicidad; y g) capacidad de integrarse en 

el tejido del huésped e interactuar con el tejido que lo rodea [42-45]. 

El compartimiento estromal vascular del tejido adiposo es el sitio de origen de las células 

madre de tejido adiposo [46,47]. Luego de una digestión con colagenasa del tejido, una 

población celular es obtenida, la cual se conoce como células de la fracción estromal vascular 

(SVF). Cuando la SVF es cultivada, un grupo de células se adhiere a la superficie de la placa 

de cultivo; son estas células las que exhiben propiedades de células madre. La SVF además 

de estas células, contiene células derivadas de sangre periférica (leucocitos y eritrocitos), 

células endoteliales vasculares, macrófagos y linfocitos residentes, y otras células como 

pericitos y fibroblastos [48]. Aproximadamente el 2% de las células de la SVF son células 

madre con potencial multilinaje [49,50]. En la literatura, diferentes grupos han dado diferentes 

nombres para identificar a esta misma población celular, tales como células madre adultas 

derivadas de tejido adiposo (ADAS), células madre mesenquimales de tejido adiposo 
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(AdMSCs), lipoaspirado procesado (PLA), células madre derivadas de tejido adiposo (ADSCs), 

células madre/estromales de tejido adiposo (ASCs), entre otros [45]. Es esta última 

denominación, ASCs, la que adoptaremos en la presente tesis. 

El número de ASCs obtenidas puede variar dependiendo del método de procesamiento 

empleado para la obtención de células madre. De hecho, los datos obtenidos de la literatura 

acerca del aislamiento de las ASCs indican que de acuerdo al procedimiento quirúrgico 

empleado, resección quirúrgica o liposucción, un número diferente de células puede ser 

obtenido a partir de la misma cantidad de tejido adiposo [51,52]. Por otra parte, el número de 

ASCs obtenidas parece ser el mismo en relación a la región anatómica de la cual es obtenido 

el tejido. Además, la edad es otro factor que puede interferir en la composición celular, a partir 

de que se ha observado que individuos más jóvenes tienen un número más alto de ASCs en 

comparación a individuos más viejos [53-55]. 

Los depósitos de tejido adiposo subcutáneo son ubicuos y fácilmente accesibles en 

grandes cantidades con procedimientos mínimamente invasivos. Estos depósitos pueden ser 

obtenidos utilizando la técnica de liposucción (aspirado) o extirpando una porción de tejido 

intacto (Figura 6). 

Se ha encontrado que el tejido adiposo aspirado sólo tiene la mitad del número de ASCs 

comparado con el tejido adiposo intacto, muchos adipocitos y capilares son rotos y un gran 

número de células muertas se hallan en el tejido adiposo aspirado  [56]. El escaso número de 

ASCs en el lipoaspirado puede deberse a: (1) una proporción sustancial de ASCs está ubicada 

alrededor de los vasos y quedan en el tejido del donante; y (2) algunas ASCs son liberadas en 

la porción fluida de los aspirados. De esta manera, el tejido adiposo aspirado es considerado 

como una fuente relativamente pobre de progenitores en comparación al tejido adiposo intacto 

[48,56]. 
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Figura 6. Comparación de tejido adiposo obtenido por lipoaspiración (izquierda) o extirpando una 
porción de tejido intacto (derecha) obtenido del mismo sitio de un solo paciente. Vistas 
macroscópicas (arriba, izquierda), vistas esquemáticas (medio, izquierda), imágenes de 
microscopía electrónica (arriba y medio, derecha; barra roja = 200 mm, barra blanca = 40 mm), e 
imágenes de tinción “whole mount” (abajo, barra = 100 mm). (Adaptado del capítulo “Adipose Stem 
Cells: From Liposuction to Adipose Tissue Engineering” K. Yoshimura et al. [57]) 
 

La localización exacta de las ASCs en el tejido adiposo es desconocida, pero se piensa 

que las ASCs se localizan entre los adipocitos (co-localizan con capilares), en las paredes de 

los vasos o en el tejido conectivo. La mayoría de ellas muestran una localización perivascular, 

como soporte de células endoteliales similares a los pericitos (Figura 7) [40,58]. 
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Figura 7. Localización perivascular de las ASCs en el tejido adiposo. Se pueden observar las 
ASCs (verde), los capilares (rojo) y los núcleos celulares (azul). (Adaptado del capítulo “Adipose 
Stem Cells: From Liposuction to Adipose Tissue Engineering” K. Yoshimura et al. [57]) 
 

Basado en análisis de citometría de flujo, las ASCs expresan antígenos típicos tales como 

CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD46d, CD54, CD71, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166 

y Stro-1. Sin embargo, ASCs no expresan antígenos hematopoyéticos tales como c-kit, CD4, 

CD11b, CD14, CD16, CD34, CD45, CD56, CD79, CD104, CD106 y HLA-DR, ni tampoco 

marcadores endoteliales como CD31, CD133, CD144 y el factor de von Willebrand 

[25,43,51,59-66].  

Basados en ensayos quimioluminiscentes no-radiactivos, las ASCs han demostrado tener 

una longitud telomérica de alrededor de 9 kb, la cual es mayor que la que poseen las células 

somáticas y está asociada a su alto potencial de proliferación. Por otra parte, mediante el 

protocolo de amplificación de repeticiones teloméricas cuantitativa en tiempo real (RQ-TRAP), 

se ha observado que la actividad telomerasa de las ASCs es similar a la de otras MSCs, la 

cual es mayor que la de una célula somática pero menor que la de las líneas celulares de 

cáncer, indicando el mantenimiento de la capacidad de autorrenovación y proliferación de las 

mismas [67]. Sin embargo, su capacidad de expansión in vitro es limitada, demostrado a 

través de estudios de características morfológicas, cinética de crecimiento, expresión de 

marcadores de superficie, de genes asociados a senescencia, entre otros.  La manifestación 

de senescencia en las ASCs ocurre en el pasaje 15 o 20 y todos los resultados demostraron 
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que cultivos más allá del pasaje 10 favorecen las vías de senescencia y limitan su utilidad 

clínica [68]. 

Las ASCs son capaces de mantener su autorrenovación in vitro debido a que secretan una 

serie de factores de crecimiento como son el factor de crecimiento de fibroblastos 2 o básico 

(FGF2 o bFGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento 

de hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento 1, similar al factor de crecimiento tipo insulina 

1 (IGF1) [69,70]. 

El proceso a través del cual las ASCs se diferencian en otras células es denominado 

diferenciación específica de linaje y comienza con la activación de ciertos factores de 

transcripción. Recientemente, se ha demostrado in vitro la capacidad de las ASCs de 

diferenciarse en células derivadas del mesodermo (adipocitos, osteocitos y condrocitos), a 

células derivadas del ectodermo (células epiteliales, gliales y neuronas) y a células derivadas 

del endodermo (hepatocitos, miocitos, células pancreáticas, de pulmón, epiteliales de 

intestino, células endoteliales y cardiomiocitos) [66,71-87]. 

Antes de los eventos de transcripción, el proceso a través del cual las ASCs pueden ser 

destinadas a un linaje específico todavía no está completamente elucidado. Sin embargo, 

algunos factores de transcripción específicos de tejido son conocidos. En las células madre, 

los procesos de proliferación, determinación y diferenciación terminal específica de linaje son 

regulados por una red compleja de interacción molecular que involucra moduladores de la 

transcripción génica, factores de transcripción, proteínas quinasas, factores de crecimiento y 

receptores celulares (Figura 8)  [44]. 
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Figura 8. Regulación molecular de la proliferación, del compromiso de linaje y de la diferenciación 
de las ASCs. (Adaptado de Schaffler et al 2007 [44]. 
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3. STEMNESS: PATRÓN DE GENES COMUNES A LAS CÉLULAS MADRE 

 

El término “stemness” se refiere a los procesos moleculares subyacentes a las 

propiedades de células madre como son la autorrenovación y la generación de progenie 

diferenciada. Aunque las células madre en diferentes microambientes o nichos tendrán, por 

necesidad, diferentes demandas fisiológicas y, por ende, diferentes programas moleculares, 

existen probablemente ciertas características genéticas específicas que son compartidas por 

todas las células madre. Muchos de estos genes presentes en poblaciones de ESCs, células 

madre hematopoyéticas (HSCs) y células madre neurales (NSCs) han sido identificados [2,88-

91]. Extendiendo este enfoque a otras células madre, sería posible desarrollar una huella 

molecular (fingerprint) para las células madre. Esta huella podría ser usada como la base para 

una definición molecular de célula madre que, combinada con su definición funcional, 

proveerán un mejor criterio para comprender su naturaleza única.  

En los últimos años, se ha puesto mucho esfuerzo en estudiar los mecanismos que 

regulan la pluripotencialidad de las células madre y su potencial de diferenciación. Como 

resultado de ello, se encontró que las vías de traducción de señales de Sonic Hedhegog 

(Shh), Notch, Wnt y BMP, y algunos factores de transcripción, Oct4, Sox2 y Nanog, son los 

responsables de regular estos intrincados procesos. 

 

3.1 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 

 

La pluripotencialidad es la capacidad de una célula de dar origen a derivados 

diferenciados que representan cada una de las tres capas germinativas y es una propiedad 

característica de las ESCs. Estudios funcionales han sido de importancia en identificar un 

grupo de factores de transcripción que afectan la identidad pluripotente de las ESCs. En este 

grupo, los factores de transcripción Oct4, Sox2 y Nanog son cruciales para el mantenimiento 

eficiente de la identidad de la ESC (Figura 9) [92-96].  
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Figura 9. Factores de transcripción que controlan la pluripotencialidad de las ESCs. 

 

3.1.1 OCT4 

 

El gen Oct4 (también conocido como Oct3 o Pou5f1) codifica para un factor de 

transcripción que juega un rol crucial en el desarrollo del embrión y en el mantenimiento de la 

capacidad de autorrenovación y la pluripotencialidad de las ESCs.  

Oct4 es un transcripto de herencia materna que es regulado durante el desarrollo en 

ratones. A partir del estadio de 4 células, comienza la expresión de Oct4 y es finamente 

regulado para permitir la correcta formación de los tejidos embrionarios y extraembrionarios. 

La disminución de la expresión en algunas zonas de la mórula lleva a la formación de 

trofoectodermo. Luego, algunas células del macizo celular interno expresan transitoriamente 

altos niveles de Oct4, lo cual permite el desarrollo del hipoblasto (endodermo primitivo y 

extraembrionario), mientras que las células con expresión estable de Oct4 son las que van a 

dar origen al epiblasto. Durante la gastrulación, el promotor del Oct4 se va silenciando 

progresivamente hasta que su expresión queda limitada a las células germinales primordiales 

(PGCs). En el adulto, los gonocitos y espermatogonias son las únicas células donde la 

expresión de Oct4 puede ser detectada  [97]. 
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Oct4 también se expresa en ESCs sin diferenciar y es uno de los factores de transcripción 

específicos de ESCs cuyos niveles requieren un control riguroso. La pérdida del 50% de su 

expresión conduce a las ESCs hacia el linaje trofoectodérmico y niveles de expresión mayores 

al 50% induce a la formación de endodermo primitivo o mesodermo, en concordancia con lo 

que sucede durante el desarrollo embrionario (Figura 10) [94,98]. 

 

 
Figura 10. Relación entre el nivel de expresión de Oct4 y el destino de célula madre. 

(Adaptado de Niwa et al 2000 [94]) 

 

El gen de Oct4 está localizado en el cromosoma 6 y contiene 5 exones. Por splicing 

alternativo, el gen puede generar dos isoformas diferentes: OCT4A y OCT4B.  

La función de estas dos variantes fue estudiada reprimiendo el Oct4 endógeno en una 

línea celular de ESCs murinas e intentando rescatarla con las dos isoformas. Se observó que 

la isoforma OCT4A humana, pero no la OCT4B, fue capaz de rescatar el fenotipo de ESC, es 

decir, la inhibición de la diferenciación y el mantenimiento de la autorrenovación. Además, se 

demostró que OCT4A tiene una señal nuclear mientras que OCT4B permanece citoplasmática 

[99]. Ésto sugiere fuertemente que OCT4A es la responsable del mantenimiento de la 

condición de stemness y del estado indiferenciado de las ESCs. Sin embargo, recientemente 

se ha descripto una nueva variante de splicing OCT4B1 que se expresa en ESCs y que es 

regulada negativamente luego de su diferenciación (Figura 11) [100]. 
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Un gran número de publicaciones han descripto la expresión de OCT4 en células madre 

aisladas de diferentes tejidos humanos (médula ósea, sangre periférica, pelo, epidermis, 

tiroides, hígado, riñón, páncreas, pulmón, cerebro, músculo y endometrio) como también de 

líquido amniótico y sangre de cordón umbilical [101-107].  

A pesar de la abundancia de datos acerca de los blancos y fenotipos del transcripto OCT4, 

todavía es incierto como actúa el factor de transcripción OCT4 para regular la diferenciación. 

Experimentos recientes sugieren que puede funcionar tanto como un activador o como un 

represor de la transcripción génica, ya que se lo ha encontrado asociado con complejos 

activadores y represores[108-111]. 

 

 

 
Figura 11. Isoformas de Oct4 y su relación con las células madre (Adaptado de Wang et al 

2010 [112]) 



 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

3.1.2 SOX2 

 

Sox2 es miembro de las proteínas de unión al ácido desoxirribonucleico (ADN) del Grupo 

de Alta Movilidad (HMG). Estas HMG reclutan factores de transcripción para unirse a 

diferentes regiones potenciadoras del ADN (enhancers). Adicionalmente, las proteínas Sox 

contienen un dominio de activación/represión, a través del cual interactúan con otras 

proteínas[113]. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario temprano Sox2 activa genes 

blancos interactuando con Oct4. Durante estadios de desarrollo posteriores, cuando Oct4 ya 

no está siendo expresado, Sox2 interactúa con Pair box 6 (Pax6) regulando el desarrollo del 

ojo [114]. 

La expresión de Sox2 es detectada en el macizo celular interno del blastocisto y se 

mantiene en el epiblasto [115]. A diferencia de Oct4, Sox2 también tiene un rol importante 

durante estadios posteriores del desarrollo embrionario y en las células madre adultas. Por 

ejemplo, Sox2 se expresa en el tubo neural desde los estadios más tempranos del desarrollo y 

es requerido para mantener las células progenitoras neurales en un estado indiferenciado 

[116-118]. Además, Sox2 desempeña un rol importante en estadios posteriores del desarrollo, 

tales como la diferenciación neural, la proliferación y/o el mantenimiento de las NSCs, y su 

expresión, en las regiones de la neurogenesis adulta, es responsable del mantenimiento y/o 

proliferación de las NSCs adultas [118,119]. 

Las proteínas POU son compañeras de interacción comunes de los factores Sox y la 

heterodimerización entre Sox2 y Oct4 provee el mejor ejemplo de esta interacción. Estudios 

funcionales han demostrado que Oct4 y Sox2 interactúan directamente, cuando se unen a 

regiones promotoras, para regular su propia transcripción y activar la expresión de genes 

asociados a pluripotencialidad (Sox2, Oct4, Nanog, Fgf4, etc.) [120-124]. Es muy interesante 

que, dependiendo del gen blanco, Oct4 y Sox2 exhiben niveles diferentes de cooperación. 

Estos niveles parecen resultar en diferente actividad transcripcional para los genes corriente 

abajo (downstream), dependiendo de la cantidad de proteína Sox2 y Oct4 presente en la 

célula (Figura 12). 

Mientras que la función de Oct4 en ESCs ha sido extensivamente caracterizada, el rol de 

Sox2 permanece sin determinarse. Se ha especulado que Sox2 actúa sinergísticamente con 

Oct4 para regular la expresión de genes pluripotenciales. 
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Figura 12. Cooperación entre Sox2 y Oct4 en las células madre. (Adaptado de Rizzino 2009 

[125]) 

 

3.1.3 NANOG 

 

Nanog es una proteína homeodominio y tiene un patrón de expresión bastante restrictivo. 

In Vivo, la expresión de Nanog se detecta en las células interiores de la mórula compacta y en 

el macizo celular interno del blastocisto [92,126-128]. En el blastocisto pre-implantatorio, la 

expresión de Nanog se pierde en las células que darán origen al endodermo, mientras que las 

células destinadas a formar el epiblasto retienen la expresión del mismo [129]. Luego de la 

implantación, los transcriptos de Nanog pueden ser encontrados en un grupo de células del 

epiblasto y en las PGCs. In Vitro, Nanog marca todas las líneas celulares pluripotentes y en 

las ESCs, se demostró que es importante para la autorrenovación y mantenimiento del estado 

indiferenciado de estas células, ya que es regulado negativamente en una etapa temprana de 

la diferenciación de las ESCs [126]. Ésto demuestra una íntima asociación entre Nanog y la 

identidad de las células madre pluripotenciales. 

