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RESUMEN 

 

En el campo de las ciencias, existe un gran número de especialistas que buscan 

explicar y establecer un modelo respecto a la forma en la que funciona, se desarrolla 

y se mantiene el sistema nervioso humano. En el ser humano, los factores 

neurotróficos juegan un papel clave, ya sea desde las etapas más tempranas del 

desarrollo embrionario hasta la plasticidad sináptica en la edad adulta. El proyecto de 

opción de grado titulado “Desarrollo de estrategias de ingeniería tisular en la 

diferenciación celular cerebral, como posible herramienta terapéutica en lesiones del 

sistema nervioso central (SNC)”, tiene como objetivo principal la evaluación del efecto 

fisiológico de los factores neurotróficos, ya sea aislada y/o integrados en la matriz 

extracelular (ECM) en un cultivo celular, basado en un modelo unidireccional de 

diferenciación.  

Este proyecto se basó en dos etapas experimentales: (i) la primera, se enfocó en la 

diferenciación de la línea celular PC-12 (células de feocromocitoma de rata) a linaje 

neuronal, mediante inducción a través de factores neurotróficos y matriz extracelular 

descelularizada (dECM) (ii) la segunda etapa, se enfocó en la inhibición de las rutas 

de señalización (p.e receptores tirosina quinasa) de los factores neurotróficos y dECM. 

Los resultados obtenidos nos indicaron que las vías de señalización mediadas por 

BDNF/TrkB y NGF/TrkA y la dECM, como factor soluble, son capaces de promover la 

diferenciación celular. A partir de esta información sobre cómo se da la interacción 

factor-receptor, se realizaron experimentos de bloqueo de las vías NGF/TrkA, 

BDNF/TrkB y dECM cerebral mediante la administración de los inhibidores GW441756 
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y ANA-12 respectivamente. Y se obtuvo que la inhibición específica de estos 

receptores reduce significativamente la diferenciación celular en células PC-12 

tratadas con NGF y BDNF. Además, la inhibición de TrkB produjo una disminución en 

la diferenciación celular, lo que sugiere que las señales bioactivas presentes en la 

dECM podrían interactuar preferentemente con las rutas de señalización activadas por 

BDNF. Este conocimiento puede ser de gran importancia para profundizar en el 

conocimiento sobre el mecanismo de acción dentro del sistema nervioso, lo cual es de 

suma relevancia en estudios sobre el desarrollo de tratamientos de una amplia gama 

de trastornos neurológicos y psiquiátricos. 

 

Resumen gráfico. Resumen de las etapas experimentales desarrolladas, en donde la etapa 

(I) está dirigida a la diferenciación celular y (II) la inhibición especifica de los receptores. 
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ABSTRACT 

 

In the field of science, there are a large number of specialists who seek to explain and 

establish a model for how the human nervous system functions, develops and 

maintains itself. In humans, neurotrophic factors play a key role, from the earliest 

stages of embryonic development to synaptic plasticity in adulthood. The 

undergraduate project entitled “Development of tissue engineering strategies in brain 

cell differentiation as a possible therapeutic tool in central nervous system (CNS) 

lesions”, has as its main objective the evaluation of the physiological effect of 

neurotrophic factors, either isolated and/or integrated in the extracellular matrix (ECM) 

in a cell culture, based on a unidirectional model of differentiation.  

This project was based on two experimental stages: (i) the first one focused on the 

differentiation of the PC-12 cell line (rat pheochromocytoma cells) to neuronal lineage, 

by induction through neurotrophic factors and decellularized extracellular matrix 

(dECM) (ii) the second stage focused on the inhibition of the signaling pathways (e.g. 

tyrosine kinase receptors) of the neurotrophic factors and dECM. The results obtained 

indicated that signaling pathways mediated by BDNF/TrkB and NGF/TrkA and dECM, 

as a soluble factor, are able to promote cell differentiation. Based on this information 

on how the factor-receptor interaction occurs, experiments were performed to block the 

NGF/TrkA, BDNF/TrkB and brain dECM pathways by administering GW441756 and 

ANA-12 inhibitors, respectively. And it was obtained that specific inhibition of these 

receptors significantly reduced cell differentiation in PC-12 cells treated with NGF and 

BDNF. Moreover, inhibition of TrkB resulted in decreased cell differentiation, 
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suggesting that bioactive signals present in dECM might preferentially interact with 

BDNF-activated signaling pathways. This knowledge may be of great importance to 

deepen the understanding of the mechanism of action within the nervous system, which 

is of utmost relevance in studies on the development of treatments for a wide range of 

neurological and psychiatric disorders. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los seres humanos están formados por varios sistemas que trabajan de manera 

coordinada para mantener el equilibrio y garantizar su supervivencia. El sistema 

nervioso, juega un rol en prácticamente todos los aspectos de nuestra salud y 

bienestar. Guía nuestro diario vivir desde el momento en que nos despertamos; las 

actividades automáticas como respirar; y procesos que involucran más complejidad 

como pensar, leer, recordar y sentir emociones. Su componente más importante, el 

cerebro, es quizás el más complejo de todos los órganos que conforman el ser 

humano. Un cerebro desarrollado se compone aproximadamente de 86 mil millones 

de células que procesan información, conocidas como neuronas, y 85 mil millones de 

células no neuronales (Herculano-Houzel, 2012; Maldonado & Alsayouri, 2023; Stiles 

& Jernigan, 2010)  

Estas son células excitables que transmiten señales por todo el cuerpo mediante un 

proceso eléctrico-químico, proceso denominado: sinapsis. Durante la sinapsis, 

generalmente, el terminal axonal (zona presináptica) transmite las señales hacia la 

zona dendrítica (zona postsináptica) (Ludwig & Varacallo, 2023).  

Durante la sinapsis química entran en el juego moléculas de gran importancia, para el 

funcionamiento y regulación de la formación de las conexiones sinápticas, donde 

promueven la supervivencia y plasticidad de las neuronas conectadas, estas son 

llamadas neurotrofinas o factores neurotróficos (Gómez-Palacio-Schjetnan & Escobar, 

2013; Hernández-Echeagaray, 2020). 
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Las neurotrofinas es una familia de proteínas que desempeñan un papel fundamental 

en el desarrollo del sistema nervioso, desde la diferenciación celular, crecimiento de 

las neuritas, hasta la muerte celular natural. Estas actúan sobre las neuronas centrales 

y periféricas, de forma sinérgica, en un momento determinado del desarrollo cerebral 

(S. D. Skaper, 2018). Existen cuatro neurotrofinas caracterizadas: factor de 

crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), la 

neurotrofina-3 (NT-3) y la neurotrofina-4 (NT-4) (Huang & Reichardt, 2001a). El efecto 

molecular de las diversas neurotrofinas es por acción de su unión con receptores 

específicos de tirosina quinasa (Trk) (Huang & Reichardt, 2003). Donde el NGF se une 

a TrkA, BDNF y NT-4 a TrkB, por último, NT-3 a TrkC (Figura 1) (S. D. Skaper, 2018). 

 

Figura 1. Esquema relación neurotrofina – receptor tirosina quinasa (Trk). 

 

La promoción de la supervivencia de las neuronas durante su desarrollo embrionaria 

y/o tras un daño fisiológico (p.e traumatismo, neurodegeneración, etc), ha promovido 

el interés por la comprensión de los mecanismos de acción de las neurotrofinas, las 

cuales tienen una gran capacidad de actuar como agentes terapéuticos para el posible 

tratamiento de lesiones provocadas en el sistema nervioso y enfermedades 
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neurodegenerativas (Alfonsetti et al., 2023; Ibáñez, 1995). La comprensión biológica 

de los mecanismos de acción, a nivel molecular, de estos polipéptidos neurotróficos, 

ha permitido diseñar derivados y análogos con propiedades farmacológicas específica 

(Ibáñez, 1995). 

La matriz extracelular (MEC), corresponde al ecosistema cerebral y tiene por función 

actuar de sustrato en los procesos de migración, proliferación y diferenciación celular 

en el sistema nervioso (Naidu, 2009). La matriz extracelular se localiza entre las 

neuronas y las células gliales representando aproximadamente el 20% del volumen 

total del cerebro (Lam et al., 2019; Rike & Stern, 2023). Sus funciones principales 

durante el desarrollo del SNC, es proporcionar el entorno que regula la migración 

celular, el guiado axonal y la sinaptogénesis; mientras que en el SNC adulto, ayuda a 

mantener la estabilidad sináptica (Lam et al., 2019). Estudios recientes, indican que 

moléculas de la MEC, tales como: proteoglicanos, glicoproteínas, factores de 

crecimiento relacionadas en los procesos cerebrales, utilizan mecanismos de 

interacción con diversos receptores de la superficie celular y activan cascadas 

intracelulares (Dityatev & Schachner, 2003). 

Descrito lo anterior, el objetivo de este estudio es comprender el papel funcional de los 

factores neurotróficos como un mecanismo de diferenciación celular y tanto mediante 

experimentos de inducción / bloqueo en cultivo celular. Este proyecto tiene como visión 

a futuro el desarrollo de terapias contra enfermedades del SNC. 
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PROBLEMÁTICA 

 

Una de los mayores desafíos terapéuticos en la medicina son las lesiones del sistema 

nervioso central (SNC), sin embargo, actualmente el tratamiento de las lesiones 

axonales sigue siendo un desafio sin resolver debido a la limitada capacidad de 

regeneración del tejido nervioso (F. Han et al., 2020). Por ello, los traumatismos 

craneoencefálicos, los accidentes cerebrovasculares y las enfermedades 

neurodegenerativas, como el Parkinson o el Alzheimer, que afectan gravemente la a 

un gran porcentaje de la población mundial, carecen de tratamiento completamente 

efectivo. Es por eso que es importante en el campo de la neurociencia, la comprensión 

de los procesos biológicos cerebrales y la búsqueda de nuevas terapias que permitan 

reparar el daño neuronal y restaurar las funciones perdidas (Fan et al., 2022). 

Los factores neurotróficos tienen un papel fundamental en el SNC, en la plasticidad 

sináptica, proliferación y supervivencia neuronal y también el soporte trófico de las 

células glíales (Abe, 2000; Alfonsetti et al., 2023; Levy et al., 2012). Sin embargo, es 

bien sabido que las alteraciones de los niveles de factores neurotróficos o de sus 

receptores pueden provocar la muerte neuronal y promover diversas patologías (p.e 

enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer) y envejecimiento (Levy et al., 

2012). 

La alteración de estos factores neurotróficos causa distintas patologías en el sistema 

nervioso (Levy et al., 2012). Por ello, el incorporación de factores neurotróficos puede 

mejorar la supervivencia de las neuronas y células gliales, en estudios tanto in vitro 

(Siebert & Osterhout, 2021),como in vivo (Bondarenko & Saarma, 2021; Lindholm et 
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al., 2007). Son numerosos los trabajos experimentales y ensayos clínicos que han 

evaluado la administración de factores neurotróficos, como posible tratamiento 

terapéuticos en lesiones del SNC (Fursa et al., 2024); lo cual queda demostrado 

mediante numerosos estudios experimentales que se datan como mínimo hace 25 

años, los convierte en un interesante candidato como agente co-terapéutico, en 

combinación, diversos biomateriales / terapia celular en las enfermedades cerebrales 

(Alfonsetti et al., 2022). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Se tiene por justificación de la investigación múltiples aristas, tales como: 

1.1 La importancia de la compresión de la matriz extracelular cerebral / factores 

neurotróficos, como señales fisiológicas cerebrales. 

Las interacciones de la dECM cerebral / factores neurotróficos y su participación como 

señalizadores en la activación de vías intracelulares describen la complejidad de la 

fisiología del sistema nervioso en la supervivencia, desarrollo y función de las células 

nerviosas. A pesar del creciente interés del campo, aun diversos aspectos siguen 

siendo objeto de debate y quedan por explicar hallazgos contradictorios. La 

investigación básica sobre la regulación general de los factores neurotróficos dentro 

del sistema nervioso, pueden, en un futuro, conllevar el descubrimiento de posibles 

procesos terapéuticos. Por ende, la comprensión del papel de estas proteínas es clave 

en diversas afecciones fisiopatológicas, como podemos mencionar: enfermedades 

neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la 

esclerosis lateral amiotrófica (ELA)), depresión, trastornos del estado de ánimo, 

trastornos de ansiedad, entre otros. Además, las alteraciones en la ECM se han 

asociado con diversas enfermedades neurológicas, lo que la convierte en un blanco 

potencial para nuevas estrategias terapéuticas enfocadas en la regeneración y 

funcionalidad neuronal. Dado su papel en la supervivencia, proliferación y migración 

celular en el SNC, comprender esta compleja red de señalización es fundamental para 

el desarrollo de nuevas terapias. 
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1.2 dECM cerebral / señales neurotróficas, como posibles diana terapéuticas. 

Los factores neurotróficos hoy en día cuentan con una base científica sólida, son 

numerosos los estudios que han descrito el mecanismo molecular especifico de los 

factores neurotróficos ante la inflamación, lesión, apoptosis, diferenciación celular, 

crecimiento neurítico, entre otros del sistema nervioso central. De esta forma, se 

posiciona como dianas terapéuticas prometedoras e incluso como complemento de 

terapias existentes, debido a que los factores neurotróficos podrían potenciar otros 

tipos de intervenciones como las terapias génicas y el uso de biomateriales. 

