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RESUMEN 

En este trabajo de Tesis se demuestra cómo ciertos lípidos son capaces de 

regular la diferenciación de células madre neurales (NSCs).  Estas células, presentes en 

el cerebro adulto, tienen la capacidad de migrar y diferenciarse a neuronas luego de 

una lesión cerebral. Sin embargo, debido a que el proceso de regeneración neuronal 

no es completo, surge la necesidad de identificar moléculas que tengan la capacidad 

de aumentar el proceso de diferenciación en NSCs. Como modelo de estudio, se 

utilizaron NSCs embrionarias obtenidas de la corteza lateral de ratones de 13-15 días 

de gestación, amplificadas mediante el método de neuroesferas. 

En primer lugar, se demostró que diferentes fosfolípidos inducen la 

diferenciación neuronal de manera selectiva: fosfatidilcolina (PC) promueve la 

diferenciación neuronal, mientras que fosfatidiletanolamina (PE) aumenta la población 

de astrocitos. 

En base a estos resultados, se decidió estudiar de qué manera ambos 

fosfolípidos regulan el proceso de diferenciación. Se comprobó que la población de 

progenitores neuronales y astrogliales no se altera en presencia de PC o PE, es decir, 

no se promueve la proliferación celular de progenitores específicos. Además, tampoco 

se modifica el número de células viables, demostrando así que los fosfolípidos no 

ejercen efecto neuroprotector. Al mismo tiempo, se evidenció que el aumento en la 

diferenciación no ocurre por una aceleración del proceso de diferenciación neuronal o 

astroglial. Mediante la utilización de microscopía de lapso de tiempo y del análisis por 

inmunofluorescencia de las poblaciones celulares presentes en el cultivo de NSCs, se 

demostró que tanto PC como PE actúan en la población de células post-mitóticas. 

Específicamente, PC promueve la diferenciación neuronal alterando el destino de 

células precursoras astrogliales e indiferenciadas. Por otro lado, PE induce la 

diferenciación astroglial a expensas de una disminución en la población de células 

indiferenciadas. 

Posteriormente, se estudiaron los mecanismos moleculares involucrados en 

cada caso, y se comprobó que PC activa la vía de señalización PKA/CREB, así como PE 

promueve la diferenciación astroglial por un mecanismo dependiente de la activación 

de la vía de señalización MEK-ERK. 
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Desde el punto de vista terapéutico, es importante que los lípidos modifiquen 

la especificación de NSCs en ambientes reactivos de daño cerebral. Por este motivo, se 

estudió el efecto de PC en una condición de estrés oxidativo. Se utilizó el compuesto 

peróxido de hidrogeno para generar estrés oxidativo en cultivos de NSCs, y se 

demostró que PC promueve la diferenciación neuronal, aún en condiciones de daño 

cerebral. 

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de Tesis contribuyen al 

conocimiento de los mecanismos que regulan la diferenciación de NSCs y aportan 

herramientas para el desarrollo de nuevas estrategias para inducir la diferenciación 

neuronal de NSCs en condiciones de daño celular. 
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1.1 Células madre 

Durante la embriogénesis, un ovocito fecundado da lugar a un organismo 

multicelular cuyas células y tejidos han adoptado diferentes características para 

desempeñar funciones específicas en el organismo adulto. Incluso en la adultez, 

algunos tejidos mantienen un proceso de homeostasis, en el que cuando una célula 

muere (ya sea por muerte celular programada o por una lesión), es reemplazada por 

una nueva. La epidermis y el tejido hematopoyético son ejemplos de tejidos adultos 

que se encuentran e en constante recambio celular [1]. Esta habilidad del ovocito 

fecundado de generar diferentes tipos celulares, y de ciertos tejidos adultos de 

regenerarse, es resultado de la presencia de células madre. 

Las células madre son un tipo celular capaz de dividirse asimétricamente. En 

dicha división celular, una de las células hijas mantiene las mismas características de la 

célula madre, mientras que la otra adquiere la capacidad de diferenciarse a un tipo 

celular específico. Por lo tanto, las células madre pueden definirse de acuerdo a tres 

características importantes: primero, por su habilidad de renovación, generando 

copias idénticas de sí mismas; segundo, por su potencial para generar las principales 

líneas celulares de un organismo; y tercero, por la habilidad para generar y/o 

regenerar tejidos [2]. 

 

1.1.1 Clasificación 

Las células madre pueden clasificarse de acuerdo con su capacidad o potencial 

para diferenciarse en diferentes tipos celulares. Las células madre totipotentes pueden 

generar un organismo completo. Las células madre pluripotentes pueden dar lugar a 

cualquier tipo de célula correspondiente a los tres linajes embrionarios (endodermo, 

mesodermo y ectodermo) pero no pueden formar un organismo completo debido a 

que no son capaces de generar tejido extraembrionario (cordón umbilical, trofoblastos 

y estructuras asociadas). Las células madre multipotentes, en cambio, solo pueden 

generar un rango limitado de tipos celulares. Finalmente, las células madre 

unipotentes, también llamadas células progenitoras, son células madre que tienen la 

capacidad de diferenciarse en solo un tipo de células [3]. 



17 
 

Además, las células madre pueden clasificarse dependiendo de la etapa del 

desarrollo: células madre embrionarias si se encuentran en el embrión, o células 

madre adultas si se encuentran en nichos específicos en el organismo adulto [4]. 

 

1.1.2 Células madre neurales 

Las NSCs son células madre multipotentes que tienen la capacidad de generar 

los tres tipos principales de células del sistema nervioso central (SNC): neuronas, 

astrocitos y oligodendrocitos [5].  

Durante la embriogénesis, el SNC se desarrolla a partir de células 

neuroepiteliales (NE) presentes en el tubo neural. En etapas tempranas del desarrollo, 

las células NE se dividen simétricamente generando nuevas células. Entre los 9 y 10 

días del desarrollo embrionario, las células NE sufren una transformación hacía células 

gliales radiales (RG). Dicha transformación involucra cambios tanto en la expresión 

génica, como en las características citológicas. Sin embargo, ambos tipos celulares 

poseen polaridad ápico-basal, que provee una arquitectura radial estable a lo largo de 

todo el desarrollo embrionario: la membrana apical está en contacto con el ventrículo, 

mientras que la membrana basal está en contacto con la lámina basal, las meninges, y 

los vasos sanguíneos. Las células RG se dividen asimétricamente: una de las células 

hijas adquiere fenotipo neuronal, mientras que la otra es una célula progenitora. Dicha 

división asimétrica puede ser directa, o indirecta, a través de progenitores 

intermediarios [5], [6].  

El proceso de neurogénesis ocurre entre la etapa E13-E18. Luego, las células RG 

comienzan a generar células de la glía: astrocitos y oligodendrocitos. Los astrocitos 

tienen su máximo de formación en el período neonatal, mientras que los 

oligodendrocitos se diferencian en el periodo postnatal [7]. En el cerebro de 

mamíferos adultos, las NSCs permanecen en regiones específicas: la zona 

subventricular (SVZ) de las paredes de los ventrículos laterales y la capa subgranular 

del giro dentado del hipocampo. En la Figura 1 se observa un esquema del proceso del 

desarrollo embrionario de NSCs. 
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Figura 1. Neurogénesis en el desarrollo neuronal.  NEc: células neuroepiteliales, RGc: células 
de la glía radial; NE: Neuroepitelio; VZ: zona ventricular; SVZ: zona subventricular; MZ: zona 
marginal; IZ: zona intermedia; CP: placa cortical; nIPC: progenitores corticales neuronales; 
oIPC: progenitores corticales de oligodendroctios. Adaptado de [5]. 

 

1.2 Formación de la corteza lateral 

La corticogénesis ocurre de forma secuencial a partir de los progenitores que se 

encuentran en la zona ventricular (ZV) y subventricular (SZV). Se ha demostrado que, 

en la corteza cerebral, las células de la pre-placa (PP) son las primeras en generarse. La 

pre-placa se divide luego en la zona marginal (ZM) y en la subplaca (SP), entre las 

cuales se forma la placa cortical (CP). La placa CP contiene las neuronas corticales que 

siguen un patrón de formación desde dentro hacia fuera: las neuronas que forman las 

capas más profundas (capas V y VI) son las primeras en formarse, seguidas por las 

neuronas destinadas a las capas más superficiales (capas IV, III y II), excepto por las 

células de la capa I (neuronas Cajal-Retzius), que son las primeras en formarse y se 

encuentran en la capa más externa [8], [9] (Figura 2).  
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Figura 2. Histogénesis de corteza lateral. Desarrollo de la corteza lateral perteneciente a 
ratones. Ncx: Corteza lateral; LGE: eminencia ganglionar lateral; MGE: eminencia ganglionar 
media; VZ: zona ventricular; PP: pre-placa; SVZ: zona subventricular; IZ: zona intermedia; SP: 
subplaca; CP: placa cortical; MZ: zona marginal; WM: materia blanca; I, II, III, IV, V y VI: capas 1, 
2, 3, 4, 5 y 6, respectivamente.  Adaptado de [10]. 
 

 El patrón de formación fue demostrado a partir de roedores en fase 

gestacional a los cuales se les inyectó Timidina-H3 para marcar células que están en 

división mitótica. Experimentalmente, las hembras preñadas fueron inyectadas con 

Timidina-H3 a los 11, 13 y 15 días de desarrollo y los cerebros fueron luego analizados 

en la fase adulta [11]. Dependiendo la edad en la que la Timidina-H3 fue inyectada se 

observaron en diferentes capas de la corteza. 

Utilizando video-microscopía de lapso de tiempo, se comprobó in vitro que la 

formación de diferentes tipos de neuronas sigue una secuencia temporal. Se evidenció 

que si se cultivaban progenitores corticales E10 durante cinco días in vitro, luego se 

tripsinizaban y se subclonaban, los progenitores resultantes ya no eran capaces de 

formar células neuronales el tipo Cajal-Retzius, confirmando dicho patrón temporal 

[12]. 

 

1.3 Especificación espacial  

Las células NSCs presentan una especificación regional tanto en el cerebro en 

desarrollo como en el cerebro adulto.  Es decir, NSCs en diferentes subregiones 
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generan diferentes tipos de neuronas, las cuales a su vez difieren, según se trate del 

cerebro embrionario o adulto. Por ejemplo, NSCs de la corteza se diferencian a 

neuronas piramidales durante el desarrollo, mientras que en la adultez se diferencian a 

interneuronas del bulbo olfatorio [5], [13] (Figura 3). 

 
 
Figura 3. Especificación espacial de NSCs en el cerebro embrionario y adulto. LGE: eminencia 
ganglionar lateral; MGE: eminencia ganglionar media. En el desarrollo embrionario, las células 
NCS de las zonas del septum y y de la MGE generan mayoritariamente interneuronas, mientras 
que las de la zona LGE se diferencian en neuronas del tipo espinosoas, y las de la corteza en 
neuronas piramidales. En cambio, en el cerebro adulto, las células NSCs de la corteza se 
diferencian mayoritariamente a interneuronas que migran hacia el bulbo olfatorio, así como 
también las de las zonas del septum y LGE. Adaptado de [5]. 
 

La expresión de diferentes factores de transcripción es lo que define los 

diferentes subdominios y los tipos de neuronas producidas. Por ejemplo, en la corteza 

lateral (telencéfalo dorsal) del cerebro en desarrollo la expresión de Pax6 determina la 

generación de neuronas glutamatérgicas. En el telencéfalo ventral se producen 

mayoritariamente interneuronas: en la eminencia ganglionar media se producen 

interneuronas GABAergicas debido a la expresión de Olig2, mientras que en la 

eminencia ganglionar lateral se producen las interneuronas que migran al bulbo 

olfatorio debido a la expresión del factor de transcripción Gsh2 (Figura 4) [14]. 
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Figura 4. Especificación de células de la glía radial que generan diferente progenie. Imagen 
del telencéfalo de ratón donde se evidencia la especificación espacial de células de la glía 
radial. Azul: expresión de PAX6; verde: expresión de Gsh2; rojo: expresión de Olig2; amarillo: 
interneuronas GABAérgicas. Adatpado de [14]. 

 

1.4 Progenitores corticales 

Hacia fines de la década del 90, dos teorías proponían explicar el momento en 

que las células madre adquirían potencial neurogénico o gliogénico (Figura 5). En el 

modelo en fase, el progenitor bipotente (S) da origen a progenitores neuronales (N), 

que son progenitores restringidos a la generación de neuronas, y a progenitores gliales 

(G), que originan células de la glía. En este caso, la generación de progenitores 

neuronales y gliales sigue una secuencia temporal. En cambio, en el modelo al azar, el 

progenitor bipotente origina progenitores neuronales y gliales al azar a lo largo del 

tiempo, y a partir de señales ambientales dichos progenitores generan neuronas y 

células de la glía.  
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Figura 5. Modelos de diferenciación de NSCs hacia el linaje neuronal. S: NSCs, N: progenitores 
corticales neuronales; G: progenitores corticales gliales. Adaptado de [15]. 

 

Con el desarrollo de la video-microscopía de lapso de tiempo fue posible 

visualizar en tiempo real progenitores en edades precoces y tardías del desarrollo. En 

el año 2000, Qian y colaboradores observaron, mediante la construcción de árboles 

filogenéticos, que las células neuronales y gliales son generadas secuencialmente, 

corroborando así la teoría en fase [15]. Es decir, un mismo progenitor puede generar 

neuronas y células de la glía de manera secuencial, debido a un cambio en la 

especificación a lo largo del tiempo. 

A través de estudios in vitro e in vivo mediante el uso de retrovirus, se 

demostró que en el cerebro de roedores existen progenitores corticales restringidos al 

linaje neuronal, y progenitores corticales bipotentes. Estos progenitores bipotentes 

siguen un patrón temporal en fase, generando primero progenitores neuronales, y 

luego progenitores gliales hacia el final del período gestacional (Figura 6) [16]. En el 

gráfico A y B de la Figura 6 se observan los tipos de clones y la media del número de 

células por clon cuando se infecta en E13. En este momento del desarrollo, existen 

solo progenitores neuronales y mixtos (entendiéndose por mixtos progenitores 

bipotentes, capaces de formar neuronas y luego células de la glia). En cambio, en los 

gráficos C y D de la Figura 6 se observan los tipos de clones y la media del número de 

células por clon cuando se infecta en E16. En dicho período del desarrollo, los clones 

del tipo glial y el número de células gliales por clon aumentan de manera considerable, 

demostrando así que los progenitores gliales en el telencéfalo dorsal surgen en algún 
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momento entre E13 y E16. De esta forma, fue descartada la existencia de un 

progenitor glial restricto al inicio de la corticogénesis. 

  

 
 
Figura 6.  Análisis de progenitores corticales en diferentes estadios del desarrollo. Los 
gráficos muestran los tipos de células generadas por progenitores corticales en diferentes 
edades in vivo a través de la infección con retrovirus. A) y C) Los gráficos muestran el tipo de 
clon que se genera.  Blanco: progenitores neuronales; gris: progenitores bipotentes; negro: 
progenitores gliales. B) y D) Los gráficos muestran el promedio del número de células por clon. 
Blanco: neuronas; gris: células gliales; negro: células totales. Adaptado de [16]. 

 

1.4.1 Características del árbol filogenético de progenitores corticales 

Se ha demostrado que existen diferentes poblaciones de progenitores en 

cultivos primarios de embriones de ratón de 10-11 días de gestación (E10-E11). 

Siguiendo el comportamiento de cada progenitor de manera individual mediante 

video-microscopía de lapso de tiempo seguida de un ensayo de inmunofluorescencia 

con marcadores neuronales, se pudo demostrar que en dichos cultivos se encuentran: 

progenitores neuronales (Figura 7 A), y progenitores bipotentes, que generan primero 

progenitores neuronales, y posteriormente progenitores con características gliales  

(Figura 7 B) [15]. Posteriormente, se obtuvieron los mismos tipos de árboles 

filogenéticos al realizar análisis similares in vitro, utilizando embriones de ratón de 12 

días de gestación, y marcadores neuronales y gliales (Figura 8) [17]. 
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Cabe destacar que se define como PRECURSOR a células indiferenciadas que se 

diferencian a lo largo del tiempo sin división celular. Por el contrario, los 

PROGENITORES son células que deben dividirse para alcanzar su destino final. Pueden 

sufrir sólo una división (progenitores terminales), o más de una  [18]. 

Los progenitores neuronales se caracterizan por dividirse pocas veces antes de 

generar neuronas maduras, por presentar una división asimétrica, y por no poseer 

mucha movilidad. Por el contrario, los progenitores gliales se caracterizan por sufrir 

varias divisiones simétricas antes de generar células gliales diferenciadas, por poseer 

una mayor velocidad de división y por ser más móviles. Los progenitores bipotentes 

son capaces de dividirse y generar progenitores neuronales y gliales, y finalmente, 

neuronas y células de la glía [15]. 

 

 
 
Figura 7. Árboles filogenéticos de cultivos E10-E11. Se cultivaron NSCs provenientes de la 
corteza lateral de embriones de ratón de 10-11 días de gestación. Se monitoreó el desarrollo 
de cada célula individual utilizando la técnica microscopía de lapso de tiempo por un período 
de siete días. Posteriormente, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia con marcadores 
neuronales. N: Neuronas, X: células que sufrieron apoptosis; con un signo (-) se representan las 
células que no poseen marca neuronal. Adaptado de [15]. 
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Figura 8. Árbol filogenético de cultivos E12. Se cultivaron NSCs provenientes de la corteza 
lateral de embriones de ratón de 12 días de gestación. Se monitoreó cada célula de manera 
individual utilizando la técnica microscopía de lapso de tiempo por un período de siete días. 
Posteriormente, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia con marcadores neuronales y 
gliales. N: Neuronas, X: células que sufrieron apoptosis; G: células de la glia, d: días en cultivo. 
Adaptado de [17]. 
 

En la Figura 9 se observa de manera esquemática mediante un árbol 

filogenético cómo, durante el desarrollo, las NSCs se dividen y alteran sus 

características produciendo distintos tipos de células progenitoras. En etapas 

tempranas se producen neuronas. Luego, se produce una división asimétrica específica 

dando como resultado el final de la neurogénesis y el comienzo de la gliogénesis [15]. 

 

 
Figura 9. Esquema de árbol filogenético de cultivos E10-11. El esquema muestra el 
comportamiento típico de NSCs extraídas de la corteza de ratones de 10-11 días de gestación. 
Se observa un progenitor bipotente que primero genera progenitores neuronales, y por 
consiguiente, neuronas. Luego, se produce un cambio en la especificación y se generan 
progenitores gliales, que producirán células de la glía. La flecha indica el momento de cambio 
de especificación celular. Adaptado de [15]. 
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1.5 Cambio de neurogénesis a gliogénesis 

El cambio en la especificación de progenitores corticales, es decir, la transición 

entre la neurogénesis y la gliogénesis, se encuentra influenciado tanto por señales 

intrínsecas como así también por el ambiente. Se ha demostrado que cuando se 

colocan progenitores corticales de embriones de ratones E15, sobre rodajas de corteza 

cerebral de embriones de ratones E18, las mismas se diferencian a neuronas. Por otro 

lado, cuando los progenitores se colocan sobre rodajas de corteza cerebral de ratones 

de quince días (P15), se generan astrocitos [19]. Estos resultados fueron los primeros 

en sugerir que el potencial neurogénico y gliogénico de los progenitores corticales es 

influenciado por el ambiente. 