Oct4 y Sox2 se unen corriente arriba (upstream) del promotor de Nanog, siendo 

importantes en la regulación de Nanog. Nanog actúa como un activador del promotor de Oct4 

y de diversos genes inhibidores de diferenciación (Ids) [122,128,130]. Se ha demostrado que 

la ablación genética de Nanog en ESCs no suprime la pluripotencia pero reduce la capacidad 

de autorrenovación, generando un estado transitorio en el cual las células están 
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reversiblemente preparadas  para la autorrenovación o para la diferenciación. Entonces, 

Nanog actuaría previniendo la progresión de la diferenciación in vitro, y podría ser considerado 

como un salvaguardia de la pluripotencia (Figura 13) [128]. 

 
Figura 13. Nanog funciona como un salvaguardia de la pluripotencia de las células madre. 
(Adaptado de Chambers et al. 2007[93]) 

 

Por el contrario de Oct4 y Oct4A, Nanog no se expresa en células postnatales; pero como 

Oct4 y Oct4A, se ha reportado su expresión en células madre somáticas adultas y su ausencia 

en otras [22,104-106]. 

 

3.2 MORFÓGENOS 

 

Los morfógenos son factores extrínsecos que actúan a distancia para instruir la identidad 

celular y la forma del tejido durante el desarrollo, en una manera dosis-dependiente. Además 

de las acciones instructivas (determinando el destino), también pueden realizar un control 

selectivo (proliferación o supervivencia), de manera que es difícil distinguir entre factores que 

son estrictamente mitogénicos o anti-mitogénicos de aquellos que tienen acciones 

morfógenas. Numerosos morfógenos involucrados en el modelado neural temprano también 

están involucrados en controlar la autorrenovación de las células madre adultas y la 
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proliferación de su progenie. Entre ellos se encuentran Sonic Hedgehog (Shh), las proteínas 

Wnts, Notch y las BMPs [131]. 

 

3.2.1  SONIC HEDGEHOG (SHH) 

 

Shh es un morfógeno de señalización intracelular de la familia Hedgehog, el cual juega un 

rol importante en el desarrollo de muchos órganos y grupos celulares, como también en la 

regulación de las células madre [132-135]. 

Durante el desarrollo, Shh actúa como un morfógeno que es secretado desde los centros 

de señalización ventral para especificar la identidad ventral durante el desarrollo del tubo 

neural. Shh también tiene acciones mitogénicas sobre las progenitores con especificación 

neuronal pero no sobre NSCs [136]. En la adultez, diversos estudios demostraron que Shh es 

importante en la autorrenovación y proliferación de las NSCs en la zona subventricular (ZSV) 

de los ventrículos laterales y en la zona subgranular (ZSG) del hipocampo y tiene un rol más 

específico en la expansión de las células amplificadoras transitorias y neuroblastos [137-139]. 

Estudios recientes han involucrado a Shh en la proliferación y especificación del destino 

celular de diversas células madre, donde se ha propuesto un modelo que plantea que Shh 

convierte la células madre quiescentes, de división lenta, en progenitores amplificadores 

transitorios más cercanos o comprometidos a la diferenciación (Figura 14) [137,140-143]. 

 
Figura 14. Modelo propuesto para la función de Sonic Hedgehog en las células madre. Las células 
madre en áreas sin señalización Shh proliferan lentamente y están alejadas de la diferenciación. 
Un aumento de la señalización Shh las convierte en progenitores de división rápida, los cuales 
pueden producir progenie postmitótica. (Adaptado de Agathocleous  et al. 2007 [140]) 
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Dos proteínas transmembrana median la transmisión intracelular de la señal de Shh, 

Patched 1 (Ptc1), la cual se une a Shh, y Smoothened (Smo). La unión de Shh a Ptc1 libera la 

inhibición de Smo, permitiendo la transducción de la señal intracelular [144,145]. En última 

instancia, la actividad de Smo regula la actividad de efectores transcripcionales, las proteínas 

Gli (Gli1, Gli2 y Gli3), las cuales son capaces de actuar como activadores (GliA) o represores 

de la transcripción (GliR) [146-149].  

En ausencia de Shh, se piensa que la actividad GliR domina. Esto es el resultado de la 

degradación de la proteína Gli2 y el procesamiento proteolítico parcial de Gli3 en una isoforma 

truncada, Gli3R, la cual funciona como un represor transcripcional (Figura 15A). En células 

que responden a Shh, el procesamiento proteolítico de Gli3 es inhibido, resultando en una 

reducción de los niveles de Gli3R. En células expuestas a altas concentraciones de Shh, la 

degradación de Gli2 se detiene, resultando en la acumulación de la isoforma activadora 

transcripcional. Además la transcripción de Gli3 es inhibida y la de Gli1 inducida, el cual 

parece actuar exclusivamente como un activador. Todos estos eventos resultan en un 

aumento de la actividad GliA, la cual puede estimular un aumento de la actividad 

transcripcional de Gli1 y Gli2 (Figura 15B) [150-153].  

 
Figura 15. Cascada de señalización intracelular de Sonic Hedgehog. A. En ausencia de Shh, PKA 
marca a las proteínas Gli para su procesamiento proteolítico y la generación de las isoformas 
represoras, que inhiben la transcripción. B. En presencia de Shh, Smo inhibe a la PKA permitiendo 
la generación de las isoformas activadoras de Gli y, en consecuencia,  la transcripción de los 
genes blancos. 
 
3.2.2 WINGLESS/INT (WNT) 
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Las proteínas Wnt pueden tener acciones morfogénicas, proliferativas o antiproliferativas, 

dependiendo del contexto. Wnts se unen a receptores de la familia Frizzled (Fzd) en la 

membrana plasmática para iniciar la vía canónica [154]. La señal Wnt canónica induce el 

ensamblaje de los complejos Frizzled-Disheveled (Dvl) y Lipoprotein-receptor-related protein 

5/6-Axin (LRP5/6-Axin) para liberar a β-catenina del complejo de degradación glicógeno 

sintasa quinasa (GSK-3β). La fosforilación de β-catenina por la GSK-3β es inhibida por Dvl, 

provocando la estabilización y acumulación de β-catenina citoplasmática, la cual se trasloca al 

núcleo, donde interactúa con los factores de transcripción  T cell factor/ lymphoid enhancer 

factor/Sox (TCF/LEF/Sox), para promover la expresión génica. Myc, ciclinaD1, Axin2, FGF20, 

Wisp1, Jag1 y Dickkopf-1 (Dkk1) son genes blanco de esta cascada canónica (Figura 16) 

[155-159].  

La señalización Wnt desempeña un rol importante en la regulación de la proliferación y 

diferenciación de células progenitoras neurales, hematopoyéticas y MSCs [160,161]. Diversos 

estudios han sugerido que la vía canónica de señalización Wnt mantiene a las células madre 

en un estado indiferenciado y de autorrenovación [162,163]. 

En el hipocampo adulto, Wnt3 es expresado en astrocitos mientras que los receptores de 

los componentes de señalización intracelular de Wnt son expresados en progenitores. Debido 

a que en algunos trabajos se vio que la sobreexpresión de Wnt3 promueve la neurogénesis 

activando el factor de diferenciación neurogénico 1 (NeuroD1), y en otros que promueve la 

autorrenovación de las NSCs; se sugiere que la señalización Wnt podría activar las NSCs 

quiescentes para que se autorrenueven, pero específicamente a través de divisiones 

asimétricas en servicio de la neurogénesis antes que por divisiones simétricas para la 

expansión de las NSCs. De manera que la señalización Wnt parece regular la proliferación y 

diferenciación de los linajes neuronales en una manera estadio-específica y dependiente del 

contexto celular [164-167]. 
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Figura 16. Vía de señalización intracelular Wnt. A. En ausencia de Wnt, la β-catenina 
citoplasmática es reclutada por el complejo de degradación GSK3β, que facilita la fosforilación y 
degradación proteolítica de β-catenina. B. En presencia de Wnt, Dvl inhibe la fosforilación de β-
catenina, la cual se acumula en el citoplasma y se trasloca al núcleo, donde se une a los factores 
de transcripción TCF/LEF para activar la transcripción de los genes blanco. (Adaptado de 
Christodoulides  et al. 2008 [168]). 
 

3.2.3 PROTEÍNAS MORFOGENÉTICAS ÓSEAS (BMPs) 

 

Durante el desarrollo del sistema nervioso, las BMPs actúan como morfógenos 

pleiotrópicos, secretados por los centros de señalización dorsal para especificar las 

identidades dorsales en el desarrollo del tubo neural. Además, pueden promover 

indirectamente la proliferación vía la señalización Wnt, o la diferenciación a través del bloqueo 

directo del ciclo celular. Los ligandos se unen al complejo receptor (BMPR) que activa un 

complejo de transducción canónico (Smad), el cual se trasloca al núcleo para regular la 

transcripción génica (Figura 17). Los principales genes blancos de la señalización BMP son 
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los genes Ids, los cuales son miembros de la familia hélice-bucle-hélice (helix-loop-helix, HLH) 

pero carecen del dominio de unión al ADN [169,170]. La heterodimerización de los Ids con 

otros factores de transcripción HLH resulta en el transporte activo de tales complejos al núcleo 

y la inhibición de su unión al ADN [171]. Simultáneamente, los Ids pueden actuar como 

reguladores dominantes negativos que interfieren con las actividades transcripcionales de las 

proteínas proneurales en los progenitores neuronales [172]. Entre los cuatro miembros de la 

familia Id, Id1 parece ser específicamente requerido para la proliferación de células 

neuroepiteliales y para la activación precisa de la diferenciación neuronal en el estadio 

embrionario [170,173-175]. En ratones, Id1 es expresado en precursores neurales en 

proliferación en la ZSV, pero no se lo encuentra en células diferenciadas en estadios 

tempranos de la embriogénesis [176,177]. Id2 se expresa en neuronas tempranas durante el 

desarrollo del sistema nervioso y se sigue expresando en neuronas específicas en el cerebro 

adulto, sugiriendo que Id2 puede estar involucrado en otros procesos celulares, además de 

proliferación [178,179]. La expresión de Id3 está más distribuida a lo largo de la 

embriogénesis; está presente en varias regiones del embrión, incluyendo áreas del cerebro en 

desarrollo. Por último, los transcriptos de Id4 son detectados principalmente en tejidos 

neuronales [180,181].  
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Figura 17. Señalización BMP. La unión del ligando (BMP) al complejo receptor (BMPR), formado 
por la heterodimerización de los receptores tipo I y II, activa a los mensajeros intracelulares 
(Smad), los cuales se traslocan al núcleo, donde se unen directamente a las secuencias 
específicas en los promotores de los genes blancos de BMP (Id1, Id2, Id3 e Id4) para regular su 
transcripción. 
 

Basados en toda esta evidencia, es claro que la familia de genes Id tienen un  rol 

importante en la proliferación y diferenciación de las células progenitoras neurales. En general, 

en el sistema nervioso de mamíferos, la expresión de Id1 e Id3 está localizada en los 

neuroblastos menos diferenciados, mientras que Id2 e Id4 se expresan en neuronas motoras e 

interneuronas. Ésto indica que la expresión de dos subclases (Id1 e Id3 por un lado, e Id2 e 

Id4 por otro) puede tener diferentes consecuencias fisiológicas, es decir, la especificación de 

diferentes estadios de diferenciación de células neuronales durante el desarrollo. 

Noggin pertenece a una clase de polipéptidos que se unen a las BMPs y, 

consecuentemente, previene la activación de los receptores de BMP. En el cerebro adulto, las 

BMPs provocan acciones antiproliferativas y gliogénicas [182]. Las células ependimales del 

ventrículo expresan el factor Noggin, un antagonista competitivo de la unión del ligando BMP a 
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su receptor, lo cual promueve un aumento de la neurogénesis [183]. De esta manera, el  

balance de la señalización BMP regula la autorrenovación de las NSCs en las zonas 

neurogénicas del cerebro (Figura 18). 

 
Figura 18. Rol propuesto de Noggin en promover el linaje neuronal de las NSCs en el cerebro 

adulto. (Adaptado de Lim et al. 2000 [183]) 

 

3.2.4 NOCTH 

 

Notch es parte de un mecanismo de señalización que controla decisiones de destino 

celular, proliferación y apoptosis, durante el desarrollo y en la vida adulta [184,185]. La unión 

del receptor Notch al ligando Jagged y Delta, activa el clivaje enzimático del receptor Notch 

para producir un dominio intracelular Notch (NICD) activado que se trasloca al núcleo e 

interactúa con un complejo Mam/CBF1. El complejo activado promueve la transcripción de 

genes represores de linaje, de los cuales los mejor caracterizados pertenecen a las proteínas 

hairy/enhancer of Split (Hes) y represor relacionado a Hes (Herp). Estos genes represores son 

factores de transcripción hélice-bucle-hélice básico (bHLH) que regulan negativamente la 

expresión de factores de transcripción específicos de tejido, de esta manera regulando la 

diferenciación específica de linaje (Figura 19) [186,187]. 

En el sistema nervioso, los genes represores de linaje de la señalización Notch inhiben la 

transcripción de genes neurogénicos como lo es Mammalian achaete-scute homolog 1 

(Mash1). Sin embargo, Mash1 promueve la expresión de ligandos Notch, de manera que 
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células expresando altos niveles de genes neurogénicos también secretan altos niveles de 

ligandos Notch, los cuales reprimen los programas neurogénicos en las células vecinas. Se 

piensa que este circuito de retroalimentación amplifica las pequeñas diferencias 

transcripcionales iniciales para producir una célula con un fuerte programa de especificación 

del linaje, y una célula adyacente con un fuerte programa de autorrenovación de células 

madre (Figura 19) [188]. 

Mientras que Notch está involucrado en el mantenimiento de la población de NSCs, 

también participa en la adquisición progresiva de características más gliales durante la 

transición de glia radial a célula madre adulta. Ésto podría explicar por qué la exposición a 

factores de diferenciación como BMP promueve la neurogénesis  a partir de precursores de 

estadio temprano, pero induce gliogénesis a partir de progenitores de estadios posteriores. 

Ésto sugiere que la vía Notch podría ser usada para tomar decisiones binarias en diferentes 

tipos de progenitores, en estadios posteriores de maduración celular y plasticidad [182,188]. 
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Figura 19. Señalización Notch en sistema nervioso. Los genes proneurales (Mash1 y Ngn2) 
activan el programa de diferenciación neuronal e inducen la expresión de Delta, el cual activa la 
señalización Notch en células vecinas. La activación de Notch libera el dominio intracelular (NCID), 
por acción de la γ-secretasa, el cual se trasloca al núcleo y forma un complejo con Mam/CBF1. 
Este complejo induce la expresión de los genes represores transcripcionales (Hes, Herp), los 
cuales reprimen la expresión de genes proneurales, llevando al mantenimiento de las NSCs. 
(Adaptado de Kageyama et al. 2009 [189]) 
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4. NEUROGÉNESIS ADULTA 

 

Las NSCs son definidas como células que poseen la capacidad de autorrenovarse y de 

generar los tres principales tipos celulares en el sistema nervioso central (SNC): neuronas, 

astrocitos y oligodendrocitos (Figura 20A) [190-192]. En un principio, se creía que la 

generación de nuevas neuronas (neurogénesis) en los mamíferos estaba limitada a la fase 

prenatal; sin embargo, a lo largo de los años se descubrió que la neurogénesis también se 

llevaba a cabo en discretas áreas del cerebro adulto, y que las nuevas células neuronales 

generadas se originaban a partir de células madre del cerebro adulto [193-195]. 

La neurogénesis ocurre principalmente en dos regiones del cerebro adulto en varias 

especies: la ZSV de los ventrículos laterales y la ZSG del giro dentado (GD) del hipocampo 

(Figura 20B) [195]. De estas regiones, la ZSV posee el pool más grande de células 

progenitoras neurales en división. Las nuevas células neuronales generadas en la ZSV migran 

al bulbo olfatorio (BO) a lo largo de la cadena rostro migratoria (RMS), donde se diferencian en 

neuronas granulares y periglomerulares del BO (Figura 20B,C) [196-200]. En el giro dentado 

del hipocampo, las nuevas neuronas generadas en la ZSG migran a la capa granular, donde 

se diferencian en células neuronales y extienden proyecciones axonales al área CA3 (Figura 
20D) [201-204]. 

En estas dos regiones, las NSCs tipo-gliales generan progenitores amplificadores 

transitorios altamente proliferativos que luego dan origen a precursores neuronales 

comprometidos con el destino [205-208]. Estos precursores (neuroblastos) migran a su destino 

final y se diferencian en neuronas postmitóticas, desarrollando una morfología dendrítica 

apropiada e integrándose sinápticamente al circuito preexistente [209]. 
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Figura 20. Neurogénesis y NSCs en el sistema nervioso central adulto. A. Las NSCs son células 
autorrenovables y multipotentes que generan neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. B.  Áreas 
neurogénicas del SNC: el GD del hipocampo y la ZSV del ventrículo lateral. Las NSCs de la ZSV 
migran hasta el BO a través de la RMS, donde se diferencian en interneuronas. C. Teorías del 
origen celular de las NSCs de la ZSV: como células ependimales diferenciadas o como células tipo 
astrocitos. D. En el GD las nuevas neuronas son generadas a partir de las NSCs de la ZSG del 
hipocampo y se diferencian en células neurales y gliales en la capa granular del GD. (Adaptado de 
Taupin et al. 2002 [195]) 
 

La neurogénesis también puede ocurrir en otras áreas del cerebro adulto, aunque en 

menor proporción, como son el bulbo olfatorio, el área CA1, la neocorteza, el estriado, la 

amígdala, la sustancia nigra, el tercer ventrículo, el núcleo caudado, entre otros [210-212]. 