De esta forma, este estudio es de gran relevancia ya que el desarrollo de enfoques 

terapéuticos basados en la diferenciación celular podría abrir nuevas posibilidades 

para el tratamiento de lesiones en el SNC, mejorando las opciones de recuperación y 

ofreciendo nuevas esperanzas para pacientes (F. Han et al., 2020).  

Por lo que estudio tiene por impacto que el desarrollo de este proyecto va acorde con 

las necesidades clínicas actuales de desarrollar terapias regenerativas que permitan 

superar las limitaciones de los enfoques tradicionales, como las terapias 

farmacológicas, que solo ofrecen un alivio sintomático. Además, la comprensión de los 

mecanismos de diferenciación neuronal, como los factores neurotróficos, facilitarían el 

desarrollo de tecnologías que promuevan la regeneración del tejido cerebral dañado. 

De igual forma, a nivel económico podrían reducir el valor o costo que va a asociado 

al cuidado a largo plazo de pacientes con lesiones del SNC y mejorar su calidad de 

vida. 
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Dentro de este contexto, la dECM es una estrategia innovadora en el campo de la 

medicina regenerativa, ya que recrea un microambiente biomimético que favorece la 

diferenciación neuronal y la reparación del tejido nervioso. Su capacidad para regular 

la disponibilidad de factores neurotróficos y la respuesta inflamatoria en el SNC la 

convierte en una opción terapéutica prometedora. Además, su combinación con 

células madre y terapias génicas podría potenciar la regeneración neuronal y mejorar 

la funcionalidad en pacientes con enfermedades neurodegenerativas o lesiones 

traumáticas, ofreciendo nuevas alternativas con un impacto significativo en su 

recuperación y calidad de vida. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Evaluar el potencial de la dECM / neurotrofinas, derivadas de tejido cerebral, como 

posible estrategia terapéutica en Biomedicina.  

Objetivos Específicos 

I. Establecer un estudio in vitro, de diferenciación unidireccional, basado en la 

aplicación de dECM cerebral / factores neurotróficos. 

II. Desarrollar estrategias in vitro en el bloqueo molecular para la dECM cerebral / 

factores neurotróficos. 
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MARCO TEÓRICO 

 

1. Las células PC-12 como modelo en investigaciones neurobiológicas 

El uso in vitro de sustancias químicas en células de origen animal o humano, nos 

permiten observar los efectos específicos en células de forma individual o importantes 

vías moleculares que son ampliamente utilizadas para estudiar la neurodegeneración. 

Para esto, la elección del linaje celular adecuado al diseño experimental es clave para 

obtener los resultados esperados (Wiatrak et al., 2020a). 

Distintos estudios neurobiológicos emplean el linaje celular PC-12. Estas células 

también llamadas células del feocromocitoma, clon 12 (PC-12), es una línea celular 

que se obtienen del feocromocitoma de rata originado en las células cromafines de la 

médula suprarrenal. Este linaje celular monoclonal fue trasplantado de un 

meduloblastoma suprarrenal de rata por Greene y Tischler en 1976 (Greene & Tischler, 

1976; Xie et al., 2023).  

En la actualidad, han sido descritos una gran variedad de células PC-12 (Martin & 

Grishanin, 2003), sin embargo, existen dos grandes variantes de este linaje celular, 

según –American Type Culture Collection (ATCC)- están las células PC12 

tradicionales (PC12, ATCC CRL-1721), cuyo crecimiento es en suspensión, y las 

adherentes (PC12 Adh, ATCC CRL-1721.1). Las células PC12 en suspensión crecen 

como pequeños grupos celulares flotantes de forma irregular o como unas pocas 

células dispersas ligeramente adheridas (Figura 2). Suelen agregarse y no adherirse 

a superficies no recubiertas. Son células pequeñas (6-14 µm de diámetro), de 

morfología redonda, con un tiempo de duplicación de entre 48 y 96 horas (Fujita et al., 
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1989). Están caracterizadas por tener gránulos secretores para reservas moléculas 

pequeñas, hormonas peptídicas, neuropéptidos y enzimas de procesamiento; Sin 

embargo, su principal característica es la neuro secreción de catecolaminas (dopamina 

y noradrenalina), la presencia de canales iónicos y receptores de neurotransmisores, 

lo que las convierte en un modelo adecuado para estudiar la neuro secreción y la 

diferenciación neuronal (Kassas et al., 2012; Wiatrak et al., 2020a). 

 

Figura 2. Cultivo de células PC-12. Se aprecia la formación de agrupaciones o “clúster” de 

células PC-12 (Balon & Wiatrak, 2021). 

 

Debido a su característica de diferenciarse en células similares a neuronas, que 

implica el crecimiento de neuritas en respuesta al factor de crecimiento nervioso (NGF) 

(Greene & Tischler, 1982) las convierte en una herramienta esencial para los 

investigadores que estudian la complejidad del sistema nervioso. De esta forma, la 

versatilidad de las PC12 ha sido ampliamente usada en neurobiología para estudiar 

áreas como la regeneración nerviosa y diferenciación celular. Estudios realizados por 

(Sultan et al., 2021) demostraron los efectos de las células madre de la pulpa dental y 
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sus factores derivados sobre la diferenciación, supervivencia y proliferación de las 

células PC12, revelando una vía prometedora para la regeneración nerviosa. En otros 

estudios como el de (Ando et al., 2021) se han centrado en la osteocalcina, una 

proteína derivada del hueso conocida por su capacidad de unión al calcio, como 

promotora de la supervivencia, proliferación y diferenciación de las células PC12, y se 

destaca que esta proteína mejora las propiedades neuronales.  

De igual forma, el uso de estas células se extiende hasta la detección de fármacos, 

principalmente para evaluar compuestos neuro protectores y neurodegenerativos, 

esencial para encontrar tratamientos de enfermedades neurodegenerativas. Un 

estudio realizado por (Shanmuganathan et al., 2018) enfatizó las propiedades neuro 

protectoras del α-bisabolol en un modelo de enfermedad de Parkinson utilizando la 

línea celular PC-12 y demostró que el α-bisabolol tiene la capacidad de reducir la 

amiloidogénesis y la apoptosis al mismo tiempo que regulaba los efectos neurotóxicos 

de la beta amiloide. 

 

2. Los Factores Neurotróficos 

En el sistema nervioso de vertebrados el desarrollo, funcionamiento y mantenimiento 

está regulado por neurotrofinas que al unirse a receptores tirosina quinasa activan 

diversas vías de señalización. Estás regulan aspectos como el crecimiento de los 

axones, el destino celular, el patrón de inervación y la expresión de proteínas 

(neurotransmisores y canales iónicos) importante para el funcionamiento de neuronal; 
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Además, controlan la función, plasticidad sináptica y supervivencia neuronal en un 

sistema nervioso maduro (Reichardt, 2006). 

2.1 Las neurotrofinas 

Son una familia de proteínas que regulan procesos como la creación, supervivencia, 

crecimiento, diferenciación y muerte de neuronas en el sistema nervioso periférico y 

central (Huang & Reichardt, 2001). En mamíferos, existen cuatro neurotrofinas que 

han sido caracterizadas: factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3) y la neurotrofina-4 (NT-4) 

derivan de un gen ancestral común, son similares en secuencia y estructura y, por 

tanto, se denominan colectivamente neurotrofinas (Huang & Reichardt, 2001; F. S. Lee 

et al., 2001). 

La primera neurotrofina en ser identificada en la década de 1950 fue el NGF (Alastra 

et al., 2021; Cowan, 2001), la producción de esta proteína sucede por la separación o 

ruptura de su precursor (pro-NGF), que tiene una función distinta a la descrita del NGF 

maduro (Wang et al., 2014) que promueve el crecimiento, la diferenciación y la función 

de las células nerviosas y el mantenimiento de las neuronas (Toti et al., 2006; Wang 

et al., 2014). El segundo más estudiado de la familia de las neurotrofinas en el SNC es 

BDNF. En 1982, fue por primera vez purificado a partir de cerebro de cerdo, donde se 

demostró que cumple con funciones que favorecen la supervivencia de una 

subpoblación de neuronas del ganglio de la raíz dorsal (Barde et al., 1982). Se sintetiza 

a partir del pro-BDNF (precursor) para formar el BDNF maduro (Benarroch, 2015a). 
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Por otro lado, los factores neurotróficos 3 y 4 (NT-3; NT-4), son parte de la familia de 

las neurotrofinas. NT-3 fue descubierto después de NGF y BDNF donde se demostró 

que ayuda al crecimiento de neuritas tanto del ganglio nodoso como del ganglio 

simpático (Maisonpierre et al., 1990). Estas proteínas desencadenan múltiples vías 

que dan lugar a múltiples respuestas celulares, pero para que suceda esto, es 

necesario que se unan a un receptor. 

Los efectos del NGF están mediados por la unión a su receptor de alta afinidad 

catalíticamente activo, el receptor trkA, que se encuentra en la superficie celular 

(Huang & Reichardt, 2003; Vera et al., 2014). La NT-3 se une con mayor afinidad a la 

trkC y también se une con menor afinidad a trkB (Razavi et al., 2015), mientras que la 

NT-4, al igual que el BDNF, se une a trkB (Figura 3) (Benarroch, 2015a).  

 

Figura 3. Esquema de interacciones entre neurotrofinas y receptores Trk. (Reichardt, 2006). 
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2.2 Los receptores TrK 

Estos receptores de neurotrofinas desempeña un papel fundamental en la ontogenia 

del sistema nervioso de los mamíferos, desempeñando funciones cruciales en la 

neurogénesis (Barbacid, 1995). La regulación de la supervivencia celular, proliferación, 

destino de los precursores neurales, crecimiento y patrón de axones y dendritas, la 

expresión y actividad de proteínas funcionalmente importantes (canales iónicos y 

receptores de los neurotransmisores), está dado por la señalización de neurotrofinas 

a través de estos receptores (Deinhardt & Chao, 2014). 

Los receptores tirosinas quinasas (Trk) es una familia de tres receptores que son 

activados por una o más de cuatro neurotrofinas. El nombre de la familia Trk se origina 

del oncogén que llevó a su descubrimiento (Barbacid et al., 1991). Este oncogén se 

aisló de carcinomas en ensayos de transferencia de genes y al clonarse, se descubrió 

que su estructura indicaba que se trataba de un receptor tirosina quinasa (Patapoutian 

A & Reichardt LF, 2001). Como resultado, este protooncogén se denominó quinasa 

relacionada con tropomiosina (trk) y ahora se conoce comúnmente como trkA (Huang 

& Reichardt, 2003). Inmediatamente, se aislaron dos miembros potenciales 

adicionales (los genes trkB y trkC, se identificaron por su alta homología con trkA), y 

se demostró que todos estos genes se expresan en el sistema nervioso indicando un 

posible papel en el desarrollo y la función neuronal (Huang & Reichardt, 2003; 

Patapoutian A & Reichardt LF, 2001). 

La familia Trk de receptores tirosina quinasa se considera la segunda clase principal 

de receptores de neurotrofinas, que abarca tres proteínas transmembrana de tipo I de 

paso único. Siendo TrkA codificada por el gen NTRK1 localizado en el cromosoma 
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1q21-q22 (Weier et al., 1995), TrkB codificada por el gen NTRK2 localizado en el 

cromosoma 9q22.1 (Nakagawara et al., 1995) y TrkC codificado por el gen NTRK3 

localizado en el cromosoma 15q25 (Valent et al., 1997) 

Cada receptor cuenta con un dominio extracelular, una región transmembrana y una 

región intracelular con el dominio tirosina quinasa. El dominio extracelular fuertemente 

glicosilado, contiene un grupo rico en cisteína (C1) seguido de tres repeticiones 

leucinérgicas de 24 residuos (LRR1-3), otro grupo rico en cisteína (C2) y dos dominios 

similares a inmunoglobulinas (Ig1 e Ig2) (Figura 4) (Reichardt, 2006; S. Skaper, 2008). 

Los patrones LRR1-3 son específicos de las proteínas TRK y no se encuentran en 

otras tirosinas quinasas receptoras (Cocco et al., 2018). Son cinco residuos críticos en 

la región intracelular: tres dentro del bucle de activación del dominio quinasa, 

necesarios para la actividad quinasa completa, y dos a cada lado del dominio tirosina 

quinasa, cuya función es de sitio de acoplamiento dependientes de la fosforilación para 

adaptadores citoplasmáticos y enzimas (Cunningham & Greene, 1998). 

 

Figura 4. Esquema de estructura de los receptores TrkA, TrkB y TrkC respectivamente (S. D. 