En este sentido, diversas señales ambientales contribuyen con el cambio de 

especificación en progenitores corticales. En el proceso de neurogénesis, las neuronas 

recientemente diferenciadas liberan citoquinas, mayoritariamente cardiotrofina-1 (CT-

1), la cual es necesaria para la adquisición de características gliales (Figura 10). Se ha 

descripto que la supresión de la liberación de CT-1 en progenitores corticales bloquea 

completamente la astrogénesis in vitro; y que ratones CT-1-/- poseen una disminución 

del 70% en la astrogénesis cortical [20]. Es decir, la falta de CT-1 bloquea la transición 

desde el potencial neurogénico al gliogénico. Específicamente, CT-1 se une a los co-

receptores gp130 y LIFRβ y activa la vía de señalización JAK-STAT: las quinasas JAK 

fosforilan y activan a los factores de transcripción STAT3, los cuales son capaces de 

formar complejos con factores SMADs (activados por receptores BMP) y con el 

coactivador p300 que, posteriormente, se une y activa genes gliogénicos, como la 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP) [21]. Al mismo tiempo, la activación de la vía Notch, 

y por consiguiente de su efector, el factor de transcripción RBP-Jk, contribuye a la 

activación de la transcripción de GFAP (cuando la vía JAK-STAT está activa) [22]. La 

acción coordinada de estas vías contribuye a la activación de genes gliogénicos. 
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Figura 10. Cambio en la especificación de progenitores en el desarrollo cortical. Durante el 
desarrollo, las neuronas recién generadas liberan citoquinas (CT-1), produciendo un cambio en 
la especificación de los progenitores bipotentes hacia el linaje glial. Adaptado de [7]. 

 

1.6 Neuroesferas como modelo de estudio 

El cultivo in vitro de NSCs provee un modelo único para el estudio de las 

propiedades moleculares y celulares del desarrollo, la plasticidad, la multipotencia y la 

regeneración neuronal. Se ha descripto un protocolo para el aislamiento y expansión 

de NSCs conservando su capacidad proliferativa y de diferenciación [23], [24]. En este 

modelo, las células proliferan formando esferas, denominadas neuroesferas. Luego de 

aproximadamente 7 días en cultivo en medio de proliferación, las neuroesferas poseen 

un diámetro de aproximadamente 150 µm y contienen en promedio 10.000 células. 

Cuando se remueve el medio de proliferación y se cultivan en presencia de un sustrato 

que permita la adherencia celular, las NSCs pueden diferenciarse a neuronas, 

astrocitos y oligodendrocitos.  

Sin embargo, existen algunas limitaciones referidas al cultivo de neuroesferas. 

En primer lugar, es muy sensible al método de cultivo utilizado: variaciones en la 

densidad celular [25], la concentración de los factores que se suplementan [26], [27], 

la frecuencia con la que se realiza cada pasaje y el número de pasajes producen una 

alteración en el comportamiento y las propiedades de NSCs [28]. En segundo lugar, el 
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cultivo de neuroesferas impide evaluar el comportamiento de cada célula de manera 

individual. Por último, las neuroesferas están constituidas por una población 

heterogénea de células: es posible evidenciar NSCs tempranas en el desarrollo, como 

así también progenitores corticales [29]. Por lo tanto, el modelo de neuroesfera debe 

ser interpretado como el estudio de poblaciones mixtas de precursores corticales en 

diferentes etapas de especificación.  

 
1.6.1 Linaje y potencial neuronal 

Existe una diferencia entre el LINAJE y el POTENCIAL de NSCs. Cuando las 

células son cultivadas in vitro en condiciones que promuevan su proliferación 

mediante el método de neuroesferas, pueden generar los tres tipos celulares 

principales del SNC (neuronas, astrocitos y oligodendrocitos). El linaje corresponde al 

comportamiento de una célula in vivo, mientras que potencial se refiere al que 

adquiere cuando está expuesta a diferentes ambientes in vitro. In vivo y en cultivos 

primarios, la mayoría de NSCs generan solo un tipo de progenie que varía según la 

etapa gestacional del desarrollo embrionario; sin embargo, in vitro, cuando las células 

se suplementan con factores de crecimiento, poseen multipotencia (Figura 11) [30]. 
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Figura 11. Diferencia entre linaje y potencial. En el esquema se muestra la progenie de células 
NSCs in vivo, o cultivadas in vitro. VZ: zona ventricular; SEZ: zona subependimal. Adaptado de 
[30]. 
 

1.7 Vías de señalización involucradas en la diferenciación de NSCs 

1.7.1 Vía de señalización MEK/ERK 

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) son serin-treonin 

quinasas que componen una cascada de señalización que está formada por al menos 

tres componentes: una MAPK quinasa quinasa (MAP3K), una MAPK quinasa (MAP2K), 

y una MAPK. Las MAP3Ks fosforilan y activan a MAP2Ks, las cuales actúan, a su vez, 

sobre las MAPKs; estas últimas una vez activadas, fosforilan varias proteínas sustratos 

incluyendo factores de transcripción [31]. Dentro de la familia de las MAPKs se 

encuentra ERK (quinasa regulada por señales extracelulares), la cual es activada por 

numerosas señales extracelulares y estímulos internos.   
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La vía de señalización RAF/MEK/ERK es una de las cascadas más estudiadas 

debido a su amplia función en diferentes procesos celulares, como proliferación y 

diferenciación celular [32]. La vía de señalización se inicia generalmente por la 

activación de Ras (proteína con actividad GTPasa), la cual recluta y activa a la quinasa 

Raf a la membrana. Una vez activa, Raf fosforila a la quinasa MEK. Posteriormente, 

MEK activa es capaz de fosforilar a ERK1 y ERK2. Se ha demostrado que, luego de su 

activación, ERK es capaz de fosforilar una gran variedad de sustratos (Figura 12). 

Algunos de sus sustratos se localizan en el citoplasma celular, mientras que otros son 

fosforilados por ERK en el núcleo [33]. Entre dichos sustratos, se encuentran los 

factores de transcripción Elk1, c-fos y c-jun, entre otros [34]–[36]. 

 
 

Figura 12. Representación esquemática de la vía de señalización de Ras/Raf/MEK/ERK. 

 

Una manera alternativa de activar Raf es mediante su disociación de la proteína 

inhibidora de Raf (RKIP), la cual pertenece a la familia de proteínas de unión a 

fosfatidiletanolamina (PEBP). RKIP se expresa en la mayoría de los tejidos en varias 

etapas del desarrollo, aunque de manera abundante en el cerebro. Posee un sitio de 

unión conservado en mamíferos, que puede unir ligandos como PE y locostatina in 

vitro. Además, RKIP puede modular cascadas de señalización por interacciones directas 

o indirectas con otras proteínas.  Específicamente, la interacción de RKIP con Raf-1 



31 
 

puede ser regulada por fosforilación dependiendo del contexto celular. Se ha 

demostrado que la proteína quinasa C (PKC) fosforila a RKIP en la serina-153, 

disminuyendo de esta manera la interacción de RKIP a Raf-1 y activando la vía 

MEK/ERK y procesos celulares tales como crecimiento y diferenciación [37], [38]. 

 

1.7.1.1 Rol de MEK en la neurogénesis y gliogénesis 

Existen varias evidencias que relacionan la diferenciación neuronal con la vía de 

señalización MEK/ERK. Experimentos realizados en el laboratorio demostraron que el 

fosfolípido PC o Lisofosfatidilcolina (LPC; generada a partir de la degradación de PC por 

acción de la fosfolipasa A2 citoplasmática) es capaz de inducir la diferenciación 

neuronal en la línea celular de neuroblastoma Neuro-2a por un mecanismo 

dependiente de la activación de la vía MEK/ERK. Específicamente, se demostró que LPC 

induce la diferenciación neuronal mediante la activación de la proteína Ras, seguida de 

la activación de Raf/MEK/ERK. Más aún, la participación de Ras en la diferenciación 

neuronal de células Neuro-2a fue confirmada en células que expresaban Ras activa de 

manera constitutiva, donde se observó que la activación de Ras fue suficiente para 

promover la diferenciación neuronal y la activación de ERK [39]. Adicionalmente, se ha 

demostrado que en la línea de células madre de origen murino D3, el ácido retinoico 

induce la diferenciación neuronal mediante la activación de la vía MEK/ERK [40]. 

Sin embargo, también se ha demostrado que la activación de MEK es necesaria 

para que se inicie el proceso de gliogénesis. En progenitores radiales deficientes en 

MEK1 y MEK2 no ocurre la transición hacia el modo gliogénico, manifestándose en la 

ausencia de progenitores astrogliales y progenitores de oligodendrocitos. Asimismo, se 

observó que en ratones en los cuales MEK1/2 se encontraba delecionado, la corteza 

cerebral estaba prácticamente desprovista de astrocitos, presentando también 

neurodegeneración [41]. Más aún, se ha reportado que alteraciones en la vía Ras/ERK 

llevan a desórdenes en el desarrollo cortical [42]. La enfermedad neurofibromatosis 

tipo 1 (NF1) es causada por mutaciones en el gen NF1, el cual codifica para una 

proteína activadora de la GTPasa-Ras, denominada neurofibromina. Dicha proteína 

promueve la conversión de la forma activa Ras-GTP a la forma inactiva Ras-GDP, es 

decir, es un regulador negativo de la vía Ras/ERK. Se demostró que la inactivación de 
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Nf1 promueve la activación de ERK en progenitores corticales, desencadenando un 

incremento en la gliogénesis a expensas de la neurogénesis [42]. 

 

1.7.2 Vía de señalización PKA 

La proteína quinasa A (PKA) es una holoenzima dependiente de AMP cíclico 

(AMPc). Está involucrada en numerosos procesos celulares, tales como la regulación de 

otras proteínas quinasas, la concentración de calcio intracelular y la activación de 

factores de transcripción, que poseen sitios conservados para su fosforilación: la 

proteína de unión a elementos de respuesta del AMPc (CREB), el modulador de 

elementos de respuesta del AMPc (CREM) y ATF-1 [43], [44]. En su estado inactivo, PKA 

es un tetrámero compuesto por dos subunidades reguladoras (PKA-R), y dos 

subunidades catalíticas (PKA-C). La activación ocurre por la unión de dos moléculas de 

AMPc a cada subunidad de PKA-R. La unión de AMPc promueve un cambio 

conformacional en PKA, llevando a la separación de las subunidades PKA-R y PKA-C.  

Las subunidades de PKA-R se mantienen como dímero con cuatro moléculas de AMPc 

unidas, mientras que PKA-C permanece como dos monómeros individuales. Cada 

subunidad PKA-C une ATP, permitiendo la fosforilación de residuos de serina o 

treonina de diferentes proteínas efectoras [43]. Específicamente, PKA fosforila al factor 

de transcripción CREB en el residuo de Serina-133, activándolo. Dicha fosforilación es 

transiente; luego de tres o cuatro horas, CREB es desfosforilado por la acción de 

diferentes fostasasas [44], [45]. 

El AMPc se forma a partir de adenosina trifosfato (ATP) por la acción de la 

enzima Adenilato Ciclasa (AC); su hidrólisis hacia adenosina monofosfato (AMP) ocurre 

a través de fosfodiesterasas. La activación de la señalización de AMPc involucra la 

unión de ligandos extracelulares a receptores acoplados a la proteína G (GPCR), que 

permite que proteínas G regulen una de las varias isoformas existentes de ACs. En 

mamíferos, existen diez isoformas diferentes de ACs, nueve de ellas corresponden a 

proteínas de membrana que poseen una conservada homología de secuencia; 

mientras que una de las isoformas de ACs es citoplasmática [46]. Todas las ACs de 

membrana se expresan en el cerebro; por ejemplo, las isoformas AC1 y AC2 se 

encuentran involucradas en procesos como aprendizaje y memoria [47]. 
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1.7.2.1 Rol de PKA en la diferenciación neuronal 

Numerosos estudios demuestran que la vía de señalización de PKA se 

encuentra involucrada en la diferenciación neuronal. Se ha descripto que el compuesto 

sinaptamida promueve la diferenciación neuronal de NSCs embrionarias de rata en un 

proceso dependiente de la activación de PKA [48], [49]. Además, se ha demostrado 

que CREB está activo en etapas tempranas del desarrollo neuronal, regulando procesos 

como supervivencia y crecimiento neuronal. Por ejemplo, la inhibición de CREB debido 

a la sobreexpresión de una mutante dominante negativa (A-CREB) produce una 

disminución en el número y longitud de dendritas [50]. 

La enzima fosfodiesterasa 7 (PDE7) es responsable de la hidrólisis del 

compuesto adenosina monofosfato cíclico (AMPc) en varios tejidos, incluyendo el 

cerebro, en donde los niveles de PDE7 son abundantes [51], [52]. Se ha demostrado 

que la inhibición de PDE7 lleva a un aumento en la proliferación de progenitores y a un 

incremento de la neurogénesis en el cerebro de ratas adultas, en un proceso 

dependiente de la activación de CREB [53]. Asimismo, se comprobó que aumentando 

los niveles de AMPc utilizando inhibidores de fosfodiesterasas, se promueve la 

maduración de neuronas en cultivos de  NSCs embrionarias de rata [54]. 

 

1.8 Lípidos en la señalización celular 

1.8.1 Composición de la membrana de células eucariotas 

Los lípidos mayoritarios de las membranas biológicas se clasifican en 

glicerofosfolípidos (GPL), esfingolípidos y esteroles [55]. Estos lípidos cumplen diversas 

funciones, entre las cuales se destacan su rol en la formación de estructuras, como las 

membranas biológicas; de reserva energética, debido a su estado relativamente 

reducido; y de señalización, participando en la transducción de señales en muchos 

procesos biológicos [55].  

Los GPL mayoritarios en membranas eucariotas son: PC, PE, fosfatidilserina (PS) 

y fosfatidilinositol (PI). La porción hidrofóbica es una molécula de diacilglicerol (DAG), 

que posee cadenas de ácidos grasos de longitud variable, mientras que la porción 

hidrofílica corresponde a diferentes grupos polares. El GPL más abundante en 
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membranas biológicas es PC (más del 50% del total de los GPL), seguido de PE (Figura 

13). Los esfingolípidos constituyen otra clase de lípidos estructurales, siendo los 

mayoritarios la molécula de esfingomielina (SM), y los glicoesfingolípidos, los cuales 

contienen monosacáridos, disacáridos u oligosacáridos. Los lípidos no polares 

mayoritarios de las membranas celulares eucariotas son los esteroles (colesterol en 

mamíferos y ergosterol en levaduras) [55], [56]. 

 

 
 
Figura 13.  Composición de fosfolípidos de la membrana plasmática.  La composición lipídica 
se expresa como porcentaje de la cantidad total de fosfolípidos. MP: membrana plasmática; 
PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; EM: 
esfingomielina; R: lípidos remanentes. Adaptado de [55]. 

 

La composición de lípidos de las membranas eucariotas varía de manera 

significativa entre diferentes especies [57], [58], entre diferentes tipos celulares [59], 

[60], y entre las diferentes organelas [55], [61]. Asimismo, la membrana plasmática 

posee asimetría respecto a los GPL que la componen. La cara externa de la membrana 

plasmática está formada mayoritariamente por PC y SM, mientras que la cara interna 

(citosólica) posee PE como GPL principal (Figura 14) [62]. Además, la geometría de la 

molécula de PC es diferente a la de PE: la molécula de PC es cilíndrica, mientras que la 

de PE es cónica (debido al tamaño pequeño de la cabeza polar) [55]. Esta diferencia 

geométrica produce diferentes variaciones en la forma de la membrana plasmática: PC 

produce una curvatura chata, mientras que PE genera una curvatura negativa en la 

membrana plasmática [56] (Figura 15).  
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Figura 14. Composición lipídica de la cara externa e interna de la membrana plasmática. 
Adaptado de [62]. 
 
 

 
 
Figura 15. Especies lipídicas y curvatura de membrana. La composición de los fosfolípidos 
altera la curvatura de la membrana plasmática. Adaptado de [56]. 

 

1.8.2 Lípidos en la diferenciación neuronal 

Los lípidos bioactivos constituyen un grupo de lípidos involucrados en la 

señalización celular. Pueden actuar mediante interacción directa con proteínas de 

unión específicas (receptores lipídicos), con proteínas quinasas o fosfatasas, o con 

otras proteínas de señalización celular [63], [64].  

Se ha demostrado un rol específico de PC en la señalización celular, dirigiendo  

la diferenciación neuronal [39], [65], [66]. En el laboratorio se ha estudiado el rol de PC 

en la diferenciación neuronal de la línea celular Neuro-2a. En primer lugar, se 

demostró que la sobreexpresión de las enzimas colina quinasa (CK) y  CTP:fosfocolina 

citidiltransferasa (CCT), ambas involucradas en la biosíntesis de PC, promueve la 

diferenciación neuronal en ausencia del inductor ácido retinoico [66]. Luego, se 

demostró que la suplementación exógena de PC, sus precursores (colina, fosfocolina, 
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CDP-colina, DAG, ácido fosfatídico) y uno de sus productos de degradación (LPC), 

inducen la diferenciación neuronal en la línea celular Neuro-2a.  Específicamente, la 

LPC activa la proteína Ras, seguida de la activación de Raf/MEK/ERK, por un 

mecanismo independiente de calcio intracelular, induciendo la diferenciación a 

neuronas funcionales. En cambio, PC induce la diferenciación neuronal por un 

mecanismo dependiente de la liberación de calcio proveniente del retículo 

endoplasmático (Figura 16) [39]. 

 

 
 
Figura 16. Modelo representativo de la diferenciación neuronal en la línea celular Neuro-2a. 
Las moléculas precursoras de PC entran a la célula y son convertidas a PC mediante la vía de 
Kennedy. Además, la PC exógena o recién sintetizada es hidrolizada por fosfolipasa A2 
citoplasmática generando LPC. La suplementación exógena de LPC (o la LPC generada por la 
degradación de PC) activa a la proteína Ras, activando la vía Raf/MEK/ERK, induciendo la 
diferenciación neuronal. P-Cho: fosfocolina; CDP-Cho: CDP-colina; DAG: diacilglicerol; PtdOH: 
ácido fosfatídico; ER: retículo endoplasmático; cPLA: fosfolipasa A2 citoplasmática. Adaptado 
de [39]. 
 

En lo referido a células madre, numerosos estudios muestran que la 

señalización iniciada por lípidos específicos desencadena diferentes procesos celulares, 

tales como proliferación y diferenciación. Se ha reportado que el ácido docohexanoico 

(DHA) promueve la neurogénesis de NSCs embrionarias provenientes de la corteza de 

cerebros de rata [67], [68]. Confirmando estos resultados, algunos años más tarde, se 

demostró que el compuesto N-docohexanoetanolamina (denominado sinaptamida), el 
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cual es un metabolito del DHA, promueve la diferenciación neuronal de NSCs 

embrionarias de rata [48]. 

Otro ejemplo de fosfolípidos involucrados en la señalización de células madre 

es el ácido lisofosfatídico (LPA), un fosfolípido que actúa como molécula señal a través 

de diferentes subtipos de receptores de proteínas-G [69]. Específicamente, el receptor 

LPA1 se encuentra involucrado en la proliferación, migración y supervivencia de 

progenitores neuronales durante el desarrollo [70]. De hecho, su deleción reduce la 

neurogénesis adulta en el hipocampo [71]. Recientemente, se ha reportado que LPA1 

se expresa en una población específica de progenitores neuronales del giro dentado 

del hipocampo, regulando la proliferación y la neurogénesis [72]. 

 

1.9 Daño cerebral y reparación 

El daño en el SNC puede ser originado por enfermedades congénitas (como 

defectos en el tubo neural), enfermedades neurodegenerativas (como la enfermedad 

de Parkinson, Alzheimer, Huntington, entre otras), traumas, o accidentes 

cerebrovasculares (ACV).  