 

4.1  MECANISMOS MOLECULARES 

 

Los mecanismos moleculares que controlan la especificación del destino celular neural en 

progenitores adultos son de gran interés debido a que nos enseñan cómo podríamos controlar 

el comportamiento de progenitores endógenos o trasplantados, para el tratamiento de 

enfermedades neurológicas. 

Aunque los mecanismos moleculares de determinación del destino de las NSCs no son 

completamente entendidos, se ha vuelto gradualmente aparente que tanto las claves 
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extracelulares como los programas intracelulares están profundamente involucrados en la 

especificación del destino neuronal. 

 

4.1.1 PAX6 

 

Pax6 es un miembro de la familia Pax y es crucial para el desarrollo del SNC, ojo y 

páncreas [213-215]. Pax6 es expresado en patrones espacio-temporales específicos durante 

el desarrollo del cerebro y, es por eso, que se cree que está corriente arriba (upstream) de las 

redes de genes involucrados en el modelado del cerebro, la migración neuronal y la formación 

de circuitos neurales [216,217].  

Pax6 juega un rol importante promoviendo la neurogénesis. Por tal motivo, la pérdida de 

Pax6 resulta en progenitores neurales con reducido potencial neurogénico [218,219], mientras 

que su sobreexpresión in vitro dirige a las células hacia un destino neuronal [219]. Los 

mecanismos por los cuales Pax6 promueve la neurogénesis son todavía desconocidos. 

Durante el desarrollo del SNC, la expresión de Pax6 comienza temprano en las células 

neuroepiteliales en proliferación, y luego se expresa en las células progenitoras neurales de la 

zona ventricular [220]. Postnatalmente, la expresión de Pax6 es detectada en la ZSV de los 

ventrículos laterales y la ZSG del hipocampo, lugares en los cuales la neurogénesis tiene 

lugar. En la ZSG, Pax6 se expresa en células madre neurales y progenitores neurales que 

tienen morfología de glía radial y son positivas para el marcador de la proteína acídica fibrilar 

glial (GFAP) y nestina, como también en una pequeña población de progenitores tardíos que 

son positivos para la molécula de adhesión celular neural poli-sialidada (PSA-NCAM) [221-

223]. 

 

4.1.2 FACTORES bHLH 

 

Experimentos recientes han demostrado que la proliferación, especificación y 

diferenciación de las NSCs están controladas por un grupo de factores de transcripción con 

motivo hélice-bucle-hélice básico (bHLH) [223]. En una NSC que está destinada a convertirse 

en una neurona, la transición de proliferación a neurogénesis está acompañada por un 

incremento en la expresión de factores bHLH proneurales. Se sabe que la expresión de las 

proteínas bHLH es necesaria y suficiente para promover la generación de neuronas 

diferenciadas a partir de células progenitoras indiferenciadas [224-228]. Este compromiso de 

destino neuronal, dirigido por bHLH, se desarrolla de una manera temporalmente sucesiva, 

desde proteínas bHLH ampliamente proneurales a proteínas especificadoras neuronales [229]. 
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La neurogénesis es mediada por dos amplias categorías de factores bHLH. Los factores 

bHLH proneurales, entre los cuales se encuentran Mash1, mammalian atonal homolog 1 

(Math1), y neurogenina 1 y 2 (Ngn1 y Ngn2), los cuales están involucrados en la iniciación de 

la neurogénesis; y los factores bHLH de diferenciación, como son NeuroD1, NeuroD2, Math2 y 

T-box brain 1 y 2 (Tbr1 y Tbr2), los cuales facilitan la diferenciación terminal [227,230,231].  

Estas proteínas bHLH se unen al ADN formando heterodímeros con las proteínas E, e 

interactuando con coactivadores para reclutar un gran complejo, incluida la maquinaria 

transcripcional, para promover la expresión de los genes neuronales blanco. Por el contrario, 

las proteínas bHLH son reguladas negativamente por otro grupo de factores bHLH, como son 

los factores Id y Hes, los cuales se unen de manera competitiva a las proteínas E, impidiendo 

la formación de heterodímeros. Se sabe que la expresión de Hes1, Hes5, Id1 e Id3 es inducida 

por la señalización Notch y BMP, ambas vías involucradas en la autorrenovación de las NSCs 

y gliogénesis, a través de la inhibición de las señales neurogénicas (Figura 21) [232-235]. 

 
Figura 21. Regulación de la especificación y diferenciación neuronal por los factores bHLH 

mediante un balance de factores bHLH antagónicos. 

 

4.1.3 NEUROTRANSMISORES 
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GABA (ácido gamma-aminobutírico), el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC 

maduro, tiene un rol bien establecido en la regulación de la integración funcional de nuevas 

neuronas en redes inmaduras y maduras, tanto en el embrión como en el adulto [236,237]. 

Recientemente, GABA ha surgido como un regulador clave  que controla múltiples fases de la 

neurogénesis adulta [236,238]. En los mecanismos de transducción de señales mediados por 

GABA, las señales extracelulares son transformadas en intracelulares a través de subtipos de 

receptores GABA (GABAR), ionotrópicos (GABAAR y GABACR) y metabotrópicos (GABABR). 

Los receptores GABAA son predominantemente canales iónicos permeables a cloruro (Cl-) 

y la polaridad de la acción de GABA depende del gradiente de Cl- a través de la membrana, el 

cual está determinado por la expresión regulada de los transportadores de Cl-, el co-

transportador de Na+, K+, 2Cl- (NKCC1) y el co-transportador K+/Cl- (KCC2) [237,239,240]. En 

la neurogénesis adulta, debido a la abundancia inicial del importador de Cl- NKCC1 y la baja 

expresión del exportador de Cl- KCC2, las concentraciones internas de Cl- son mayores en 

neuronas inmaduras que en neuronas maduras. El alto potencial de equilibrio resultante para 

Cl- en neuroblastos provoca que GABA, a través de sus receptores GABAA, despolaricen a las 

células inmaduras luego de la determinación del destino celular. Finalmente, se sabe que este 

efecto despolarizante de GABA en neuronas juveniles y progenitores regula etapas claves de 

la neurogénesis tales como proliferación, migración y morfogénesis, en las zonas 

neurogénicas [241,242]. 

GABA también está involucrado en estadios tardíos de la neurogénesis adulta, 

orquestando la formación de sinapsis y el crecimiento dendrítico de neuronas inmaduras. La 

regulación de estos procesos tiene lugar cuando se produce la reversión del gradiente de Cl- a 

través del aumento de los niveles de KCC2 en las neuronas inmaduras, momento en el cual 

GABA pasa a tener un efecto hiperpolarizante [240,243]. 

Otro neurotransmisor, glutamato, es el más prominente en el SNC de mamíferos y lleva a 

cabo su acción a través de receptores ionotrópicos N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido     α-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA) y kainato, y metabotrópicos mGluR. En 

los primeros estadios de la neurogénesis adulta en la ZSV, se ha detectado la expresión de 

receptores metabotrópicos, regulando de manera positiva la proliferación de progenitores; e 

ionotrópicos, los cuales actúan junto con GABA para disminuir la migración de los 

neuroblastos [244-246]. En estadios posteriores de la neurogénesis, la señalización 

glutamatérgica juega un rol importante en la regulación de la supervivencia de neuroblastos, 

dependiente de receptores ionotrópicos NMDA 1 (NR1), y en la plasticidad sináptica de 

neuronas inmaduras a través de los receptores NMDA ionotrópicos 2B (NR2B) [247-251]. 

Por último, la acetilcolina (ACh) produce sus efectos en el SNC a través de dos subtipos 

de receptores: muscarínicos (mAChRs) y nicotínicos (nAChRs).  Las subunidades de los 
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nAChRs están entre las primeras proteínas de membrana en aparecer durante el desarrollo 

del SNC y se han sugerido roles importantes en la comunicación celular para estos receptores 

durante la migración y diferenciación de células precursoras neurales in vitro e in vivo [252-

254]. 

 

4.1.4 CASCADAS DE SEÑALIZACIÓN 

 

Se ha demostrado que factores difusibles afectan el establecimiento inicial del nicho 

neurogénico, influenciando la autorrenovación y las decisiones de destino celular. Shh, Wnt, 

BMP y Notch son factores extracelulares que posiblemente actúan de manera local. La 

señalización Shh es requerida para el establecimiento y el mantenimiento de grupos 

quiescentes de  células madre en el cerebro postnatal [255]. En el cerebro adulto, la vía de 

Notch está activa en células madre neurales y células proliferativas para mantener la 

autorrenovación y prevenir la diferenciación terminal. De manera que la sobreexpresión de 

Notch aumenta el número de progenitores quiescentes en la ZSV a costa de los neuroblastos 

migratorios; y su ablación conduce a la pérdida de características de NSCs y a la 

diferenciación en neuronas granulares y periglomerulares [256,257]. Se ha demostrado que 

las BMPs instruyen a las NSCs hacia el linaje glial, y Noggin bloquea la diferenciación glial de 

las NSCs a favor de la neurogénesis [183]. Finalmente, se sabe que la señalización Wnt 

controla la diferenciación neuronal de las NSCs y la proliferación de los progenitores 

neuronales [164]. 

 

4.1.5 MARCADORES ESPECÍFICOS DE NEUROGÉNESIS 

 

En la neurogénesis adulta, tanto en la ZSG como en la ZSV, se pueden distinguir varias 

etapas, a través de las cuales los progenitores primarios se desarrollan lentamente en 

neuronas [258]. En una primera etapa, tenemos a las NSCs, llamadas células tipo 1 o células 

B, las cuales se dividen lentamente, expresan Sox2, tienen características astrocíticas y 

expresan marcadores gliales como son nestina, GFAP y  el transportador de glutamato y 

aspartato (GLAST) [207,259]. Los progenitores intermedios, llamados neuroblastos, células 

tipo 3 o células A,  proliferan activamente y expresan algunos marcadores neuronales como 

son PSA-NCAM, doblecortina (DCX) y Tbr2 [260,261]. Sin embargo, estudios recientes han 

sugerido que existiría una subpoblación de células GFAP+ que también expresarían el 

marcador neuronal Mash1, nestina y Sox2, la cual representaría un estado intermedio o 

células amplificadoras transitorias, células tipo 2 o C,  que ya están comprometidas hacia el 

linaje neuronal [262]. Después de la mitosis final de las células progenitoras intermedias, las 
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nuevas células generadas comienzan a madurar como neuronas, pasando por neuronas 

inmaduras, con expresión de marcadores característicos como son βIII-tubulina, NeuroD1, 

Calretinina, entre otros; para finalmente diferenciarse de manera terminal a neuronas 

postmitóticas maduras, con expresión de la proteína de núcleo neuronal (NeuN), enolasa 

específica de neurona (NSE), la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2), sinaptofisina, 

calbindina, Tbr1, NeuroD2, entre otros (Figura 22) [263,264]. 

 
Figura 22. Marcadores específicos de las distintas etapas de la neurogénesis adulta. 

 

HIPÓTESIS 

Basados en algunas similitudes encontradas entre la neurogénesis adulta y la 

diferenciación neural a partir de hASCs, se plantea como hipótesis de trabajo que los factores 

morfogenéticos y de transcripción involucrados en la regulación de la neurogénesis adulta y en 

procesos del desarrollo neural, podrían intervenir en los procesos de diferenciación en los 

cuáles a partir de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo se obtienen 

células de fenotipo neural. 

 

OBJETIVOS 

 

1. OBJETIVOS GENERALES 
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Determinar si los mecanismos moleculares que regulan la diferenciación neural a partir de 

células madre mesenquimales de tejido adiposo son los mismos que aquellos que regulan la 

neurogénesis adulta. 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

De ese objetivo general, se derivan los siguientes objetivos específicos: 

 Corroborar que las células madre derivadas de tejido adiposo tienen propiedades de 

células madre. 

 Evaluar, inmunocitoquímicamente, el grado de diferenciación neuronal alcanzado por 

las hASCs después del protocolo de diferenciación. 

 Estudiar la expresión diferencial de genes involucrados en las cascadas de 

señalización intracelular de ciertos factores morfogenéticos como Shh, BMP, Wnt, 

Notch, como también la de genes proneurales y de neurotransmisores, en relación a 

su participación en los procesos de  diferenciación neural de hASCs. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. DONANTES 

 

Las muestras de tejido adiposo subcutáneo humano fueron obtenidas como material de 

descarte luego de cirugías estéticas de abdomen (abdominoplastía) y de mamas 

(mamoplastía). Las mismas fueron donadas, bajo consentimiento informado de los pacientes y 

la aprobación del Comité de Ética y Protocolos de Investigación (CEPI) del Hospital Italiano de 

Buenos Aires, por 23 pacientes sanos,  de los cuales 17 correspondían a mujeres y 6  a 

hombres, en un rango de edad entre 23 y 60 años (Figura 23).  
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Figura 23. Cirugías a partir de las cuales se obtuvieron las muestras de tejido adiposo. 

 

2. AISLAMIENTO DE LA FRACCIÓN ESTROMAL VASCULAR 

 

Los métodos para aislar células a partir de tejido adiposo fueron establecidas en los años 

60, y luego han sido adaptadas para aislar células de tejido adiposo humano [265-269]. El 

tejido adiposo se transporta en un tubo estéril conteniendo medio de transporte, y luego se 

realizan sucesivos lavados con solución salina balanceada de Hank (HBSS, Sigma, Buenos 

Aires, Argentina) con antibióticos (ATB, 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina, 

0.25 µg/ml anfotericina, Gibco, California, USA), para remover todo el exceso de sangre 

que contenga la muestra. Todo el material fibroso y restos de vasos sanguíneos fueron 

cuidadosamente diseccionados y descartados. El tejido remanente fue cortado 

minuciosamente y digerido enzimáticamente con 0,1% de Colagenasa Tipo I (Gibco) a 37ºC 

con agitación de 250 rpm durante 45 minutos. La actividad enzimática fue neutralizada con 

dos veces el volumen de medio estándar conteniendo medio Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM, Gibco) con  20% de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y 1% de ATB, y luego 

centrifugado a 400 g durante 12 minutos. El sobrenadante conteniendo los adipocitos maduros 

fue descartado. La SVF depositada en el fondo del tubo fue resuspendida con medio estándar 

(Figura 24). Se realizó el recuento celular y se evaluó la viabilidad celular utilizando el ensayo 

de exclusión con Azul Tripán o el test Bromuro de Etidio/Naranja de Acridina, utilizando la 

captación diferencial de estos fluorocromos de unión al ADN.  



MATERIALES Y MÉTODOS                                                   Aislamiento de la Fracción Estromal Vascular 
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Figura 24. Procedimiento para el aislamiento de la SVF de tejido adiposo humano. 

 

3. CULTIVO CELULAR 

 

Las células de la SVF fueron sembradas en placas de cultivo (Nunc International, Roskilde, 

Dinamarca) en una proporción de 8000 a 10000 células/cm2. Los cultivos de la SVF fueron 

incubados en una estufa gaseada a 37ºC, en una atmósfera húmeda con 5% CO2. Luego de 

48 hs, las células no adherentes fueron removidas a través de un cambio de medio. Una vez 

que las células primarias (Pasaje 0) alcanzaron el 80-100% de confluencia, las mismas fueron 

repicadas a través de una digestión enzimática con tripsina-EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético) (0.25%, Sigma) a 37°C durante 5 min. Luego las células fueron 

centrifugadas y lavadas con medio estándar para remover la tripsina, para finalmente ser 

expandidas en placas de cultivos más grandes. El medio de cultivo fue cambiado dos veces 

por semana. 

Una población celular homogénea de hASCs fue obtenida luego de 2 a 3 semanas de 

cultivo. Las células en cultivo en  pasajes tempranos (3 a 5) fueron utilizadas para realizar los 

diferentes experimentos. 

 

4. POTENCIAL MULTILINAJE 

 

Para corroborar el potencial multilinaje de hASCs, se llevaron a cabo los experimentos de 

diferenciación adipogénica, osteogénica y condrogénica [42,73,270]. 
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4.1 Diferenciación Adipogénica 

 

Para la diferenciación adipogénica, las hASCs (pasaje 3-5) fueron sembradas y cultivadas 

en monocapa hasta que alcanzaron 60% de confluencia. Los cultivos subconfluentes fueron 

incubados en medio de inducción adipogénico [25,86,267,271] conteniendo DMEM alta 

glucosa (Gibco), 10% SFB, 1% ATB, 1 µM dexametasona (Sigma), 0.5 mM de 

isobutilmetilxantina (IBMX, Sigma), 10 µM de insulina (Gibco) y 200 µM indometacina (Sigma), 

durante 2 días, y luego en medio de mantenimiento adipogénico conteniendo DMEM Alta 

Glucosa, 10% SFB, 1 µM dexametasona y 10 µM de insulina durante otros 2 días. La 

inducción fue llevada a cabo cultivando las células 2 días en medio de inducción, luego 2 días 

en medio de mantenimiento, y así sucesivamente hasta completarse los 21 días de protocolo. 