Skaper, 2012). 
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El principal mecanismo de activación de los receptores Trk se da por la unión de 

neurotrofinas. Estos receptores, interaccionan con sus ligandos usando el segundo de 

sus dominios Ig (Ultsch et al., 1999; Wlesmann et al., 1999). La vía de señalización Trk 

inicia con la unión de la neurotrofinas a los receptores en la superficie celular 

provocando la dimerización del receptor. Una vez dimerizado el receptor autofosforila 

residuos de tirosina específicos en el bucle de activación del dominio quinasa (Y676, 

Y680 y Y681 en TrkA y los residuos correspondientes en TrkB y TrkC) (Cunningham 

& Greene, 1998). Esta fosforilación es necesaria para la activación del receptor Trk 

(Cocco et al., 2018) y conduce a la fosforilación de otros residuos de tirosina (Y496 y 

Y791 en TrkA), lo que permite el acoplamiento de adaptadores citoplasmáticos y 

enzimas, que a su vez impulsa una serie de vías de señalización descendentes 

(Deinhardt & Chao, 2014; Reichardt, 2006; S. Skaper, 2008).  

De esta forma su rol dentro del desarrollo neuronal radica en su expresión en distintas 

áreas o subconjuntos de neuronas. Por ejemplo, en el sistema nervioso central (SNC) 

se encuentra altamente expresado el receptor TrkB, sin embargo, si nos vamos a 

poblaciones neuronales periféricas los receptores TrkA y TrkC están expresados. En 

la mayoría de las neuronas nociceptivas de la raíz dorsal y los ganglios del trigémino 

se encuentran expresados los receptores TrkA (Crowley et al., 1994; Smeyne et al., 

1994), mientras que las neuronas que se diferencian en neuronas propioceptivas 

durante la neurogénesis expresan TrkC. Las neuronas que transmiten información 

sensorial visceral sobre el pH y la presión sanguínea expresan TrkB y dependen del 

BDNF para su desarrollo y diferenciación (Fariñas et al., 1996; Huang & Reichardt, 

2001) 
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3. Mecanismos de activación y señalización intracelular. 

La expresión interna de un receptor Trk confiere la capacidad de respuesta a las 

neurotrofinas; no obstante, el empalme diferencial de los ARNm TrkA, TrkB y TrkC 

origina isoformas de Trk con diferencias en sus dominios extracelulares que afecta la 

unión del ligando. De esta forma la presencia o ausencia de secuencias cortas de 

aminoácidos en los dominios yuxta membranales de cada receptor afecta la capacidad 

de algunas neurotrofinas para activar los receptores Trk (Barbacid, 1995; Huang & 

Reichardt, 2003). 

El mecanismo de acción del factor neurotrófico NGF, inicia con la producción de este, 

el cual suele verse estimulada por estrés celular, lesiones, inflamación o señales de 

desarrollo. Luego el NGF es liberado al espacio extracelular por sus células de origen, 

cuya liberación puede estar regulada por diversos factores, como, citoquinas y otras 

moléculas de señalización (Aloe et al., 2015; S. Skaper, 2008). Una vez liberadas estas 

proteínas, el NGF se difunde a través del espacio extracelular para alcanzar las 

neuronas que tiene por objetivo. La unión al receptor TrkA, es el siguiente paso dentro 

de su mecanismo, aquí El NGF se une específicamente a su receptor de alta afinidad, 

el TrkA, cuya expresión predomina en la superficie de las neuronas diana. Estos 

receptores, interaccionan con sus ligandos usando el segundo de sus dominios Ig 

(Ultsch et al., 1999; Wlesmann et al., 1999). La unión del NGF a TrkA induce la 

dimerización del receptor (Reichardt, 2006). Una vez dimerizado el receptor 

autofosforila residuos de tirosina específicos en el bucle de activación del dominio 

quinasa (Y676, Y680 y Y681 en TrkA y los residuos correspondientes en TrkB y TrkC) 

(Cunningham & Greene, 1998). Esta fosforilación es necesaria para la activación del 
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receptor Trk (Cocco et al., 2018) y conduce a la fosforilación de otros residuos de 

tirosina (Y496 y Y791 en TrkA), lo que permite el acoplamiento de adaptadores 

citoplasmáticos y enzimas, que a su vez impulsa una serie de vías de señalización 

descendentes (Deinhardt & Chao, 2014; Reichardt, 2006; S. Skaper, 2008). 

La expresión génica del BDNF se regula a nivel transcripcional. Diversos estímulos, 

como la actividad neuronal, los factores neurotróficos y los factores ambientales, 

pueden inducir la expresión del BDNF. La regulación dependiente de la actividad 

desempeña un papel importante, ya que el BDNF se regula al alza en respuesta a la 

actividad sináptica y la despolarización neuronal (S. Skaper, 2008; S. D. Skaper, 2018). 

Una vez sintetizado, el BDNF se empaqueta en vesículas y se transporta a los 

terminales presinápticos de las neuronas. Puede liberarse tanto de los sitios 

presinápticos como postsinápticos tras la actividad sináptica, incluyendo la 

despolarización y la afluencia de calcio.  

De esta forma, la unión de NGF con TrkA induce la activación de la vía RAS/MAPK, 

que con lleva al aumento de la proliferación celular mediante la señalización ERK. La 

unión de BDNF, NT-3 o NT-4 al receptor TrkB induce la activación de la vía RAS-ERK, 

PI3K y PLCy, que promueve la supervivencia neuronal. La unión de NT-3 a TrkC 

induce la activación preferente de la vía PI3K/AKT, evitando la apoptosis y 

aumentando la supervivencia celular (Figura 5) (Amatu et al., 2016, 2019; Bathina & 

Das, 2015; Nakagawara et al., 1995). 
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Figura 5. Esquema de unión ligando - receptor que conlleva al desencadenamiento de vías 

intracelulares (Gupta et al., 2022). 

 

4. Matriz extracelular cerebral. 

Las matrices extracelulares (MEC) son redes arquitectónicas tridimensionales 

multiplicadas y bien organizadas con funciones estructurales y funcionales relevantes 

en la organización y renovación de tejidos (Karamanos et al., 2021). Las ECM no solo 

proporcionan estructuras o andamios físicos para el acoplamiento de las células, sino 

que también regulan muchos procesos celulares gracias a su función como medio de 

comunicación, ejercen diversas funciones celulares cruciales a través de interacciones 

célula-célula y célula-matriz (Manou et al., 2019; A. D. Theocharis & Karamanos, 

2019).  

4.1 Composición y función de la matriz extracelular 

Los elementos fundamentales de estas ultraestructuras incluyen los colágenos, los 

proteoglicanos (PG) y los glicosoaminoglicanos (GAG), la elastina y fibras elásticas, 
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lamininas, la fibronectina, y otras proteínas y glicoproteínas como las proteínas 

matricelulares (A. D. Theocharis et al., 2014, 2016).  

Los componentes de la matriz extracelular se encuentran organizados en una 

estructura 3D, el cual se divide en dos partes principales, la membrana basal y la matriz 

intersticial. A pesar de sus diferencias, poseen una estructura básica similar. Están 

formados por distintos tipos de colágenos el cual forma el armazón de ambas y las 

proteínas no estructurales se unen a este andamiaje, comunicándose con las células 

circundantes a través de integrinas (Bosman & Stamenkovic, 2003). 

Colágeno tipo IV, lamininas y la fibronectina (confiere al tejido superpuesto cierta 

resistencia a la tracción) son unos de los principales elementos que constituyen la 

membrana basal esta última confiere al tejido suprayacente cierta resistencia a la 

tracción. En cuanto a las características, es mucho más densa y baja en porosidad 

comparada con la matriz intersticial (Lu et al., 2012). El perlecano, que es un 

proteoglicano de heparán sulfato (HSPG) relevante en la membrana basal, se vincula 

con el FGF y el VEGF, ejerciendo influencia en los procesos angiogénicos. Así, la 

membrana basal está presente tanto en los vasos sanguíneos como en los tejidos 

epitelial y endotelial, constituyendo una matriz altamente estructurada donde el epitelio 

se apoya en la membrana basal para cumplir con su función prevista (Kim et al., 2011).  

En los lugares donde se encuentra la membrana basal está la matriz intersticial, los 

principales componentes de esta matriz son los colágenos, la elastina y la fibronectina, 

que crean un gel amorfo tridimensional. Aunque la mayoría de las proteínas fibrosas 

de la matriz son colágenos, es la fibronectina la encargada de establecer la estructura 

de la misma. Cada tejido del cuerpo posee su propia distintiva matriz extracelular, que 
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varía tanto en su composición como en sus propiedades topográficas (Frantz et al., 

2010). 

En la actualidad, se admite que la matriz extracelular es un ambiente dinámico, que 

sufre modificaciones continuas en su composición y estructura. Esto sucede como 

reacción a las acciones de las células adyacentes. Por lo tanto, es crucial entender 

cómo la comunicación entre las células y la MEC aprenden a ajustarse mutuamente. 

Las matrices extracelulares actúan como canales de comunicación entre las células 

de órganos y tejidos, facilitando la coordinación de diversas señales que se transmiten 

tanto desde el interior hacia el exterior como en la dirección contraria. (A. Theocharis 

et al., 2012). Como resultado, las matrices extracelulares dirigen la morfogénesis, el 

desarrollo y la homeostasis de los tejidos al regular la fisiología celular, el crecimiento, 

la supervivencia, la diferenciación y la adhesión de las células (Frantz et al., 2010b). 

4.2 Composición especifica de la matriz extracelular cerebral. 

La estructura de la matriz extracelular varía según el tipo de tejido y juega un papel 

importante en las funciones específicas de cada uno (Frantz et al., 2010b). La matriz 

extracelular en el cerebro es distinta en estructura, ya que contiene menos proteínas 

estructurales fibrosas como colágeno o elastina, pero más proteoglicanos en 

comparación con otros tejidos (Alovskaya et al., 2007; Ruoslahti, 1996).  

Además de su presencia en la estructura de la matriz extracelular, algunos 

proteoglicanos están arraigados a membranas celulares, que regulan la disponibilidad 

de factores de crecimiento para las células, como el factor de crecimiento nervioso 

(NGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento 
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derivado de plaquetas (PDGF), mediante la unión a las cadenas laterales de 

carbohidratos de los proteoglicanos, conocidos como glicosoaminoglicanos (GAG) 

(Bonneh-Barkay & Wiley, 2009).  

Estos proteoglicanos tienen un impacto significativo en el comportamiento de las 

células neuronales, influenciando la adhesión celular y el crecimiento de las neuritas. 

En el cerebro, los lecticanos, una subfamilia de proteoglicanos, son particularmente 

abundantes en la matriz extracelular (Alovskaya et al., 2007; Ruoslahti, 1996). 

Cuatro miembros de la familia lectican han sido identificados en diversas variantes en 

el cerebro: brevican y neurocan, que son específicos de la matriz extracelular cerebral, 

y agrecan y versican, que están presentes en diversos tejidos (Rauch, 2007; Ruoslahti, 

1996). 

 

Figura 6. Esquema de la composición (proteínas, proteoglicanos, factores de crecimientos, 

etc) de la matriz extracelular cerebral (Soles et al., 2023). 
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La composición de la matriz extracelular también varía entre diferentes regiones del 

cerebro, lo que sugiere su influencia en la función neuronal. Además, la matriz 

extracelular en el cerebro está sujeta a una regulación constante in vivo por enzimas 

secretadas por las células, como las metaloproteinasas de matriz (MMP), que facilitan 

la plasticidad y la remodelación dinámica del cerebro. En términos de masa o volumen, 

la matriz extracelular en el cerebro representa un porcentaje relativamente bajo en 

comparación con otros tejidos, aproximadamente un 20% del peso total del cerebro 

(Chelyshev et al., 2022; Nicholson & Syková, 1998; Rauch, 2007). 

(Hastings et al., 2019) nos afirma que dada que la matriz extracelular es una compleja 

red de macromoléculas que rodea las células y los tejidos, esta además de actuar 

como soporte estructural y mecánico, también es fundamental para la modulación de 

la actividad celular, ya sea por la activación o supresión de vías de señalización 

intracelular  Dada la composición única de la matriz extracelular en el cerebro, estudios 

utilizando tejido cerebral descelularizado son más específicos para la diferenciación in 

vitro de células madre embrionarias y tejidos neuronales humanos (Hoshiba et al., 

2016). 

 

5. Matriz extracelular cerebral, como andamio en ingeniería tisular. 

5.1 Papel de la matriz extracelular cerebral en la señalización celular. 

Las proteínas de la matriz extracelular desempeñan roles esenciales y complejos en 

la señalización de los receptores en la superficie celular. En primer lugar, la matriz 

extracelular funciona como un reservorio para factores de crecimiento. Estos factores, 
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al estar unidos a la matriz extracelular, pueden liberarse localmente y enlazarse con 

sus receptores específicos. Muchas proteínas de la matriz extracelular poseen sitios 

de unión tanto para la adhesión celular como para los factores de crecimiento, 

facilitando la concentración de estos factores cerca de sus receptores en la superficie 

celular y en los puntos de adhesión celular. Esta localización de los factores de 

crecimiento, y su correspondiente señalización mediada por la matriz extracelular, 

probablemente contribuye a la formación de gradientes de morfógenos solubles y 

difusibles, los cuales son cruciales para la creación de patrones durante los procesos 

de desarrollo (Kirkpatrick et al., 2004; Kjellén & Lindahl, 1991; Kresse & Schnherr, 

2001; Kreuger et al., 2004). De esta forma, la unión entre la matriz extracelular y 

factores de crecimiento constantemente implica dominios específicos de las proteínas 

de la matriz extracelular que dan lugar a la modulación de las actividades de 

señalización. Numerosos estudios han utilizado la matriz extracelular en la modulación 

de la señalización celular. Baiguera et al., (2014) confirmó su biocompatibilidad y 

demostró que la ECM derivada del cerebro de rata posee potencial de diferenciación 

cuando se administra en células mesenquimales estromales alogénicas. Por su parte, 

Crapo et al., (2014) investigó in vitro el efecto de la ECM en forma soluble, derivada 

del sistema nervioso central (SNC), específicamente del cerebro, y encontró que a una 

concentración de 100 mg/mL puede inducir la diferenciación de células madre 

neuronales en neuronas. 
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5.2  Matriz extracelular cerebral como moduladora de procesos celulares cerebrales. 