Al producirse una lesión traumática o isquémica en el cerebro, las células NSCs 

que se encuentran en regiones específicas en el cerebro adulto tienen la capacidad de 

proliferar y migrar hacia el sitio de lesión [73]–[75]. Sin embargo, el potencial para 

regenerar el tejido dañado es limitado [76]. Esto se debe a que el ambiente en la zona 

del daño impide que el proceso de neurogénesis ocurra completamente. Las 

respuestas celulares y moleculares que se producen luego de un daño cerebral 

incluyen: apoptosis, necrosis, inflamación, activación de células de la glía, aumento de 

radicales libres, acumulación de productos tóxicos, formación de la cicatriz glial, entre 

otros [77]. Luego del daño, las neuronas y los oligodendrocitos son los primeros en 

morir por apoptosis o necrosis, mientras que los astrocitos y las células de la microglía 

se activan y proliferan. Particularmente, las células de la microglía son las primeras en 

activarse, liberando especies reactivas del oxígeno (ROS), productos inflamatorios, y 

promoviendo la infiltración de macrófagos a través de la barrera hematoencefálica. Las 

células de la microglía y los macrófagos infiltrados generan un sistema de defensa, 

pero simultáneamente, liberan productos inflamatorios, activando de esta manera a 
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los astrocitos. Los astrocitos reactivos se caracterizan por expresar de manera elevada 

determinados genes (como GFAP y Nestina), por presentar hipertrofia, y una 

morfología polarizada. Al mismo tiempo, pasan de un estado post-mitótico a un estado 

proliferativo [78], [79]. En estas condiciones se forma la cicatriz glial, la cual se 

compone principalmente de astrocitos, progenitores NG2 (progenitores de 

oligodendrocitos) y matriz extracelular. La función de la cicatriz glial es reestablecer la 

integridad física y química en la región del daño del SNC. Sin embargo, también 

produce moléculas inhibitorias que previenen la migración de NSCs e impiden la 

regeneración axonal [80]. Como consecuencia, la formación de la cicatriz glial posee 

aspectos beneficiosos (limitar la zona del daño, reparar la barrera hematoencefálica, y 

proteger el tejido sano), pero también afecta negativamente la regeneración neuronal.  

En este contexto, es importante estudiar en profundidad los mecanismos 

moleculares que gobiernan la diferenciación de NSCs para establecer terapias de 

reparación que controlen la formación de la cicatriz y favorezcan la neurogénesis. 
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2. Objetivos 
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2.1 OBJETIVO GENERAL 

Analizar el rol de lípidos como moléculas de señalización capaces de regular la 

diferenciación de células madre. 

 

2.2 OBJETIVO PARTICULAR 

Analizar el efecto de fosfolípidos y lípidos bioactivos relacionados en la 

diferenciación neuronal a partir de NSCs embrionarias. 
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3. Materiales y 

Métodos 
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3.1 Animales 

En este trabajo de Tesis se utilizaron embriones de ratones de 13-15 días de 

gestación de la cepa C57BL/6. Los animales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Nacional de Rosario (UNR) y se sacrificaron bajo la 

supervisión del Comité de Cuidado y Uso de animales. Todos los procedimientos se 

realizaron bajo la aprobación de la Comisión de Bioética de la Facultad de Ciencias 

Bioquímicas y Farmacéuticas de la UNR (Res. N° 6060/89). 

 

3.2 Condiciones y medios de cultivo 

Para los experimentos de proliferación celular se utilizó el medio de cultivo 

DMEM/F12 (Medio Eagle modificado por Dulbecco: Mezcla de nutrientes F-12; 

ThermoFisher) suplementado con B-27 (GibcoTM), factor de crecimiento epidérmico 

(EGF, 10 ng/µl; Sigma) y factor de crecimiento fibroblástico (FGF, 10 ng/µl; Sigma). 

Para los experimentos de diferenciación celular se utilizó el medio de cultivo 

DMEM/F12 (Medio Eagle modificado por Dulbecco: Mezcla de nutrientes F-12; 

ThermoFisher) suplementado con B-27 (GibcoTM). 

Para la ruptura y el pasaje de las neuroesferas se utilizaron los siguientes medios 

de cultivo y soluciones:  

 Medio de cultivo DMEM/F12 (Medio Eagle modificado por Dulbecco: Mezcla de 

nutrientes F-12; ThermoFisher) suplementado con suero fetal bovino (SFB, 

10%; Internegocios) 

 Buffer Salino de fosfatos (PBS 1X): NaCl (8,7 g/l), Na2HPO4 (61,7 g/l), 

NaH2PO4.2H2O (10,14 g/l), pH: 7,4. 

 Solución de tripsina/EDTA (en PBS 1X): Tripsina (0.05% P/V), EDTA (1,25 mM). 

Todos los medios de cultivo se suplementaron con los antibióticos penicilina (100 

unidades/µl) y estreptomicina (100 µg/µl). Los cultivos celulares se incubaron a 37°C 

de temperatura y 5% de CO2.  

 

 



43 
 

3.3 Aislamiento de NSCs y cultivo de neuroesferas 

Las células madre neuronales embrionarias (NSCs) se obtuvieron a partir de 

cerebros de embriones de ratón de 13-15 (E13-15) días de gestación [24]. Inicialmente, 

se extrajeron los embriones a partir de un corte en el abdomen del ratón. Luego, cada 

embrión se separó del saco embrionario. Bajo la lupa, se apartó el cerebro del cráneo y 

se aisló la corteza lateral de cada hemisferio del cerebro. Para esto, primero se 

separaron los hemisferios del cerebelo y se retiraron las meninges. Luego, de cada 

hemisferio, se descartó la eminencia ganglionar y se conservó la corteza. Una vez 

obtenida la corteza, se procedió a aislar la región lateral de la misma y se mantuvo en 

PBS 1X frío hasta su posterior manipulación. Las cortezas laterales se disgregaron 

químicamente con solución de tripsina/EDTA durante 5 minutos a 37°C; 

posteriormente, se adicionó DMEM/F12 suplementado con SFB 10% y se disgregó el 

tejido mecánicamente con micropipetas de 1000 µl y luego de 200 µl. El tejido 

disgregado se centrifugó a continuación a 1000 rpm. El pellet se resuspendió en 1 ml 

de medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con SFB 10%, se disgregó 

mecánicamente y se centrifugó nuevamente a 1000 rpm. Posteriormente, el pellet 

celular se resuspendió en 1 mL de medio de cultivo DMEM/F12 y se determinó la 

concentración celular mediante la utilización de una cámara de Neubauer. Finalmente, 

se sembraron 250.000 células en frascos de cultivo de 25 cm3 (CellStar) en medio de 

proliferación.  

Luego de aproximadamente tres días de cultivo, se comenzaron a formar las 

neuroesferas correspondientes al pasaje 1. A los siete días de cultivo, las neuroesferas 

se disgregaron para su posterior pasaje o utilización. Se realizaron hasta dos pasajes 

por cada aislamiento de NSCs. 

 

3.4 Disgregación de neuroesferas 

La suspensión de neuroesferas se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm. El 

pellet celular se resuspendió en 1 ml de solución de tripsina/EDTA y se mantuvo 

durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, se adicionó DMEM/F12 suplementado con 

SFB 10%, se disgregó mecánicamente con micropipetas de 1000 µl y luego de 200 µl, y 

se centrifugó a 1000 rpm. El pellet se resuspendió en 1 ml de medio de cultivo 
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DMEM/F12 suplementado con SFB 10%, se disgregó mecánicamente y se centrifugó 

nuevamente a 1000 rpm. El pellet celular se resuspendió en 1 mL de medio de cultivo 

DMEM/F12 y se determinó la concentración celular empleando una cámara de 

Neubauer.  

 

3.5 Cultivo en condiciones de diferenciación 

Las neuroesferas disgregadas se cuantificaron y sembraron en placas de 24 o 96 

pocillos conteniendo 500 µl o 200 µl de medio de cultivo de diferenciación, 

respectivamente. Previamente, las placas (con o sin cubreobjetos, según 

correspondiera) se trataron con poli-D-lisina (PDL 0.02 mg/ml; Sigma). Para ello, se 

incubó durante 2 horas a 37 °C, se lavó una vez con PBS 1X y se dejó secar en el flujo 

laminar. 

Nota: A diferencia de las neuroesferas, las NSCs en condiciones de 

diferenciación crecen adheridas a la placa de cultivo. 

 

3.6 Cultivo Primario 

Las células NSCs se aislaron como se indica en la sección 3.3, con la salvedad 

que luego de cuantificarse, se sembraron 500.000 células en placas de 24 pocillos 

tratadas con PDL (0.02mg/ml) en condiciones de diferenciación.  

 

3.7 Congelamiento de NSCs 

Para el congelamiento, se resuspendieron 2 x 106 NSCs disgregadas en 1mL de 

solución de congelamiento, compuesta por: 800 µl de medio DMEM/F12 

suplementado con SFB 10%, 100 µl de SFB y 100 µl de DMSO (Sigma). Posteriormente, 

se incubó 2 horas a -20 °C, y luego a -80 °C hasta el momento de su uso.  

 

3.8 Inmunofluorescencia 

Se sembraron 250.000 NSCs en placas de 24 pocillos conteniendo cubreobjetos 

previamente tratados con PDL (0.02 mg/ml). Luego de 1, 3 ó 7 días en cultivo en 
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condiciones de diferenciación, las células se fijaron con paraformaldehído-sucrosa 4% 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se lavaron 

con PBS 1X y se permeabilizaron con tritón X-100 0.2% durante 6 minutos. Se procedió 

a lavar tres veces con PBS 1X, y se realizó un paso de bloqueo por una hora con BSA 5% 

en PBS 1X. A continuación, se agregó el anticuerpo primario según correspondiera y se 

incubó durante toda la noche a 4°C en cámara húmeda. Al día siguiente, se retiró el 

anticuerpo primario, se agregó el anticuerpo secundario que correspondiese y se 

incubó durante una hora en cámara húmeda en oscuridad a temperatura ambiente. Se 

realizaron tres pasos consecutivos de lavados con PBS 1X, y luego se incubó por 5 

minutos con solución Hoechst para visualizar los núcleos. Finalmente, las células se 

lavaron con PBX 1X se montaron con solución de montar (Tris 10 mM pH 7.6, glicerol -

87%- 57.5% V/V, fenilendiamina 0.1 P/V en PBS 1X). Se tomaron 20 fotos al azar de 

cada condición con el microscopio Nikon Eclipse 800, y se analizaron con el programa 

Nikon EZ-C1 3.70 Free viewer.  En la tabla 1 se resumen los anticuerpos utilizados.  
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Anticuerpo Origen Dilución 

anti- β-III Tubulina (Sigma) conejo 1/1000 

anti- GFAP (Dako) conejo 1/1000 

anti- MAP2 ratón 1/100 

anti- Nestina (Abcam) gallina 1/1000 

anti- Olig-2 conejo 1/200 

Alexa Fluor 488 anti-conejo (ThermoFisher) cabra 1/1000 

Alexa Fluor 488 anti-gallina (ThermoFisher) cabra 1/100 

Alexa Fluor 633 anti-conejo (ThermoFisher) cabra 1/100 

Cy3 anti-ratón (Millipore) cabra 1/80 

Cy3 anti-conejo (ThermoFisher) cabra 1/1000 

 
Tabla 1. Condiciones de los distintos anticuerpos utilizados. Todos los anticuerpos se 
prepararon en solución BSA 1% en PBS 1X. 

 

3.8.1 Triple Marcación 

En el caso particular de la triple tinción, las células NSCs se incubaron en primer 

lugar con el anticuerpo anti-Nestina durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente, se 

eliminó dicho anticuerpo, se agregaron los anticuerpos anti-MAP2 y anti-GFAP y se 

incubaron durante toda la noche a 4°C. Luego, las células se lavaron e incubaron con el 

anticuerpo secundario Alexa Fluor 633 anti-conejo por una hora a temperatura 

ambiente (cámara húmeda en oscuridad). Transcurrido ese tiempo, se agregaron los 

anticuerpos secundarios Cy3 anti-ratón y Alexa Fluor 488 anti-gallina por un período de 

tres horas. Finalmente, las células se montaron con solución ProLong DAPI (Life 

technologies). Se utilizó el microscopio confocal LSM 880 (Zeiss). Para el análisis, se 

utilizó el programa Zen (Carl Zeiss). 
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3.9 Preparación de extractos proteicos 

Se levantaron 250.000 NSCs sembradas en placas de 24 pocillos recubiertas con 

PDL (0.02 mg/ml) con buffer de lisis hipotónico (Tris pH 8 50 mM, KCl 50 mM, EDTA 10 

mM, Nonidet P-40 1%) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 

20 mM, PMSF 1 mM, Na3VO4 1 mM, mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma) 

1/100). Se utilizaron seis pocillos para cada condición a evaluar y se agregó 10 µl de 

buffer de lisis hipotónico por pocillo. Luego, se centrifugó durante 5 minutos a 5000 

rpm para eliminar restos celulares. El sobrenadante conteniendo los extractos 

proteicos se almacenó a -70°C para su uso posterior. 

 

3.10 Cuantificación de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó utilizando el kit comercial 

“PierceTM BCA Protein Assay Kit” (Thermo Scientific). Se utilizó BSA como patrón 

proteico para realizar una curva de calibración. En placas de 96 pocillos, volúmenes 

apropiados de muestra proteica o BSA se llevaron a 25 µl de volumen final con el 

buffer de lisis hipotónico. A esta mezcla se le agregó 200 µl de la mezcla A + B (50 

partes de A, 1 parte de B) y se incubó durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se 

midió absorbancia a 562 nm en lector de microplaca Synergy 2 Multi-Mode Microplate 

Reader (BioTek). Se graficaron los valores de absorbancia respecto a los µg de BSA para 

determinar la concentración de cada muestra. 

 

3.11 Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 

Las muestras proteicas se analizaron mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Antes de la siembra, las 

muestras se desnaturalizaron por calor (95°C) durante 5 min en solución de siembra 1X 

(Tris-HCl 62.5 mM, SDS 2% (P/V), glicerol 10 % (P/V), azul de bromofenol 0,1% (P/V)) 

junto con β-mercaptoetanol 10%. Se utilizó una concentración de 

acrilamida:bisacrilamida 29:1 de 10% (P/V) y 5% (P/V) para los geles de separación 

(composición del buffer de separación: Tris 1.5M, SDS 0.4%, pH: 8.8) y concentración 

(composición del buffer de concentración: Tris 0.5M, SDS 0.4% pH 6.8), 

respectivamente. Se sembraron 10 µg de proteínas. La corrida electroforética se llevó 
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a cabo en buffer de corrida 1X (Tris-HCl 25mM pH 8,4, Glicina 192 mM, SDS 1% (P/V)) a 

una intensidad de corriente constante de 30 mA. 

 

3.12 Western Blot 

 Se siguió la técnica descripta por Towbin y col. [81]. Una vez finalizada la 

corrida electroforética, el gel de poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa fueron 

colocados en el casette de transferencia. La electrotransferencia se realizó en buffer de 

transferencia 1X (Tris-Base 25mM, glicina 192 mM, metanol 10% (V/V)) a 4°C durante 

1.5 horas, a intensidad de corriente constante de 280 mA. La correcta transferencia de 

las proteínas a la membrana de nitrocelulosa se determinó por tinción con el colorante 

Rojo Ponceau. Las membranas se bloquearon con leche descremada 5% en TBS 1X en 

presencia de Tween-20 0.1% (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 137.8 mM) durante 1 hora 

en agitación a temperatura ambiente. Se lavaron cuatro veces durante 10 minutos con 

TBS 1X en presencia de Tween-20 0.1%. Luego, los distintos anticuerpos se diluyeron a 

sus correspondientes concentraciones de uso en TBS 1X en presencia de Tween-20 

0.1% (Tabla 2) y se incubaron con las membranas durante toda la noche en agitación a 

4º C. Se realizaron cuatro lavados de 10 minutos cada uno con leche descremada 5% 

en TBS en presencia de Tween-20 0.1%. Posteriormente, las membranas se incubaron 

con los correspondientes anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo o ratón 

conjugado a peroxidasa de rabanito (HPR) (dilución 1/10000 en leche descremada 5% 

en TBS en presencia de Tween-20 0.1%) durante 1 hora a temperatura ambiente en 

agitación. Las membranas se lavaron dos veces durante 10 minutos con leche 5% en 

TBS 1X en presencia de Tween-20 0.1% y luego se realizaron dos lavados adicionales de 

10 minutos cada uno con TBS 1X. Finalmente, las membranas se revelaron utilizando el 

equipo para quimioluminiscencia “ECL Prime Western Blotting Detection Reagent” 

(Amersham) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Se realizó la exposición de 

las membranas en placas radiográficas de baja (Kodak) o alta sensibilidad (Amersham) 

según la intensidad de la señal quimioluminiscente. 

Como control de carga proteica de cada muestra, se utilizaron anticuerpos 

específicos para γ-Tubulina o GAPDH. En caso de ser necesario, una vez finalizado el 

Western Blot contra la proteína de interés, la membrana se rehidrató 5 minutos en 
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H2O y luego se incubó 5 minutos en NaOH 0.2 N, para desnaturalizar los anticuerpos 

primarios y secundarios retenidos en la membrana. Luego, las membranas se lavaron 5 

minutos en H2O y se procedió a realizar nuevamente el bloqueo en leche descremada 

5% en TBS en presencia de Tween-20 0.1% durante 1 hora a temperatura ambiente en 

agitación. Los siguientes pasos se realizaron de la misma forma a lo explicado 

anteriormente. 

Anticuerpo primario Dilución 

anti- β-III Tubulina (Sigma) 1/6000 

anti- GFAP (Santa cruz) 1/600 

anti- p-ERK (Cell Signaling) 1/500 

anti- ERK (Cell Signaling) 1/500 

anti- p-CREB (Santa Cruz) 1/1000 

anti- PCNA (Sigma) 1/15000 

anti- γ-Tubulina (Sigma) 1/5000 

anti- GAPDH (Santa Cruz) 1/1000 

 
Tabla 2. Diluciones de los distintos anticuerpos utilizados.  

 

3.13 Viabilidad celular mediante ensayo MTT 

El ensayo MTT se basa en la reducción metabólica del compuesto de color 

amarillo Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Sigma) en un 

compuesto color púrpura (formazán) realizado por la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa [82].   

 

3.13.1 MTT en condiciones de diferenciación 

Para realizar el ensayo MTT, se sembraron 75.000 NSCs en placas de 96 pocillos 

tratadas previamente con PDL (0.02 mg/ml) en condiciones de diferenciación y se 

cultivaron por un período de 24 o 72 horas, según correspondiera. Los compuestos a 

analizar se adicionaron al cultivo celular luego de 0.5 horas de haberse sembrado las 

células. Una vez finalizado el período de incubación, se removió el sobrenadante y se 

agregó la solución de MTT (compuesta por 10 µl de MTT y 90 µl de medio DMEM/F12 
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suplementado con B-27 por cada pocillo). Se incubó durante 4 horas a 37 °C de 

temperatura y 5% de CO2. A continuación, se descartó el sobrenadante, se adicionaron 

100 µl de DMSO y se resuspendieron los cristales de formazán. Finalmente, se midió 

absorbancia a 562 nm en lector de microplaca Synergy 2 Multi-Mode Microplate 

Reader (BioTek). 

 

3.13.2 MTT en condiciones de proliferación 

Para realizar el ensayo de MTT en neuroesferas, se sembraron 5.000 NSCs 

(provenientes del primer pasaje) en placas de 24 pocillos en 500 µl de medio de 

proliferación celular y se cultivaron por un período de 96 horas. Luego, se adicionaron 

directamente al medio de cultivo 50 µl de MTT y se incubó durante 4 horas a 37 °C de 

temperatura y 5% de CO2. Finalizado el tiempo de incubación, se centrifugó la 

suspensión celular y se resuspendió el pellet en 100 µl de DMSO. Se transfirió el 

producto de resuspensión a una placa de 96 pocillos y se midió absorbancia a 562 nm 

en lector de microplaca Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (BioTek). 