Los cultivos control fueron mantenidos en medio estándar durante los 21 días de 

diferenciación. 

La adipogénesis fue evaluada utilizando la coloración de Oil Red O, para lo cual las células 

fijadas en 4% de paraformaldehído fueron incubadas en solución de Oil Red O 0,5% (Biopack, 

Buenos Aires, Argentina) durante 20 a 50 minutos. 

 

4.2 Diferenciación Osteogénica 

 

Para la diferenciación osteogénica, las células del pasaje 3-5 fueron sembradas a una 

densidad de 3000 células/cm2 e incubadas en medio estándar hasta alcanzar 60% de 

confluencia. El medio fue reemplazado con medio de inducción osteogénico [272,273], el cual 

consiste en medio estándar suplementado con 10 mM β-glicerofosfato (Sigma), 50 µM 

ascorbato-2-fosfato (Sigma), 100 nM dexametasona. El medio osteogénico fue cambiado dos 

veces por semana hasta completarse los 21 días de diferenciación.  

Los cultivos control fueron mantenidos en medio estándar. Al día 21, las células fueron 

fijadas en etanol 70% frío durante 60 minutos y luego la diferenciación osteogénica fue 

evaluada incubando las células fijadas durante 30 minutos en la solución acuosa de Rojo 

Alizarina al 2% (Biopack). 

 

4.3 Diferenciación Condrogénica 

 

Para la diferenciación condrogénica, se utilizaron dos sistemas de cultivo para obtener el 

entorno tridimensional necesario para esta diferenciación: en micromasa y en pellet 

[25,274,275]. En el primero de ellos, se sembraron en una placa de cultivo 4 gotas de 10 µl 

conteniendo  100.000 células cada una, se incubó la placa con las microgotas durante 2 horas 
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en la estufa gaseada a 37ºC, y a continuación se agregó el medio de inducción condrogénico 

(Figura 25A). En el segundo sistema, las hASCs fueron ligeramente centrifugadas en un tubo 

cónico de polipropileno de 15 ml (Nunc) para formar pequeños pellets y cultivarlos 21 días en 

el medio condrogénico (Figura 25B). Este medio consiste en medio estándar suplementado 

con 20 µg/ml factor de crecimiento transformante β1 (TGF-β1, R&D System), 40 µg/ml L-

prolina (Sigma), 50 µg/ml ácido ascórbico (Sigma), 100nM dexametasona, 100 µg/ml piruvato 

de sodio (Sigma), 6.25 mg/ml insulina, 6.25 mg/ml transferrina (Sigma) y 6.25 ng/ml selenito 

de sodio (Sigma). El medio de inducción fue renovado cada 3 días durante los 21 días de 

protocolo. 

 

 
Figura 25. Sistemas de cultivo utilizados para la diferenciación condrogénica. A. Cultivo en 

micromasa. B. Cultivo en pellet. 

 

Los acúmulos o pellets condrogénicos fueron fijados en 4% de paraformaldehído durante 

30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron incluidas en parafina, cortadas con 

micrótomo y las secciones teñidas con la solución de Azul de Toluidina al 1% (Biopack). 

 

5. DIFERENCIACIÓN NEURONAL 

 

La diferenciación neuronal de 12 muestras de hASCs se inició en los pasajes 3-5, usando 

una modificación de protocolos de inducción neuronal previamente descriptos [25,276-279]. 

Las células fueron sembradas en placas hasta que estuvieran subconfluentes y luego 

sometidas al protocolo de diferenciación neuronal, el cual consiste en dos pasos: preinducción 

e inducción. 

La preinducción fue llevada a cabo durante 48 horas luego de descartar el medio estándar, 

lavar las células y agregar el medio de preinducción conteniendo medio estándar 

suplementado con 1 mM ß-mercaptoetanol (BME, Riedel, De Haën, Alemania). Luego, este 

medio de preinducción es reemplazado por el medio de inducción neuronal. La composición 



 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

del medio neuronal consta de DMEM suplementado con los siguientes agentes 

diferenciadores y factores tróficos: 10-6M de ácido retinoico (RA, Sigma), 100 µM de 

hidroxianisola butilada (BHA, Sigma), 10 ng/ml factor de crecimiento epidérmico (EGF, Gibco) 

y 10 ng/ml factor bFGF (Gibco). Las células fueron incubadas en este medio durante 14 días, 

con reemplazo total del medio cada 3 días, y monitoreadas continuamente durante el 

protocolo de inducción neuronal (Figura 26). Al día 14, las células fueron lisadas para realizar 

la extracción de ácido ribonucleico (ARN) o proteínas o fijadas para análisis 

inmunocitoquímico. Una placa de cultivo de hASCs sin inducir fue analizada también en cada 

experimento como control del mismo. 

 

 
Figura 26. Protocolo de diferenciación neuronal. 

 

6. EVALUACIÓN DE VESÍCULAS PRESINÁPTICAS:  FM 1-43 

 

Para visualizar si existía formación y acumulación de vesículas sinápticas, las hASCs 

diferenciadas y sin diferenciar, como también un cultivo de fibroblastos humanos (control 

negativo) y la línea celular PC12 diferenciada ampliamente utilizada como modelo de 

diferenciación neuronal (control positivo), fueron teñidos con el colorante fluorescente FM1-43 

((N-3-triethylammonmpropyl)-4-(4(dibutylamino) styryl) pyridinium dibromide, Molecular 

Probes, Oregon, USA). Para ello, se retiró todo el medio de cultivo de la placa y se lavó las 

células con el medio libre de calcio y magnesio (HBSS-CMF, Gibco), para evitar que estos 

cationes aceleren la endocitosis del colorante, resultando en una escasa selectividad. Luego, 

las hASCs son cargadas con 15 µM de FM1-43 en una solución extracelular despolarizante 

(70mM K+) durante 90 segundos, protegiéndolas de la luz. Este colorante es capturado por las 

vesículas durante la endocitosis, haciéndolas fluorescentes. Después, las células fueron 

lavadas en una solución con baja concentración de Ca+2 por 5-10 minutos, para eliminar el 

excedente de colorante. Las placas de cultivo fueron visualizadas bajo el microscopio de 

fluorescencia (NIKON ECLIPSE E400). Este método es ampliamente utilizado para estudiar el 

reciclado de vesículas sinápticas. 
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7. INMUNOCITOQUÍMICA 

 

Las hASCs diferenciadas y sin diferenciar fueron fijadas con 4% de paraformaldehído a 

temperatura ambiente. Las células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) durante 15 

minutos para luego realizar el bloqueo con suero (Power Block, Biogenex) durante 10 minutos, 

con el objetivo de prevenir la unión inespecífica del anticuerpo. Posteriormente, las placas 

fueron incubadas con los anticuerpos primarios, en cámara húmeda, a 4ºC durante la noche. 

Luego de un lavado con PBS para retirar todo exceso de anticuerpo, las placas fueron 

incubadas con el kit avidina/biotina conjugados con Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) o 

Texas Red (1:50, 1:200, Vector Laboratories, Burlingame, USA) en cámara húmeda y a 

temperatura ambiente durante 1 hora, con el objetivo de marcar los anticuerpos. En algunas 

muestras, los núcleos fueron contracoloreados con el fluorocromo Hoechst 33258 (Sigma) 

durante 20 minutos. 

Para el control de especificidad de la señal obtenida, se mantuvieron las mismas 

condiciones excepto que los anticuerpos primarios fueron omitidos, reemplazándolos por PBS.  

Previo a la diferenciación neuronal, se caracterizaron las hASCs con marcadores típicos 

de MSCs, utilizando los anticuerpos CD29 (1:50, integrina β1, Chemicon International, Inc., 

California, USA), CD34 (1:20, Abcam, Cambridge, UK), CD45 (1:20, Abcam), CD90 (1:10, 

Thy-1, Santa Cruz Biotechnology, Inc., California, USA) y Stro-1 (1:100, R&D System, 

Minneapolis, USA). 

Antes y luego del protocolo de inducción neuronal, las células fueron marcadas con los 

siguientes anticuerpos primarios, correspondientes a marcadores neuronales y gliales, anti-

nestina (1:200, Chemicon), anti-GFAP (1:100, Chemicon), anti-A2B5 (1:200, Chemicon), anti-

NeuN (1:200, Chemicon), anti-NF200 (neurofilamento 200 KDa, 1:100, Chemicon), anti-

sinaptofisina (1:25, Dako, Glostrap, Denmark) y anti-ßIII-tubulina (1:100, Chemicon). 

Se utilizaron como controles negativos líneas celulares o tejidos que no expresan los 

distintos marcadores y como control positivo cortes de cerebro de ratas neonatas y adultas 

para los distintos marcadores neuronales y gliales.  

Las placas fueron examinadas bajo el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) y 

las imágenes fueron captadas por una cámara digital acoplada al mismo (Nikon Coolpix 

E4500). Para cada marcador, se fotografiaron 5 campos aleatorios no superpuestos (± 60 

células por campo) por cada placa analizada. Los datos son presentados como un porcentaje 

de células expresando el marcador positivo entre las células totales marcadas. Todos los 

ensayos fueron repetidos 3 a 6 veces en experimentos independientes.   

El programa ImageJ (National Institute of Health, USA) fue utilizado para pseudo-colorear 

las imágenes, ajustar el contraste y agregar las barras de escala. 
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8. WESTERN BLOT 

 

8.1 Extracción y Cuantificación de Proteínas 

 

Las proteínas totales fueron obtenidas a partir de las hASCs diferenciadas y sin diferenciar 

usando buffer de lisis RIPA (20 mM de Tris HCl pH=7,4, 2 mM de EDTA, 137 mM de NaCl, 

10% de glicerol, 0,1% de SDS, 0,5% de deoxicolato de sodio y 1% de tritón X100) 

suplementado con inhibidores de proteasas (1:100, Protease Inhibitor Cocktail, Sigma). Para 

ello, las células fueron levantadas de la placa de cultivo y transferidas a un tubo, donde se 

adicionó el buffer de lisis. Los tubos fueron mantenidos en hielo por al menos 45 minutos y, 

posteriormente, centrifugados a 13.200 r.p.m. durante 15 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes 

fueron transferidos a un nuevo tubo y guardados a -70ºC para su posterior uso. La 

concentración de proteínas fue determinada mediante el método de Bradford, utilizando el 

Ensayo de Proteína (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, California, USA). La curva de 

calibración se realizó con concentraciones crecientes (1-10 µg/µl) de albúmina sérica bovina 

(BSA, Sigma) [280]. 

 

8.2  SDS-PAGE y Transferencia 

 

25 a 50 µg de proteínas fueron llevadas a un mismo volumen con agua destilada, se les 

agregó  buffer de siembra (50 mM de Tris-HCl pH 6,8; 2% de SDS, 10% de glicerol, 0,006% 

de azul de bromofenol y 2% de β-mercaptoetanol) y ditiotreitol (DTT, Sigma), para finalmente 

calentarlas durante 5 minutos a 100ºC para completar el proceso de desnaturalización. 

Posteriormente, las proteínas fueron separadas mediante  electroforesis en gel reductor de 

SDS/poliacrilamida (SDS-PAGE) de porcentaje variable (8-15%), según el peso molecular de 

las proteínas de interés. La composición de los geles concentradores utilizada fue 

acrilamida/bisacrilamida (29:1, Bio-Rad), 0,125 M de Tris-HCl pH=6,8, 0,1% de SDS, 0,05% 

de persulfato de amonio (APS) y 0,1% de tetrametiletilendiamina (TEMED), y la de los geles 

separadores fue acrilamida/bisacrilamida (29:1, Bio-Rad) entre 8% y 15%, 0,375 M de Tris-HCl 

pH=8,8, 0,1% de SDS, 0,03% de APS y 0,07% de TEMED. Las muestras fueron corridas a 

voltaje constante de 100 V durante 3 horas en el buffer correspondiente (25 mM de Tris-Cl 

PH=8,8, 250 mM Glicina, 0,1% SDS) y luego electro-transferidas en frío a una membrana de 

nitrocelulosa (Bio-Rad) o PVDF (difluoruro de polivinilideno, Millipore, Billerica, USA) a una 

corriente constante de 250 mA durante 2 horas en buffer de transferencia (25 mM de Tris-Cl 

PH= 8,8, 192 mM Glicina y 20% de metanol (nitrocelulosa) o 10% (PVDF)). Finalizada la 
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transferencia, se realizó la tinción de las proteínas en la membrana con una solución de Rojo 

Ponceau al 0,1% en ácido acético durante 5 minutos, para verificar la eficiencia de la 

transferencia. 

 

8.3 Revelado 

 

Para el revelado de la membrana, las mismas fueron lavadas y bloqueadas durante 30 

minutos con una solución de 5% de leche descremada en Tris Buffer Salino con Tween 20 

(TTBS, 1M Tris, 1,5M ClNa y 0,1% Tween 20) a temperatura ambiente, con agitación 

constante. Posteriormente, la membrana se incubó durante toda la noche a 4ºC con los 

anticuerpos primarios específicos diluidos en TTBS sólo o con 5% de leche descremada. Al 

día siguiente, se realizaron 5 lavados de 5 minutos en TTBS, para retirar todo exceso de 

anticuerpo; y luego, la membrana fueron incubadas con los respectivos anticuerpos 

secundarios, diluidos en TTBS con 2%  leche descremada, durante 1 hora a temperatura 

ambiente y con agitación constante. Se repitió el proceso de lavado con TTBS y finalmente la 

membrana fue revelada utilizando el kit de quimioluminiscencia (Pierce, Rockford, USA), 

según las indicaciones del fabricante. La señal de quimioluminiscencia fue capturada 

utilizando diaminobencidina (DAB, Dako) o el método de revelado manual (Kodak). El peso 

molecular de las bandas detectadas se comparó con un marcador de peso molecular 

(PageRuler Plus, Thermo Scientific, USA) sembrado en el mismo gel. La intensidad de las 

bandas presentes en las imágenes fue cuantificada por densitometría utilizando el programa 

ImageJ. Los valores de intensidad obtenidos para cada banda fueron normalizados con los 

valores de la señal de actina correspondiente. 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-TAU (1:200, Dako), anti-sinaptofisina 

(1:250, Dako), anti-III tubulina (1:500, Chemicon), anti-NSE (1:500, Dako), anti-Oct4 (1:500, 

Chemicon) y anti-actina (1:1000, Sigma); y los anticuerpos secundarios conjugados a 

peroxidasa de rábano (HRP) fueron: anti-cabra HRP (1:1000, Dako), anti-conejo HRP (1:1000, 

Dako) y anti-ratón HRP (1:1000, Dako). 

 

9. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL 

 

9.1 Extracción de ARN y Transcripción Reversa 

 

El ARN de las hASCs, antes y después de 14 días de inducción neuronal, fue extraído 

utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Éstas 

incluyen una extracción con cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania), la precipitación del 
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ARN con isopropanol (Merck), el lavado del pellet de ARN con etanol 75% (Merck) y 

finalmente su resuspensión en agua libre de ribonucleasas. En todos los casos, las muestras 

de ARN fueron cuantificadas en un espectrofotómetro (Genesys 10uv scanning, Thermo 

Scientific) a partir de la medición de la absorbancia a 260 nm. La pureza e integridad del ARN 

extraído fue evaluada por medidas de densidad óptica (relación 260:280 nm > 1,8) y a través 

de la visualización bajo luz ultravioleta de las bandas correspondientes al ARN ribosomal, por 

electroforesis en geles de agarosa al 1% (Biodynamics, Buenos Aires, Argentina) teñidos con 

Bromuro de Etidio (Sigma) en buffer TAE 1X (40mM Tris, 40mM de ácido acético, 1mM de 

EDTA). Las muestras así obtenidas fueron conservadas a -70ºC. 

Dos microgramos de cada ARN total fueron tratados con DNasa libre de RNasas RQ1 

(Promega, Madison, WI, USA) para eliminar cualquier posible contaminación con ADN 

genómico. No se detectó amplificación alguna en una reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) usando el ARN tratado como molde. 

Para realizar la transcripción reversa, se utilizó 1 µg de ARN total libre de ADN como 

molde en un volumen final de reacción de 20 µl, conteniendo 1 µg de Oligo-dT (Biodynamics), 

0,5 mM de deoxi-nucleótidos trifosfato (dNTPs, Fermentas), 20 U de inhibidor de 

ribonucleasas (Fermentas) y 200 U de la enzima transcriptasa reversa ImpromIITM (Promega) 

en 1X del buffer de transcripción correspondiente, siguiendo las instrucciones del fabricante de 

la enzima. 