Los factores de crecimiento neurítico son agentes que estimulan el crecimiento de las 

fibras neuronales y frecuentemente participan tanto en el mantenimiento como en la 

diferenciación neuronal. 

Son muchos los centros de investigación que han demostrado que la ECM y sus 

componentes (entre estos los denominados factores de crecimiento) promueven el 

crecimiento neuronal (Sanes, 1989). Se ha descrito en estudios (Fujii et al., 1982; 

Vlodavsky et al., 1982) que la matriz extracelular de distintas fuentes promueve el 

crecimiento de neuritas en células PC12 en ausencia de NGF. Crapo et al., (2012) 

demostraron que los andamios de matriz extracelular del sistema nervioso central 

retienen proteínas neuronales y factores de crecimiento, los cuales, al ser evaluados 

in vitro en células PC-12, demostraron citocompatibilidad y promovieron la migración, 

proliferación y diferenciación celular. Por su parte, Reginensi et al., (2020) utilizaron 

ECM descelularizada de tres regiones del cerebro porcino en forma soluble y 

observaron que su administración en células PC-12 inducía diferenciación, 

evidenciando variaciones en la maduración neuronal según la región cerebral de 

origen. 

 

6. Bloqueo de señalización neurotrófica. 

Los receptores son proteínas especializadas que permiten el funcionamiento de las 

diferentes células del organismo, son los mensajeros químicos de hormonas, 

neurotransmisores u otros mediadores. Dicho anteriormente estos cuentan con sitios 
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de unión que reciben el mensaje, y la interacción en estos sitios provoca 

modificaciones en el receptor, lo que resulta en la transmisión del mensaje para 

desencadenar una respuesta celular (Hinson et al., 2010)  

Por otra parte, los compuestos que se unen al receptor se llaman ligandos (agonistas 

si al unirse a los receptores generan el efecto deseado y antagonistas si la molécula 

se une al receptor, pero no lo activa, impidiendo así que los ligandos naturales se unan 

y activen el receptor)(Berg & Clarke, 2018). Este método es común en la investigación 

y tratamiento de diversas enfermedades, ya que muchos procesos celulares dependen 

de la activación de estos receptores para funcionar correctamente. 

6.1 Métodos de bloqueo de receptores de factores neurotróficos. 

Los factores neurotróficos son proteínas que juegan un papel crucial en el crecimiento, 

supervivencia y diferenciación de las neuronas (Huang & Reichardt, 2001). El bloqueo 

de estos factores se realiza mediante estrategias, como anticuerpos específicos unidos 

a los factores neurotróficos, evitando su interacción con los receptores celulares. Otra 

técnica incluye el uso de moléculas pequeñas que inhiben la señalización intracelular 

desencadenada por estos factores, deteniendo su efecto en las células objetivo. 

Entre los inhibidores dirigidos a los receptores Trk se encuentran GW441756 (TrkA), 

ANA-12 (TrkB), AZD-1332 (TrkA, TrkB y TrkC) y GNF-5837 (TrkA, TrkB y TrkC). 

Excepto ANA-12, que actúa como un antagonista no competitivo, los demás 

inhibidores son antagonistas competitivos que bloquean la actividad de Trk al competir 

con ATP por su sitio de unión (Albaugh et al., 2012; Cazorla et al., 2011; Thress et al., 

2009; Wood et al., 2004). Este enfoque se utiliza para estudiar los roles de los factores 
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neurotróficos en diversas enfermedades neurodegenerativas y para el desarrollo de 

nuevas terapias (S. Y. Han, 2021). 

6.2 Efectos del bloqueo en la diferenciación celular. 

El bloqueo de receptores o factores neurotróficos puede interferir en este proceso, 

alterando la capacidad de las células para seguir el camino de diferenciación normal. 

Dependiendo del tipo de célula y del receptor o factor bloqueado, los efectos pueden 

incluir la inhibición completa de la diferenciación, la desviación hacia un tipo celular 

diferente, o incluso la inducción de la muerte celular (S. Y. Han, 2021; Yan et al., 2019). 
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METODOLOGÍA 

 

1. Obtención y Caracterización de matriz extracelular de cerebro porcino 

1.1 Obtención de la matriz extracelular descelularizada de cerebro porcino 

El tejido cerebral de origen porcino fue diseccionado y se extrajo corteza, cerebelo y 

tronco. Estos tejidos extraídos fueron sometidos a una descelularización, cuyo proceso 

involucra el uso de detergentes y otros agentes químicos o físicos para eliminar las 

células, reduciendo el daño en la estructura del mismo (Reginensi et al., 2020b). Los 

tejidos descelularizados, fueron liofilizados y almacenados a -20°C hasta su uso. 

1.2 Cuantificación de ADN 

Para la cuantificación del ADN se usó el reactivo de ADNds Quant-iT™ PicoGreen™ 

(Invitrogen, P11496). Siguiendo las especificaciones del fabricante, se inició diluyendo 

5 µL de ADN experimental en TE hasta un volumen final de 100 µl. Se agregaron 100 

µL de solución de trabajo de ADNds Quant-iT™ PicoGreen™ a cada muestra, y se 

incubaron 5 minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz. La fluorescencia 

de las muestras y estándares se registraron a las longitudes de onda de excitación y 

emisión de 480nm y 520nm, respectivamente (Figura 7). 
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Figura 7. Diagrama de cuantificación de ADN utilizando muestras de tejido nativo y 

descelularizado. 

 

1.3 Cuantificación de proteínas, azúcares y lípidos 

Como parte de la caracterización de la matriz extracelular descelularizada de cerebro 

porcino, se procedió a realizar análisis de los niveles de proteína, azucares y lípidos 

(Figura 8). 

1.3.1 Cuantificación de proteínas 

Se utilizó el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermofisher, 23227) para cuantificar 

proteínas de los tejidos descelularizados y nativos. Primero, se pesó 0,5 gramos de 

cada una de las tres secciones (corteza, cerebelo y tronco) de tejidos nativos y 

descelularizados, se sonicaron por un periodo de 10 minutos en tampón de lisis (TRIS-

cloruro de hidrógeno 50mM, pH 7,4, que contiene cloruro de sodio 150 mM, EDTA 1 

mM, EGTA 1 mM, Tritón X-100 al 1,2%, desoxicolato de sodio al 0,5% y SDS al 0,1%), 
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luego se incubó a 4°C por 12 horas. Finalmente, se continuó con las instrucciones del 

fabricante para la cuantificación de proteínas. La placa se leyó a 580 nm en un 

lector/espectrofotómetro de placas de 96 pocillos (ACCURIS Modelo # MR9600). 

1.3.2 Cuantificación de Lípidos 

Para la cuantificación de lípidos, se utilizó el kit de extracción de lípidos libre de 

cloroformo (Abcam, ab211044). Las muestras descelularizadas y nativas utilizadas 

fueron las tres secciones (corteza, cerebelo y tronco). Se pesaron 10 mg de cada tejido 

para la extracción y se añadieron en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL donde luego 

se le añadió 500 μL del tampón de extracción de lípidos del fabricante. Inmediatamente 

se agitó en vortex durante 2 minutos. Luego, la mezcla se incubó durante 20 minutos 

en un agitador orbital a temperatura ambiente (RT). Se centrifugó a 10.000 x g durante 

5 minutos y se recuperó cuidadosamente el sobrenadante, transfiriéndolo a un tubo 

limpio. 

Para la cuantificación de lípidos se utilizó el kit de cuantificación de lípidos (Cell 

Biolabs, STA-613). Se incubaron las muestras y los estándares, en horno a 90°C por 

30 minutos para evaporar los solventes orgánicos. Una vez retiradas las muestras del 

horno se transfieren a 4°C por 5 minutos y se le agregan 150 µl de ácido sulfúrico 

concentrado. Luego se transfieren 100 µl de cada muestra y estándares a un plato de 

96 pocillos, y se añaden 100 µl del Vanillin Reagent. Por último, se incubó el plato de 

96 pocillos con las muestras y estándares, a 37°C y se procedió a la lectura a 540nm 

en un lector de placas (ACCURIS Modelo # MR9600). 
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1.3.3 Cuantificación de azúcares 

Para el análisis de proteoglicanos y glicosoaminoglicanos sulfatados (sGAG) se utilizó 

el kit -Blyscan Sulfated Glycosominoglycan (sGAG)-(Biocolor, RBCB1000) siguiendo 

las instrucciones del fabricante, se prepararon los estándares en diferentes 

concentraciones de menor a mayor porcentaje. Luego se pesaron 30 mg de cada tejido 

nativo y descelularizado (corteza, cerebelo y tronco) y se diluyó en 1 mL de agua 

destilada. Posteriormente, se le agregó el reactivo de colorante Blyscan y el reactivo 

de disociación del fabricante. Finalmente se añadieron 200 µL de cada muestra y 

estándar a una placa de 96 pocillos para su lectura en el espectrofotómetro. 

 

Figura 8. Diagrama de análisis y cuantificación de proteínas, lípidos y azúcares en muestras 

de tejido nativo y descelularizado liofilizado de cerebro porcino. 
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1.4 Histología 

Para la histología se trabajaron los tejidos de corteza, cerebelo y tronco, todas en su 

estado nativo y descelularizado (Figura 9). Las mismas fueron fijadas con formalina al 

10% (AGONLABS, 1006) por un periodo de 24 horas a RT (Reginensi et al., 2020b). 

Una vez lavados los tejidos, se deshidrataron en series crecientes de etanol, luego las 

muestras fueron sometidas a un proceso de inclusión en parafina durante toda la 

noche, obteniendo así los bloques de parafina que contienen la muestras a teñir 

(Mungenast et al., 2023). 

Por último, se seccionaron los bloques de tejido en parafina con un micrótomo, 

obteniendo muestras de 4 µm, las cuales fueron montadas en portaobjetos para 

disolver la parafina a 80°C. Antes de la tinción con Hemotoxilina y Eosina (H&E) (VWR, 

95057-844), Coomassie Blue (Bio-Rad, 1610786), Luxol Fast Blue (Abcam, 

ab150675), PAS (Periodic acid-Schiff) (Merck, 1.090.330.500) y Alcian Blue (Wako, 

013-13801) las muestras se rehidrataron con una serie decreciente de etanol y agua 

destilada (Mungenast et al., 2023). 
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Figura 9. Diagrama de tinción de tejidos nativos y descelularizados de corteza, cerebelo y 

tronco, con H&E, PAS, Luxol blue, Coomassie blue y Alcian blue respectivamente. 

 

1.5 Prueba de esterilidad de tejidos 

La prueba microbiana se realizó con el fin de determinar si el tejido cerebral porcino 

descelularizado liofilizado no posee contaminación bacteriana o fúngica. Se 

prepararon dos tipos de placas: placas petri de caldo Luria-Bertani (LB), para el análisis 

bacteriano y placas petri con agar papa dextrosa, para el análisis micológico. 

Para el análisis bacteriano, se pesó 5 mg de cada muestra y se diluyó en 0.5 mL de 

medio de cultivo estéril. Se dispersaron 20 µL de cada muestra utilizando un asa de 

Drigalsky en las placas de caldo LB y se incubaron durante un periodo de 2 días a una 

temperatura de 37°C para evaluar el crecimiento bacteriano (Figura 10). Para el 

análisis micológico se realizó el mismo procedimiento con una incubación de 5 días a 

una temperatura de (26-30) °C para evaluar el crecimiento fúngico (Figura 11). 



56 
 

 

Figura 10. Diagrama de prueba de esterilidad bacteriana de muestras de tejido 

descelularizado y nativo, de cerebelo, corteza y tronco extraídas de cerebro porcino. 

 

Figura 11. Diagrama de prueba de esterilidad micológica de muestras de tejido 

descelularizado y nativo, de cerebelo, corteza y tronco extraídas de cerebro porcino. 

 

2. Establecimiento de cultivo de línea celular PC-12 

Para el establecimiento de diferenciación similar a neurona (neuron-like), se empleó el 

linaje celular PC-12 (CRL-1721) de American Type Culture Collection (ATCC). En 

primera instancia las células se cultivaron en suspensión en un matraz T-75, siguiendo 

el protocolo in vitro establecido por ATCC. El cultivo se mantuvo en medio RPMI-1640 
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(Sigma Aldrich R0883-1L) suplementado con suero de caballo (HS) al 15%, suero fetal 

bovino (FBS) al 10% y antibiótico penicilina/estreptomicina al 1%, en ambiente 

humificado a 37°C con CO2 al 5%, hasta una confluencia del 80% al 90% (Figura 12, 

pasos 1 al 5) (Collection, 2022; Wiatrak et al., 2020b). 