 

3.14 Ensayo de diferenciación con inhibidores farmacológicos 

Se sembraron 250.000 NSCs en condiciones de diferenciación en placas de 24 

pocillos previamente tratadas con PDL (0.02 mg/ml) y se agregaron los inhibidores que 

correspondieran. Luego de 0.5 horas, se renovó el medio de manera de eliminar el 

inhibidor farmacológico del medio de cultivo. Posteriormente, se suplementó (en caso 

de ser necesario) con el lípido en estudio y se incubó durante 24 o 72 horas, según 

correspondiera. Para cada inhibidor farmacológico utilizado, se realizaron previamente 

pruebas de viabilidad celular por MTT para determinar la concentración de inhibidor 

que no resultara citotóxico en el período de tiempo de estudio.  

 

3.15 Evaluación cualitativa de los niveles de ROS intracelular 

Para evidenciar indirectamente la presencia de especies reactivas del oxígeno 

(ROS) intracelulares, se realizaron experimentos utilizando la sonda DCFH-DA. Se 

sembraron 250.000 NSCs en condiciones de diferenciación en placas de 24 pocillos 
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previamente tratadas con PDL (0.02 mg/ml). Luego de 2 horas, se suplementó con 

H2O2 50 µM durante un período de 30 minutos. Posteriormente, se realizaron tres 

lavados con PBS 1 X y se incubó con la sonda DCFH-DA 80 µM en oscuridad por 30 

minutos. Finalmente, se realizaron tres lavados con PBS 1X y se observó fluorescencia 

empleando el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 800 (ʎe=480 nm). 

 

3.16 Ensayo de citotoxicidad LDH  

Para evaluar la citotoxicidad por el método de medición basado en la liberación 

de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), se sembraron 50.000 NSCs en placas de 96 

pocillos previamente tratadas con PDL (0.02 mg/ml); 2 horas después, se agregó el 

lípido en estudio. Luego de 3 días de incubación, se tomaron 50 µl del sobrenadante de 

cada condición y se agregaron 200µl del kit LDH-P UV kit (laboratorio Weiner). La 

reacción se incubó 30 segundos y se midió la absorbancia a 340 nm (BioTek) cada 30 

segundos durante 3 minutos. Posteriormente, con el valor de la pendiente de la curva 

obtenida (expresado en ΔAbs/min), se calculó el valor de LDH (U/I) utilizando la 

siguiente ecuación: 

LDH (U/I)= (ΔAbs/min x Fdil x 106)/6.22 x 103 

Donde, Fdil= factor de dilución (en este caso, 200/50) 

εNADH
340= 6.22 x 103 M-1 cm-1 

 

3.17 Ensayo de BrdU  

El ensayo por marcación con 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) es utilizado para 

evaluar proliferación celular [83]. Para realizar el análisis, se sembraron 250.000 NSCs 

en condiciones de diferenciación en placas de 24 pocillos con cubreobjetos tratados 

con PDL (0.02 mg/ml); dos horas después se agregó BrdU 10µM (Sigma). Luego de tres 

días, se realizó un ensayo de inmunocitoquímica acoplado a microscopía de 

fluorescencia, como se describió en la sección 3.8. Se utilizó el anticuerpo primario 

anti-BrdU (Sigma, dilución 1:3) y el anticuerpo secundario Cy3 anti-mouse (Millipore, 

dilución 1:80).  
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3.18 Microscopía de lapso de tiempo 

Se utilizó la técnica microscopía de lapso de tiempo para determinar el modo 

de división celular, el número de células en activa división y la supervivencia celular 

[84]. Se sembraron 250.000 NSCs en placas de 24 pocillos recubiertas con PDL (0.02 

mg/ml) y se incubaron en condiciones de temperatura y presión de CO2 controladas. 

Se utilizó el microscopio Cell Observer (Zeiss), software AxioVision v4.8 acoplado a un 

sistema de incubación: Incubator XL S1 con unidad de calentamiento XL S (Zeiss); 

TempModule S1 (Zeiss); CO2 Module S1 (Zeiss); Heating insert PS y CO2 cover (Pecon). 

Los cultivos se analizaron mediante el registro fotográfico realizado continuamente a 

intervalos de tiempo determinados (10 minutos) durante 3 días. El análisis detallado se 

realizó utilizando el programa Tim´s Tracking Tool-TTT [85], el cual permite seguir cada 

célula de manera individual.  

Se cuantificó la supervivencia cada 12 horas. Se dividió el número de células 

viables a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas por el número total de células generadas a 

tiempo cero. El fenotipo celular se determinó, tanto de células post-mitóticas como de 

células hijas, mediante la técnica de inmunofluorescencia realizada inmediatamente 

después de haber finalizado el período de incubación. Se utilizó el anticuerpo anti-

MAP2 para evidenciar neuronas, y anti-GFAP para marcar astrocitos. Se utilizaron 

Alexa Fluor 488 anti-rabbit, o Cy3 anti-mouse como anticuerpos secundarios. 

  Todos los experimentos de microscopía de lapso de tiempo se realizaron en el 

Instituto do Cerebro, Natal, en colaboración con el Dr. Marcos Costa.  

 

3.19 Preparación de liposomas 

Los liposomas de PC (Sigma) y PE (Sigma) se prepararon según lo descripto por 

Esko y col. [86]. El lípido de interés se resuspendió en cloroformo, se fraccionó en 

distintas alícuotas y conservó a -20ºC. En el momento de ser utilizado, se secó una 

alícuota completamente con corriente de N2 (g) y luego se resuspendió en 1 ml de PBS 

1X durante 1 hora a 37°C en agitación. Posteriormente, se sonicó durante 1 minuto 

con una amplitud de 0.2-0.4% (sonicador GEX-600, Sonics & Materials) y se esterilizó 

por filtración con filtros estériles de 0.22 µm de diámetro (Sartorius).  
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3.20 Marcación de liposomas 

Los liposomas de PC se marcaron con Vybrant™ DiI Cell-Labeling Solution 

(Thermo Fisher). Se preparó una solución conteniendo PC 5.5 µM y Vybrant™ DiI Cell-

Labeling Solution 0.5% (P/V)  en PBS 1X y se agregó a NSCs en condiciones de 

diferenciación. Se incubó durante 1 minuto a 37 °C y se observó inmediatamente en el 

microscopio confocal de fluorescencia Zeiss LSM 880. 

 

3.21 Extracción de lípidos 

Se sembraron 250.000 NSCs en condiciones de diferenciación en placas de 24 

pocillos (6 pocillos por condición) tratadas previamente con PDL (0.02 mg/ml) por un 

período de 3 días. Luego, se trataron con tripsina/EDTA y se centrifugaron a 3000 rpm 

durante 5 minutos. En el caso de las neuroesferas, se sembraron 250.000 células en 

frascos de cultivo de 25 cm3 (CellStar) en medio de proliferación por un periodo de 7 

días; posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos.  

Los lípidos se extrajeron siguiendo el protocolo descripto por Bligh and Dyer 

[87], con algunas modificaciones. El pellet celular se resuspendió en 600 µl de H2O, se 

agregaron 3 ml de la mezcla 2:1 metanol:cloroformo, se agitó en vortex, y se incubó 

durante una hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a -20°C. 

Posteriormente, se centrifugó a 3000 rpm durante 15 minutos, y al sobrenadante se le 

agregó 1 ml de agua destilada y 1 ml de cloroformo. Luego de agitar en vortex y 

centrifugar, se descartó la fase acuosa, y a la fase orgánica se le agregó un volumen de 

KCl 2M y se centrifugó nuevamente. Se volvió a agregar KCl 2M a la fase orgánica y se 

centrifugó. Finalmente, se agregó un volumen de H2O a la fase orgánica, se centrifugó, 

se eliminó la fase acuosa, y la fase orgánica se secó con N2 gaseoso. 

 

3.22 Cromatografía en capa delgada monodimensional 

Se extrajeron los lípidos tal como se describió en 3.21. Cada muestra se 

resuspendió en 40 µl de cloroformo y se sembró la mitad del volumen en placa de 

sílica gel previamente activada por calor. Paralelamente, se sembraron los estándares 

correspondientes. Se realizó la cromatografía en capa delgada (TLC) utilizando la 
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mezcla de solventes cloroformo: metanol: ácido acético: agua (50:25:8:4). Finalmente, 

los lípidos se revelaron con cobre-fosfórico [88] . 

 

3.23 Cromatografía en capa delgada bidimensional 

Para el caso de la TLC bidimensional, los lípidos se separaron en la primera 

dimensión utilizando la mezcla de solventes cloroformo: metanol: agua (75:25:2.5), e 

inmediatamente después, se realizó la separación en la segunda dimensión con la 

mezcla de solventes cloroformo: metanol: ácido acético: agua (80:9:12:2). Finalmente, 

se reveló con cobre-fosfórico [88]. 

 

3.24 Análisis digital de imágenes 

Las imágenes correspondientes a la técnica de inmunofluorescencia se 

analizaron con el programa Nikon EZ-C1 3.70 Free Viewer. En el caso de una triple 

marcación, se utilizó el programa Zen (Carl Zeiss). Las imágenes correspondientes a 

membranas de Western Blot se digitalizaron empleando el programa Adobe 

Photoshop 6.0. Para los análisis de densitometría de bandas se utilizó el programa 

Adobe Photoshop 6.0. Los gráficos de barras se realizaron con el programa GraphPad 

Prism 5.01. Todas las figuras del presente trabajo de Tesis se realizaron con el 

programa CorelDRAW X3. 

 

3.25 Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.01. 

Para determinar si los datos se distribuían normalmente, se utilizó el test de Shapiro – 

Wilk, y se evaluó si los valores de los coeficientes de Skewness y Kurtosis se ubicaban 

dentro del rango de -2 a 2. Cuando los datos se distribuían normalmente, se realizaron 

pruebas estadísticas paramétricas. De lo contrario, se realizaron ensayos no 

paramétricos. Se realizaron estudios de t-student o ANOVA monofactorial, con sus 

correspondientes test paramétricos o no, según correspondiera. 
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4. Resultados 
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4.1 Optimización del cultivo NSCs 

En el presente trabajo de Tesis se utilizó el cultivo de NSCs embrionarias de 

origen murino como modelo de estudio. El primer objetivo fue optimizar las 

condiciones de cultivo in vitro de NSCs. Las células se extrajeron de la zona de la 

corteza lateral de embriones de ratón de 13-15 días de gestación y se cultivaron 

mediante el método de neuroesferas (Materiales y Métodos). Para comprobar que el 

cultivo de neuroesferas se encuentre enriquecido en células madre, luego de 7 días en 

cultivo, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia utilizando el marcador específico 

de células madre/progenitores neurales Nestina [89], [90]. En la Figura 17 se puede 

observar que el cultivo de neuroesferas expresa en su mayoría la proteína de 

citoesqueleto Nestina confirmando de esta manera que las neuroesferas están 

formadas por NSCs. 

 
 
Figura 17. Análisis por ensayos de inmunofluorescencia del cultivo de neuroesferas. Ensayo 
de inmunocitoquímica acoplada a microscopía de fluorescencia de NSCs crecidas en 
condiciones de proliferación mediante el método de neuroesferas. Fotos tomadas con el 
microscopio Nikon Eclipse 800 con un aumento 40X. Rojo: Nestina (células madre 
neuronales/progenitores neuronales); azul: DAPI (núcleos). 
 

Una vez obtenidos los cultivos enriquecidos en NSCs, se procedió a estudiar el 

cultivo en condiciones de diferenciación. Para ello, se cultivaron NSCs en placas de 24 

pocillos conteniendo cubreobjetos tratados previamente con poli-D-lisina (PDL, 0.02 

mg/ml), la cual permite la adherencia celular. Para establecer las condiciones óptimas 

de diferenciación, se cultivaron distintas densidades celulares.  El número más 

adecuado para el análisis cuantitativo resultó ser 250.000 células por pocillo. Las 

células se incubaron durante 3 días en condiciones de temperatura y atmósfera 

controlada. En estas condiciones, se evaluó el proceso de diferenciación identificando 
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a cada tipo celular por ensayos de inmunocitoquímica acoplada a microscopía de 

fluorescencia. Se analizó el marcador de neuronas jóvenes β-IIITubulina para 

evidenciar neuronas, GFAP para astrocitos y Olig2 para oligodendrocitos. Se pudo 

observar que, en condiciones basales de diferenciación, las células NSCs se diferencian 

a neuronas, astrocitos, y oligodendrocitos (Figura 18). 

 
 
Figura 18. Análisis de la diferenciación de NSCs. Inmunofluorescencia de NSCs crecidas en 
condiciones de diferenciación. Fotos tomadas con el microscopio Nikon Eclipse 800 con un 
aumento 40X. β-III Tubulina (neuronas), GFAP (astrocitos), Olig2 (oligodendrocitos), Hoechst 
(núcleos). 
 

4.2 Estudio de la composición lipídica de NSCs 

Diversos cambios morfológicos ocurren a nivel celular durante el proceso de 

diferenciación neuronal, como la generación del árbol dendrítico, del axón, y la 

formación de vaina de mielina. A pesar del auge de la última década en investigación 

sobre células madre, poco se sabe acerca de la composición lipídica de membranas de 

células en diferentes etapas de diferenciación. Debido a ello, resultó interesante 

realizar una caracterización general de la composición lipídica, y evaluar la relación de 

los fosfolípidos principales en este tipo celular. 

Para ello, en primer lugar, se extrajeron los lípidos a partir de cultivos de NSCs 

crecidas en condiciones de proliferación mediante la técnica “Bligh & Dyer” [66], [87] 

(Materiales y Métodos). El análisis se realizó por cromatografía en capa delgada (TLC) 

bidimensional para identificar cualitativamente los principales fosfolípidos de NSCs. 

Los principales fosfolípidos identificados correspondieron a PC (Figura 19-3) y PE 

(Figura 19-1); se evidenciaron también, en menor proporción, PS y EM (Figura 19-4 y 

19-5, respectivamente). De acuerdo a la distribución lipídica de este tipo de TLC 



58 
 

bidimensional [88], podrían también encontrarse los fosfolípidos PI (Figura 19-6) y 

glucolípidos (GS, Figura 19-2). 

 
 
Figura 19. Imagen representativa de TLC bidimensional de NSCs en condiciones de 
diferenciación. Se cultivaron NSCs en condiciones de diferenciación por un período de tres 
días. Se realizó la extracción lipídica mediante Bligh & Dyer [66], [87]. La primera separación 
(1º dimensión) se realizó utilizando la mezcla de solventes cloroformo: metanol: agua 
(75:25:2.5). Luego, se realizó la segunda corrida (2º dimensión) utilizando la mezcla de 
solventes cloroformo: metanol: ácido acético: agua (80:9:12:2). Estándares utilizados: EM (50 
µg), PI (40 µg), PS (50 µg), LPE (lisofosfatidiletanolamina), PE (40 µg), PC (40 µg) y LPC (50 µg).  
 

Posteriormente, se decidió estudiar la relación de PC/PE en extractos totales de 

NSCs crecidas tanto en condiciones de proliferación, como así también en condiciones 

de diferenciación. En este caso, se realizó una TLC monodimensional (Materiales y 

Métodos). Como se muestra en la Figura 20, la relación entre ambos fosfolípidos es la 

misma en las dos condiciones analizadas.  
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Figura 20. Imagen representativa de TLC monodimensional de lípidos extraídos de cultivos 
de NSCs. Se cultivaron NSCs en condiciones de proliferación y diferenciación, por un período 
de tres días. Se realizó la extracción lipídica mediante Bligh & Dyer [66], [87]. La TLC se resolvió 
utilizando la mezcla de solventes cloroformo: metanol: ácido acético: agua (50:25:8:4) 
Estándares utilizados: PE (40 µg), PC (50 µg) y LPC (40 µg). Dif: diferenciación; Prolif: 
proliferación Se realizó la densitometría para evaluar la relación de los niveles de PC y PE en 
cada condición. 
 

4.3 Efecto del agregado de fosfatidilcolina en la diferenciación de NSCs in 
Vitro 

Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio demuestran que la 

suplementación de liposomas de PC al medio de cultivo promueve la neuritogénesis en 

líneas celulares de neuroblastoma, sugiriendo así que el proceso de diferenciación 

puede ser modulado por moléculas lipídicas que actúan como señales externas [39].  

Con el fin de analizar el rol de PC en los mecanismos de diferenciación neuronal 

de NSCs, se comenzó estudiando el efecto de la suplementación de PC al medio de 

cultivo en condiciones de diferenciación. Se sembraron NSCs en condiciones de 

diferenciación, se trataron con liposomas de PC (50 µM), y se cultivaron por un período 

de 3 días. Luego de ese tiempo, se realizó el ensayo de inmunofluorescencia utilizando 

el marcador neuronal β-III Tubulina. Para el análisis cuantitativo, se tomaron 20 fotos 

de campos al azar con el microscopio Nikon Eclipse 800. Como se puede observar en la 

Figura 21 A y 21 B, el tratamiento con PC produce un aumento significativo en el 

número de células β-III tubulina positivas respecto al control.  
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Figura 21. Efecto del agregado de PC en la diferenciación de cultivos de NSCs. A) Imágenes 
representativas de los ensayos de inmunofluorescencia con el marcador neuronal (β-III 
Tubulina), astroglial (GFAP) y de oligodendrocitos (Olig2) en condiciones de diferenciación 
durante un período de 3 días de incubación, tanto en la condición control como luego del 
agregado de PC 50 µM. Se tomaron 20 fotos al azar de cada condición con el microscopio 
Nikon Eclipse 800 con un aumento 40X. B) Cuantificación de células β –III Tubulina positivas. C) 
Cuantificación de células GFAP positivas. D) Cuantificación de células Olig2 positivas.  Las 
gráficas corresponden a un promedio de tres experimentos independientes. El análisis 
estadístico se realizó utilizando el test paramétrico de Student para la comparación de dos 
muestras. *p<0.05, ***p<0.001 
 

Para confirmar estos resultados, se realizaron ensayos de Western Blot 

utilizando el anticuerpo anti- β-III Tubulina (Figura 22). 
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Figura 22. Efecto del agregado de PC en la diferenciación neuronal de NSCs mediante 
Western Blot. Se sembraron 10 µg de proteínas totales en cada condición y se evaluaron los 
niveles del marcador neuronal (β-III Tubulina) respecto al control de carga (γ-Tubulina). 
 

Para estudiar si el agregado de PC afectaba también a las poblaciones de 

astrocitos u oligodendrocitos, se realizó el mismo experimento descripto 

anteriormente, analizando la población de astrocitos mediante marcación con GFAP, o 

de oligodendrocitos por marcación con Olig2. Se observó que el tratamiento con 

liposomas de PC induce una disminución en el número de células GFAP positivas 

(Figura 21 A y 21 C), sin afectar la población de oligodendrocitos (Figura 21 A y 21 D). 

Se ha demostrado que los ácidos grasos pueden actuar como moléculas de 

señalización [67], [91], [92]. Debido a que la PC utilizada es extraída de huevo y por lo 

tanto es una mezcla de especies de PC esterificadas a diferentes ácidos grasos (Tabla 

3), se decidió estudiar el efecto del fosfolípido di-oleil-PC (DOPC) y de esfingomielina 

en la diferenciación neuronal en cultivos de NSCs en condiciones de diferenciación. 