 

9.2 PCR en Tiempo Real Cuantitativa 

 

Para determinar los niveles de expresión génica relativa de los genes involucrados en el 

compromiso neural y la diferenciación neuronal terminal, se utilizó PCR en tiempo real.  

Todas las reacciones de PCR en tiempo Real descriptas en este trabajo fueron 

optimizadas, de manera que se llevaran a cabo sin la formación de dímeros de 

oligonucleótidos ni bandas ectópicas que pudieran interferir en la cuantificación.  

Se realizaron en un volumen final de 20 µl conteniendo entre 3 y 4 mM de MgCl2 

(Invitrogen), 0,5 mM de dNTPs (Fermentas), 1,25 U de la Enzima Taq Polimerasa Platinum 

(Invitrogen), 10 ng/µl de cada oligonucleótido específico para la secuencia del gen a amplificar 

(Tabla 1) y 1:10000 del fluorocromo Syber Green (Invitrogen), en el correspondiente buffer de 

polimerización 1X (Invitrogen), utilizando el ciclador LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, 

Mannheim, Alemania). 

Los oligonucleótidos utilizados fueron diseñados usando el Programa LightCycler Probe 

Design Software 2.0 (Roche Applied Science) usando las secuencias génicas obtenidas a 
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partir de la base de datos de GeneBank (National Center for Biotechnology Information, 

National Institute of Health, USA).  
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para PCR en tiempo real 
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De acuerdo al nivel de expresión de cada gen a estudiar, se utilizó desde 0,1 µl a 1 µl de 

ADN complementario (ADNc) de cada muestra, las cuales fueron determinadas por 

cuadruplicado.  

El programa utilizado en todos los casos consistió en: 10 minutos a 94ºC, 45 ciclos de 5 

segundos a 94ºC, 10 segundos a la temperatura de hibridación correspondiente y 10 

segundos a 72ºC, efectuándose la lectura de la fluorescencia producida al finalizar cada paso 

a 72ºC. Luego de 45 ciclos de amplificación, una curva de hibridación de los productos de 

PCR fue obtenida. Una curva sigmoidea suave fue una indicación de que el ADN doble 

cadena presente en el producto de PCR fue únicamente el producto dimerizado y ningún 

dímero de oligonucleótidos o bandas ectópicas estaban contaminando la reacción. Para 

verificar la identidad del producto de amplificación correspondiente se observó la temperatura 

de fusión (“melting”, Tm) en la curva correspondiente, además de corroborar el tamaño del 

producto en un gel de agarosa al 3%. 

Para calcular la eficiencia promedio de la reacción y poder estimar la masa de molde inicial 

relativa en cada muestra, se realizó una curva de calibración estándar para cada par de 

oligonucleótidos, utilizando diluciones seriadas de una mezcla del ADNc de todas las muestras 

a analizar. El número de ciclos a partir del cual la fluorescencia de la reacción supera la línea 

de base se designó como punto de cruce (crossing point, CP). A medida que más ADNc fue 

incluido en una reacción, el CP disminuyó, y una curva de calibración del volumen de ADNc 

versus CP fue graficada. El CP de cada muestra de ADNc fue graficado sobre esta curva de 

calibración, permitiendo así la cuantificación relativa del ADNc en todas las reacciones de 

PCR. Una vez calculada la masa inicial relativa en cada réplica, se promediaron las 4 

repeticiones, y se normalizaron los niveles de expresión génica a los valores obtenidos para el 

gen β-actina (housekeeping). Finalmente, los valores obtenidos (hASCs diferenciadas) fueron 

relativizados al tratamiento control (hASCs sin diferenciar). De esta manera, todos los datos de 

cambio de expresión son representados como n veces de cambio respecto al control. 

Cualquier valor por encima de 1 es considerado un aumento (upregulación) de la expresión 

génica en las células diferenciadas, y cualquier valor menor a 1 indica una disminución 

(downregulación) de la expresión génica en las células diferenciadas comparadas con las 

células sin diferenciar. 

Experimentos control sin molde de ADNc revelaron que no existía amplificación 

inespecífica. Cuando los resultados de la PCR en tiempo real fueron negativos, ADNc de 

líneas celulares o tejidos humanos fueron usados como controles positivos para eliminar la 

posibilidad de resultados falsos negativos. 

 

10. ANÁLISIS DE DATOS 
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Todos los datos fueron presentados como media ± error estándar. La comparación 

estadística de los resultados obtenidos con hASCs diferenciadas y sin diferenciar fue llevada a 

cabo de acuerdo a la Prueba de t de Student (para comparar dos grupos de tratamiento). 

Antes de realizar el análisis estadístico, se corroboró que los datos cumplieran con los 

supuestos de normalidad y homocedacia usando las pruebas de Lilliefors y Bartlett, 

respectivamente. Las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas con un 

valor de p < 0,05. El análisis estadístico se realizó usando el programa Primer of Byostatistics 

Version 5.0 (McGraw-Hill 2002). 

 

RESULTADOS 

1. Las hASCs poseen características de Células Madre Mesenquimales  
 

1.1  Las hASCs se adhieren al plástico, tienen morfología fibroblastoide y se 

autorrenuevan 

Una vez sembrada en la placa de cultivo, las células de la SVF se adhirieron al plástico 

formando una población celular heterogénea con diferentes morfologías, incluyendo células 

redondeadas y pequeñas, como también células grandes, planas y con forma ahusada. Las 

células ahusadas, con morfología fibroblastoide, se volvieron gradualmente predominantes en 

los sucesivos pasajes, con un crecimiento y división celular continuos a lo largo del cultivo 

(Figura 27). 
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Figura 27. Morfología de las hASCs. Fotografías microscópicas de las hASCs en los pasajes 0 (A), 
1 (B), 2 (C), 3 (D), 4 (E) y 5 (F), donde se observa la morfología celular ahusada, tipo 
fibroblastoide, característica de las células madre mesenquimales. Barra = 100 m. 
 

1.2  Las hASCs expresan características inmunofenotípicas de célula madre mesenquimal 

 

El análisis por inmunocitoquímica de las hASCs en los pasajes 3 a 5 reveló que las células 

fueron negativas para CD29, CD34 y CD45, los cuales son marcadores asociados con células 

hematopoyéticas (Figura 28).  

 

 
Figura 28. Caracterización de las hASCs. Se observó ausencia de expresión de los marcadores 
hematopoyéticos CD34 (1° y 2° fila), CD29 (3° fila) y CD45 (fila inferior) en las hASCs (columna 
izquierda) y en la línea celular 3T3 (columna derecha), pero si en el extendido de médula ósea 
(columna del medio). Barra = 100 m. 
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En contraste, 49.3 ± 0.2% de las hASCs expresaron CD90 y 40.8 ± 1.2% de las células 

expresaron Stro-1, los cuales son marcadores típicos de células madre mesenquimales. 

También pudimos observar que algunas células co-expresaban ambos marcadores, siendo 

Stro-1 una marca puntillada perinuclear mientras que CD90 se expresa en forma de parches a 

lo largo de la célula (Figura 29). 

 

 
Figura 29. Caracterización de las hASCs de pasaje 5. Expresión de C90 en las hASCs, con 
localización citoplasmática (A,D) y en un extendido de médula ósea (G,J, control positivo), y 
ausencia del mismo en la línea celular 3T3 (I, control negativo). Expresión de Stro-1 en hASCs, con 
localización perinuclear (B,E),  en el extendido de médula ósea (H,K, control positivo), y ausencia 
de expresión en las 3T3 (L, control negativo). Se observó coexpresión de  CD90 (marcado con 
Texas Red, rojo) y STRO1 (marcado con FITC, verde) en las hASCs (C,F). Barra = 100 m. 
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1.3  Las hASCs tienen potencial multilinaje 

 

Con el experimento de multipotencialidad, se corroboró que las hASCs pudieron 

diferenciarse al linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico, cuando eran cultivadas en 

medios de diferenciación específicos para cada linaje.  

Se observó que las hASCs aumentaron el almacenamiento intracelular de lípidos, una 

semana a 10 días luego de la diferenciación adipogénica. Al finalizar el protocolo, se detectó 

que alrededor del 31% de las hASCs se diferenciaron al linaje adipogénico, corroborado por la 

presencia de gotas lipídicas intracelulares coloreadas con Oil Red O. Como se esperaba, no 

se observó tinción con el colorante en las hASCs sin diferenciar (Figura 30). 

 

 
Figura 30. Diferenciación Adipogénica. (A-C) Morfología de las células a lo largo del protocolo de 
diferenciación: Día 0 (A), Día 10 (B) y Día 21 (C). (D-H) Tinción con el colorante Oil Red O en 
hASCs sin diferenciar (D) y luego del protocolo de diferenciación (E-F). Un corte de tejido adiposo 
humano fue utilizado como control positivo de la coloración (G-H). Barra = 100 m. 
 

Cuando las hASCs fueron tratadas con el medio osteogénico,  se observó la formación de 

acúmulos de células. El 10% de las células se tiñeron con el colorante Rojo Alizarina que 

detecta la formación de cristales de calcio, característicos del linaje osteogénico. Este 

comportamiento no se observó en las hASCs sin diferenciar (Figura 31). 
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Figura 31. Diferenciación Osteogénica. (A-C) Morfología de las células a lo largo del protocolo de 
diferenciación: Día 0 (A), Día 10 (B) y Día 21 (C). (D-H) Tinción con el colorante Rojo Alizarina en 
hASCs sin diferenciar (D) y luego del protocolo de diferenciación (E-F). Un corte de músculo con 
hueso murino fue utilizado como control positivo de la coloración (G-H). Barra = 100 m. 
 

Por último, los cortes histológicos de las microesferas o acúmulos formados luego de la 

diferenciación condrogénica, revelaron la secreción de una matriz de glicosaminoglicanos 

teñida de azul con el colorante Azul de Toluidina, característico del linaje condrogénico. En 

contraste, las hASCs sin diferenciar no fueron capaces de formar acúmulos compactos y no se 

tiñeron con Azul de Toluidina (Figura 32).  
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Figura 32. Diferenciación Condrogénica. (A-C) Morfología de las microesferas o acúmulos de 
células a lo largo del protocolo de diferenciación: Día 21 sin diferenciar (A), Día 10 diferenciadas 
(B) y Día 21 diferenciadas (C). (D-H) Tinción con el colorante Azul de Toluidina en hASCs sin 
diferenciar (D) y luego del protocolo de diferenciación (E-F). Un corte de embrión murino fue 
utilizado como control positivo de la coloración (G-H). Barra = 100 m. 
 

2.  Las hASCs expresan marcadores de Células Madre Embrionarias 
 
Las hASCs sin diferenciar fueron estudiadas, por PCR en tiempo real, para ver si 

expresaban los marcadores típicos de células madre embrionarias, Oct4 y sus dos isoformas, 

Oct4A y Oct4B, Nanog y Sox2. Además, se evaluó si la expresión de los mismos se veía 

modificada luego de la diferenciación neuronal de las células. 

Se detectó expresión de Oct4 y de sus isoformas, Oct4A y Oct4B, en las hASCs sin 

diferenciar, y dicha expresión disminuyó significativamente luego de que las células fueron 

diferenciadas al linaje neuronal, en concordancia con trabajos previos donde una disminución 

de la expresión de Oct4 está asociado al linaje ectodérmico (Figura 33A-C) [94,98]. Este 

mismo comportamiento se observó a nivel proteico utilizando la técnica de Western Blot 

(Figura 33E-F).  
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Por otra parte, también se detectó la expresión de Sox2 en las hASCs sin diferenciar que, 

a diferencia de Oct4, tuvo un aumento significativo de la expresión luego del protocolo de 

inducción neuronal (Figura 33D). Este resultado se corresponde con el hecho de que las 

células diferenciadas están comprometidas al linaje neuronal, donde  se ha demostrado que 

Sox2 se encarga de regular el mantenimiento y la proliferación de los progenitores neurales, 

como también su diferenciación neuronal [117-119].  

Finalmente, no pudimos detectar la expresión del gen embrionario Nanog en ninguna de 

las condiciones estudiadas.  

 
Figura 33. Expresión de marcadores embrionarios en las hASCs. (A-D) Cambios en la expresión 
génica relativa, de las isoformas A (A) y B del gen OCT4 (B), como también de las isoformas juntas 
(C); y para el gen Sox2 (D). La expresión génica relativa de cada gen (promedio ± error estándar), 
normalizado a la expresión del gen housekeeping β-actina, para las hASCs diferenciadas y sin 
diferenciar es graficada. (E-F) Western Blot para la proteína OCT4 (E), donde se midieron las 
unidades de densidad óptica (DO) de la proteína OCT4 normalizadas a la expresión de β-actina 
(F). * p<0.05, **p<0.01 es significativamente diferente al control. 
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3. Las hASCs se diferencian a células de tipo neuronal 
 

3.1  Las células tipo neuronal tienen una morfología similar a neuronas en cultivo 

Durante la preinducción de las hASCs con BME, las células experimentaron pocos 

cambios; la morfología fibroblastoide se mantuvo pero las células se volvieron un poco más 

elongadas (Figura 34B-C). Luego de la inducción neuronal, la morfología de las células 

comenzó a cambiar en unas pocas horas. Las células pasaron de una morfología ahusada, 

elongada y aplastada a una con cuerpos celulares redondeados con una o más extensiones 

citoplasmáticas características, similares a aquellas observadas en células neuronales en 

cultivo. Luego de 12 horas de inducción, alrededor del 13% de las hASCs exhibieron 

retracción del citoplasma hacia el núcleo, formando cuerpos celulares más compactos con 

extensiones del citoplasma. Los cuerpos celulares se volvieron cada vez más esféricos y 

refringentes con múltiples procesos citoplasmáticos. Durante los 14 días del protocolo de 

inducción neuronal, el número de células que exhibieron un fenotipo neuronal se incrementó 

hasta alcanzar un 59.7 ± 2.5% (Figura 34D-F).  También se observó que algunas de las 

células de tipo neuronal parecían establecer contacto entre ellas y/o con otras sin diferenciar 

(Figura 34G-I). 
 

 
Figura 34. Cambios morfológicos durante la diferenciación neuronal de las hASCs. hASCs en 
medio de cultivo estándar (A). Cambios morfológicos experimentados por las hASCs durante las 48 
hs con medio de preinducción (B-C). Durante los 14 días de diferenciación neuronal, se observaron 
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cambios morfológicos tales como retracción del citoplasma hacia el núcleo y las células exhibieron  
apariencia neuronal (D-F). Algunas de las células diferenciadas parecían establecer contacto entre 
ellas y/o con otras sin diferenciar (G-I). Barra = 100 m. 
 

3.2  Las células tipo neuronal expresan marcadores neuronales característicos 

 

Al analizar la expresión de los diferentes genes neuronales en las hASCs, antes y después 

de 14 días de diferenciación neuronal, se detectó en las células sin diferenciar un alto nivel de 

expresión de GFAP y Nestina, dos marcadores de NSCs y progenitores neurales,  el cual se 

vio significativamente disminuido luego de la diferenciación neuronal (P=0.009; P=0.006, 

respectivamente). Los marcadores de neuronas inmaduras y maduras fueron detectados en 

las hASCs en niveles basales y hubo un aumento significativo de la expresión de βIII-tubulina 

(P=0.057), NSE (P=0.046), TAU (P=0.001), MAP2 (P=0.007) y sinaptofisina (P=0.036) luego 

del protocolo de inducción neuronal. No pudimos detectar expresión de DCX antes ni después 

del protocolo de diferenciación (Figura 35). 



 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

 
Figura 35. Las hASCs expresaron altos niveles de los genes marcadores de NSCs, GFAP y 
nestina, los cuales disminuyeron luego de la diferenciación neuronal. Luego del protocolo de 
inducción, hubo un incremento en la expresión de marcadores de neuronas inmaduras y maduras, 
tales como βIII-tubulina, MAP2, NSE, sinaptofisina y TAU. * p<0.05, **p<0.01 es significativamente 
diferente al control. 
 
 

Luego, confirmamos la diferenciación neuronal de las hASCs a través de la expresión de 

proteínas neuronales utilizando inmunocitoquímica y la técnica de Western Blot. Ambos 

métodos revelaron la expresión de los marcadores representativos de las distintas etapas del 
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compromiso del linaje neural, incluyendo los marcadores de células progenitoras neurales, 

nestina y GFAP, antes de la inducción de las hASCs. Células inmunoreactivas para βIII-

tubulina, NF200, TAU, NSE, A2B5 y Sinaptofisina, marcadores de células neurales 

comprometidas, fueron observadas dos semanas después de la diferenciación neuronal. No 

pudimos detectar la expresión del marcador de neuronas maduras NeuN.  