 

Figura 12. Diagrama de expansión y Cultivo celular. (1-5) Descongelamiento, expansión y 

cultivo de células PC-12 para experimentación. (6-8) Siembra en placa de células PC-12. 

 

2.1 Preparación de placa 

Para adherir las células a la placa fue necesario recubrir el sustrato, para esto se 

realizó una dilución de Poli-D-Lisina (PDL) (Sigma Aldrich, P7280-5MG) a una 

concentración final de (0.5 mg/mL) en fosfato buffer salino (PBS), la solución se 

depositó en cada pocillo y se incubó toda la noche a 4°C. Por último, se incubó la placa 

a 37 °C durante 2 horas, y se le realizaron tres lavados con PBS. 
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3. Diferenciación a morfología neuronal de PC12 

Para la diferenciación: se sembró en una placa de 24 pocillos a una densidad de 3 

x104 células/mL por pocillo (Figura 12, pasos 6 al 8), estas se disgregaron 

gradualmente utilizando jeringas con agujas de diámetros 21G, 20G y 18G. La placa 

se dejó incubando toda la noche para permitir la adherencia de las células y comenzar 

con el proceso de estimulación, haciendo cada estimulación de forma independiente. 

3.1 Diferenciación con factor neurotrófico NGF 

Una vez adheridas las células a la placa, se utilizó el factor de crecimiento nervioso 

(NGF) (Alomone labs N-245) para inducir la diferenciación a morfología neuronal en 

las células PC-12. Se retiró el medio preexistente en los pocillos, y se realizaron tres 

lavados con medio completo y se sustituyeron a medio DMEM alto en glucosa, 

suplementado con bajo contenido en suero (1% de HS y 1% de FBS). Inmediatamente, 

se le administró el factor neurotrófico NGF a una concentración final de 50 ng/mL, por 

un periodo de 7 días. La administración de NGF se efectuó cada 48 horas (Figura 13) 

(Barbakadze et al., 2023; Karliner & Merry, 2023a). 

3.2 Diferenciación con factor neurotrófico BDNF 

De igual forma se utilizó el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) (Alomone 

labs, B-250) para inducir la diferenciación a morfología neuronal. Las células PC-12 en 

adhesión se cultivaron durante un periodo de 7 días en DMEM alto en glucosa, 

suplementado con 1% de HS y 1% de FBS. A las mismas se le suministró cada 48 

horas BDNF a una concentración de 100 – 200 ng/mL (Figura 13) (Jiang et al., 2018). 
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Figura 13. Diagrama de estimulación de células PC-12 con el factor de crecimiento nervioso 

(NGF) y factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF). 

 

3.3 Diferenciación con matriz extracelular descelularizada 

Para la diferenciación con matriz extracelular descelularizada (Figura 14), se utilizó 

cerebro porcino de las áreas: tronco, corteza y cerebelo, donde el material 

diseccionado, descelularizado y liofilizado se usó de manera individual como factor de 

diferenciación añadido al medio (DMEM alto en glucosa, suplementado con 1% de HS 

y 1% de FBS), a una concentración 1 x 105 ng/mL, durante 7 días y estimulados cada 

48 horas (Reginensi et al., 2020b). 

Nota: Los procesos de diferenciación fueron registrados fotográficamente, cada 48 

horas, utilizando un microscopio invertido. 
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Figura 14. Diagrama de estimulación de células PC-12 con matriz extracelular descelularizada 

(corteza, cerebelo y tronco). 

 

4. Caracterización de células diferenciadas por factores neurotróficos 

4.1 Caracterización por inmunofluorescencia 

Para la caracterización se procedió a evaluar la expresión de marcadores específicos 

mediante inmunofluorescencia. (Figura 15). Para ello se llevaron a cabo los siguientes 

pasos: las células se incubaron en paraformaldehído al 4% durante 10 min a 37°C, se 

descartó  y se lavó con PBS tres veces; permeabilización, las células se incubaron en 

Tritón X-100 al 0.2% en PBS durante 10 min, se descartó la solución y se lavaron tres 

veces con PBS; bloqueo, para ello se adicionó una solución de BSA al 1%, glicina en 

PBST (PBS + 0.1% de Tween 20) y se incuban durante 30 minutos; inmunotinción, se 

le agregó la concentración de anticuerpo primario Alexa iFluor 594 (ABCAM, 

ab176757) diluido en BSA al 1% en PBST (1:500)  y se incubaron durante toda la 
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noche a 4°C, se descartó la solución y se lavaron las células tres veces con PBS. 

Como próximo paso se realizó un contraste con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol), el 

cual teñirá el núcleo, para esto se incubaron las células con -DAPI ready made solution 

with Antifade- (Sigma Aldrich, MBD0020-10ML) durante 5 minutos, en un ambiente sin 

luz. Por último, se lavaron las células con PBS y se realizó el montaje con 7μL de -

Fluoromount-G Slide Mounting Medium- (Electron Microscopy Science, 17984-25), y 

se selló el cubreobjetos con esmalte de uñas (Abcam, 2023; Im et al., 2019). 
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Figura 15. Diagrama de técnica de inmunofluorescencia, donde se contempla la fijación, 

permeabilización, bloqueo, incubación del anticuerpo y montaje del cubreobjetos con células. 

 

5. Bloqueo de receptores específicos de factores neurotróficos 

5.1 Inhibición selectiva del receptor tirosina quinasa A (TrkA) - GW441756 

Para la inhibición del receptor TrkA las células PC-12 se sembraron en una placa de 

24 pocillos recubierta con PDL a una densidad total de 30,000 células por pocillo y se 
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dejaron adherir durante la noche. Al día siguiente se le reemplazó el medio completo 

(RPMI-1640 con 15% de HS, 10% de FBS y 1% de penicilina-estreptomicina) por 

medio DMEM alto en glucosa libre de suero, junto con el inhibidor de TrkA (GW441756) 

a una concentración de 20 µM, se incuba a 37°C por 60 minutos (Figura 16). 

Transcurrido el tiempo, se procedió a estimular cada pocillo con NGF a 50ng/mL. 

Finalmente, se mantuvo un registro fotográfico hasta las 72 horas (Bapat et al., 2016a; 

Rogdakis et al., 2022; Yilmaz et al., 2022). 

 

Figura 16. Diagrama de bloqueo de receptor trkA con inhibidor GW441756 a una 

concentración final de 20 µM, por un lapso de 72 horas. 

 

5.2 Inhibición selectiva del receptor BDNF tirosina quinasa B (TrkB) – ANA-12. 

Para la inhibición del receptor TrkB se sembraron las células PC-12 en una placa de 

24 pocillos recubierta con PDL en medio RPMI-1640 con 15 % de HS, 10 % de FBS y 

penicilina/estreptomicina al 1 %, se incubaron a 37 °C en CO2 al 5. El medio se 
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reemplazó después de 24 horas con 500 μL medio DMEM libre de suero más el 

inhibidor ANA-12 a una concentración de 5 µM, donde se dejó incubando a 37°C por 

un periodo de 60 minutos (Figura 17). Una vez pasado el tiempo de incubación se 

procede a estimular con BDNF (100 ng/mL). Finalmente, se mantuvo un registro 

fotográfico hasta las 72 horas (Li et al., 2019; Paris et al., 2020). 

 

Figura 17. Diagrama de bloqueo de receptor trkB con inhibidor ANA-12 a una concentración 

final de 05 µM, por un lapso de 72 horas. 

 

6. Cuantificación de extensiones neuríticas mediante herramientas 

computacionales 

El proceso de cuantificación implica el análisis y la medición de las proyecciones 

celulares durante una estimulación, como las neuritas. La cuantificación de 

extensiones neuríticas comienza con la adquisición de las imágenes microscópicas de 

las células PC-12, una vez obtenidas se procesaron para mejorar la calidad de la 
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imagen. A continuación, se empleó el software ImageJ / Fiji para medir parámetros 

como el número de células diferenciadas y la longitud de las estructuras neuríticas. 

Los criterios utilizados para determinar el porcentaje de diferenciación celular incluyen: 

(1) la pérdida de la morfología redonda característica de las células PC-12, 

evidenciada por el desarrollo de un cono de crecimiento neuronal, y (2) la presencia 

de neuritas. En total, se analizaron 807 células (n = 807) entre los grupos estimulados 

e inhibidos. Para la medición de la longitud neurítica, se consideró la distancia desde 

la base del cono de crecimiento neuronal hasta el extremo de la neurita principal, sin 

incluir ramificaciones o bifurcaciones. Además, el número promedio de células 

cuantificadas por campo fue de 5 (n = 5) (Harrill & Mundy, 2011). 
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RESULTADOS 

 

1. Obtención y caracterización de matriz extracelular de cerebro porcino 

Dado que la matriz extracelular descelularizada se utilizó como factor soluble, fue 

necesario obtenerla y caracterizarla antes de la estimulación en células PC-12.  

 

1.1 Disección y descelularización del cerebro porcino 

Tras la disección del cerebro porcino, cada sección se descelularizó por separado. 

Inicialmente, el tejido nativo presentaba una tonalidad rosácea (Figura 18). Luego del 

proceso, la tonalidad cambió gradualmente a blanco, y se observó una reducción en 

volumen y tamaño debido a las fuerzas mecánicas y químicas aplicadas durante los 

lavados. Las muestras de ECM descelularizado fueron congeladas inmediatamente a 

-80°C y liofilizadas para su posterior análisis molecular e histológico. 
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Figura 18. Disección y descelularización de cerebro porcino. (A) Corteza Nativa, (B) Cerebelo 

Nativo, (C) Tronco Nativo, (D) Corteza Descelularizada, (E) Cerebelo Descelularizado, (F) 

Tronco Descelularizado, (G) Corteza Descelularizada Liofilizada, (H) Cerebelo 

Descelularizado Liofilizado, (I) Tronco Descelularizado Liofilizado. La barra de escala de todas 

las imágenes es igual a 200 μm. 

 

1.2 Evaluación de material genético en dECM 

Para evaluar la presencia de material genético y la efectividad del proceso, se realizó 

una caracterización cualitativa mediante la histología de las tres regiones cerebrales 

(cerebelo, corteza y tronco) utilizando tinción H&E, que tiñe los núcleos celulares de 
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azul y el citoplasma de rosa. Se observó que los tejidos nativos (Figura 20, A-C) 

presentaban más núcleos que los descelularizados (Figura 20, D-F), lo que confirma 

la remoción del contenido nuclear durante el proceso. 

En paralelo, se realizó una electroforesis (Figura 19) a los dos grupos de tejidos. Todas 

las muestras nativas, presentaron ADN de alto peso molecular, mientras que las 

muestras descelularizadas mostraron un contenido de ADN prácticamente nulo, 

indicando una remoción exitosa del ADN luego de la descelularización de los tejidos 

de cada área. 

 

Figura 19. Electroforesis de ADN de tejido nativo y descelularizado de las áreas: corteza, 

cerebelo y tronco. MM hace referencia al marcador molecular. 

 

Además, se cuantificó la concentración de ADN mediante el ensayo ADNds Quant-

iT™ PicoGreen™. Los resultados mostraron que el ADN en los tejidos 

descelularizados de las tres regiones era casi nulo en comparación con los tejidos 
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nativos (Figura 20G), lo que demuestra la eficacia del proceso. La concentración de 

ADN en la corteza se redujo de 18.201 µg/mL a 98 µg/mL, en el cerebelo de 17.574 

µg/mL a 64.33 µg/mL, y en el tronco de 16.757 µg/mL a 82 µg/mL, indicando un cambio 

significativo en todas las regiones y una remoción del material genético del (±99.46%), 

(± 99.63%) y (± 99.51%), respectivamente. 

 

Figura 20. Evaluación cualitativa y cuantitativa del contenido nuclear en dECM. Tinción con 

H&E en (A) Corteza nativa, (B) Cerebelo nativo, (C) Tronco nativo, (D) Corteza 

descelularizada, (E) Cerebelo descelularizado, (F) Tronco descelularizado. (G) Concentración 

de ADN de tejido nativo vs descelularizado. La barra de escala de todas las imágenes es igual 

a 180 μm. Se determinaron diferencias significativas entre todos los grupos mediante un 

ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey (p<0,05). * Hace referencia a un valor 

p estadísticamente significativo inferior a 0,05. 

 

1.3 Evaluación de contenido de proteínas en dECM 

Para evaluar el contenido proteico de los tejidos descelularizados, se realizó un 

análisis histológico de las tres regiones cerebrales (cerebelo, corteza y tronco) 

utilizando la tinción azul de Coomassie, que tiñe las proteínas inespecíficas de azul. 

Se observó que tanto los tejidos nativos como los descelularizados presentaban esta 

coloración (Figura 21, A-F). Sin embargo, los tejidos descelularizados mostraron 
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espacios en su estructura, lo que sugiere una pérdida de proteínas durante el proceso 

de descelularización. 