Para esto, se realizaron ensayos de diferenciación de la misma manera a lo explicado 

anteriormente. En la Figura 23 se observa que en todos los casos el número de células 

β-III-Tubulina positivas aumenta respecto al control, concluyendo así que el efecto 

inductor de PC es independiente de la composición de ácidos grasos. 
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Ácido graso Contribución 

Ácido Palmítico 33% 

Ácido Esteárico 13% 

Ácido Oleico 31% 

Ácido Linoleico 15% 

Otros  8% 

 
Tabla 3. Porcentajes aproximados de ácidos grasos presentes en el fosfolípido PC 
proveniente de huevo (Sigma). Adaptado de la hoja de especificación de PC (P3556, Sigma). 
 

 

 

 
Figura 23. Efecto del agregado de PC con diferente composición de ácidos grasos. Se 
cultivaron NSCs en condiciones de diferenciación suplementadas con PC (P3556, Sigma) 50 
µM, Di-oleil-PC (DO-PC) 50 µM y esfingomielina 50 µM por un período de tres días. Se realizó 
un ensayo de inmunofluorescencia con el marcador neuronal β-III Tubulina. Se tomaron 20 
fotos al azar de cada condición con el microscopio Nikon Eclipse 800 con un aumento 40X. El 
análisis estadístico se realizó utilizando un test de ANOVA, seguido de un test de Newman-
Keuls para comparaciones múltiples. *p<0.05 
 

4.3.1 Análisis del destino de los liposomas de PC en cultivos de NSCs 

Con el objetivo de evaluar el destino de los liposomas en el cultivo celular, se 

realizó una marcación de los mismos con el compuesto lipofílico fluorescente 

Vybrant™ DiI Cell-Labeling Solution (Materiales y Métodos). Los liposomas marcados 

se incubaron durante un minuto con las células a 37 °C. Inmediatamente después, se 

realizó la observación microscópica utilizando el microscopio confocal Zeiss. Como 

control, las células se incubaron con la misma dilución de Vybrant™ DiI Cell-Labeling 
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Solution en PBS 1X en ausencia de liposomas. En la Figura 24 se observa que luego de 

la incubación con liposomas, las células adquieren fluorescencia roja; sin embargo, en 

la condición control no se observa fluorescencia. Esto permite concluir que el efecto 

observado depende de los liposomas y no del compuesto lipofílico fluorescente libre 

que podría intercalarse en la membrana, sugiriendo de esta manera que los liposomas 

de PC se incorporan a las membranas celulares. 

 
 
Figura 24. Marcación de liposomas de PC. Se incorporaron los liposomas de PC marcados al 
cultivo de NSCs en condiciones de diferenciación. Como control, se incorporaron liposomas de 
PC sin marcar al cultivo de NSCs. Se tomaron fotografías con el microscopio Zeiss LSM 880. 
Rojo (Vybrant™ DiI Cell-Labeling Solution). 
 

4.3.2 Efecto de PC a diferentes tiempos 

Para determinar si el efecto de PC sobre la diferenciación neuronal depende de 

la presencia continua de los liposomas en el medio de cultivo, es decir de un estímulo 

persistente o continuo, se evaluó su efecto retirando dicho fosfolípido del medio de 

cultivo a diferentes tiempos (Figura 25 A, C y E). Se observó que ya a las 24 horas en 

cultivo, PC estimula la diferenciación neuronal incrementando el número de células β–

III Tubulina positivas (Figura 25 A y B). Además, se evidenciaron efectos similares luego 

de un pulso corto de una hora con PC (Figura 25 C y D), sugiriendo que el tratamiento 

con el lípido en estudio lleva a cambios con efectos a largo plazo en la especificación 

celular. Sin embargo, la suplementación con liposomas de PC luego de 24 horas en 

cultivo en condiciones de diferenciación no promueve la neurogénesis (Figura 25 E y 
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F), sugiriendo que el efecto inductor de PC sobre la diferenciación neuronal ocurre en 

las primeras etapas del proceso y que existe una ventana de tiempo donde las células 

NSCs pueden responder al fosfolípido. 

 
 
Figura 25. Análisis del efecto de PC a diferentes tiempos. A, C y E) Esquemas de los protocolos 
utilizados. B, D y F) Se realizó el ensayo de inmunofluorescencia con el marcador neuronal β–III 
Tubulina y se cuantificó el número de células β –III Tubulina positivas. Se tomaron 20 fotos al 
azar de cada condición, utilizando el microscopio Nikon Eclipse 800, con un aumento 40X. Se 
utilizó el test estadístico paramétrico de Student. *p<0.05 
 

4.4 Efecto del agregado de fosfatidiletanolamina en la diferenciación de NSCs 

in vitro 

Como se mencionó en la Introducción, el fosfolípido PE es el segundo más 

abundante en membranas biológicas [55], por lo que resultó interesante evaluar su 

efecto en la diferenciación de NSCs. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia 

luego de 3 días de cultivo en condiciones de diferenciación para evaluar el porcentaje 

de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. En la Figura 26 se observa que, luego del 

agregado de liposomas de PE, se produce un aumento en el número de células GFAP 

positivas, mientras que el número de neuronas y oligodendrocitos presentes en el 

cultivo no se afecta. Mediante ensayos de Western Blot utilizando el anticuerpo anti-

GFAP, se corroboró el efecto inductor de PE en la diferenciación astroglial (Figura 27), 

como así también la especificidad del anticuerpo. 
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Figura 26. Efecto del agregado de PE a cultivos de NSCs. A) Imágenes representativas de los 
ensayos de inmunofluorescencia con el marcador neuronal (β-III tubulina), astroglial (GFAP) y 
de oligodendrocitos (Olig2) en condiciones basales y luego del agregado de PE 50 µM en 
condiciones de diferenciación a los 3 días de incubación. Se tomaron 20 fotos al azar de cada 
condición con el microscopio Nikon Eclipse 800 con un aumento 40X. B) Cuantificación de 
células β –III Tubulina positivas. C) Cuantificación de células GFAP positivas. D) Cuantificación 
de células Olig2 positivas. La gráfica corresponde a un promedio de tres experimentos 
independientes. Para el análisis estadístico, se utilizó el test paramétrico de Student. 
***p<0.001 
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Figura 27. Efecto del agregado de PE en la diferenciación astroglial de NSCs mediante 
Western Blot. Se sembraron 10 µg de proteínas totales en cada condición y se evaluaron los 
niveles del marcador neuronal (GFAP) respecto al control de carga (GAPDH). 
 

4.5 Análisis de la proliferación celular  

En el cultivo de neuroesferas existen diferentes poblaciones de células que 

tienen la capacidad de proliferar, como los progenitores neuronales y los progenitores 

astrogliales. Una hipótesis para explicar el efecto de los lípidos en la diferenciación 

neuronal o astroglial, es que los mismos promuevan la proliferación celular de 

progenies específicas [93]–[95]. Es decir, PC podría promover la proliferación de 

progenitores corticales neuronales, por lo que al final del período en estudio habría 

más neuronas respecto al control. De la misma manera, PE podría inducir la 

proliferación de progenitores astrogliales que se diferencien generando más astrocitos 

en el cultivo. Para evaluar esta posibilidad, se realizaron diferentes análisis de la 

proliferación celular, descriptos a continuación. 

4.5.1 Análisis de la proliferación celular mediante microscopía de lapso de 

tiempo 

La diferenciación neuronal procede in vitro a través de un programa celular 

autónomo de progresión de linaje incluyendo ciclos de divisiones celulares simétricas y 

asimétricas. Está ampliamente citado en la literatura el estudio de la proliferación 

celular de cultivos primarios de embriones de ratón en diferentes períodos 

gestacionales [15], [17], [96]. Sin embargo, nada se sabe respecto al fenómeno de 

división celular de NSCs previamente amplificadas mediante el cultivo de neuroesferas 

y cultivadas en condiciones de diferenciación. Por este motivo, se estudió en primer 

lugar el comportamiento de este tipo de cultivo. Una técnica interesante para evaluar 

proliferación celular es la microscopía de lapso de tiempo [97], [98]. Gracias a una 



67 
 

colaboración con el Dr. Costa en el Instituto del Cerebro, Natal, Brasil, se evaluó 

división celular mediante esta técnica.  

 La estrategia consistió en observar cada célula de manera individual para 

determinar si la misma entraba en el ciclo de división celular. Para esto, se sembraron 

250.000 NSCs e incubaron en condiciones de diferenciación a temperatura y presión 

de CO2 controladas. Las células se monitorearon de la siguiente manera: se tomaron 

fotos cada diez minutos durante tres días en la misma posición de la placa, compilando 

un video al final del período en estudio. Se tomaron fotografías en al menos cuatro 

posiciones diferentes. El análisis detallado se realizó utilizando el programa Tim´s 

Tracking Tool-TTT [85]. Se cuantificó el número de células que se dividían, y se observó 

que solo el 10% de la población en cultivo corresponde a células en activa división 

celular, llamadas células progenitoras. El 90% restante son células precursoras, es 

decir, células que no se dividen al menos en el período de tiempo analizado. Por lo 

tanto, en un cultivo de NSCs en condiciones de diferenciación existe un 10% de células 

progenitoras que se dividen en el transcurso de los tres días de cultivo (Figura 28, 

condición control). 

Luego de caracterizar el proceso en condiciones basales, se evaluó si la 

suplementación exógena de PC o PE podría alterar la población de células 

progenitoras, es decir, las células en división. Para esto, las células se cultivaron en 

presencia de liposomas de PC o PE, de la misma manera a lo descripto anteriormente. 

Los resultados obtenidos mostraron que el número de células en activa división celular 

no varía cuando los cultivos se suplementan con los lípidos (Figura 28). 
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Figura 28. Estudio de la proliferación celular en cultivos de NSCs en condiciones de 
diferenciación mediante microscopía de lapso de tiempo. Se sembraron 250.000 NSCs en 
placas de 24 pocillos y se agregó PC 50 µM o PE 50 µM, según correspondiera. Las células se 
monitorearon durante tres días, tomando fotografías cada 10 minutos. Se cuantificó el número 
de células en activa división celular en cada condición. Se analizaron los videos 
correspondientes de fotografías tomadas en 4 posiciones diferentes del microscopio para cada 
condición. 
 

4.5.1.1 Análisis del modo de división celular mediante microscopía de lapso 

de tiempo 

Con el objetivo de evaluar si los lípidos podrían influir en el modo de división 

celular, se estudió la forma de progresión del linaje mediante microscopía de lapso de 

tiempo. Para llevar a cabo dicho análisis, primero se caracterizó la progresión del linaje 

en cultivos de NSCs en condiciones de diferenciación. Se siguió cada célula de manera 

individual, se observó si ocurría o no la división mitótica, y posteriormente se evaluó el 

destino de cada célula hija al final del período de estudio mediante la realización de un 

ensayo de inmunofluorescencia con el marcador neuronal MAP2 o el marcador glial 

GFAP. En la Figura 29 se observa un ejemplo del proceso realizado.  
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Figura 29. Estudio del modo de división celular. Se cultivaron NSCs y se evaluó mediante 
microscopía de lapso de tiempo el momento en que cada célula se dividía y el fenotipo final de 
la progenie. A) NSCs a diferentes tiempos en cultivo. La flecha verde señala una célula en 
activa división celular y las células hijas al final del periodo de estudio con fenotipo neuronal. 
La flecha azul señala una célula precursora que se diferencia a astrocito. La flecha roja señala 
una célula precursora que se diferencia a neurona.  B) Inmunofluorescencia con el marcador 
neuronal MAP2 y el marcador glial GFAP realizada al final del período de estudio. C) Esquema 
del modo de división celular. 
 

Se determinaron, además, las diferentes formas de progresión del linaje en 

cultivos de NSCs en condiciones de diferenciación (Figura 30): progenitores terminales 

neuronales (A), progenitores que generan una célula con fenotipo neuronal y otra 

indiferenciada en el periodo de tiempo analizado (B), progenitores terminales 

neuronales con apoptosis en una de las células de la progenie (C), progenitores 

terminales indiferenciados en el periodo de estudio (D), progenitores indiferenciados 

con apoptosis en una de las células de la progenie (E), o progenitores terminales con 

apoptosis en ambas células de la progenie (F). Asimismo, se pudo demostrar que, del 

total de la población de progenitores, el 30% se divide en las primeras 24 horas de 

cultivo, otro 30% de los progenitores en las segundas 24 horas de cultivo, y finalmente 

el 40% restante en las últimas 24 horas de cultivo (Figura 31). 
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Figura 30.  Modo de división celular. Análisis por microscopía de lapso de tiempo del modo de 
división celular de NSCs en condiciones de diferenciación. A) Progenitores terminales 
neuronales. B) Progenitores que generan una neurona y una célula indiferenciada. C) 
Progenitores terminales neuronales con apoptosis en una de las células. D) Progenitores 
terminales indiferenciados. E) Progenitores indiferenciados con apoptosis en una de las 
células. F) Progenitores terminales con apoptosis en ambas células.   
 

 
Figura 31. Tiempo de división de NSCs en condiciones de diferenciación. Se cuantificó 
mediante microscopía de lapso de tiempo el número de células que se dividían en las primeras 
24 horas de cultivo, entre las 24 y 48 horas en cultivo, y entre las 48 y las 72 horas en cultivo. 

 

Posteriormente, se procedió a analizar el modo de división celular en cultivos 

de NSCs en condiciones de diferenciación suplementados con PC o PE.  Como se 

muestra en la Figura 32, los lípidos no alteran el modo de división celular. 
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Figura 32. Análisis del modo de división celular luego del agregado de PC y PE. Se analizó 
mediante microscopía de lapso de tiempo el modo de división celular de NSCs en condiciones 
basales de diferenciación, luego de la suplementación de PC 50 µM o PE 50 µM. 

 
4.5.2 Análisis de la proliferación mediante marcación con Bromodesoxiuridina 

Otra técnica que permite evaluar proliferación celular es el ensayo de 

incorporación de  Bromodesoxiduridina (BrdU) [83]. El fundamento de esta técnica 

reside en que, si las células se encuentran en fase S de ciclo celular, al momento de 

replicar el ADN pueden incorporar el análogo de Timidina. Posteriormente, mediante 

inmunofluorescencia con anticuerpos anti-BrdU pueden detectarse las células que han 

incorporado dicho análogo.  

Se sembraron NSCs en condiciones de diferenciación en placas de 24 pocillos 

con cubreobjetos tratados con poli-D-lisina y se agregó BrdU (10 µM). Luego de tres 

días, se realizó la técnica de inmunocitoquímica acoplada a microscopía de 

fluorescencia (Materiales y Métodos). Se observó que el número de células BrdU 

positivas no se altera luego del tratamiento con los lípidos de interés (Figura 33) 

indicando que los lípidos no afectan la proliferación celular.  
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Figura 33. Análisis de la proliferación celular mediante marcación con BrdU. A) Imagen 
representativa del ensayo de inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-BrdU. Rojo: 
células que han incorporado BrdU. Azul: Hoechst. La microscopía se llevó a cabo utilizando el 
microscopio Nikon Eclipse 800, con un aumento 40X. B) Cuantificación de células BrdU 
positivas en condiciones basales, y luego del agregado de PC 50 µM o PE 50 µM. Las imágenes 
se procesaron utilizando el programa Nikon EZ-C1 3.7 Free Viewer. Para el análisis cuantitativo 
se tomaron 20 fotos de campos al azar. La gráfica corresponde a un promedio de tres 
experimentos independientes.  
 

4.5.3 Estudio de los niveles proteicos del antígeno nuclear de proliferación 

celular por Western Blot 

Para confirmar los resultados obtenidos mediante microscopía de lapso de 

tiempo y marcación con BrdU, se decidió evaluar los niveles de expresión de la 

proteína de proliferación celular (PCNA) mediante ensayos de Western Blot. PCNA es 

una proteína nuclear, que se sintetiza mayoritariamente durante la fase S del ciclo 

celular, y es necesaria para la replicación del ADN, ya que actúa como cofactor de la 

ADN polimerasa [99]–[101].  

Para llevar a cabo el análisis, se sembraron NSCs en condiciones de 

diferenciación, se suplementaron los lípidos en estudio y se incubaron por un período 

de tres días. Posteriormente, las células se procesaron y se prepararon los extractos 

proteicos (Materiales y Métodos). Finalmente, se determinaron los niveles de PCNA 

por Western Blot. No se detectaron variaciones en los niveles proteicos de PCNA en 

ninguna de las condiciones analizadas (Figura 34). 
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Figura 34. Análisis de la proliferación celular mediante ensayos de Western Blot. Se 
sembraron 10 µg de proteínas totales en cada condición y se evaluaron los niveles de PCNA 
respecto al control de carga (γ- Tubulina). 
 

4.6 Análisis de la supervivencia 

Debido a que ciertos lípidos pueden ejercer un efecto neuroprotector [102]–

[104], una hipótesis posible para explicar el aumento en la diferenciación neuronal o 

astroglial inducida por los lípidos, es que éstos puedan promover específicamente la 

supervivencia de neuronas o astrocitos. Se abordaron diferentes técnicas para estudiar 

la viabilidad en cultivos de NSCs en condiciones de diferenciación. 

4.6.1 Análisis de la viabilidad mediante MTT 

Una forma de analizar viabilidad celular es el ensayo colorimétrico de MTT 

(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio), que permite determinar la 

funcionalidad mitocondrial de las células. Este ensayo está basado en la reducción 

metabólica del MTT por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial para 

producir la sal insoluble formazán, que se evidencia a través de un cambio en su 

coloración. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán 

producido [82].  

Para realizar este análisis, las células se cultivaron en condiciones de 

diferenciación por un período de 3 días en presencia o ausencia de PC o PE (Materiales 

y Métodos). Los resultados obtenidos (Figura 35) mostraron que ninguno de los lípidos 

en estudio modifica significativamente la viabilidad de cultivos de NSCs en condiciones 

de diferenciación. 
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Figura 35. Análisis de la viabilidad mediante MTT. Porcentaje de viabilidad celular de NSCs a 
los tres días en cultivo en condiciones de diferenciación luego el agregado de PC 50 µM o PE 50 
µM. La gráfica representa un promedio de tres experimentos independientes. 
 

4.6.2 Análisis de la viabilidad mediante microscopía de lapso de tiempo 

La microscopía de lapso de tiempo permite también analizar el número de 

células viables a distintos tiempos [50]. La estrategia consistió en contar el número de 

células viables en cada condición al inicio de la incubación (t=0), a las 12, 24, 36, 48, 60 

y 72 horas. En la Figura 36 se muestra una posición fija del microscopio con imágenes a 

los distintos tiempos de incubación ensayados. 

 
 
Figura 36. Imágenes representativas de cultivos de NSCs en condiciones de diferenciación a 
diferentes tiempos. Fotografías tomadas mediante microscopía de lapso de tiempo en una 
misma posición del microscopio. 
 

A los tiempos indicados se cuantificó el número de células viables en la 

condición control, y luego del agregado de PC o PE. Los resultados se resumen en el 
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gráfico de la Figura 37, donde se observa que el número de células viables no se 

modificó por el agregado de los lípidos en estudio. 

 
 
Figura 37. Viabilidad celular mediante microscopía de lapso de tiempo. Se cultivaron NSCs en 
condiciones de diferenciación durante tres días en presencia de PC 50 µM o PE 50 µM. Se 
analizó mediante morfología la viabilidad celular a diferentes tiempos (0, 12, 24, 36, 48, 60 y 
72 horas). Se analizaron cuatro posiciones diferentes del microscopio para cada condición. 
 

4.6.3 Análisis de la viabilidad mediante el estudio de la actividad de la enzima 

lactato deshidrogenasa (LDH) 

La medida de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es un ensayo 

de citotoxicidad muy utilizado. Esta enzima está presente normalmente en el 

citoplasma de células vivas y se libera al medio de cultivo al permeabilizarse la 

membrana de las células muertas o moribundas que se han visto afectadas por un 

agente tóxico. El incremento en la actividad LDH en el sobrenadante del cultivo es 

proporcional al número de células lisadas [105], [106].  