La técnica inmunocitoquímica reveló que 29.4 ± 7.2% de las células diferenciadas 

expresaban βIII-tubulina, 32.9 ± 5.1% fueron positivas para NF200, 24.6 ± 2.5 % fueron 

inmunoreactivas para GFAP y 42.1 ± 8.4%  de las células tipo neuronal expresaban 

Sinaptofisina; a diferencia de las hASCs sin diferenciar, en las cuales no se pudo detectar la 

expresión de ninguno de estos marcadores. También se observó la co-expresión de los 

marcadores nestina y βIII-tubulina en algunas de las células diferenciadas (Figura 36). 
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Figura 36. Análisis inmunocitoquímico de las hASCs diferenciadas (columnas de la izquierda) y sin 
diferenciar (columna de la derecha), usando anticuerpos específicos para marcadores neurales 
tempranos como son GFAP y nestina, y para marcadores de neuronas inmaduras y maduras, 
como son βIII-tubulina, NF200, Sinaptofisina y A2B5. Barra=100 µm.  

 

La expresión de βIII-tubulina, TAU, NSE y Sinaptofisina aumentó significativamente luego 

de la inducción neural comparada con la de las hASCs sin diferenciar, cuando fueron 

analizadas por Western Blot (Figura 37).  
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Figura 37. Análisis por Western Blot de las hASCs diferenciadas y sin diferenciar para las 
proteínas βIII-tubulina, TAU, NSE y sinaptofisina. La expresión de todas las proteínas analizadas 
aumentó luego del protocolo de diferenciación neuronal. Las Unidades de Densidad Óptica (DO) 
para cada proteína (promedio ± error estándar), normalizado a la expresión de β-actina, para las 
hASCs sin diferenciar y diferenciadas son graficadas. *p<0.05, **p<0.01 es significativamente 
diferente al control. 
 

3.3  Las células tipo neuronal presentan vesículas presinápticas 

 

Para probar si las células tipo neuronal desarrollan cierta actividad sináptica, las hASCs 

diferenciadas durante 14 días fueron cargadas con el colorante FM1-43, el cual tiene la 

capacidad de teñir las vesículas sinápticas recicladas [281,282]. La tinción saturada fue 

llevada a cabo en una solución despolarizante para estimular el ciclado de las vesículas 

sinápticas en presencia de FM1-43. Durante la endocitosis, el colorante es incorporado y al 

ser un compuesto lipofílico, se inserta en la membrana donde comienza a fluorescer. Se 

observó una marca puntuada en las hASCs diferenciadas, similar a la que presentan las 

células PC12 diferenciadas utilizadas como control positivo, lo cual probablemente nos indica 

la presencia de terminales presinápticos funcionales. Por el contrario, no se observó ninguna 

marca en las hASCs sin diferenciar, al igual que en fibroblastos humanos utilizados como 

control negativo, ya que no tienen capacidad de formar vesículas sinápticas (Figura 38). 
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Figura 38. Tinción con el colorante FM1-43. Imágenes de fluorescencia de las hASCs 
diferenciadas en células tipo neuronal (A-C), como de las células PC12 diferenciadas (control 
positivo, D). Se puede notar la apariencia puntuada del colorante cargado. Las hASCs sin 
diferenciar no se cargaron con el colorante (E), como tampoco lo hicieron los fibroblastos humanos 
(control negativo, F). Barra = 100 m. 
 

4. Los mecanismos moleculares de proliferación y diferenciación neuronal son 
similares a los de la neurogénesis adulta 

 
Para comprender cuáles son los mecanismos moleculares involucrados en la proliferación 

y diferenciación neuronal de las hASCs, se evaluó la expresión génica de diferentes genes en 

hASCs sin diferenciar y luego de 14 días de inducción neuronal. Los genes estudiados 

correspondían a morfógenos, genes proneurales, neurales y neurotransmisores, todos ellos 

involucrados en el mantenimiento de la proliferación de células madre neurales y en diferentes 

etapas de la generación de nuevas neuronas en el cerebro adulto. 

 

4.1  Shh se encargaría de la regulación de la autorrenovación de las hASCs 

 

Usando PCR en tiempo real, los perfiles de expresión génica de las hASCs sin diferenciar 

y diferenciadas de los siguientes genes fue comparada: factores de transcripción de la 

cascada de Shh (Gli1, Gli2 y Gli3), como también la de sus receptores (Ptc y Smo). 

Se encontró que los 5 genes pertenecientes a la vía de señalización de Shh estaban 

expresados en las hASCs, sugiriendo que estas células serían capaces de responder a la 

señal Shh proveniente del microambiente. Luego de la diferenciación neuronal, la expresión 
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de Gli1, Gli2, Gli3 y Smo disminuyó significativamente (p<0.01); mientras que sólo la 

expresión de Patch fue la que no demostró cambios estadísticamente significativos. Estos 

resultados son consistentes con el hecho de que la vía Shh está involucrada en el 

mantenimiento de grupos de células con propiedades de células madre en otros tejidos, y que 

su expresión disminuye luego de la diferenciación [137,140-143] (Figura 39). 

 
Figura 39. Expresión génica relativa de la vía de señalización de Sonic Hedgehog en las hASCs 
tratadas con medio de inducción neuronal comparada con la misma en las hASCs sin diferenciar. 
La cascada de Shh es regulada de manera negativa luego de la diferenciación neuronal.  * p < 
0.05; ** p < 0.01. 
 

4.2  BMP mantendría las hASCs en estado indiferenciado y su antagonista, Noggin, las 

comprometería al linaje neuronal 

 

Una de las vías de señalización intracelular involucrada en el compromiso y diferenciación 

celular es la vía BMP. Por ello, se decidió estudiar la expresión de sus genes blanco Id1, Id2, 

Id3 e Id4, y la de su antagonista Noggin. 

En nuestros experimentos, se encontró expresión de Noggin, un antagonista de BMP, 

luego de la diferenciación neuronal y su expresión no se detectó en las hASCs sin diferenciar. 
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Estos resultados concuerdan con trabajos previos donde reportaron que Noggin inhibe la 

señalización BMP promoviendo la diferenciación neuronal [183]. 

Además, se analizó la expresión de los genes Id, antes y después de la inducción 

neuronal, encontrándose que las hASCs sin diferenciar expresan Id1, Id2, Id3 e Id4. Sin 

embargo, después de la exposición de los cultivos a los neuromorfógenos, cuando las células 

detuvieron su proliferación y comenzaron a diferenciarse morfológicamente, se detectó una 

disminución significativa de la expresión de Id1. Estos resultados son similares a trabajos 

previos donde hubo una reducción abrupta de la proteína Id1 in vitro cuando las células eran 

diferenciadas bajo el tratamiento con suero y/o morfógenos [232], y se observaba una 

expansión génica proneural y una diferenciación neuronal prematura cuando la expresión de 

Id1 era inhibida [283], y una significativa inhibición de la diferenciación neuronal cuando Id1 es 

sobreexpresada [284]. Por otra parte, se detectó un aumento de la expresión de Id4 luego de 

la diferenciación neuronal, lo cual concuerda con el hecho de que este gen es expresado en 

fenotipos maduros de células neurales [179,181]. No se observaron cambios significativos en 

la expresión de Id2 e Id3 luego del tratamiento, si bien se comportaban de manera similar a 

Id4 e Id1, respectivamente (Figura 40). 
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Figura 40. Expresión génica relativa de Noggin y los genes Id, pertenecientes a la cascada BMP, 
en las hASCs diferenciadas comparada con la misma en las hASCs sin diferenciar. Id1 es regulado 
de manera negativa luego de la diferenciación neuronal, mientras que Id4 y Noggin fueron 
regulados de manera positiva luego del tratamiento con morfógenos. * p < 0.05; **p < 0.01. 
 

4.3  La señalización Wnt estaría involucrada en el mantenimiento de la proliferación de las 

hASCs 

 

Como se sabe que la vía de señalización Wnt tiene roles importantes en la proliferación y 

diferenciación de células madre [160-163], usando PCR en tiempo real, se evaluó la expresión 

de los ligandos Wnt (Wnt1 y Wnt5), un inhibidor de la cascada (Dkk1) y dos de los genes 

blancos de la vía Wnt (CiclinaD1 y Wisp1). En el presente trabajo, se observó la presencia de 

la señalización canónica de Wnt en las hASCs, la cual probablemente esté involucrada en la 

proliferación de estas células. Se detectó la expresión de Wnt5, CiclinaD1, Wisp y Dkk1 en 

hASCs pero no se observó expresión de Wnt1 en estas células, utilizando esta técnica. Luego 
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de la inducción neuronal, hubo una disminución en todos los transcriptos de la cascada 

estudiados, en concordancia con trabajos previos donde la señalización de Wnt fue asociada 

al control del mantenimiento de las MSCs [161]. No pudimos detectar un aumento en la 

expresión de su inhibidor Dkk1, el cual está involucrado en el control de la determinación de 

los diferentes linajes (Figura 41). 

 

 
Figura 41. Los niveles de ARN mensajero (ARNm) de los genes que participan en la señalización 
Wnt exhibieron una disminución en las células diferenciadas en relación a los niveles en las hASCs 
sin diferenciar. *p<0.05. 
 

4.4  La vía de Notch mantendría el estado indiferenciado de las hASCs a través de sus 

genes represores de linaje. 

 

Dado el rol tan bien documentado de la señalización Notch en la regulación de la 

capacidad proliferativa, la adquisición del destino celular y la diferenciación de poblaciones de 

NSCs y HSCs [285-287], se investigó, utilizando la técnica de PCR en tiempo real, la 

presencia de los transcriptos de la vía de Notch en las hASCs antes y después de 14 días de 

inducción neuronal. Los transcriptos estudiados correspondían al ligando Notch1, al inhibidor 

Deltex1 (Dtx1), al factor CBF1del complejo de activación nuclear y a los genes blanco Hes1, 

Herp1 y Hey1, estos últimos conocidos como represores de linaje. 

Se encontró expresión de transcriptos de elementos funcionales correspondientes a 

distintos niveles de la cascada de señalización en las hASCs sin diferenciar. Notch1, CBF1, 
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Hes1, Herp1 y Hey1 se expresaron en las hASCs, mientras que no se detectó expresión del 

represor Dtx1. Luego de la diferenciación neuronal, hubo una disminución estadísticamente 

significativa (P<0.05) en la expresión de todos los transcriptos de Notch analizados (Figura 
42).  

Estos resultados indicaron que la expresión del ARNm de los componentes de la vía de 

Notch fueron regulados diferencialmente durante la diferenciación neuronal de las hASCs. Se 

determinó que hay una vía Notch activa en las hASCs, en concordancia con la función 

descripta para esta cascada en mantener la autorrenovación de las células madre, 

reprimiendo factores de transcripción específicos de linaje; y una regulación negativa de la 

misma luego del protocolo de inducción neuronal, necesaria para el compromiso de estas 

células hacia el linaje neural. 
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Figura 42. Expresión génica relativa de genes que participan en la señalización Notch. Los niveles 
de los ARNm se vieron disminuidos luego de los 14 días de diferenciación neuronal. *p<0.05; 
**p<0.01. 
 

4.5  Factores de especificación (patterning) y proneurales se expresan luego de la 

diferenciación neuronal de las hASCs 

 

En este trabajo, se detectó la expresión de factores de especificación y proneurales antes 

y luego del protocolo de diferenciación neuronal de las hASCs. Pax6, Mash1 y Ngn2 fueron 

expresados en niveles bajos en las hASCs pero luego de la diferenciación neuronal hubo un 

aumento significativo del nivel de expresión de Pax6 (P=0.039) y una tendencia fue observada 

para el gen Mash1 (0.17) y Ngn2 (P=0.21). La expresión de Math1 no fue detectada usando 

PCR en tiempo real (Figura 43). Estos resultados son similares a los reportados en la 

neurogénesis adulta, donde había sido demostrado que los primeros pasos de este proceso 

involucra la expresión de genes de especificación y genes proneurales bHLH de 

determinación tales como Pax6, Sox2, Mash1, Math1 y Ngn2 [227]. 

Basado en trabajos previos [229,260], también se examinó el patrón de expresión de los 

factores de diferenciación NeuroD1, NeuroD2, Math2, Tbr1 y Tbr2, los cuales son expresados 

en estadios intermedios y tardíos de la neurogénesis. Se encontró que antes de la 

diferenciación neuronal, hubo una baja expresión de NeuroD1 y Tbr2, la cual aumentó 

significativamente luego del protocolo de diferenciación (P=0.03; P=0.18, respectivamente). 

Las células sin diferenciar no expresaron Tbr1 pero si se lo detectó luego del protocolo de 

inducción. Sin embargo, no pudimos detectar expresión de Math2 y NeuroD2 ni antes ni 

después de la diferenciación, ambos genes expresados en estadios tardíos de la 

neurogénesis, es decir, en neuronas maduras (Figura 43). 
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Figura 43. Expresión génica relativa de genes de determinación y diferenciación proneurales. Se 
detectaron niveles bajos de los ARNm en las hASCs, los cuales aumentaron significativamente 
luego de los 14 días de diferenciación neuronal, demostrando que han adquirido un destino 
neuronal. *p<0.05; **p<0.01. 
 

4.6  Las células tipo neuronal expresan genes glutamatérgicos y gabaérgicos 

 

Diversas moléculas, como los neurotransmisores, han sido implicadas en la regulación 

extrínseca de la proliferación celular y la diferenciación neuronal en el SNC. Por esta razón, 

decidimos estudiar los receptores de neurotransmisores específicos que son expresados en 

los diferentes estadios de diferenciación de la neurogénesis adulta, tales como el receptor 

colinérgico muscarínico 1 (M1), la subunidad α1del receptor GABAA (GABRA1), la subunidad 

1 y 2 del receptor GABAB (GABAbR1, GABAbR2), la subunidad δ del receptor GABAA 

(GABRD),  el co-transportador NKCC1 y el co-transportador KCC2, el subtipo 5 del receptor 
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glutamatérgico tipo kainato (GluK5),  el receptor de glutamato metabotrópico 5 (mGluR5) y el 

receptor de NMDA 1 (NR1) en hASCs,  antes y luego del protocolo de inducción neuronal. 

En este trabajo, se detectó la expresión del receptor colinérgico M1 en hASCs y un 

incremento significativo luego de la diferenciación neuronal (P=0,024) (Figura 44), 

comportamiento característico de células progenitoras neurales y de neuronas inmaduras 

[252].  

También se encontró la presencia de la señalización glutamatérgica en nuestras células de 

tipo neuronal. Se observó baja expresión de los receptores ionotrópicos NR1 y GluK5, y del 

receptor metabotrópico mGluR5 en las hASCs sin diferenciar y un incremento en la expresión 

de los mismos luego del protocolo de inducción neuronal (NR1, P=0,049; GluK5, P=0,026; 

mGluR5, P=0,064) (Figura 44), característico de las células de los estadios tempranos de la 

neurogénesis, como son los progenitores neurales y las neuronas inmaduras. Esto confirmó 

que las hASCs habían predeterminado su destino hacia la especificación neuronal como había 

sido reportado previamente [288]. 

Finalmente se estudiaron los receptores de GABA y se detectó expresión basal de ambos 

co-transportadores NKCC1 y KCC2 en las hASCs sin diferenciar. Su expresión se vio 

aumentada significativamente luego de la diferenciación neuronal (P=0,036; P=0,049, 

respectivamente) (Figura 44), lo cual concuerda con resultados previos en cerebro adulto  

donde la expresión de NKCC1 había sido asociada con proliferación neuronal en neuronas 

juveniles y algunas neuronas maduras [289,290]. Sin embargo, la mera expresión de estos co-

transportadores en nuestras células de tipo neuronal no implica necesariamente que estas 

células sean funcionalmente activas. También se detectó la expresión de GABAbR1 y 

GABAbR2 en las hASCs, y un aumento significativo  de GABAbR2  (P=0,039)  luego de la 

inducción neuronal, lo cual fue previamente asociado con la actividad proliferativa en células 

progenitoras neurales antes del compromiso de estas células; y una disminución significativa 

de GABAbR1 (P=0,022),  ligado a la subsecuente diferenciación de los progenitores neurales 

hacia el linaje neuronal (Figura 44) [291].  
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Figure 44. Expresión génica relativa de genes correspondientes a receptores de 
neurotransmisores colinérgicos, GABAérgicos y glutamatérgicos. Se detectaron niveles basales de 
ARNm de estos genes en las hASCs, pero la mayoría de ellos aumentaron significativamente luego 
de los 14 días de diferenciación neuronal. *p<0.05. 



 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

DISCUSIÓN 

Las terapias celulares constituyen una opción terapéutica interesante para el tratamiento 

de diversas enfermedades neurológicas como son la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer, 

Huntington y daños en la médula espinal, entre otras .Uno de los problemas principales de 

estas terapias es el origen y la naturaleza de las células que van a ser utilizadas para estos 

procedimientos. La célula ideal debería exhibir diversas propiedades importantes, incluyendo: 

(1) un alto nivel de proliferación in vitro, permitiendo la producción de un gran número de 

células a partir de una mínima cantidad de material donado; (2) un buen control de esta 

actividad proliferativa in vivo; y (3) una plasticidad fenotípica permitiendo la diferenciación en el 

fenotipo neuronal o glial apropiado. 