Para cuantificar las proteínas tras la descelularización, se empleó el ensayo de ácido 

bicinconínico (BCA). Los resultados mostraron una menor concentración de proteínas 

en los tejidos descelularizados en comparación con los tejidos nativos (Figura 21G), lo 

que confirma la pérdida proteica durante el proceso. La concentración de proteínas en 

la corteza se redujo de 4.405 µg/mL a 2.247 µg/mL, en el cerebelo de 4.028 µg/mL a 

2.357 µg/mL, y en el tronco de 3.064 µg/mL a 1.739 µg/mL, indicando un cambio 

significativo en todas las regiones y una reducción del contenido proteico del (± 

48.99%), (± 41.49%) y (± 41.49%), respectivamente. 

 

Figura 21. Evaluación cualitativa y cuantitativa del contenido proteico en dECM. Tinción con 

azul de coomassie en (A) Corteza nativa, (B) Cerebelo nativo, (C) Tronco nativo, (D) Corteza 

descelularizada, (E) Cerebelo descelularizado, (F) Tronco descelularizado. (G) Concentración 

de proteínas de tejido nativo vs descelularizado. La barra de escala de todas las imágenes es 

igual a 180 μm. Se determinaron diferencias significativas entre todos los grupos mediante un 

ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey (p<0,05). * Hace referencia a un valor 

p estadísticamente significativo inferior a 0,05. 
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1.4 Evaluación de contenido de lípidos en dECM 

Para evaluar el contenido de lípidos en los tejidos descelularizados, se realizó un 

análisis histológico de las tres regiones cerebrales (cerebelo, corteza y tronco) 

utilizando la tinción "Luxol Fast Blue", que permite visualizar los fosfolípidos y 

galactolípidos presentes en las vainas de mielina de los tejidos nerviosos. Se observó 

que tanto los tejidos nativos como los descelularizados presentaban la coloración azul, 

lo que indica la presencia y distribución de lípidos (Figura 22, A-F). 

Para cuantificar los lípidos tras la descelularización, se utilizó un kit de cuantificación 

de lípidos. Los resultados mostraron un aumento en el contenido lipídico tras la 

descelularización en la corteza de 83.18 µg/mL a 112.8 µg/mL y el cerebelo 90.49 

µg/mL a 114.1 µg/mL, indicando un aumento de la concentración de lípidos del 26.26% 

y 20.69% respectivamente. Sin embargo, en el tronco disminuyó de 107.6 µg/mL a 

84.32 µg/mL, una reducción del 21.64%. No se observaron diferencias significativas 

entre los tejidos nativos y descelularizados en ninguna de las regiones (Figura 22G). 

 

Figura 22. Evaluación cualitativa y cuantitativa del contenido lipídico en dECM. Tinción con 

Luxol Fast Blue en (A) Corteza nativa, (B) Cerebelo nativo, (C) Tronco nativo, (D) Corteza 

descelularizada, (E) Cerebelo descelularizado, (F) Tronco descelularizado. (G) Concentración 

de proteínas de tejido nativo vs descelularizado. La barra de escala de todas las imágenes es 
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igual a 180 μm. Se determinaron diferencias significativas entre todos los grupos mediante un 

ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey (p<0,05). ns Hace referencia a un 

valor p estadísticamente no significativo superior a 0,05. 

 

1.5 Evaluación de contenido de azúcares en dECM 

Para evaluar la presencia de azúcares tras la descelularización, se realizó un análisis 

histológico de las tres regiones cerebrales (cerebelo, corteza y tronco) utilizando la 

tinción de ácido peryódico de Schiff (PAS), que tiñe de magenta los hidratos de 

carbono, glicoproteínas y proteoglicanos. Tanto los tejidos nativos como los 

descelularizados mostraron coloración magenta, aunque los tejidos descelularizados 

presentaron vacíos estructurales en comparación con los tejidos nativos, donde la 

coloración era más homogénea (Figura 23, A-F). 

Para cuantificar el contenido de azúcares, se utilizó el ensayo de glicosoaminoglicanos 

sulfatados (sGAG) Blyscan. Los resultados mostraron un mayor contenido de 

glicosoaminoglicanos tras la descelularización en la corteza de 18.76 µg/mL a 20.17 

µg/mL, cerebelo de 14.12 µg/mL a 21.94 µg/mL y tronco de 20.74 µg/mL vs 25.06 

µg/mL, indicando un aumento de concentración de azúcares del (± 7%), (± 35.64%) y 

(± 17.24%), respectivamente (Figura 23G). 
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Figura 23. Evaluación cualitativa y cuantitativa del contenido de azúcares en dECM. Tinción 

con PAS en (A) Corteza nativa, (B) Cerebelo nativo, (C) Tronco nativo, (D) Corteza 

descelularizada, (E) Cerebelo descelularizado, (F) Tronco descelularizado. (G) Concentración 

de azúcares de tejido nativo vs descelularizado. La barra de escala de todas las imágenes es 

igual a 180 μm. Se determinaron diferencias significativas entre todos los grupos mediante un 

ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey (p<0,05). * Hace referencia a un valor 

p estadísticamente significativo inferior a 0,05. ns Hace referencia a un valor p 

estadísticamente no significativo superior a 0,05. 

 

1.6 Evaluación de esterilidad de dECM  

El análisis bacteriano y micológico para el tejido descelularizado liofilizado de las áreas 

de tronco, corteza, y cerebelo, no presentaron presencia de microorganismos. 



75 
 

 

Figura 24. Prueba de esterilidad en tejidos descelularizados, donde (A) es corteza 

descelularizada, (B) tronco descelularizado y (C) cerebelo descelularizado. 

 

2. Diferenciación a morfología neuronal de PC-12 

2.1 Diferenciación con factores neurotróficos NGF / BDNF 

Se analizó el potencial de diferenciación tras la administración de los factores 

neurotróficos NGF y BDNF (Figura 25), observándose maduración neurítica y la 

presencia de extensiones. Las células PC-12 control (Figura 25A), adheridas sin 

suministro de factores neurotróficos, mantuvieron su estructura redonda a lo largo de 

los siete días de experimentación. En contraste, la estimulación con NGF (Figura 25B) 

promovió el crecimiento de extensiones neuríticas, las cuales alcanzaron una longitud 

considerable desde el segundo día de tratamiento. 

Por otro lado, bajo el suministro de BDNF (Figura 25C), también se observaron 

extensiones neuríticas, aunque su longitud fue notablemente menor en comparación 

con las estimuladas con NGF. Al igual que con NGF, la estimulación comenzó a 

mostrar efectos a partir del segundo día. 
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Figura 25. Evaluación cualitativa de PC-12 bajo estimulación con factores neurotróficos: (A) 

Control sin factores neurotróficos, (B) NGF (50 ng/mL), (C) BDNF (150 ng/mL). La barra de 

escala de todas las imágenes es igual a 180 μm. 

 

Además, se realizó un conteo celular para determinar el porcentaje de células 

diferenciadas y evaluar la efectividad del factor neurotrófico en la estimulación de las 

PC-12. El conteo mediado por NGF mostró una diferencia significativa (p<0.0001) 

entre las células control y las diferenciadas (4.759% vs 55.34%). Esto demuestra que 

NGF indujo una estimulación del 50% con respecto al control. 

 

Figura 26. Evaluación cuantitativa de PC-12 bajo estimulación con NGF: (A) Control de PC-

12 sin administración de NGF. (B) Estimulación mediada por NGF. (C) Cuantificación del 

porcentaje de diferenciación de células control y células diferenciadas por NGF. La barra de 

escala de todas las imágenes es igual a 180 μm. Se determinaron diferencias significativas 

entre todos los grupos mediante un ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey 

(p<0,05). * Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05. 
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De igual forma, se evaluó el porcentaje de diferenciación bajo la estimulación con 

BDNF mostrando una diferencia significativa (p<0.0001) entre las células control y las 

diferenciadas (4.759% vs 39.14%), lo que nos indica que la capacidad de inducción de 

diferenciación celular del BDNF es de un 34.38%. 

 

Figura 27. Evaluación cuantitativa de PC-12 bajo estimulación con BDNF: (A) Control de PC-

12 sin administración de BDNF. (B) Estimulación mediada por BDNF. (C) Cuantificación del 

porcentaje de diferenciación celular, células control, y células diferenciadas. La barra de escala 

de todas las imágenes es igual a 180 μm. Se determinaron diferencias significativas entre 

todos los grupos mediante un ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey 

(p<0,05). *Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05. 

 

Luego, se realizó una comparación entre los dos factores (NGF y BDNF), para evaluar 

su capacidad estimulante (Gráfica 1A). Se observó que NGF induce un porcentaje de 

diferenciación celular mayor a la ejercida por BDNF (± 15.62%), marcando diferencias 

significativas. 

Conforme a evaluar si el factor neurotrófico induce mayor diferenciación celular, se 

realizó una cuantificación de la longitud promedio de las neuritas entre las células 

estimuladas con NGF y BDNF (Gráfica 1B). Los resultados mostraron diferencias 

significativas entre el promedio de longitud de las células control y las células 

estimuladas con NGF (9.166 µm vs 50.79 µm, p<0.0001), con un aumento de 41.62 
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µm en las neuritas respecto al control. Igualmente, se observó una diferencia 

significativa entre el control y las estimuladas con BDNF (9.166 µm vs 12.44 µm, 

p<0.0001), con un incremento de 3.27 µm en el crecimiento neurítico. Al comparar 

NGF y BDNF, NGF indujo un aumento de 38.35 µm en la longitud promedio de las 

neuritas respecto a BDNF, observando una diferencia significativa (50.79 µm vs 12.44 

µm, p<0.0001). 

 

Gráfica 1. Evaluación cuantitativa de PC-12 bajo estimulación con factores neurotróficos: (A) 

Cuantificación de diferenciación celular de los factores NGF y BDNF. Se determinaron 

diferencias significativas entre todos los grupos mediante un ANOVA unidireccional con un 

análisis post hoc de Tukey (p<0,05). (B) Cuantificación de extensiones neuríticas tras la 

administración de factores neurotróficos NGF y BDNF. Se determinaron diferencias 

significativas entre todos los grupos mediante un ANOVA unidireccional no paramétrico con un 

análisis post hoc de Dunn (p<0,05). *Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo 

inferior a 0,05. ** Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs 

control. 
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2.1.1 Caracterización de células diferenciadas por factores neurotróficos 

La caracterización por inmunofluorescencia (Figura 28) mostró que las extensiones 

neuríticas de las células estimuladas con NGF son visiblemente más largas en 

micrómetros que las estimuladas con BDNF. Además, se observó una clara diferencia 

entre las células estimuladas y las de control (sin factores neurotróficos). 

 

Figura 28. Caracterización por inmunofluorescencia: (A) Control de PC-12 sin estimular. (B) 

Estimulación mediada por NGF (50 ng/mL). (C) Estimulación mediada por BDNF (150 ng/mL). 

La barra de escala de todas las imágenes es igual a 40 μm. 

 

2.2 Diferenciación con factor soluble de dECM 

Las células fueron expuestas a la administración del factor soluble de dECM 

proveniente de la corteza, cerebelo y tronco (Figura 29) a una concentración de 1 x 

10⁵ ng/mL durante 7 días, con estímulos cada 48 horas. Se observó crecimiento 

neurítico desde el primer día. 
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Figura 29. Estimulación con factor soluble de dECM a una concentración final de1 x 105 ng/mL, 

(A) Corteza, (B) Cerebelo y (C) Tronco. La barra de escala de todas las imágenes es igual a 

180 μm. 

 

Para evaluar la efectividad del factor soluble de dECM y comparar con la estimulación 

por factores neurotróficos, se cuantificaron el porcentaje de diferenciación celular y las 

longitudes neuríticas (Gráfica 2) entre el control negativo (células sin dECM soluble), 

los controles positivos (estimuladas con NGF y BDNF) y las estimuladas con dECM de 

las áreas de corteza, cerebelo y tronco. Respecto al porcentaje de diferenciación 

celular, no hubo un cambio significativo entre los controles positivos y aquellas 

estimuladas con el factor soluble de dECM, sin embargo, con respecto al control 

negativo se observaron cambios significativos. Igualmente, al comparar la capacidad 

estimulante de las distintas áreas de dECM, tronco fue el que indujo mayor 

diferenciación (53.79%) seguido de corteza (53.20%) y de último cerebelo (46.98%) 

indicando una diferencia con respecto al control de 49.03%, 48.44% y 42.22%, 

respectivamente. 

Por otra parte, existe una diferencia significativa entre el control positivo de NGF y las 

células estimuladas con factor soluble de dECM de cada área; Sin embargo, al 

comparar el control positivo de BDNF no hubo una diferencia significativa, con respecto 

a cerebelo y corteza, pero una diferencia significativa con dECM del área tronco. 
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Igualmente se comparó, la longitud entre las áreas estudiadas, donde se demostró que 

tronco tuvo una mayor extensión neurítica (23.20 µm), seguido de cerebelo (15.93 µm) 

y corteza (14.83 µm), indicando una diferencia con respecto al control de 14.03 µm, 

6.76 µm y 5.66 µm, respectivamente. 

 

Gráfica 2. Evaluación cuantitativa de la estimulación mediada por dECM. (A) Cuantificación 

del porcentaje de diferenciación celular. Se determinaron diferencias significativas entre todos 

los grupos mediante un ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey (p<0,05). 

**Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs control. ns Hace 

referencia a un valor p estadísticamente no significativo superior a 0,05 vs NGF y BDNF. (B) 

Cuantificación de longitud neurítica. Se determinaron diferencias significativas entre todos los 

grupos mediante un ANOVA unidireccional no paramétrico con un análisis post hoc de Dunn 

(p<0,05). *Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs BDNF. 

**Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs NGF. ns Hace 

referencia a un valor p estadísticamente no significativo superior a 0,05. 
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3. Inhibición de Receptores Trk 

3.1 Inhibición de estimulación con factores neurotróficos 

Se inhibieron los receptores TrkA y TrkB durante 72 horas con concentraciones finales 

de 20 µM y 5 µM, respectivamente, previo a la estimulación con factores neurotróficos. 

 

Figura 30. Inhibición medida por GW441756 y ANA-12. (A) Control sin estimulación, (B) PC-

12 estimuladas con NGF, (C) PC-12 estimuladas con BDNF, (D) Control de inhibición, (E) PC-

12 inhibidas con GW441756 y (F) PC-12 inhibidas con ANA-12. La barra de escala de todas 

las imágenes es igual a 180 μm. 

 

Dado que algunas de las células inhibidas mostraron estimulación, se cuantificó tanto 

el porcentaje de diferenciación y la longitud neurítica de las células tratadas con 

GW441756 en comparación con las estimuladas con NGF. Los resultados mostraron 

una diferencia significativa en el porcentaje de diferenciación entre las células 

estimuladas con NGF y las tratadas con GW441756 (55.34% vs 12.89%) donde se 
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redujo aproximadamente un 42.45%. Igualmente, al comparar la longitud neurítica de 

NGF (50.79 µm) y las inhibidas (10.49 µm), se observó que se redujo un 40.30 µm de 

la longitud neurítica bajo la administración de GW441756. En cuanto a las células 

tratadas con ANA-12, hubo una diferencia significativa entre las células estimuladas y 

las inhibidas, tanto para el porcentaje de diferenciación celular (39.14% vs 10.52%) 

con una diferencia de 28.62%, como para el crecimiento o extensión neurítica (12.44 

µm vs 5.94 µm), representando una reducción de 6.50 µm. 

De igual forma, se analizaron los valores obtenidos de los grupos NGF y BDNF, al 

inhibirlos con el receptor no especifico de unión (Gráfica 3). Para NGF no hubo un 

cambio significativo entre las células estimuladas y la inhibición de TrkB (55.34% vs 

51.60%) lo que equivale a una diferencia de 3.74%. En el grupo de BDNF, no hubo un 

cambio significativo entre las células estimuladas y la inhibición de TrkA (39.14% vs 

22.11%) con una diferencia del 17.03%. Además, se comparó la longitud neurítica al 

inhibirlos con el receptor no especifico de unión (Gráfica 4). Para NGF, no hubo un 

cambio significativo entre las células estimuladas y la inhibición con TrkB (50.79 µm vs 

44.98 µm) con una diferencia de longitud de 5.81 µm. En el grupo de BDNF, no hubo 

un cambio significativo entre las células estimuladas (12.44 µm) y las inhibidas con 

TrkA (15.61 µm), con una diferencia de longitud de 3.17 µm. Esto nos indica que al 

estimular con los receptores no específicos de las neurotrofinas no hay una inhibición 

significativa.  
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3.2 Inhibición de estimulación con factor soluble de dECM 

De igual forma, se realizó una inhibición de TrkA (20 µM) y TrkB (5 µM) durante 72 

horas en las células PC-12 previas a ser estimuladas con el factor soluble de dECM 

de corteza, cerebelo y tronco. Visualmente, se observó una diferencia entre las células 

estimuladas e inhibidas, a pesar de que la inhibición fue parcial. Las células inhibidas 

con GW441756 mostraron mayor estimulación en comparación con las inhibidas con 

ANA-12. 

 

Figura 31. Inhibición medida por GW441756 y ANA-12 en células PC-12 estimuladas con 

dECM del área de (A) Corteza (B) Cerebelo, (C) Tronco. Control de inhibición mediado por 

GW441756 en células estimuladas con dECM del área de (D) Corteza (E) Cerebelo, (F) 

Tronco. Control de inhibición mediado por ANA-12 en células estimuladas con dECM del área 
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de (G) Corteza (H) Cerebelo, (I) Tronco. La barra de escala de todas las imágenes es igual a 

180 μm. 

 

Se cuantificó el porcentaje de diferenciación (Gráfica 3), para el grupo de cerebelo y 

corteza no hubo un cambio significativo entre las células estimuladas y sus respectivas 

inhibiciones, sin embargo, evaluando cada uno de los valores, se puede observar que 

se redujo el porcentaje de diferenciación tras la inhibición de TrkB (Cerebelo, de 

46.98% a 34.37%, lo que representa una diferencia de ± 12.61% y Corteza, 53.20% a 

37.10% lo que representa una diferencia de ± 16.10%), mientras que el porcentaje con 

respecto a la inhibición de TrkA, permaneció casi igual que el de la estimulación. Al 

comparar la inhibición con la estimulación de tronco, se pudo observar un cambio 

significativo entre la estimulación y la inhibición de TrkB (53.79% vs 34.24%) indicando 

una diferencia aproximada de 19.55%, y un cambio no significativo entre la 

estimulación y la inhibición de TrkA (53.79% vs 59.24%), lo que representa una 

diferencia de 5.45%. 
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Gráfica 3. Cuantificación de diferenciación celular de la inhibición de receptores TrkA y TrkB 

respectivamente, bajo la administración de NGF, BDNF, factor soluble de dECM de las áreas 

cerebelo, corteza y tronco. Se determinaron diferencias significativas entre todos los grupos 

mediante un ANOVA unidireccional con un análisis post hoc de Tukey (p<0,05). * Hace 

referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05. ** Hace referencia a un 

valor p estadísticamente no significativo superior a 0,05 vs estimulación NGF. *** Hace 

referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs estimulación BDNF. # 

Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs estimulación 

BDNF. ## Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs control. 

ns Hace referencia a un valor p estadísticamente no significativo superior a 0,05. 

 

Se cuantificó la longitud neurítica (Gráfica 4) de las células tratadas con GW441756 

frente a las estimuladas con dECM. Los resultados no mostraron una diferencia 

significativa entre la longitud neurítica de las células estimuladas con dECM (cerebelo: 
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15.93 µm; corteza: 14.83 µm; tronco: 23.20 µm) y las tratadas con GW441756 

(cerebelo: 19.81 µm; corteza: 15.48 µm; tronco: 16.41 µm), indicando una diferencia 

de longitud neurítica de 3.88 µm, 0.65 µm y 6.79 µm, respectivamente. Sin embargo, 

hubo una diferencia significativa en las células estimuladas con dECM (cerebelo: 15.93 

µm; corteza: 14.83 µm; tronco: 23.20 µm). y las tratadas con ANA-12 (cerebelo: 6.94 

µm; corteza: 7.97 µm; tronco: 8.40 µm), lo que representa una diferencia de longitud 

neurítica 8.99 µm, 6.86 µm y 14.80 µm respectivamente, indicando que la inhibición de 

TrkB fue más efectiva comparada a la inhibición de TrkA. 

 

Gráfica 4. Cuantificación de la longitud neurítica de la Inhibición de receptores TrkA y TrkB 

respectivamente, bajo la administración de NGF, BDNF, factor soluble de dECM de las áreas 

cerebelo, corteza y tronco. Se determinaron diferencias significativas entre todos los grupos 

mediante un ANOVA unidireccional no paramétrico con un análisis post hoc de Dunn (p<0,05). 

* Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05. ** Hace referencia 

a un valor p estadísticamente no significativo superior a 0,05 vs estimulación NGF. *** Hace 
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referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs estimulación BDNF. # 

Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs estimulación 

cerebelo. ## Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 0,05 vs 

estimulación corteza. ### Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo inferior a 

0,05 vs estimulación tronco. $ Hace referencia a un valor p estadísticamente significativo 

inferior a 0,05 vs estimulación NGF y Tronco. $$ Hace referencia a un valor p estadísticamente 

no significativo superior a 0,05 vs estimulación BDNF, Cerebelo y Corteza. 
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DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 

 

1. Obtención y caracterización de matriz extracelular de cerebro porcino 

La obtención de una matriz extracelular adecuada para aplicaciones biomédicas 

requiere preservar tanto la estructura como las propiedades bioactivas de las 

subregiones cerebrales. En este estudio, se llevó a cabo la descelularización de tres 

regiones específicas del cerebro porcino (corteza, cerebelo y tronco encefálico), a 

diferencia de otros estudios, como el de Simsa et al., (2021), que descelularizan el 

cerebro en su totalidad. Los análisis histológicos y bioquímicos realizados tras la 

descelularización confirman y resaltan las diferencias entre las subregiones cerebrales 

estudiados y sus posibles efectos en la diferenciación celular. 

La cuantificación del material genético fue el primer parámetro analizado tras la 

descelularización, la remoción adecuada del contenido intracelular es un criterio 

esencial para evitar una respuesta inmune adversa en aplicaciones terapéuticas 

(Crapo et al., 2011; Gilpin & Yang, 2017). La caracterización cualitativa mediante 

tinción de H&E reveló una alta densidad de núcleos celulares en los tejidos nativos, en 

contraste con el tejido descelularizado, donde estos fueron eliminados con éxito tras 

el proceso de descelularización. Esto indicó una remoción efectiva del material 

genético, lo cual fue corroborado mediante electroforesis en gel, donde los tejidos 

nativos mostraron fragmentos de alto peso molecular (>10,000 pb), mientras que los 

descelularizados presentaron valores <1,000 pb. Estos resultados se correlacionaron 

con la cuantificación de ADN mediante el ensayo PicoGreen™, evidenciando una 

reducción drástica del contenido de ADN en todas las regiones cerebrales analizadas. 
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Los resultados obtenidos son consistentes con los reportados por Crapo et al., (2012), 

lo que confirma la eficacia del protocolo de descelularización en la eliminación del 

material genético. Además, coinciden con la literatura, que señala que la 

descelularización tiene como objetivo remover células y componentes intracelulares, 

en particular ADN y ARN, mediante métodos químicos, enzimáticos, físicos o 

combinados, preservando simultáneamente proteínas estructurales y reguladoras de 

la matriz extracelular (MEC) (Gilpin & Yang, 2017; Neishabouri et al., 2022). 

La conservación de determinadas proteínas podría ser relevante, ya que se ha 

demostrado que algunas glicoproteínas favorecen la expansión de neuritas, así como 

la supervivencia y el crecimiento neuronal (Dequach et al., 2011). La preservación de 

la estructura proteica se evaluó cualitativamente mediante tinción con azul de 

Coomassie evidenciando la presencia de contenido proteico tanto en los tejidos nativos 

como en los descelularizados, lo que indica que, se conservó un porcentaje de 

proteínas, presumiblemente reguladoras y estructurales (Gilpin & Yang, 2017). La 

cuantificación mediante el ensayo de BCA confirmó la retención de proteínas en los 

tejidos descelularizados, aunque con una reducción en su concentración. Estos 

resultados coinciden con los reportados por Simsa et al., (2021) quienes evidenciaron 

que la descelularización disminuye la concentración proteica, sin embargo, describen 

que se preservaron proteínas estructurales, en su mayoría colágeno y ciertos factores 

de crecimiento. Esta pérdida proteica se atribuye a la eliminación celular, dado que la 

remoción de células conlleva la eliminación de proteínas intracelulares y solubles, 

como se ha descrito en estudios previos de descelularización, sin embargo, se sugiere 

que el nivel proteico residual corresponde a la conservación de proteínas estructurales 

de la matriz extracelular, como colágeno, fibronectina, laminina y ciertos factores de 
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crecimiento, como lo describe Gilpin & Yang, (2017); Zhang et al., (2022). Igualmente 

es importante destacar que las diferencias en las concentraciones entre las distintas 

áreas cerebrales, es debido a que el contenido proteico en el SNC varía según el tipo 

de tejido, la región específica y sus funciones en el organismo. Los resultados nos 

sugieren que la técnica de descelularización empleada permite la retención de ciertas 

proteínas, aunque no se dispone de información precisa sobre cuáles permanecen en 

el tejido y cuáles se eliminan.  

Uno de los componentes más importantes de la membrana celular, y los cuales con 

esenciales para muchos procesos en el cerebro incluyendo la señalización neuronal y 

la integridad estructural, son los lípidos. El principal hallazgo durante la caracterización 

de lípidos mediante la tinción "Luxol Fast Blue" es que tanto en los tejidos nativos como 

en los descelularizados se conserva la coloración azul, lo que indica la presencia de 

fosfolípidos y galactolípidos (Moszczynski et al., 2020). Sin embargo, la cuantificación 

de lípidos arrojó resultados interesantes: en algunas regiones cerebrales, como la 

corteza y el cerebelo, hubo un aumento en el contenido lipídico tras la 

descelularización. Debido a que el proceso de descelularización demanda un equilibrio 

entre la preservación de la estructura nativa de la ECM y la eliminación celular, eliminar 

todos los elementos como el ADN, y los lípidos de un tejido es imposible. Al 

descelularizar tejidos del sistema nervioso, la alta densidad de axones y mielina puede 

dificultar su eliminación. Debido a su resistencia a ciertos tratamientos, su remoción 

completa puede requerir métodos adicionales, como el uso de detergentes específicos 

o enzimas (Zhang et al., 2022). De igual forma, la composición lipídica del tejido 

cerebral difiere en función a las condiciones de descelularización y la técnica de 

extracción de lípidos, además que puede alterar la estructura y composición de la 
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matriz extracelular, influyendo en la forma en que se retienen y distribuyen los lípidos 

(Golebiowska et al., 2024; Nakamura et al., 2017; Yaldiz et al., 2022). 