Es posible analizar el efecto neuroprotector mediante la técnica LDH. En este 

sentido, el número de células lisadas se reducirá si los lípidos ejercen un efecto 

protector sobre las células, lo cual se verá reflejado en los niveles de LDH presentes en 

el sobrenadante. Se realizó la técnica de LDH (Materiales y Métodos) y se observó que 

los niveles de LDH no se modifican en ninguna de las condiciones analizadas (Figura 

38), por lo que se concluyó que ni PC ni PE producen un efecto neuroprotector en el 

cultivo de NSCs en condiciones de diferenciación. 
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Figura 38. Análisis de la citotoxicidad mediante LDH. Se sembraron 50.000 NSCs en placas de 
96 pocillos previamente tratadas con PDL y se suplementó con PC 50 µM o PE 50 µM. Luego de 
tres días de incubación, se analizaron los niveles de LDH en el sobrenadante. La gráfica 
corresponde a un promedio de tres experimentos independientes. 
 

4.7 Análisis de la aceleración de la diferenciación neuronal y astroglial 

Otra hipótesis para explicar el aumento en la población de neuronas y 

astrocitos, promovidos por PC y PE, respectivamente, es que los lípidos puedan 

acelerar el proceso de diferenciación. De ser así, al aumentar el tiempo en cultivo, la 

condición control alcanzaría los valores obtenidos con PC o PE. Para abordar esta 

hipótesis, se realizaron ensayos de diferenciación a distintos tiempos y se analizó el 

fenotipo mediante ensayos de inmunofluorescencia. Para poder realizar un análisis 

más detallado, se realizó una doble marcación con Nestina. De esta forma, se puede 

discriminar entre la población de precursores que adquirieren fenotipo neuronal 

(células que expresan Nestina y β–III Tubulina), de neuronas jóvenes (células que solo 

expresan β–III Tubulina). En el caso de la población de astrocitos, la doble marcación 

con Nestina permite discriminar entre las poblaciones de precursores astrogliales 

(células que expresan Nestina y GFAP), y la de astrocitos (células que sólo expresan 

GFAP). 

En lo referente a la diferenciación neuronal, los resultados obtenidos 

mostraron que, luego de 24 horas en cultivo, la mayoría de las células con fenotipo 

neuronal expresan Nestina, es decir, corresponden a la población de precursores 

neuronales. Se pudo demostrar, además, que en presencia de liposomas de PC ya a las 

24 horas de cultivo dicha población celular aumenta significativamente respecto al 

control (Figura 39 A). Conforme aumenta el tiempo en cultivo, se incrementa la 
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población de células que sólo expresan β–III Tubulina (neuronas jóvenes). Asimismo, se 

comprobó que PC, además de promover la diferenciación neuronal de precursores 

neuronales en los tres tiempos analizados, aumenta el número de células que solo 

expresan β–III Tubulina, es decir, de neuronas jóvenes. Adicionalmente, se pudo 

evidenciar que, a los siete días en cultivo, los valores alcanzados en la condición 

control son menores a los obtenidos luego de tratamiento con PC (Figura 39 A). Estos 

resultados sugieren que el aumento en el número de células β–III Tubulina positivas 

causado por PC no es debido a una aceleración del proceso de diferenciación. 

Por el contrario, al estudiar la diferenciación astroglial inducida por liposomas 

de PE, se observó que, luego de un día en cultivo, el porcentaje de células que 

expresan GFAP es del 10% en ambos casos, y prácticamente todas las células que 

expresan GFAP también expresan Nestina. Sin embargo, a los tres días, los cultivos 

tratados con PE muestran un aumento significativo en el número de células 

GFAP/Nestina positivas, respecto a la condición control. Luego de 7 días en cultivo, la 

población de células GFAP/Nestina positivas tratadas con PE se mantiene superior a la 

condición control, sugiriendo así que PE no promueve la aceleración del proceso de 

diferenciación astroglial, al menos en el período de tiempo analizado. No obstante, en 

el cultivo de células suplementadas con PE, aproximadamente el 10% de la población 

GFAP positiva pierde la expresión de Nestina entre el día 3 y 7. En contraste, en la 

condición control, la población celular que solo expresa GFAP se mantiene constante 

entre ambos períodos de tiempo (Figura 39 B). 
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Figura 39. Análisis de la aceleración del proceso de diferenciación neuronal y astroglial. Se 
cultivaron NSCs en condiciones de diferenciación durante 1, 3 o 7 días. Posteriormente, se 
realizó un ensayo de inmunofluorescencia. A) Porcentaje de diferenciación neuronal en 
condición basal y luego del agregado de PC 50 µM a diferentes tiempos. Se utilizaron los 
marcadores β–III Tubulina y Nestina. B) Porcentaje de diferenciación astroglial en condición 
basal y luego del agregado de PE 50 µM a los distintos días en cultivo (1, 3 y 7 días). Se 
utilizaron los marcadores GFAP y Nestina. Las gráficas corresponden un promedio de tres 
experimentos independientes. Para el análisis estadístico, se realizó el test no paramétrico 
Mann Whitney para la comparación de dos muestras: se analizó cada condición tratada 
respecto a su control para cada tiempo en estudio a, * p<0.05. 
 
 

4.8 Estudio del cambio en la especificación celular luego del agregado de PC o 

PE 

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis muestran que el aumento en 

la diferenciación neuronal o astroglial, promovidos por PC o PE, respectivamente, no 

es debido a un aumento en la proliferación celular, como así tampoco a un aumento 

en el número de células totales viables. Asimismo, los lípidos tampoco aceleran el 

proceso de diferenciación. Con el objetivo de identificar el mecanismo mediante el 

cual PC y PE modifican la diferenciación celular, se hipotetizó que los lípidos podrían 

modificar el destino celular de manera selectiva, promoviendo de esta forma la 

diferenciación celular. 
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4.8.1 Análisis del destino celular mediante microscopía de lapso de tiempo 

Como se mencionó anteriormente, según la actividad mitótica, las células NSCs 

se pueden clasificar en dos poblaciones (progenitores y precursores). Para determinar 

específicamente cuál es la población afectada por los lípidos, se realizó un análisis por 

microscopía de lapso de tiempo. La estrategia consistió en seguir cada célula de 

manera independiente, observar si se trataba de una célula progenitora o precursora, 

y finalmente evaluar su fenotipo mediante inmunofluorescencia al final del período de 

estudio. En el caso de la población de progenitores, se evaluó el fenotipo de las células 

hijas.  

 

4.8.1.1 Análisis del destino de progenitores corticales 

En primer lugar, se analizó la población de células progenitoras y se observó 

que, del total de esta población, aproximadamente un 65 % se diferencia en neuronas, 

un 15 % sufre apoptosis, y un 10 % permanece indiferenciada en el periodo de tiempo 

analizado (Figura 40 A, B y C). Interesantemente, no se detectaron células hijas con 

fenotipo astroglial. Cuando se suplementó el medio con los lípidos, no se observaron 

cambios significativos respecto de la condición basal (Figura 40 A, B y C), es decir, ni PC 

ni PE modifican el destino de células progenitoras. De esta manera, el efecto inductor 

en la diferenciación neuronal o astroglial promovido por PC o PE, respectivamente, es 

independiente de cambios en el comportamiento de células progenitoras. 

 

4.8.1.2 Análisis del destino de precursores corticales 

Al analizar la población de células precursoras, se evidenció que PC induce un 

aumento del número de células MAP2 positivas (Figura 40 D). Al mismo tiempo, 

provoca una disminución tanto del número de células GFAP positivas (Figura 40 G), 

como así también de la población indiferenciada (células negativas para MAP2 y GFAP, 

Figura 40 F). Por otro lado, PE promueve un aumento en el número de células GFAP 

positivas (Figura 40 G), disminuyendo la población de células indiferenciada (Figura 40 

F), pero sin alterar la población neuronal (Figura 40 D). Estos resultados sugieren que 

los lípidos en estudio regulan el destino de células post-mitóticas. 
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Figura 40. Análisis del fenotipo de precursores y progenitores. Se sembraron NSCs en 
condiciones de diferenciación, se suplementaron con PC 50 µM o PE 50 µM, y se siguieron 
mediante microscopía de lapso de tiempo por un período de tres días. Posteriormente, se 
realizó un ensayo de inmunofluorescencia con el marcador neuronal MAP2, y el marcador 
astroglial GFAP. A) Porcentaje de células hijas que expresan MAP2. B) Porcentaje de células 
hijas que sufren apoptosis. C) Porcentaje de células hijas que no poseen marca neuronal ni 
astroglial. D) Porcentaje de células precursoras que expresan MAP2. E) Porcentaje de células 
precursores que sufren apoptosis. F) Porcentaje de célula precursoras que no poseen marca 
neuronal ni astroglial. G) Porcentaje de células precursoras que expresan GFAP. Se estudiaron 
tres posiciones diferentes del microscopio en cada condición. El análisis estadístico se realizó 
utilizando el test paramétrico de Student. *p< 0.05, ** p< 0.01. 
 

4.8.2 Estudio de poblaciones post-mitóticas mediante inmunofluorescencia 

En base a todos los resultados obtenidos, se decidió evaluar si PC y PE actúan 

en las fases iniciales de la diferenciación de las células post-mitóticas, alterando la 

especificación celular. Para abordar esta hipótesis, se recurrió a un ensayo de triple 

marcación con los marcadores MAP2, GFAP y Nestina y análisis por microscopia 

confocal, de manera de poder estudiar simultáneamente las poblaciones celulares 

presentes en el cultivo (Tabla 4). En la Figura 41 se observan imágenes representativas 

de las poblaciones detectadas con este ensayo. 
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Población celular Marcadores utilizados 

Precursores indiferenciados Nestina +/ MAP2 - /GFAP - 

Precursores neuronales Nestina +/ MAP2 + /GFAP - 

Precursores astrogliales Nestina +/ MAP2 - /GFAP + 

 
Tabla 4. Marcadores utilizados para detectar diferentes poblaciones celulares.  
 

 
Figura 41. Inmunofluorescencia utilizando tres marcadores simultáneamente. Se sembraron 
NSCs en condiciones de diferenciación, se cultivaron durante tres días y se realizó la 
inmunofluorescencia. Rojo: MAP2; blanco: GFAP; verde: Nestina; azul: DAPI. Imágenes 
tomadas con el microscopio confocal de fluorescencia LSM 880 (Zeiss), con un aumento 63 X.  
 

Los resultados demostraron que cuando el cultivo se suplementa con PC, se 

produce un aumento en la población de células precursoras neuronales (Figura 42 A y 

B). Interesantemente, se observó que, al mismo tiempo que la población de 

precursores neuronales aumenta, disminuye la población de precursores astrogliales 

(Figura 42 A y C) y la población de células indiferenciadas (Figura 42 A y D). Estos 

resultados sugieren que la diferenciación neuronal inducida por PC ocurre a expensas 

de la diferenciación astroglial, es decir que PC induce un cambio en el destino de 

células astrogliales hacia el linaje neuronal, y promueve la diferenciación de la 

población de precursores indiferenciados hacia el linaje neuronal. 

En el caso de PE se observó un aumento en el porcentaje de precursores 

astrogliales (Figura 42 A y C), producido a expensas de la disminución de la población 

de precursores indiferenciados (Figura 42 A y D). En este caso PE no modifica la 

población de precursores neuronales (Figura 42 A y B). Es decir, PE podría inducir la 

diferenciación de la población de precursores indiferenciados hacia el linaje astroglial. 
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Figura 42. Inmunofluorescencia utilizando tres marcadores en simultáneo de NSCs tratadas 
con los lípidos en estudio. Se sembraron NSCs en condiciones de diferenciación en presencia 
de PC 50 µM o PE 50 µM por un período de tres días.  A) Imágenes representativas tomadas 
con el microscopio confocal de fluorescencia LSM 880 (Zeiss). Se utilizaron los siguientes 
marcadores: MAP2 (rojo), GFAP (naranja) y Nestina (verde). Los núcleos se evidenciaron 
mediante la tinción con DAPI (azul). B) Porcentaje de precursores neuronales (Nestina+/ 
MAP2+/ GFAP-). C) Porcentaje de precursores astrogliales (Nestina+/MAP2-/GFAP+).  D) 
Porcentaje de precursores indiferenciados (Nestina+/MAP2-/GFAP-).  El análisis estadístico se 
realizó utilizando el test de ANOVA, seguido de un test de Tukey para comparaciones 
múltiples. *p<0.05, **p<0.01 
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4.9 Estudio de los mecanismos moleculares 

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento acerca de cómo los lípidos 

en estudio promueven la diferenciación neuronal o astroglial, se propuso estudiar 

cuales son los mecanismos moleculares implicados en ambos procesos. 

4.9.1 Identificación de los mecanismos moleculares involucrados en la 

diferenciación neuronal inducida por PC 

4.9.1.1 Vía de señalización PKA/CREB 

Como se ha mencionado en la Introducción, se encuentra ampliamente citado 

en la literatura que la vía de señalización cAMP/PKA/CREB está involucrada en el 

proceso de diferenciación neuronal [49], [50], [54]. Para analizar si dicha vía estaba 

implicada en la diferenciación neuronal inducida por PC, se realizaron ensayos de 

diferenciación suplementando a las células en cultivo con dos inhibidores 

farmacológicos de PKA: H89 y KT5720 [107]. Ambos inhibidores bloquean la actividad 

de PKA mediante la inhibición competitiva con el sitio de unión de adenosina trifosfato 

(ATP) presente en la subunidad catalítica de PKA. Al no permitirse la unión de ATP, la 

subunidad catalítica de PKA no es capaz de fosforilar a las proteínas blanco. Debido a 

que se han identificado inhibiciones inespecíficas [108], se han utilizado ambos 

inhibidores para poder realizar un estudio más fehaciente.  

La estrategia consistió en sembrar NSCs en condiciones de diferenciación, 

agregar los inhibidores en estudio, y 30 minutos después, suplementar el medio con 

liposomas de PC (50 µM). Luego de 24 horas en cultivo, se realizó el ensayo de 

inmunofluorescencia con el marcador neuronal β–III Tubulina. Se observó que ambos 

inhibidores bloquean la diferenciación neuronal promovida por PC, sin afectar la 

diferenciación basal (Figura 43). 
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Figura 43. Efecto de la inhibición farmacológica de PKA en la diferenciación neuronal. Se 
cultivaron NSCs en condiciones de diferenciación y se suplementaron con los inhibidores 
KT5720 10 µM (A), o H89 10 µM (B), en presencia o ausencia de PC 50 µM, según 
correspondiera. Luego de 24 horas, se realizó la técnica de inmunofluorescencia con el 
marcador neuronal β–III Tubulina. Las gráficas corresponden a un promedio de tres 
experimentos independientes. Para el análisis estadístico, se utilizó el test ANOVA, seguido del 
test Bonferroni para comparaciones múltiples. *p<0.05, **p<0.01 
 
 

La proteína de unión a elementos de respuesta del AMPc (CREB) requiere de su 

fosforilación para ser activada. Una vez activa, CREB es capaz de unirse y activar la 

expresión de genes relacionados con la neurogénesis. Por ejemplo, se ha demostrado 

que CREB está implicado en la regulación de la diferenciación de células progenitoras 

del hipocampo [109], [110], como así también en la migración de progenitores de la 

zona sub-ventricular (SVZ) hacia el bulbo olfatorio [111]. Para analizar si el efecto de PC 

dependía de la activación del factor de transcripción CREB, se evaluaron los niveles de 

p-CREB luego de una hora de cultivo, tanto en condiciones basales como así también 

luego del agregado de PC. Se evidenció, mediante Western Blot, un aumento en los 

niveles de p-CREB luego del agregado de PC (Figura 44), sugiriendo así que el proceso 

es dependiente la activación de CREB. 
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Figura 44. Análisis de los niveles de p-CREB mediante Western Blot. Se sembraron 10 µg de 
proteínas totales en cada condición y se evaluaron los niveles de p-CREB respecto al control de 
carga (γ-Tubulina) luego de una hora de tratamiento con PC 50 µM en condiciones de 
diferenciación. 
 

El siguiente objetivo fue evaluar el mecanismo mediante el cual PC es capaz de 

activar la vía de señalización PKA/CREB. Como se describió en la Introducción, la 

activación de PKA requiere de AMPc [112]–[114], y los niveles intracelulares de AMPc 

dependen de la actividad de la enzima Adenilato Ciclasa (AC) [115]. Para estudiar la 

participación de la enzima AC en la vía, se utilizó el inhibidor farmacológico 

2´3´dideoxiadenosina (DDA) [116]. Se sembraron NSCs en condiciones de 

diferenciación, se incubaron en presencia de DDA (200 µM) durante 30 minutos, 

seguido del agregado de liposomas de PC. Luego de 24 horas, las células se fijaron y se 

realizó un ensayo de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-β-III Tubulina. Como 

se muestra en la Figura 45, la inhibición farmacológica de AC bloqueó la diferenciación 

neuronal inducida por PC, sin alterar los niveles basales.  

 
 

Figura 45. Efecto de la inhibición farmacológica de AC. Se realizó la técnica de 
inmunofluorescencia con el marcador neuronal β–III Tubulina luego de 24 horas en cultivo en 
presencia de DDA 200 µM y/o PC 50 µM, según correspondiera. Para el análisis estadístico, se 
utilizó el test ANOVA, seguido del test Tukey para comparaciones múltiples. *p< 0.05 
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4.9.1.2 Vía de señalización MEK/ERK 

Debido a que se ha demostrado que la  vía de señalización MEK/ERK  se 

encuentra involucrada en la diferenciación neuronal de células de neuroblastoma 

Neuro-2a [39], como así también en la línea celular de células madre de origen murino 

[40], se evaluó si la inhibición de dicha vía afectaba la diferenciación neuronal 

dependiente de PC en cultivos de NSCs, utilizando el inhibidor farmacológico específico 

de MEK, UO126 [117]. Se sembraron NSCs en condiciones de diferenciación y se 

incubaron en presencia de UO126 (20 µM) durante 30 minutos, seguido del agregado 

de liposomas de PC. Luego de 24 horas de incubación, se realizó un ensayo de 

inmunofluorescencia con el marcador β-III Tubulina. Se observó que UO126 no afecta 

la diferenciación neuronal, es decir, no altera el número de células β-III Tubulina 

positivas en ninguna de las condiciones ensayadas (Figura 46). Confirmando estos 

resultados, se demostró (mediante ensayos de Western Blot), que el tratamiento con 

PC no promueve la activación de la quinasa ERK (Figura 48). Ambos resultados 

permiten descartar la participación de la vía MEK/ERK en la diferenciación neuronal de 

NSCs promovida por PC. 

 
Figura 46. Efecto de la inhibición farmacológica de MEK en la diferenciación neuronal. Se 
realizó un experimento de inmunofluorescencia con el marcador neuronal β–III Tubulina luego 
de 24 horas en cultivo en presencia de UO126 20 µM y/o PC 50 µM, según correspondiera. La 
gráfica representa un promedio de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se 
realizó utilizando el test ANOVA, seguido del test Tukey para comparaciones múltiples. 
*p<0.05 
 
 
 

 



87 
 

4.9.2 Identificación de los mecanismos moleculares de NSCs involucrados en 

la diferenciación neuronal debido al efecto de PE 

Para estudiar el mecanismo molecular mediante el cual PE es capaz de inducir 

la diferenciación astroglial, se comenzó con el estudio de la vía MEK/ERK debido a los 

datos de la bibliografía que muestran que dicha vía está involucrada en el proceso de 

diferenciación astroglial [41], [118]. 