 

1. Obtención de Células Madre Mesenquimales derivadas de Tejido Adiposo 
 
Diversos trabajos recientes sugieren que las células madre adultas de tejido adiposo 

podrían ser una alternativa adecuada para las estrategias de reemplazo celular en el 

tratamiento de los desórdenes del SNC [83,292-295]. En esta tesis nos ha parecido 

interesante evaluar los procesos moleculares a través de los cuales se produce la 

diferenciación desde una hASC a una célula de características fenotípicamente similares a 

una neurona. Las hASCs fueron aisladas a partir de tejido adiposo humano usando un 

procedimiento de adhesión, y fueron seleccionadas por su capacidad y rapidez de 

proliferación. Se demostró que estas células estromales presentaban una morfología de tipo 

fibroblastoide y fueron capaces de expresar marcadores de células madre mesenquimales, 

CD90 y Stro1. También se observó que estas células tenían la habilidad de diferenciarse a 

múltiples linajes, incluyendo el adipogénico, osteogénico, condrogénico y neurogénico, en 

concordancia con estudios previos [71,272,274,275,296]. 

Los factores de pluripotencialidad proveen mecanismos fundamentales subyacentes a las 

propiedades de las células madre. Diversas vías moleculares mediadas por dichos factores 

interaccionan con diferentes cascadas de señalización para mantener u obtener la 

pluripotencia de una potencial célula madre. Se ha demostrado que Oct4, Sox2 y Nanog co-

regulan ciertos genes que codifican componentes de las vías de señalización que controlan 

los comportamientos de célula madre como son la proliferación y diferenciación celular. Los 

mecanismos involucrados en la regulación de Oct4 en las ESCs han sido ampliamente 

investigados pero su función en el estadio adulto no ha sido identificada. Sin embargo, 

recientemente Oct4 ha sido asociado con el estado indiferenciado de poblaciones de células 

madre derivadas de tejidos humanos adultos [101-107]. En este trabajo se encontró que una 
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alta expresión del gen Oct4 y sus dos isoformas, Oct4A y Oct4B, en las hASCs y una 

disminución luego de la diferenciación neuronal, en concordancia con trabajos previos donde 

el knockdown de Oct4 disminuye la identidad de célula madre e incrementa la diferenciación 

de las células hacia un determinado linaje [297,298]. Por otra parte corroboramos la expresión 

de la isoforma Oct4A en las hASCs, la cual ha sido demostrada como la única isoforma 

responsable de mantener la pluripotencia.  Estos resultados y los de trabajos previos 

demuestran que Oct4 participa en la autorrenovación y supervivencia de las hASCs.  

Nanog parece ser crucial para la pluripotencia y la autorrenovación de las ESCs pero no 

es expresado por células madre neurales y hematopoyéticas, tejidos adultos, fibroblastos o 

ESCs diferenciadas [88,92,93]. En el presente trabajo no pudimos detectar el marcador de 

células madre embrionarias Nanog, lo cual concuerda con resultados previos en distintos tipos 

de células madre [86], probablemente porque las hASCs se encuentre en un estado transitorio 

reversible preparadas para la autorrenovación o la diferenciación. 

De esta manera, se pudo corroborar que las células madre derivadas de tejido adiposo 

humano corresponden a una población de células madre mesenquimales que poseen 

morfología, plasticidad y expresión de marcadores característicos de este tipo de células. Y 

que además expresan el factor de pluripotencia Oct4, el cual se comporta de la misma manera 

que como lo hace en las ESCs. 

 

2. Características morfológicas y biológicas del linaje neural en hASCs sometidas 
al protocolo de diferenciación neuronal. 
 

Luego de la inducción de la diferenciación neuronal, las hASCs revelaron características 

morfológicas y biológicas de los linajes neurales, como también un aumento en la expresión 

de proteínas neuronales específicas, como son βIII-tubulina, NF200, NSE, MAP2, A2B5 y 

sinaptofisina; y de marcadores de progenitores neurales, como son GFAP y nestina.  

Este patrón de expresión es similar al observado para las células madre neurales, 

neuronas inmaduras y maduras durante el proceso de la neurogénesis adulta [258].  Las 

células madre en el cerebro adulto exhiben características de glia radial, expresando las 

proteínas de filamento intermedio nestina y GFAP [208,258,299]. Estas células madre sufren 

una división simétrica dando lugar a dos células madre idénticas. Pero ellas también pueden 

dividirse asimétricamente y dar origen a una nueva célula madre y a un progenitor neuronal. 

Este último expresa nestina, PSA-NCAM y DCX [300,301]. Una vez que estos progenitores 

están comprometidos, ellos se vuelven neuronas inmaduras expresando los marcadores βIII-

tubulina y calretinina. Y finalmente, cuando estas células reciben la estimulación neurogénica 

correcta, se diferencian terminalmente y adquieren el fenotipo maduro expresando NeuN, 
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MAP2, NSE, TAU y sinaptofisina [302-304]. Esta similitud en el patrón de expresión génica 

probablemente se deba a la utilización de bFGF y  RA, dos moléculas epigenéticas críticas en 

nuestro medio definido químicamente, las cuales son rutinariamente empleados en la 

expansión de las células madre de la cresta neural [305,306].  

El bFGF es ampliamente conocido por sus efectos pleiotrópicos sobre los progenitores 

neurales, produciendo efectos neurogénicos, proliferativos y especificadores en las células 

madre del SNC adulto [307-309]. Se ha sugerido que un cambio en la concentración de bFGF 

puede tener un rol en la regulación del destino de las células madre neurales, donde una baja 

concentración de bFGF, similar a la hemos utilizado, llevan a la célula hacia un programa 

neuronal, mientras que altas concentraciones estimulan la proliferación de estas células [310]. 

Por otra parte, se ha demostrado que el bFGF tiene la capacidad de activar un programa 

neurogénico latente en progenitores multipotentes del SNC [311].  

El ácido retinoico (RA) es una de las señales inductivas más importantes en la ontogenia 

de los vertebrados y es comúnmente utilizado in vitro para inducir la diferenciación neural, el 

cual se ha demostrado que  promueve la expresión génica neural y reprime la expresión de 

genes mesodérmicos [312-315]. El RA es conocido como la forma activa de la vitamina A y se 

ha demostrado que tiene un rol importante durante la embriogénesis, influenciando en el 

desarrollo neural en los primeros estadios del desarrollo del SNC [316].  

Es evidente que la caracterización de una célula derivada de una célula madre pluripotente 

para ser denominada “neurona”, debe incluir criterios funcionales. En nuestro protocolo no 

hemos podido determinar la presencia de actividad eléctrica en las células diferenciadas 

debido a problemas logísticos. Sin embargo, una característica semifuncional pudo ser 

observada utilizando la tinción con el colorante FM1-43 en las hASCs luego de la 

diferenciación neuronal. Esta marca, dependiendo de la despolarización inducida, es evidencia 

indirecta de la presencia de terminales presinápticos funcionales, condición necesaria para la 

neurotransmisión eficiente [317]. En el presente trabajo, las células diferenciadas mostraron 

una marca positiva y clara con la despolarización, mientras que las hASCs sin diferenciar no 

fueron capaces de incorporar el colorante. La visualización en tiempo real de las vesículas 

sinápticas en células vivas ha sido una evidencia fuerte en nuestro trabajo acerca de la 

eficiencia de la diferenciación neuronal.  

 

3. Las vías Shh, BMP, Wnt y Nocth se encargarían de controlar la proliferación y 
diferenciación de las hASCs. 

 

Comprender la regulación molecular de la transición “mesenquimal-neural” es un paso 

importante para una futura diferenciación guiada, no sólo para el uso terapéutico de las células 
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madre, sino para la utilización de otro tipo de estrategia terapéutica en medicina regenerativa, 

como ser el uso de factores diferenciadores de acción molecular específica a emplear en 

neurología regenerativa. Por otra parte, conocer los genes reguladores, podría ayudarnos al 

diseño de terapias génicas específicas de diferenciación neural. Sin ir más lejos, una de las 

modernas estrategias de diferenciación celular de tejido adulto es la pluripotencialidad 

inducida, en la cual células de tejido adulto son moduladas químicamente para lograr la 

expresión de genes típicos de estadios anteriores [318-320]. Por otra parte, no debe 

soslayarse el valor de la investigación básica en este terreno de la biología celular y molecular, 

aún no plenamente investigado.  

Para estudiar algunas de las vías involucradas en esta transición, en el presente trabajo se 

analizó la expresión génica de diferentes factores involucrados en la proliferación de las 

células madre neurales, como también en la diferenciación de neuronas en el cerebro adulto.  

Shh, un importante morfógeno, está involucrado en una variedad de procesos celulares 

durante el desarrollo y la enfermedad, tales como proliferación, determinación del destino, 

diferenciación y supervivencia celular.  Ha sido ampliamente estudiado en el contexto de las 

células madre, con la expectativa de que la modulación específica de su señal pueda proveer 

una herramienta in vitro para la expansión de las células madre y la manipulación de la 

diferenciación específica de linaje en el futuro. El principal hallazgo de este trabajo fue que la 

señalización Shh representa un mecanismo endógeno que regula la proliferación de las 

células con propiedades de células madre en el tejido adiposo, es decir, de las hASCs. Se 

demostró que las hASCs están dotadas con una señalización Hedgehog activa, con expresión 

de los receptores de Shh, Ptc y Smo, y de los factores de transcripción downstream, Gli1, Gli2 

y Gli3, durante la proliferación de estas células. Sin embargo, esta expresión se vio disminuida 

luego de la inducción neuronal, en concordancia con el hecho de que la proliferación 

disminuye durante el proceso de diferenciación. La disminución de la señalización Shh podría 

estar asociada con una disminución de la expresión de Gli1. De hecho, Gli1 es el activador 

principal de la señalización Hedgehog y una disminución de su expresión in vivo e in vitro lleva 

a una señalización disminuida [148]. Estos hallazgos demuestran que Shh es un factor que 

regula el número de células madre y contribuyen a comprender los mecanismos que modulan 

la proliferación de las mismas. La modulación controlada de la señalización Shh in vitro e in 

vivo es probable que lleve al desarrollo de protocolos para incrementar el número de células 

con propiedades de células madre, en un esfuerzo para mejorar los efectos sobre las 

enfermedades degenerativas. Reclutar un número adecuado de progenitores neurales, puede 

ser una estrategia de interés tanto o más importante que el trasplante de células madre en 

enfermedades con déficit de las mismas en la zona lesionada, como por ejemplo en lesiones 

isquémicas. 
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Los inhibidores Ids son conocidos por ser los principales blancos de la señalización de la 

diferenciación celular [321,322]. Han surgido como intermediarios regulatorios claves para 

coordinar la expresión génica asociada a la diferenciación con el control del ciclo celular en 

respuesta a las señales extracelulares. Existe una paradoja entre las propiedades funcionales 

de las diferentes proteínas Ids en promover el crecimiento celular y detener la diferenciación y 

sus aparentemente disparatados mecanismos de acción. Durante la embriogénesis, una 

abundancia de los transcriptos Id1, Id2 e Id3 se observaron en la VZ del cerebro de roedores. 

La expresión de los diferentes genes Ids encaja bien con la cronología del desarrollo neuronal: 

la expresión de Id1 e Id3 es encontrada en neuroblastos mitóticamente activos y menos 

diferenciados, y su expresión disminuye en estadios posteriores cuando los neuroblastos ya 

no están presentes. Por otra parte, Id2 e Id4 son expresados primero en los presuntos 

neuroblastos y más tarde en neuronas postmitóticas específicas. De esta manera, Id2 e Id4 

marcan grupos de neuronas desde estadios tempranos, mientras que la expresión de Id1 e Id3 

está presente en neuroblastos mitóticamente activos [179]. Nuestros datos confirmaron que la 

principal función de Id1 está estrictamente conectada con la regulación de la diferenciación 

celular, lo cual no difiere de los datos obtenidos para células madre de tejidos 

neuroectodérmicos y de cordón umbilical sometidas a diferenciación neuronal [284,322]. En 

estudios previos se demostró que la proteína Id1 podía actuar como un regulador dominante 

negativo para interferir la actividad transcripcional de las proteínas proneurales e inhibir la 

diferenciación prematura de los progenitores neuronales [172]. En este estudio, se encontró 

expresión de Id1 en las hASCs, probablemente asociado al mantenimiento de su capacidad de 

autorrenovación y a la prevención de la diferenciación neuronal. Luego de la inducción 

neuronal, la expresión de Id1 disminuyó significativamente, lo cual concuerda con reportes 

previos [232,283]. Además, se demostró que hubo un aumento significativo en la expresión de 

Id4 luego de la diferenciación neuronal, previamente asociado con fenotipos neuronales más 

maduros [180]. Así, distintos miembros de la familia de los genes Id pueden tener diferentes 

roles funcionales que pueden ser dependientes de sus niveles de expresión y de la co-

expresión de ciertos factores de transcripción bHLH asociados a las Ids [179,232]. Por otra 

parte, el antagonista endógeno de BMP, Noggin, es una molécula potencial que controla el 

compromiso neural. Parece promover la neurogénesis uniéndose al BMP endógeno y de esta 

manera previniendo la activación de los receptores de BMP [183]. Los resultados de este 

estudio demostraron que únicamente se detectó expresión de Noggin luego de la 

diferenciación neuronal, confirmando la adquisición del compromiso neuronal por parte de las 

hASCs. 

Además, este trabajo demostró la expresión de diversos componentes de la vía de 

señalización de Wnt en las hASCs, sugiriendo que esta vía puede ser de fundamental 
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importancia en estas células.  La expresión de los transcriptos de esta vía se vio 

significativamente disminuida luego del protocolo de inducción neuronal, lo cual avala datos 

previos donde se sugirió que la señalización Wnt puede regular las vías de diferenciación en 

varios tipos celulares mesenquimales. La señalización Wnt canónica endógena en 

preadipocitos y MSCs inhibe la diferenciación y si se inhibe la vía ocurre una diferenciación 

espontánea. Los niveles de expresión son elevados en preadipocitos y MSCs pero disminuyen 

cuando se estimula la diferenciación [161,323,324]. La estimulación de una vía por una Wnt 

particular parece depender del sistema experimental empleado, un ligando específico puede 

señalizar a través de mecanismos canónicos o no canónicos [325]. En el presente trabajo, se 

empleó bFGF y ácido retinoico como agentes neuritizantes y es importante destacar las 

interacciones de estos agentes con la señalización Wnt. El tratamiento con bFGF de células 

progenitoras neurales provee soporte trófico y mitogénico, además de influenciar la elección 

del destino de la célula progenitora [326]. Miembros de la familia Wnt son usualmente 

encontrados en la proximidad de los dominios de síntesis de FGF durante el desarrollo neural 

y actúan en cooperación con FGF para controlar el destino celular [327]. Por otra parte, la 

regulación negativa de la vía de Wnt ha sido demostrada como uno de los mecanismos 

involucrados en la diferenciación neuronal inducida por RA [328]. Interesantemente, se ha 

demostrado que β-catenina, una molécula clave en la señalización Wnt, interactúa 

directamente con el receptor del RA, disminuyendo la transactivación mediada por β-catenina-

Lef/CBF1 en células en cultivo de manera dosis dependiente [329]. A pesar de que la β-

catenina tiene efectos mitogénicos, se sabe que no es suficiente para mantener las células en 

estado proliferativo y requiere de otros factores como el suero para lograrlo [330]. Estos 

hallazgos incrementan la posibilidad de que uno de los efectos del RA en las hASCs, sumado 

a la limitación del suero en el medio, sea inhibir la vía anti-neural Wnt incrementando sus 

inhibidores o secuestrando β-catenina en una manera dependiente de concentración, 

resultando en la promoción de la diferenciación neural. 

Notch ha sido ampliamente estudiado en el contexto de las células madre. En este trabajo 

se demostró que componentes claves de la señalización Notch están presentes en las hASCs. 

Notch1, CBF1 y los genes blanco Hes1, Herp1 y Hey1 fueron detectados, lo que nos permitió 

concluir que las hASCs poseen los elementos necesarios requeridos para una señal Notch 

funcional; y que la expresión de estos transcriptos se ve disminuida luego de 14 días de 

diferenciación neuronal. Hes1, Herp1 y Hey1 actúan como represores de los factores de 

transcripción bHLH que regulan el compromiso del linaje, inhibiendo la expresión de genes 

específicos del destino celular, manteniendo de ese modo a las células madre o progenitoras. 

Estos resultados son similares a aquellos obtenidos en un trabajo previo en HSCs, donde se 

demostró que la señalización Notch es usada por las HSCs y es regulada de manera negativa 
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a medida que las células se diferencian [286]. En las NSCs, blancos de la señalización Notch 

trabajan juntos para prevenir la diferenciación terminal y preservar el pool de células madre, a 

través de la regulación negativa de genes proneurales como Mash1 [184,285,331]. Basados 

en estos datos, podríamos sugerir que Notch y sus genes blanco, guardianes de poblaciones 

de progenitores y reguladores de los destinos de las NSCs, probablemente regulan la 

proliferación y la expresión inducida por diferenciación de marcadores neurales en las hASCs, 

avalando la idea de que la diferenciación de las hASCs en células tipo neuronal representa un 

proceso regulado análogo al que ocurre durante la diferenciación de las NSCs. 