En primer lugar, se realizaron experimentos de diferenciación con el inhibidor 

farmacológico de MEK, UO126. Se sembraron NSCs en condiciones de diferenciación y 

se incubaron en presencia de UO126 (20 µM) durante 30 minutos, seguido del 

agregado de liposomas de PC. Luego de tres días en cultivo, las células se fijaron y se 

analizó el porcentaje de astrocitos mediante inmunofluorescencia utilizando el 

anticuerpo anti-GFAP. Como se muestra en la Figura 47, la diferenciación basal no se 

afecta por el inhibidor U0126, sugiriendo así que dicho proceso es independiente de la 

vía MEK-ERK. Sin embargo, la inhibición farmacológica de MEK impide el aumento en la 

diferenciación hacia astrocitos inducida por PE sugiriendo la participación de la vía 

MEK-ERK.  

 
Figura 47. Efecto de la inhibición farmacológica de MEK en la diferenciación astroglial. Se 
cultivaron NSCs en condiciones de diferenciación y se suplementaron con el inhibidor 
farmacológico UO126 20 µM, en presencia o ausencia de PE 50 µM, según correspondiera. 
Luego de 72 horas, se realizó la técnica de inmunofluorescencia con el marcador astroglial 
GFAP. Las gráficas corresponden a un promedio de tres experimentos independientes. Para el 
análisis estadístico, se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido del test Dunns para 
comparaciones múltiples. *p<0.05, **p<0.01 

 
 

Para confirmar la activación dependiente de PE de la vía MEK/ERK, se realizaron 

ensayos de Western Blot con el objetivo de evaluar los niveles de p-ERK. Se detectó un 
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aumento en los niveles de p-ERK luego de 5 minutos del agregado de PE comparado 

con la condición control (Figura 48). 

 

 
 Figura 48. Análisis de los niveles de p-ERK en NSCs. Se sembraron 10 µg de proteínas totales 
en cada condición y se evaluaron los niveles de p-ERK luego de cinco minutos de tratamiento 
con PC 50 µM o PE 50 µM. Se realizó una densitometría para evaluar las veces de inducción de 
la relación p-ERK/ERK respecto al control. La gráfica corresponde a un promedio de tres 
experimentos independientes. Para el análisis estadístico, se utilizó el test no paramétrico 
Mann-Whitney. *p<0.05 

 

Se sabe que la activación de la vía MEK/ERK depende de Raf. Una vez activa, 

Raf fosforila a la quinasa MEK, la cual fosforila y activa a ERK [119]. Para ahondar en la 

vía de señalización Raf/MEK/ERK, se decidió evaluar el rol de Raf en la diferenciación 

astroglial promovida por PE. Se utilizó el inhibidor farmacológico BAY-43-9006 [120], y 

se realizó un experimento de diferenciación como se detalla con el inhibidor UO126. 

Como se puede observar en la Figura 49, BAY-43-9006 fue capaz de abolir el efecto 

inductor promovido por PE, sin alterar la diferenciación basal.  

 



89 
 

 
Figura 49. Efecto de la inhibición farmacológica de Raf en la diferenciación astroglial. Se 
realizó una inmunofluorescencia con el marcador astroglial GFAP luego de 72 horas en cultivo 
en presencia de BAY-43-9006 3.5 µM y/o PE 50 µM, según correspondiera. La gráfica 
representa un promedio de tres experimentos independientes. Para el análisis estadístico, se 
utilizó el test ANOVA, seguido del test Bonferroni para comparaciones múltiples. *p< 0.05  
 

Una manera de explicar de qué forma se activa la vía Raf/MEK/ERK es 

evaluando el rol de receptores de PE. Como se ha mencionado en la Introducción, la 

proteína RKIP pertenece a la familia de proteínas de unión a PE (PEBP) y es capaz de 

unir e inactivar a las quinasas MEK y Raf. En primer lugar, se evaluaron los niveles de 

expresión de RKIP luego de tres días de cultivo en condiciones de diferenciación 

mediante Western Blot, y se observó que dicha proteína se expresa tanto en la 

condición control como luego del agregado de PE, y que los niveles de expresión son 

similares en ambas condiciones (Figura 50).  

 

Figura 50. Análisis de los niveles de RKIP. Se sembraron 10 µg de proteínas totales en cada 
condición y se evaluaron los niveles RKIP respecto al control de carga (γ-tubulina). 

 

Se ha demostrado, además, que la fosforilación de RKIP mediada por PKC 

induce cambios conformacionales que provocan la disociación y consecuente 

activación de las quinasas Raf y MEK [121]. Por lo tanto, una manera indirecta de 

estudiar el rol de RKIP en la diferenciación astroglial es mediante la activación de PKC. 
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La hipótesis reside en que, al estar PKC activa, RKIP sería fosforilada lo que conduciría a 

la disociación y consecuente activación de Raf y MEK, conduciendo de esta manera a la 

diferenciación astroglial, aún en ausencia de PE. Para abordar esta hipótesis, se 

incubaron las células con el activador de PKC, denominado forbol 12-miristato-13 

acetato (PMA) [122]. Luego de tres días de incubación, se realizaron ensayos de 

diferenciación seguidos de inmunofluorescencia. Como se muestra en la Figura 51, no 

se observaron alteraciones en la magnitud de la diferenciación astroglial en ninguna de 

las condiciones analizadas. Este resultado permite descartar la participación de PKC en 

el proceso de diferenciación astroglial, pero no descarta completamente la 

participación de RKIP en el proceso inducido por PE. 

 
Figura 51. Efecto de la activación de PKC en la diferenciación astroglial. Se cultivaron NSCs en 
condiciones de diferenciación y se suplementó con diferentes concentraciones del compuesto 
PMA. Luego de 72 horas, se realizó el ensayo de inmunofluorescencia con el marcador 
astroglial GFAP. 

 

4.10 Estudio del efecto de PC y PE en la renovación de NSCs  

Como se ha descripto en la Introducción, las células madre pueden definirse de 

acuerdo a tres características importantes: su habilidad de renovación, su potencial 

para generar las principales líneas celulares de un organismo, y la habilidad para 

regenerar tejidos [2]. 

Los resultados obtenidos hasta el momento mostraron que los lípidos en 

estudio son capaces de promover la diferenciación neuronal y astroglial en cultivos de 

NSCs en condiciones de diferenciación. Con el fin de estudiar el efecto de ambos 

lípidos en la capacidad de renovación celular de NSCs, se utilizó el modelo de 
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neuroesferas. El objetivo fue evaluar si ambos lípidos alteraban la proliferación celular 

en dichas condiciones de cultivo. 

Para analizar el efecto de liposomas de PC y PE en la proliferación de NSCs 

crecidas en forma de neuroesferas, se realizaron ensayos de MTT según se describe en 

Materiales y Métodos. Se observó que, luego de 96 horas en cultivo, los lípidos no 

modifican el número total de células viables respecto al control en ninguna de las 

condiciones analizadas (Figura 52).  

 

Figura 52. MTT en condiciones de proliferación. Porcentaje de viabilidad celular de NSCs luego 
de 96 horas en cultivo, en condición basal y luego el agregado de PC 50 µM o PE 50 µM. La 
gráfica representa un promedio de tres experimentos independientes. 
 

Teniendo en cuenta que la ausencia de cambios observados en los ensayos de 

MTT puede deberse a que haya porcentajes similares de muerte celular y proliferación, 

manteniendo de esta manera constante la población de células viables, se realizaron 

medidas de los niveles de PCNA como indicador de proliferación celular. Se sembraron 

5.000 células en condiciones de proliferación en placas de 24 pocillos. Los cultivos se 

suplementaron con liposomas de PC o PE, según correspondiera, y luego de 96 horas, 

se prepararon extractos proteicos totales, según se describe en Materiales y Métodos. 

Los extractos se analizaron por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-PCNA. Como 

se observa en la Figura 53, los niveles de PCNA no se modifican con la condición de 

cultivo, indicando que los lípidos no afectan la proliferación celular. 
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Figura 53. Análisis de la proliferación celular en el cultivo de neuroesferas mediante ensayos 
de Western Blot. Se sembraron 10 µg de proteínas totales en cada condición y se evaluaron 
los niveles de PCNA respecto al control de carga (γ-tubulina). 
 

Debido a que la proliferación de las neuroesferas se refleja en el diámetro de 

las mismas, se analizó dicho parámetro como un indicador adicional de proliferación 

celular. Se sembraron 5.000 células en condiciones de proliferación, y se 

suplementaron con liposomas de PC o PE, según correspondiera. Luego de 24, 48, 72 y 

96 horas de cultivo, se tomaron fotografías de 20 campos al azar (Figura 54 A). 

Utilizando el programa Image J se midieron los diámetros de cada neuroesfera en cada 

condición. Como se observa en las fotografías y en la gráfica resultante de la 

cuantificación, el diámetro de las neuroesferas no se modifica significativamente por el 

tratamiento con los lípidos (Figura 54). 

Los resultados en conjunto sugieren que PC y PE no modifican la capacidad de 

renovación de NSCs. 
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Figura 54. Evaluación del diámetro de neuroesferas. Se sembraron 5.000 células en 
condiciones de proliferación y se suplementaron con PC 50 µM o PE 50 µM, según 
correspondiera. A) Se tomaron fotografías cada 24 horas y se midió el diámetro de las 
neuroesferas utilizando el programa Image J. B) La gráfica muestra el promedio del diámetro 
de la neuroesfera en cada condición, y representa un promedio de tres experimentos 
independientes. 
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4.11. Efecto de la suplementación de PC y PE en cultivos primarios  

El cultivo de neuroesferas se caracteriza por poseer una población heterogénea 

de NSCs [28], [123]. Sin embargo, es posible obtener una población homogénea 

mediante el cultivo primario. A pesar de que el número de células que se obtiene es 

menor (ya que no se realiza una amplificación previa), tiene la ventaja de estar 

enriquecido en una sola población celular. Debido a que la neurogénesis precede a la 

gliogénesis en el desarrollo embrionario, al utilizar como modelo de estudio NSCs 

extraídas de la corteza lateral de embriones de ratones de 13 días de gestación (E13), 

el cultivo primario resultante está compuesto mayoritariamente por progenitores y 

precursores corticales neuronales [8], [15].  

Para realizar un estudio más detallado del efecto de PC y PE en la 

diferenciación neuronal, y astroglial, respectivamente, se realizaron diferentes 

estudios utilizando el cultivo primario de E13. 

Para caracterizar este cultivo, y corroborar que esté enriquecido en precursores 

corticales, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia a diferentes tiempos (Figura 

55). Se observó que, entre 1 y 5 horas de cultivo, el 85% de la población expresa el 

marcador Nestina, es decir, la mayor parte de la población posee características de 

células madre o células precursoras (Figura 55 B), mientras que aproximadamente el 

50% co-expresa β–III Tubulina y Nestina, es decir son precursores corticales neuronales 

(Figura 55 C). En otras palabras, del 85% de células precursoras, el 50% corresponde a 

precursores corticales neuronales, mientras que el 35% corresponde a células 

precursoras indiferenciadas. Sin embargo, a las 24 horas de cultivo, el porcentaje de 

precursores corticales neuronales aumenta a un 90% (Figura 55 A y C). 
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Figura 55. Inmunofluorescencia de cultivos E13 a diferentes tiempos. Se sembraron NSCs 
provenientes de la corteza lateral de cerebros de embriones de ratones de 13 días de 
gestación. Se realizó la técnica de inmunofluorescencia luego de 1, 5 y 24 horas en cultivo.  A) 
Imágenes representativas de las fotografías tomadas con el microscopio de fluorescencia 
Nikon Eclipse 800 con un aumento 40X. Azul: Hoechst. Rojo: Nestina. Verde: β-III Tubulina. B) 
Porcentaje de células que expresan el marcador Nestina a diferentes tiempos. C) Porcentaje de 
células que co-expresan los marcadores β-III Tubulina y Nestina. La gráfica corresponde a un 
promedio de dos experimentos independientes. 
 

Con el objetivo de evaluar si PC promueve la diferenciación en este tipo de 

cultivo, se realizaron experimentos de diferenciación suplementando el medio con 

liposomas de PC (50 µM), y realizando un ensayo de inmunofluorescencia luego de 1, 5 

y 24 horas de cultivo. Los resultados muestran que luego de 5 horas en presencia de 

liposomas de PC, el número de precursores neuronales aumenta significativamente 
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respecto a la condición control (Figura 56). Sin embargo, luego de 24 horas en cultivo, 

la condición control alcanza los valores obtenidos con PC. Estos resultados sugieren 

que, en este tipo de cultivo, la diferenciación neuronal inducida por PC podría deberse 

a una aceleración del proceso de diferenciación de precursores corticales neuronales. 

 

 
Figura 56. Inmunofluorescencia de cultivos E13 a diferentes tiempos luego de la 
suplementación con PC. Se cultivaron NSCs provenientes de cultivos E13 en condiciones de 
diferenciación, se suplementaron con PC 50 µM, y se incubaron durante 1, 5 o 24 horas. 
Posteriormente, se realizó la técnica de inmunofluorescencia con el marcador neuronal β–III 
Tubulina, y el marcador de células madre Nestina. Las gráficas corresponden a un promedio de 
tres experimentos independientes. Para el análisis estadístico, se utilizó el test paramétrico 
apareado de Student. **p<0.01 
 

Asimismo, se estudió el efecto de la suplementación exógena de PE al cultivo 

primario de E13. En este caso, la estrategia consistió en suplementar con liposomas de 

PE (50 µM) y evaluar los niveles de GFAP luego de tres y cinco días. Sin embargo, no se 

obtuvieron células GFAP positivas en ninguna de las condiciones analizadas (resultados 

no mostrados). Estos resultados confirman los obtenidos por PE en el modelo de 

neuroesferas, corroborando de esta forma que PE no es capaz de modificar el destino 

de precursores neuronales. 
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4.12 Estudio del daño celular por estrés oxidativo en NSCs  

Luego de una lesión en el tejido nervioso, en la región cercana al daño, se 

produce un microambiente reactivo compuesto por moléculas inflamatorias y por 

productos tóxicos como radicales libres, entre otros [77]. Particularmente, la liberación 

de radicales libres puede ocurrir también en condiciones de estrés oxidativo, el cual se 

produce como consecuencia del desbalance entre la producción de especias reactivas 

del oxígeno (ROS), y la capacidad del organismo de detoxificarlas.  

El ambiente del tejido nervioso lesionado es el principal condicionante y 

limitante de la regeneración neuronal [124]–[126]. Debido a que las células madre 

neurales tienen la capacidad de proliferar y migrar hacia la región del daño generando 

nuevo tejido neuronal para reparar de esta forma la lesión, resultó interesante evaluar 

el efecto de PC en condiciones que mimeticen el daño. Para evaluar si la diferenciación 

neuronal promovida por PC era efectiva aún en un microambiente reactivo, se 

realizaron experimentos en condiciones que simulen una lesión del sistema nervioso 

central, como el estrés oxidativo producido por la suplementación de peróxido de 

hidrógeno (H2O2). 

 

4.12.1 Efecto de la suplementación de peróxido de hidrógeno a cultivos de 

NSCs 

En primer lugar, se estableció el tiempo y la concentración del H2O2 a ensayar, 

de manera de identificar la condición que genere un daño de leve a moderado en el 

cultivo de NSCs. Para ello, se sembraron las células en condiciones de diferenciación y 

se suplementaron con diferentes concentraciones de H2O2. Transcurridos 30 minutos, 

el medio conteniendo H2O2 se renovó, y se incubó durante 24 horas con medio fresco. 

Finalmente, se realizó el ensayo de MTT. En base a los resultados obtenidos (Figura 

57), se decidió utilizar para los experimentos posteriores una concentración de H2O2 de 

50 µM. 
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Figura 57. MTT en condiciones de estrés oxidativo. Porcentaje de viabilidad celular de NSCs. 
Las células se incubaron durante 30 minutos con diferentes concentraciones de H2O2. 
Posteriormente, se renovó el medio y se incubó por un período de 24 horas. La gráfica 
representa un promedio de tres experimentos independientes. Para el análisis estadístico, se 
utilizó el test ANOVA, seguido del test Tukey para comparaciones múltiples. *p<0.05, **p<0.01 

 
Con el fin de confirmar que el H2O2 (50 µM) genera estrés oxidativo, se 

realizaron experimentos para evidenciar la presencia de especies reactivas del oxígeno 

(ROS). Para esto, se utilizó la sonda 2´,7´-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). Luego 

de atravesar la membrana plasmática, DCFH-DA es deacetilada por esterasas celulares 

generando el compuesto no fluorescente 2´,7´-diclorofluorescina (DCFH), el cual es 

luego oxidado por ROS induciendo la fluorescencia de 2´,7´-diclorofluorescina 

fluorescente (DCF, λ excitación = 498 nm; λ emisión = 522 nm) [106], [127] (Figura 58).  

 
Figura 58. Esquema del mecanismo de la sonda DCFH-DA. Adaptado de [106] 
 

Se sembraron NSCs en condiciones de diferenciación y se incubaron durante 30 

minutos con H2O2 (50 µM). Posteriormente, se removió el medio, y se agregó la sonda 

DCFH-DA al cultivo por un período extra de 30 minutos (Materiales y Métodos). 

Finalmente se realizó un análisis microscópico de fluorescencia. Como se observa en la 
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Figura 59, en la condición de daño se detecta fluorescencia verde debido a la 

generación de radicales ROS, indicando que el H2O2 (50 µM) genera estrés oxidativo.  

 
Figura 59. Imágenes de NSCs incubadas con DCFH-DA. Imágenes representativas de NSCs 
incubadas en presencia de la sonda DCFH-DA 80 µM, en condiciones basales, y luego del 
agregado de H2O2 50 µM. Izquierda: campo claro. Derecha: fluorescencia (λe: 480). 
 

Debido a que el H2O2 podría peroxidar a los liposomas de PC en el medio de 

cultivo, y de esta manera disminuir su concentración efectiva (y por lo tanto, su 

capacidad oxidante) en el interior celular, se realizaron ensayos de MTT en presencia 

de H2O2 y PC en diferentes condiciones. En la Figura 60 A se observa un esquema de los 

protocolos utilizados. Como se observa en la Figura 60 B, el agregado de liposomas de 

PC no modifica la viabilidad de las células sujetas al estrés. 
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Figura 60. Efecto de PC en la viabilidad celular en condiciones de estrés oxidativo. A) 
Esquemas donde se detallan los tres protocolos utilizados. En 1, se adiciona H2O2 50 µM 
durante 30 minutos, luego se renueva el medio en ausencia de H2O2 y se deja durante 24 horas 
en condiciones de diferenciación. En 2, se suplementa simultáneamente con PC 50 µM y H2O2 
50 µM, se incuba durante 30 minutos, y posteriormente se renueva el medio y se incuba por 
un período de 24 horas en condiciones de diferenciación. En 3, primero se suplementa con 
H2O2 50 µM, luego de una incubación de 30 minutos, se renueva el medio y se adiciona PC 50 
µM y finalmente se incuba durante 24 horas. B) MTT de NSCs en presencia o no de H2O2 50 
µM, en las condiciones detalladas en A. La gráfica representa un promedio de dos 
experimentos independientes. 
 