 

4. La diferenciación neuronal de las hASCs induce la expresión de genes 
proneurales, neuronales y neurotransmisores involucrados en la neurogénesis adulta. 

 

En este trabajo, se demostró que las células tipo neuronal obtenidas a partir de la 

inducción neuronal de las hASCs tienen un patrón de expresión génica similar al del proceso 

de la neurogénesis adulta. 

Nuestros datos de estudios in vitro demostraron que los factores bHLH de determinación y 

diferenciación, Mash1, Ngn2, Tbr1, Tbr2 y NeuroD1 son expresados en la hASCs y dicha 

expresión se ve significativamente aumentada luego del protocolo de diferenciación neuronal. 

Por otra parte, también demostramos que la expresión de los factores inhibidores Id1 y Hes1 

se vio disminuida significativamente después de la diferenciación, los cuales son conocidos 

por inhibir la neurogénesis a través de la regulación negativa de los genes proneurales. De 

esta manera vemos como el comportamiento de estos factores en la diferenciación neuronal 

de las hASCs es similar a lo que ocurre en la neurogénesis adulta, mucha expresión de 

inhibidores está asociada a poca expresión de genes proneurales y viceversa.  

Estudios in vivo demostraron que los factores bHLH logran la diferenciación neuronal en 

colaboración con Pax6, cuya función principal parece ser especificar la identidad posicional de 

los progenitores, y este factor también fue detectado en las hASCs y se vio aumentado luego 

del protocolo de diferenciación. Estos factores de especificación y bHLH participan en conjunto 

en controlar la coordinación de la diferenciación y el destino celular de los progenitores 

multipotentes [332]. 

Sox2 es expresado en células multipotentes, es esencial para la inducción neural del 

ectodermo y retiene la identidad de progenitor neural interactuando con los factores 

proneurales bHLH [117,333,334]. En este trabajo se pudo corroborar la expresión de este 

factor en las hASCs y que, luego de la diferenciación neuronal, la expresión de Sox2 se vio 

significativamente aumentada, sustentando la idea de que se ha logrado determinar a las 

células hacia el linaje neural. 
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Los resultados obtenidos acerca del aumento de los niveles de expresión de Pax6, Sox2, 

Mash1 y Ngn2 luego del protocolo de diferenciación neuronal concuerdan con trabajos previos 

en neurogénesis adulta, donde había sido demostrado que los primeros pasos de este 

proceso involucran la expresión de estos factores de especificación y bHLH proneurales [227]. 

Pax6 regula la diferenciación neuronal y su sobreexpresión promueve la neurogénesis en el 

cerebro, mientras que la pérdida de Pax6 resulta en una neurogénesis reducida y la formación 

precoz de precursores de oligodendrocitos y astrocitos [219]. Los factores de determinación 

proneural Mash1 y Ngn2 están presentes transitoriamente en las células progenitoras neurales 

y, si son expresados ectópicamente en células progenitoras neurales, las mismas salen del 

ciclo celular y comienzan a expresar marcadores de diferenciación neuronal [227,335-337]. 

En base a trabajos previos, se examinó el patrón de expresión de los factores bHLH de 

diferenciación NeuroD1, NeuroD2, Math2, Tbr1 y Tbr2, los cuales son expresados en estadios 

intermedios y tardíos de la neurogénesis [229,260]. Se encontró que antes de la diferenciación 

neuronal había expresión basal de NeuroD1 y Tbr2, la cual se vio incrementada luego de la 

diferenciación. Las hASCs sin diferenciar no expresaron Tbr1 pero si se lo pudo detectar luego 

de la inducción. Sin embargo, no se detectó la expresión de los factores Math2 y NeuroD2 en 

ninguna de las etapas del protocolo, ambos expresados en neuronas maduras, en los últimos 

estadios de la neurogénesis. Los progenitores neurales se caracterizan por la expresión de 

Tbr2, mientras que las neuronas inmaduras expresan Tbr1 y NeuroD1. Mientras que la 

expresión de Tbr1 desaparece en la maduración neuronal, NeuroD1 es mantenido débilmente 

cuando comienza la expresión de NeuN. Finalmente, NeuroD2 es altamente expresado en 

neuronas maduras [229,338]. 

Estos factores de transcripción son expresados tanto en la neurogénesis embrionaria y 

adulta. Entre ellos, Ngn2 es expresada en células progenitoras neurales e induce fuertemente 

la producción de neuronas. La expresión de Pax6 se solapa con la de Ngn2 en un pequeño 

número células progenitoras neuronales, y Pax6 puede regular la transcripción de Ngn2. 

Existe un cierto solapamiento de la expresión de Pax6 con Tbr2, pero Tbr2 es expresado 

principalmente en progenitores intermedios [260]. NeuroD es otro factor de transcripción 

expresado en la neocorteza y el giro dentado del hipocampo donde es necesario para la 

proliferación y diferenciación neuronal. Tbr1 se expresa en todas las neuronas piramidales y 

se encarga de regular la diferenciación y migración celular, como también la formación axonal. 

Aunque la expresión secuencial de factores de transcripción es difícil de demostrar 

directamente, podría existir una transición de expresión de factores de transcripción desde 

Pax6 ͢  Ngn2 ͢  Tbr2 ͢  NeuroD ͢  Tbr1 [229,339,340]. 

A partir de que los genes proneurales son necesarios y suficientes para iniciar el desarrollo 

de los linajes neurales y promover la generación de progenitores que están comprometidos a 
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la diferenciación neuronal [226,227], y en base a que hemos observado que en hASCs los 

niveles de genes proneurales están ausentes o en niveles muy bajos y que la diferenciación 

neuronal lleva al aumento significativo de la expresión de casi todos los genes proneurales 

investigados, pudimos confirmar que las células tipo neuronal obtenidas a partir de hASCs 

están comprometidas al linaje neural. 

Diversas moléculas extracelulares, como son los neurotransmisores, han sido implicadas 

en la regulación de la proliferación celular y la diferenciación neuronal en el SNC. La 

acetilcolina produce su efecto sobre el SNC a través  de receptores muscarínicos y 

nicotínicos, y se han sugerido roles importantes en la comunicación celular para estos 

receptores durante la migración y diferenciación de células precursoras neurales in vivo e in 

vitro. En el presente trabajo se analizó y detectó la expresión del receptor muscarínico M1 en 

las hASCs y un aumento de su expresión luego de la diferenciación neuronal, lo cual es típico 

de células progenitoras y neuronas inmaduras. Se ha evidenciado que el receptor M1 se 

expresa en células progenitoras positivas para nestina y en neuronas recientemente 

diferenciadas positivas para βIII-tubulina. Estos datos avalan la idea de que la expresión 

temprana de M1 participa en la diferenciación neuronal previa a la sinaptogénesis [252]. 

Glutamato es el neurotransmisor más prominente del SNC y su acción es llevada a cabo a 

través de los receptores ionotrópicos (NMDA, AMPA y kainato) y metabotrópicos. En este 

estudio, se observó baja expresión de los recetores ionotrópicos NR1 y GluK5 y del receptor 

metabotrópico mGluR5 en las hASCs y un incremento de la expresión luego del protocolo de 

inducción neuronal. La expresión de los receptores de glutamato ionotrópicos se detectó en 

neuronas inmaduras, y se sabe que las subunidades NR1 y NR2 son  expresadas en estadios 

tempranos de la neurogénesis adulta [248,249,341]. Por otro lado, el receptor ionotrópico tipo 

kainate GluK5 se expresa en neuroblastos migratorios en la ZSV [245]. El receptor de 

glutamato metabotrópico mGluR5 se expresa principalmente en células progenitoras neurales, 

incluyendo neuroblastos, y su activación endógena controla la proliferación y/o supervivencia 

de estas células in vivo e in vitro [246]. De esta manera, nuestros resultados y los datos 

previamente mencionados confirman que las hASCs diferenciadas predisponen su destino 

hacia la especificación neuronal. 

Por otra parte, GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro adulto y 

actúa principalmente uniéndose a sus receptores GABAA o GABAB. Sin embargo, en el 

desarrollo temprano, las acciones de GABA pueden ser excitatorias y pueden funcionar como 

una señal trófica  [237,342]. Cambios en la función gabaérgica durante el desarrollo surgen, 

en parte, debido a alteraciones en el potencial de reversión de los iones cloruro, mediados por 

cambios en la expresión de las proteínas transportadoras de cloruro [343,344]. El receptor 

GABAA dispara un canal de Cl-, y en el cerebro maduro, la activación de GABA provoca la 
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entrada de Cl- y la hiperpolarización de la membrana debido a la baja concentración 

intracelular de Cl- establecida por el co-transportador KCC2 [344]. Sin embargo, durante el 

desarrollo, GABA produce un efecto diferente despolarizando los progenitores y neuronas 

inmaduras. Esto se debe al gradiente de Cl- establecido por el co-transportador de Na+ K+ 2Cl- 

NKCC1, expresado desde los estadios intermedios de desarrollo hasta las primeras semanas 

de vida. NKCC1 importa Cl- dentro de las células inmaduras, causando de esta manera la 

salida de Cl- y la despolarización de la membrana luego de la activación del receptor GABAA 

[289]. Durante el desarrollo neuronal temprano, existe una expresión retrasada del co-

transportador KCC2 y su expresión es aumentada durante la maduración neuronal, lo cual se 

correlaciona con el cambio de la excitación a inhibición GABAérgica [345]. En nuestro trabajo, 

se detectó la expresión basal de ambos transportadores en las hASCs y ambos fueron 

regulados de manera positiva luego de la diferenciación neuronal. Sin embargo, la mera 

expresión de estos co-transportadores en las células de tipo neuronal no implica 

necesariamente que estas células sean funcionalmente activas. Por otra parte, los receptores 

GABAB son funcionalmente expresados por las células progenitoras neurales para promover 

preferentemente el compromiso hacia el linaje neuronal, luego de la activación de la 

proliferación celular  en el cerebro [291]. Nuestros resultados son concordantes con estos 

trabajos previos, ya que se detectó la expresión de GABAbR1en las hASCs sin diferenciar y 

un aumento de la misma luego de la diferenciación neuronal;  y lo contrario se observó para 

GABAbR2, con una disminución de su expresión luego de la inducción. La expresión de estos 

receptores es importante, ya que influencian en la actividad neuronal modulando numerosas 

vías de señalización intracelular.  

Por otra parte, dada la importancia de la expresión aumentada o disminuida de diferentes 

vías de neurotransmisión en diversas enfermedades neuropsiquiátricas, el conocimiento de su 

regulación molecular, abre una línea de investigación interesante para la elucidación de 

potenciales mecanismos fisiopatológicos e incluso terapéuticos para las mismas. 

 

5. Modelo de código molecular para la diferenciación neuronal de hASCs 
 

Teniendo en cuenta todos  los resultados obtenidos, luego del protocolo de diferenciación 

neuronal, las hASCs diferenciadas adquieren un patrón de expresión específico de genes 

neurales tempranos e intermedios, tales como factores de especificación, proneurales, 

neuronales y de neurotransmisores (Tabla 2).  
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Tabla 2. Expresión génica relativa en hASCs diferenciadas en relación a las hASCs sin 

diferenciar. 

 

En presencia de los factores de crecimiento/citoquinas conocidas por inducir diferenciación 

neuronal, como son el RA y el bFGF, las hASCs se diferencian in vitro en células tipo neuronal 

que expresan marcadores como MAP2, TAU, NSE, NF200, βIII-tubulina y sinaptofisina. El 

tratamiento con estos inductores está regulando de manera positiva la expresión de una gran 

variedad de genes neurales. Es improbable que estos inductores estén actuando directamente 

sobre cada uno de estos genes; sin embargo, probablemente sirvan como un disparador de 

una vía de expresión génica neural coordinada y preexistente. 

Una posible explicación de nuestros hallazgos es que la diferenciación neuronal de las 

hASCs resulta en un estadio intermedio de diferenciación neuronal, una transición entre 

progenitores neurales y neuronas inmaduras, con el establecimiento de la determinación del 

destino neural y la expresión de marcadores característicos de estas etapas. 

En este trabajo, se demostró que la expresión de Hes1 e Id1, genes blanco de la 

señalización Notch y BMP, respectivamente, fueron regulados de manera negativa luego de la 

diferenciación neuronal [346,347], y que los genes bHLH proneurales, Mash1 y Ngn2, se 

regularon de manera positiva luego del protocolo de inducción.  Por trabajos previos,  se sabe 

que Hes1 y Id1 regulan negativamente la diferenciación neuronal, antagonizando los genes 

bHLH proneurales [348]. Por lo tanto, con los resultados de este trabajo  se demostró que 

existiría un balance entre reguladores positivos y negativos, tales como Mash1/Ngn2 y 

Hes1/Id1, que serían críticos para la diferenciación neuronal de las hASCs. 

Basados en las similitudes moleculares encontradas entre el patrón de expresión génica 

detectado en la diferenciación neuronal de las hASCs y la neurogénesis adulta, se propone un 

modelo de código molecular para la diferenciación neuronal de las hASCs. Este modelo 
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sugiere que células co-expresando factores de especificación y factores bHLH inhibitorios son 

mantenidos como progenitores indiferenciados (hASCs) y que estas células generan de 

manera secuencial progenitores neurales intermedios inmaduras con la concomitante 

expresión de factores proneurales y genes neuronales tempranos. Finalmente, estos 

progenitores intermedios se diferencian para dar lugar a neuronas inmaduras con expresión 

de genes neuronales más tardíos (Figura 45).  

De acuerdo a nuestro modelo molecular de la diferenciación neuronal de las hASCs, las 

hASCs expresando GFAP, Sox2, Pax6, Id1, Hes1 y Nestina se diferencian en células que 

están en una transición activa ente células progenitoras neurales expresando Mash1, Ngn2, 

Noggin y Tbr2, y neuronas diferenciadas inmaduras expresando βIII-tubulina, NeuroD1, 

MAP2, Sinaptofisina, Tbr1, NSE y TAU. Además, expresan diferentes receptores para 

neurotransmisores. Este modelo es concordante con el modelo actual de neurogénesis adulta, 

avalando nuestra hipótesis de que existe cierto paralelismo entre estos dos procesos 

diferentes [338,349]. 

 

 
Figura 45. Modelo de código molecular de la diferenciación neuronal de las hASCs, basado en las 
similitudes en el patrón de expresión génica entre esta diferenciación neuronal y la neurogénesis 
adulta. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Las células madre derivadas de tejido adiposo exhiben propiedades que las hacen una 

población interesante a la hora de pensar en la “célula ideal” a utilizar en medicina 

regenerativa: 

 Fácil obtención. 

 Expansión in vitro.  

 Multipotencia.  

 Hipoinmunogenicidad.  

Sin embargo, creímos necesario y fue el objetivo de la presente tesis, que antes de pensar 

en aplicaciones clínicas, era indispensable conocer en cierto detalle los mecanismos 

moleculares que regulan su autorrenovación y diferenciación, en este caso hacia células de 

fenotipo neural. Dirigir a estas células a un linaje específico, logrando la diferenciación terminal 

completa y el mantenimiento del estado diferenciado son requisitos esenciales para la 

ingeniería de tejidos. De manera que descifrar las cascadas moleculares que regulan el 

mantenimiento de las hASCs, la autorrenovación y la diferenciación, facilitarían el desarrollo 

de nuevas terapias celulares para enfermedades neurológicas.  

Hasta el momento, la diferenciación de las hASCs en células de tipo neuronal ha sido 

llevada a cabo a través del agregado de varios factores, citoquinas y/o antioxidantes. Sin 

embargo, la eficiencia de estas estrategias no ha sido suficiente para aplicaciones 

terapéuticas. Por lo tanto, si se pueden elucidar los mecanismos moleculares subyacentes a la 

diferenciación neuronal de las hASCs, sería posible determinar si estas células tienen la 

capacidad de diferenciarse al linaje neuronal como también incrementar la eficiencia de la 

misma.  

Los resultados de este trabajo demuestran que las hASCs tienen la capacidad de 

diferenciarse al linaje neural activando los mismos mecanismos moleculares que se activan en 

la neurogénesis adulta, convirtiéndolas en una posible fuente de células autólogas para 

terapias de reemplazo celular en diferentes enfermedades neurológicas. 

En síntesis, si bien es poco probable que las hASCs sean capaces de reemplazar 

directamente a las neuronas pérdidas durante la enfermedad, y de restaurar la función de los 

circuitos neuronales a través de mecanismos que involucren la diferenciación y el 

mantenimiento de fenotipos neuronales robustos, las hASCs serían capaces de contribuir a la 

reparación neural a través de otros mecanismos. Por lo tanto, estudios adicionales son 

necesarios para determinar si las hASCs autólogas, trasplantadas en el sitio lesionado, 



 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

sobreviven, se implantan e interactúan con poblaciones progenitoras endógenas para 

incrementar la reparación neural. 
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