 

4.12.2 Estudio de la diferenciación neuronal en condiciones de estrés 

oxidativo 

Finalmente, se evaluó la capacidad de diferenciación neuronal de las células en 

condiciones de estrés oxidativo. Para ello, se sembraron NSCs en condiciones de 

diferenciación, se incubaron con H2O2 (50 µM) durante 30 minutos, se renovó el medio 

y se agregó medio fresco suplementado, o no, con liposomas de PC (50 µM). Luego de 

24 horas, se analizó la identidad de las células por inmunofluorescencia. Se observó 

que las células se diferencian en condiciones de daño oxidativo sin mostrar diferencias 

con la condición control. Además, se demostró que PC induce la diferenciación 

neuronal, aún en condiciones de estrés oxidativo (Figura 61). 
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Figura 61. Efecto de PC en la diferenciación neuronal en condiciones de estrés oxidativo. Se 
cultivaron NSCs en condiciones de diferenciación y se suplementaron con H2O2 50 µM. Luego 
de 30 minutos, se renovó el medio, se suplementó con PC 50 µM, y se incubó durante 24 
horas. Se realizó el ensayo de inmunofluorescencia con el marcador neuronal β–III Tubulina. 
Para el análisis estadístico, se utilizó el test ANOVA, seguido del test Tukey para comparaciones 
múltiples **p<0.01 
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5. Discusión 
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Las NSCs son células madre multipotentes con la capacidad de generar todos los 

tipos celulares presentes en el tejido nervioso. En la corteza cerebral de ratones en 

desarrollo embrionario (E12-E18), el proceso de neurogénesis ocurre entre los días 12 

y 18 , mientras que la gliogénesis ocurre a partir del día 16 (E16) [7]. Con el desarrollo 

de la video-microscopía de lapso de tiempo, fue posible observar en tiempo real 

células progenitoras en edades tempranas y tardías del desarrollo y demostrar que 

las células neuronales y gliales son generadas secuencialmente. Es decir, un mismo 

progenitor puede originar neuronas y células de la glía de manera secuencial, 

produciéndose un cambio en la especificación a lo largo del tiempo [15], [17]. Este 

cambio en la especificación de los progenitores corticales puede ser influenciado por  

señales intrínsecas y por el ambiente [19], [128]. 

La habilidad de las NSCs de generar nuevas células diferenciadas y de regenerar 

tejidos las convierte en una herramienta prometedora para las terapias de 

regeneración. Sin embargo, la capacidad regenerativa es limitada. Esto se debe, en 

parte, a la formación de la cicatriz glial en el sitio de lesión, la cual restringe la zona 

del daño y evita que se expanda, pero también afecta negativamente la regeneración 

neuronal al evitar la migración de NSCs, su diferenciación e integración a la red 

neuronal [77]. 

En este contexto, resulta importante identificar señales que puedan actuar 

como inductoras de dicho proceso, y buscar estrategias que permitan reprogramar a 

los astrocitos de la cicatriz glial hacia la generación de neuronas funcionales.  

El mecanismo de reprogramación neuronal hacia el linaje astroglial ha sido 

ampliamente estudiado. Por ejemplo, se ha demostrado que la expresión de genes 

neuronales, como Neurog-2 o Ascl1 en cultivos de astrocitos promueve la 

transdiferenciación hacia neuronas. Específicamente, se han expresado los genes 

Neurog-2 o Ascl1 en cultivos de astrocitos provenientes de la corteza cerebral de 

ratones en fase post-natal y se ha observado la diferenciación in vitro hacia el linaje 

neuronal: neuronas glutamatérgicas cuando se infecta con vectores que dirigen la 

expresión de Neurog-2, y neuronas GABAérgicas cuando se sobreexpresa Ascl1 [129]–

[131]. Más aún, recientemente se han estudiado las dinámicas de la adquisición del 

fenotipo neuronal en la reprogramación de astrocitos a nivel transcripcional  [132], 

[133]. 
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Con respecto a la identificación de diferentes moléculas que permitan promover 

el proceso de diferenciación de NSCs, los lípidos bioactivos son moléculas que juegan 

un rol clave. Los fosfolípidos desempeñan un rol estructural en las membranas 

biológicas. Por ejemplo, se requieren para hacer frente a la demanda aumentada para 

la biosíntesis de nuevas membranas durante la diferenciación neuronal. Sin embargo, 

también participan en el proceso de diferenciación neuronal. En el laboratorio se 

demostró que la suplementación exógena de PC y LPC promueve la diferenciación 

neuronal en la línea celular de neuroblastoma Neuro-2a, determinando así que el 

proceso de diferenciación neuronal puede ser modulado por moléculas lipídicas que 

actúan como señales externas [39]. 

Sobre la base de lo expuesto, resultó interesante estudiar el efecto de lípidos 

bioactivos en la diferenciación neuronal de NSCs. 

En este trabajo de Tesis, se demostró que los lípidos PC y PE tienen la capacidad 

de regular la diferenciación de NSCs. PC promueve la diferenciación neuronal (Figura 

21), mientras que PE induce la diferenciación de NSCs hacia el linaje astroglial (Figura 

26). En base a estos resultados, se propuso identificar el mecanismo por el cual dichos 

lípidos promueven selectivamente la diferenciación de NSCs. 

En primer lugar, se evaluó si el efecto se debía a un aumento en la proliferación 

celular de progenitores neuronales o astrogliales, según el caso. Mediante el empleo 

de diferentes metodologías (Figuras 28, 33 y 34), se concluyó que ninguno de los 

lípidos altera el grado de proliferación celular. 

Debido a que el balance entre la proliferación y la diferenciación de NSCs es 

esencial para mantener una homeostasis en los tejidos, se decidió evaluar si los 

lípidos en estudio podrían alterar la capacidad de renovación celular en condiciones 

que favorezcan la proliferación, es decir en cultivos de neuroesferas. Para ello, se 

realizaron diferentes análisis de proliferación luego de la suplementación con 

liposomas de PC o PE (Figuras 52, 53 y 54) y se demostró que ninguno de los lípidos 

en estudio tiene la capacidad de alterar la renovación celular de NSCs.  

Los lípidos pueden ejercer un efecto neuroprotector en ciertas condiciones. Por 

ejemplo, los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga disminuyen la 

degeneración neuronal en ratas expuestas a daño cerebral al atenuar la degeneración 

dendrítica y axonal de neuronas colinérgicas [102]. Por este motivo, se analizó si en 
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los cultivos de NSCs, PC o PE promovían selectivamente la viabilidad celular de 

neuronas y astrocitos, respectivamente. Para esto, se llevaron a cabo ensayos de MTT 

(Figura 35), medida de la actividad lactato deshidrogenasa (Figura 38), y de 

cuantificación de células viables por microscopía de lapso de tiempo (Figura 37). En 

todos los casos los resultados indicaron que los lípidos no actúan como agentes 

protectores promoviendo selectivamente la supervivencia de neuronas o astrocitos. 

Otra posible explicación es que PC y PE acelerasen el proceso de diferenciación 

neuronal. Los experimentos demostraron que luego de un día de tratamiento con 

liposomas de PC se incrementa el porcentaje de células especificadas hacia el linaje 

neuronal, y que este efecto se mantiene a los 3 y a los 7 días de cultivo (Figura 39 A). 

Estos resultados indican que el aumento debido a la suplementación con PC no se 

debe a una aceleración del proceso de diferenciación, sino a que un mayor número de 

precursores adquiere fenotipo neuronal. Además, se observó que tanto en la condición 

control como luego del agregado de PC, se produce un aumento en el número de 

células β–III Tubulina+/ Nestina- conforme aumenta el tiempo; sin embargo, el 

porcentaje de neuronas maduras es mayor en la condición tratada con PC respecto al 

control en todos los tiempos analizados. Este resultado sugiere que PC no modifica el 

proceso de maduración neuronal.  

Por otro lado, al analizar el proceso de diferenciación astroglial, se demostró 

que los cultivos tratados con liposomas de PE están enriquecidos en astrocitos luego 

de 3 y 7 días de incubación. Esto indica que el fosfolípido no acelera el proceso de 

diferenciación sino que tiene un efecto directo en la especificación de células post- 

mitóticas (Figura 39 B). Debido a que en el desarrollo embrionario la gliogénesis ocurre 

en etapas posteriores a la neurogénesis, es decir, en etapas tardías del desarrollo [15], 

la expresión de genes astrogliales como GFAP ocurrirá en etapas avanzadas del cultivo 

in vitro; es por este motivo que el número de precursores astrogliales luego de un día 

de cultivo es muy bajo, y no permite evidenciar diferencias entre las condiciones 

analizadas. 

Al analizar la población de astrocitos maduros, se observó que el porcentaje de 

células que solo expresan GFAP se mantiene constante en la condición control, 

mientras que aumenta luego del tratamiento con PE entre los 3 y 7 días en cultivo. 
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Esto sugiere que la suplementación exógena de PE produce además una aceleración 

del proceso  de maduración de dicha población celular. 

El destino de las NSCs hacia diferentes linajes está regulado por muchas señales 

en el microambiente tisular local [7]. Después de examinar de forma más detallada el 

papel de los fosfolípidos en la especificación de NSCs, se demostró que PC y PE 

cambian la especificación sólo de la población de células neuronales post-mitóticas 

(Figura 40). En particular, PC cambia el destino tanto de células especificadas hacia el 

linaje astroglial como así también de células no especificadas hacia el linaje neuronal 

(Figura 42). Curiosamente, el efecto de PC en la especificación neuronal se observa 

incluso después de una breve exposición (1 hora) de este lípido en el primer día de 

cultivo (Figura 25 C y D). Sin embargo, el tratamiento con PC 24 horas después de 

sembrar las células no afecta la diferenciación neuronal (Figura 25 E y F), lo que indica 

que las células post-mitóticas poseen un estrecho margen de tiempo de plasticidad. 

PE, en cambio,  modifica la población de células no especificadas en células astrogliales 

sin afectar la población de células neuronales post-mitóticas (Figura 42). 

La demostración de que una población de células post-mitóticas puede 

convertirse en astrocitos o neuronas sin alterar la proliferación o la muerte celular, 

proporciona evidencia directa de que las señales específicas generadas por los 

fosfolípidos pueden modular las primeras etapas de la diferenciación, regulando la 

especificación de células que no se dividen. Estas observaciones indican que los 

destinos de las células neuronales y astrogliales no se determinan de manera 

irreversible en la etapa de células progenitoras, y que el destino final de las células 

post-mitóticas aún podría estar influido por señales extrínsecas. 

El motivo por el cual sólo una población específica responde a los lípidos puede 

deberse a que, al igual que en la reprogramación celular, este proceso esté 

directamente influenciado por el contexto celular o por diferentes estados fisiológicos 

y/o metabólicos de ambas poblaciones celulares [134], [135].  

En resumen, se pudo demostrar que PC promueve la diferenciación neuronal a 

expensas de un cambio en la especificación de células precursoras astrogliales y 

conduciendo a células precursores indiferenciadas hacia el linaje neuronal. 

Alternativamente, PE promueve la diferenciación astroglial disminuyendo la población 

de células indiferenciadas, es decir especificando progenitores indiferenciados hacia el 
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linaje astroglial. Estos resultados demuestran por primera vez que la especificación 

celular sería un proceso reversible que no está limitado solo a células en activa división 

mitótica, sino que puede ser modificado en células post-mitóticas indiferenciadas.  

Al analizar el modelo de cultivo primario E13 [98], se confirmó que el mismo está 

compuesto por aproximadamente un 50% de células determinadas al linaje neuronal 

en las primeras horas de cultivo, y que  dicha población alcanza el 80% luego de 24 

horas (Figura 55). Al suplementar con PC, se observó  que la población de precursores 

neuronales aumenta  significativamente a las 5 horas en cultivo y que alcanza los 

valores del control luego de 24 horas (Figura 56). Considerando que este tipo de 

cultivo está compuesto por células ya especificadas hacia el linaje neuronal, el efecto 

de PC podría deberse a una aceleración del proceso de especificación de células 

indeterminadas (células que solo expresan Nestina) y no a un cambio de destino.  

En concordancia con los resultados obtenidos en el modelo de neuroesferas que 

muestran que PE promueve la diferenciación astroglial sin modificar la población de 

precursores neuronales, en cultivos primarios E13 no se detectaron células con 

fenotipo astroglial luego del agregado de PE. Es decir, estos resultados permiten 

reforzar la hipótesis que PE no modifica el destino de precursores que ya están 

determinados a la diferenciación neuronal. 

 

5.1 Mecanismos moleculares involucrados en la diferenciación mediada por 

lípidos 

En lo que se refiere a los mecanismos moleculares mediante los cuales los lípidos 

en estudio promueven la diferenciación de manera selectiva, en este trabajo de Tesis 

se demostró que PC activa la vía de señalización PKA/CREB (Figuras 43 y 44). Debido a 

que la activación de PKA es dependiente de los niveles de AMPc, se evaluó la 

participación de la enzima AC, y se observó que el efecto de PC en la diferenciación 

neuronal es dependiente de la misma (Figura 45). La pregunta que queda responder es 

de qué manera se activa esta vía de señalización. Debido a que algunas de las 

isoformas de la AC dependen de la concentración de calcio intracelular [136] (ya sea de 

manera directa o indirecta, por ejemplo mediante la unión a calmodulina o a la 

proteína quinasa activada por calmodulina), una hipótesis posible es que PC aumente 
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los niveles de calcio intracelulares.  En este sentido, se ha demostrado en el laboratorio 

que en la línea celular de neuroblastoma Nuero-2a, PC promueve la liberación de 

calcio proveniente del retículo endoplasmático, induciendo la diferenciación neuronal 

[39]. Además, se observó que en NSCs de rata obtenidas en desarrollo embrionario 

E14.5, la inducción de los niveles intracelulares de AMPc (mediante la inhibición de la 

actividad fosfodiesterasa) provoca incrementos en la entrada de calcio al interior 

celular a través de canales de calcio tipo-L, y promueve la fosforilación de CREB y la 

inducción de la diferenciación de neuronas funcionales [54].  

Respecto al mecanismo molecular mediante el cual PE promueve la 

diferenciación hacia el linaje astroglial, se demostró que la vía Raf/MEK/ERK tiene un 

rol clave. En este sentido, existen controversias en la bibliografía respecto a los 

procesos de diferenciación inducidos al activarse Raf/MEK/ERK. En algunos modelos se 

demostró su participación en la diferenciación neuronal [21], [39], [40]:  por ejemplo, 

en la línea de células madre de origen murino, se demostró que la suplementación con 

ácido retinoico aumenta los niveles de p-ERK, promoviendo la diferenciación neuronal, 

y que el tratamiento con el inhibidor UO126 previene este fenómeno [40]. Sin 

embargo, otros datos bibliográficos señalan que Raf/MEK/ERK promueve la 

diferenciación astroglial [41], [118]. En este trabajo de Tesis, mediante la cuantificación 

de los niveles de p-ERK (Figura 48) y utilizando inhibidores específicos de MEK y Raf 

(Figuras 47 y 49) se demostró que PE activa la diferenciación de NSCs hacia el linaje 

astroglial, por un mecanismo dependiente de la activación de Raf/MEK/ERK. Además, 

se descartó su participación en la diferenciación neuronal (Figura 46). La pregunta que 

resta responder es cómo PE activa la vía Raf/MEK/ERK. Para ello se han propuesto dos 

hipótesis;  por un lado, PE podría activar la proteína Ras (intercambio GDP/GTP), tal 

como fue demostrado para LPC en la línea celular Neuro-2a [39]. Alternativamente, PE 

podría activar Raf mediante su unión a RKIP. Los resultados presentados en este 

trabajo muestran que los niveles de RKIP no se modifican con la suplementación de PE 

(Figura 50); sin embargo, este resultado no descarta la posibilidad de que PE se una a 

RKIP y provoque cambios conformacionales y su disociación de Raf. Futuros 

experimentos permitirán descifrar el mecanismo involucrado. 
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5.2 Daño neuronal y efecto de PC en la reparación 

Las enfermedades neurodegenerativas crónicas y las injurias traumáticas del SNC 

comparten similares respuestas celulares y moleculares en el microambiente local que 

previenen la regeneración neuronal [77]. Desde el punto de vista terapéutico, la 

fortaleza del efecto de los lípidos en alterar la especificación de células precursoras 

post-mitóticas y, por ende, el destino de éstas, reside en que dicho fenómeno sea 

efectivo aún en los ambientes reactivos de daño cerebral (hipoxia, estrés oxidativo o 

reactividad celular). En este sentido, se analizó la capacidad de PC de promover la 

diferenciación neuronal de células precursoras en condiciones que mimeticen el daño 

celular. Los experimentos realizados en condiciones de estrés oxidativo demuestran 

que PC promueve la diferenciación neuronal (Figura 61). Estos resultados permiten 

sentar las bases para el desarrollo de estrategias terapéuticas que permitan alterar el 

balance de la producción de neuronas/astrocitos en la zona de la cicatriz glial y de esta 

manera favorecer la reparación del tejido dañado.  

Queda por responder, sin embargo, cuál es la fuente fisiológica de estos lípidos 

señal. En este contexto, se sabe que para mantener la plasticidad y homeostasis en el 

cerebro, es indispensable la comunicación celular entre neuronas y células de la glía 

[137]. Por ejemplo, se ha demostrado que el ácido fosfatídico producido en los 

astrocitos es necesario para la formación del árbol dendrítico neuronal [138]. Se ha 

descripto que tanto las neuronas como las células de la glía liberan exosomas [137]. 

Los exosomas son vesículas extracelulares pequeñas (50-100 nm) que derivan del 

sistema de endosomas, y constituyen un modo de comunicación celular que involucra 

la transferencia horizontal de biomoléculas. Están compuestos por una bicapa lipídica 

que contiene a proteínas y ácidos nucleicos [139]. Se ha demostrados que este tipo 

de vesículas median la comunicación entre neuronas, entre células de la glía, y entre 

neuronas y células de la glía [140]–[142]. De este modo, los lípidos presentes en los 

exosomas podrían regular la diferenciación de NSCs. 
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• Se caracterizó el cultivo de células madre embrionarias provenientes de la corteza 

lateral de embriones de ratón de 13-15 días de gestación tanto en condiciones de 

proliferación como de diferenciación. Se demostró que en el cultivo de NSCs incubadas 

en condiciones de diferenciación existen dos poblaciones de células: células 

progenitoras que se dividen activamente, y células precursoras o post-mitóticas.  

• Se demostró que diferentes fosfolípidos suplementados como liposomas al medio de 

cultivo promueven la diferenciación de NSCs en las condiciones analizadas: PC induce 

la diferenciación de NSCs hacia el linaje neuronal, mientras que PE promueve la 

diferenciación hacia el linaje astroglial. 

• Se determinó que el aumento en la diferenciación neuronal o astroglial debido al 

agregado exógeno de PC o PE, respectivamente, no se debe a un aumento en la 

proliferación de NSCs o a una aceleración en el proceso de diferenciación. Además, 

dicho aumento no altera el número total de células viables.  

• Se demostró por primera vez que el destino de una célula madre puede ser 

modificado en etapas post-mitóticas en las condiciones ensayadas. PC promovería la 

diferenciación neuronal cambiando el destino de  precursores astrogliales hacia el 

linaje neuronal e induciendo la diferenciación neuronal de precursores indiferenciados. 

En cambio, PE induciría la diferenciación astroglial de células post-mitóticas 

indiferenciadas, sin alterar  la población neuronal. 

• Se estudiaron los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de 

diferenciación promovido por ambos lípidos. La diferenciación neuronal promovida por 

PC tendría lugar a través de la vía de señalización PKA/CREB, mientras que PE induciría 

la diferenciación astroglial mediante la activación de la vía Raf/MEK/ERK 

• Se estableció un modelo de daño por estrés oxidativo en cultivos de NSCs mediante 

el agregado de peróxido de hidrógeno.  

• Se estudió el efecto del peróxido de hidrógeno en la diferenciación neuronal. Los 

resultados mostraron que PC podría inducir la diferenciación neuronal en cultivos de 

NSCs en condiciones de daño por estrés oxidativo. 
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