Los glicosaminoglicanos (GAGs) desempeñan un papel clave en el desarrollo, 

migración y crecimiento neurítico en el SNC. Dequach et al., (2011) describe estos 

compuestos como elementos clave de la MEC y desempeñan un papel esencial en la 

comunicación celular y la regulación de factores de crecimiento, por ello, su contenido 

fue evaluado tras el proceso de descelularización. El análisis mediante tinción PAS 

confirmó la presencia de azúcares en los tejidos nativos y descelularizados. Estos 

hallazgos son consistentes con los niveles de glicosaminoglicanos (GAGs) 

cuantificados mediante el ensayo de Blyscan. Sin embargo, en todas las regiones 

cerebrales analizadas, la concentración de GAGs en la matriz extracelular (MEC) 

descelularizada fue mayor en comparación con los tejidos nativos, lo que sugiere una 

mayor concentración relativa de azúcares tras la descelularización, posiblemente 

debido a la eliminación de proteínas intracelulares y ADN. Dado que el objetivo del 

proceso es la eliminación celular sin comprometer la integridad de la MEC, la retención 

de GAGs y proteoglicanos, (ejm. Perlecano), se ve favorecida. 

 

En general, las variaciones detectadas en la eliminación de material celular y la 

conservación de la ECM entre diferentes zonas del cerebro podrían estar vinculadas 

con las particularidades inherentes de cada zona. El cerebelo es altamente rico en 

neuronas, contiene el 80% de las neuronas del cerebro organizadas en una densa 

capa celular y la presencia de células como las de Purkinje puede reducir la eficacia 

del proceso (Jimsheleishvili & Dididze, 2019), luego sigue la corteza cerebral, también 

presenta una alta densidad celular, compuesta por una red compleja de neuronas 
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interconectadas que forman la capa más externa del cerebro, por lo que la remoción 

de ADN y proteínas intracelulares es más notoria (Javed & Lui, 2018) y por último se 

encuentra el tronco, contiene sustancia gris y blanca. La sustancia blanca, 

particularmente está compuesta principalmente por axones, que poseen una alta 

densidad de fibras mielinizadas, lo que puede dificultar la penetración de detergentes 

y agentes descelularizantes, afectando la eficiencia del proceso (Basinger & Hogg, 

2023). Dicho esto, el cerebelo, la corteza y el tronco cerebral poseen distintos factores 

como grosor, densidad celular, composiciones de ECM e incluso complejidades 

anatómicas, lo cual podría afectar la efectividad del proceso de descelularización 

(Yaldiz et al., 2022).  

En función de garantizar la integridad de nuestros resultados y a futuro la seguridad 

de la aplicación en estudios celulares y posibles terapias regenerativas, es necesario 

realizar la prueba de esterilidad de la dECM de cerebro porcino. Los resultados 

demostraron la ausencia de contaminación bacteriana y fúngica en las muestras de 

dECM, lo que indica que el protocolo utilizado para su descelularización y posterior 

procesamiento fue eficaz en la eliminación de posibles contaminantes biológicos (Tao 

et al., 2021; Yaldiz et al., 2022). 

 

La eficacia de la esterilización se debe de igual forma a los pasos de lavado con 

soluciones estériles, además del control riguroso durante la manipulación del material. 

A pesar de que los resultados no tuvieron presencia de microorganismos, es 

importante destacar que las pruebas de esterilidad fueron realizadas en condiciones 

de laboratorio controladas.  
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Es importante mencionar, que la esterilidad del dECM es esencial no solo para 

garantizar la seguridad de los cultivos celulares y la diferenciación, sino también para 

asegurar la fiabilidad de los resultados experimentales. De haber una contaminación 

la respuesta celular podría verse alterada o simplemente se introducen variables 

indeseadas al experimento, afectando tanto la reproducibilidad como la interpretación 

de los datos. Este estudio demuestra que el proceso utilizado garantiza un ambiente 

óptimo para las células, lo cual es un aspecto crítico para aplicaciones futuras en 

ingeniería de tejidos y regeneración neuronal. 

 

2. Modulación in vitro de la diferenciación celular 

Este estudio se centró en los factores neurotróficos NGF y BDNF en el modelo celular 

PC-12, debido a su capacidad para inducir la diferenciación celular. Además, se evaluó 

la administración de dECM como factor soluble en este linaje celular. La estimulación 

de las células PC-12 con los factores neurotróficos NGF y BDNF, demostraron 

diferencias significativas en cuanto a la respuesta celular, particularmente en el 

crecimiento neurítico. Estos resultados nos indican la importancia del desempeño de 

estas moléculas en la diferenciación y el crecimiento neuronal (Xiao & Le, 2015). 

Los resultados obtenidos indicaron que las neuritas de las células tratadas con NGF 

alcanzaron una mayor longitud promedio y diferenciación celular, superior a las de las 

células control. Este resultado es consistente con diversos estudios cuyos parámetros 

son comparables a los de la presente investigación. Chaurasiya et al. (2017), 

cuantificaron el crecimiento neurítico en células PC-12 bajo distintas concentraciones 

de NGF, observando que aquellas estimuladas con 50 ng/mL presentaron una longitud 
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neurítica promedio de 45 µm. De manera similar, Harrill & Mundy, (2011), reportaron 

un promedio de aproximadamente 50 µm en células PC-12 tratadas con NGF. 

Además, Das et al., (2004), reportaron que la diferenciación celular en células PC-12 

supera el 45% tras la estimulación con NGF. Estos valores son comparables a los 

obtenidos en el presente estudio, con una longitud neurítica promedio de 50.79 µm y 

una diferenciación celular superior al 45%. A partir de este dato, se demuestra que el 

NGF es muy efectivo en la promoción del crecimiento y la diferenciación neuronal en 

células PC-12, información que concuerda en la literatura donde se describe al NGF 

como un factor clave en el desarrollo y la regeneración de neuronas sensoriales y 

simpáticas (Greene & Tischler, 1976).  

Por otro lado, a pesar de que el BDNF también promovió el crecimiento de las neuritas, 

su efecto en las células fue significativamente menor en comparación con el NGF. 

Aunque este factor tiene un efecto positivo al promover el crecimiento neuronal, su 

capacidad para inducir elongación neurítica en las células PC-12 es inferior.  

Estos resultados concuerdan con estudios que evalúan el efecto del BDNF en el 

crecimiento neurítico. Srinivasan et al., (2014), demostraron que la presencia de BDNF 

promueve una longitud neurítica promedio de 15 µm en neuronas corticales, un valor 

comparable al obtenido en el presente estudio (12.44 µm). Esto se debe, a que las 

vías de señalización activadas por estos factores neurotróficos, son diferentes. Por una 

parte, el NGF actúa principalmente a través del receptor TrkA, que está fuertemente 

asociado con la promoción del crecimiento neurítico en este tipo de células (Karliner & 

Merry, 2023b), mientras que el BDNF se une al receptor TrkB, que desencadena otros 

procesos neuronales principales, como la supervivencia celular (Binder & Scharfman, 

2004; Merighi, 2024). 
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Las diferencias entre NGF y BDNF nos indican que, aunque ambos factores 

promueven la diferenciación neuronal y el crecimiento neurítico, sus roles se 

encuentran especializados y dependen del contexto fisiológico o de las necesidades 

específicas de las células (S. Skaper, 2008). En el caso de las células PC-12, el NGF 

parece ser el factor más eficiente para promover la elongación neurítica, lo que va 

acorde con su rol descrito en la literatura en la promoción del crecimiento axonal. Por 

el contrario, el BDNF tiene efectos en otros aspectos de la funcionalidad neuronal, 

como la plasticidad sináptica (Chakrapani et al., 2020), aspectos que no fueron 

evaluados en este estudio, sin embargo Hartmann et al., (2001), probó que la 

activación de alta frecuencia de las sinapsis glutamatérgicas induce la liberación de 

BDNF desde gránulos secretores ubicados en la región sináptica, lo que favorece el 

concepto de que el BDNF es un mensajero sináptico de la plasticidad sináptica. Esta 

diferencia de funciones entre NGF y BDNF es importante para entender la 

especificidad de las vías de señalización que regulan el crecimiento y la maduración 

neuronal, y que son claves para el desarrollo de distintos tratamientos involucrados en 

la regeneración a nivel del sistema nervioso central. 

 

Por otra parte, la estimulación de células PC-12 con matriz extracelular descelularizada 

(dECM) de diferentes áreas cerebrales (cerebelo, corteza y tronco) demostró que 

induce un crecimiento neurítico significativo, esto se debe a que las moléculas 

presentes en la dECM conservaron elementos funcionales de la matriz extracelular 

nativa que inducen la diferenciación celular (Nie & Wang, 2018). De hecho, estudios 

realizados por (Fujii et al., 1982; Vlodavsky et al., 1982) demuestran que la matriz 

extracelular de distintas fuentes promueve el crecimiento de neuritas en células PC12 
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en ausencia de NGF. Por otra parte, Crapo et al., (2012) observó que los andamios de 

matriz extracelular del sistema nervioso central retienen proteínas neuronales y 

factores de crecimiento, los cuales, al ser evaluados in vitro en células PC-12, 

demostraron citocompatibilidad y promovieron la migración, proliferación y 

diferenciación celular. A diferencia de estudios previos, este trabajo se centró en el uso 

de la matriz extracelular descelularizada (dECM) como factor soluble, en contraste con 

la literatura existente, donde suele emplearse como componente de sustratos 

celulares, andamios o hidrogeles para promover la migración celular. 

La retención de los componentes bioactivos y señales, actúan regulando el 

comportamiento celular, incluida la proliferación y diferenciación celular (Brown et al., 

2022), de hecho, se observó que el mayor crecimiento neurítico fue específicamente 

de las áreas de corteza y tronco, esto nos sugiere que la dECM contiene moléculas 

que activan rutas de diferenciación similares o complementarias a las que son 

activadas por los factores neurotróficos (Crapo et al., 2014). Los resultados apoyan 

estudios previos que indican que la dECM no solo actúa como soporte estructural, sino 

que también promueve la señalización celular para procesos de crecimiento, 

diferenciación y reparación neuronal (Crapo et al., 2012; Yaldiz et al., 2022). 

De igual forma, las diferentes regiones cerebrales mostraron variaciones en cuanto a 

la capacidad de promover el crecimiento neurítico, estos resultados concuerdan con 

los realizados por Reginensi et al., (2020) donde al utilizar dECM de tres regiones del 

cerebro porcino en forma soluble, observaron que su administración en células PC-12 

inducía diferenciación, evidenciando variaciones en la maduración neuronal según la 

región cerebral de origen. Las diferencias de longitudes están atribuidas a la 

composición específica de cada dECM regional, varía en términos de proteínas de la 
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matriz, glicosaminoglicanos y factores de crecimiento residentes (Agmon & Christman, 

2016; Reginensi et al., 2020a). Por ejemplo, una región importante para la conectividad 

neuronal y soporte vital es el tronco encefálico (Basinger & Hogg, 2023), este podría 

poseer una mayor densidad de componentes bioactivos responsables de inducir 

respuestas de diferenciación más pronunciadas en las células PC-12. 

De esta forma los resultados sugieren que la dECM podría es un candidato prometedor 

para terapias de regeneración neural. El hecho de que la dECM por sí sola fue capaz 

de inducir la diferenciación neuronal sin la necesidad de factores neurotróficos 

adicionales como NGF, ofrece ventajas significativas para crear estrategias de 

reparación o regeneración de tejido nervioso dañado. Además, la diferencia observada 

en la respuesta de las células a la dECM derivada de distintas regiones cerebrales 

subraya la importancia de seleccionar la fuente adecuada de dECM para maximizar su 

potencial bioactivo en contextos terapéuticos. 

 

Para evaluar la capacidad de diferenciación celular y validar la interacción proteína-

receptor, se utilizaron inhibidores específicos de los receptores de NGF y BDNF. Este 

enfoque permite determinar la selectividad de las proteínas hacia sus receptores. A 

partir de los resultados obtenidos de inhibición de los receptores TrkA y TrkB para los 

factores neurotróficos NGF y BDNF, respectivamente, nos amplían la información 

sobre los mecanismos moleculares que están involucrados en la diferenciación 

neuronal. Cuando inhibes estas vías de señalización, se puede observar cómo la 

respuesta celular a los factores neurotróficos se ve significativamente afectada, este 

dato simplemente nos confirma el rol crucial de los receptores Trk y como la unión a 
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sus moléculas específicas provocan el crecimiento neurítico, como respuesta celular 

(Yan et al., 2019). 

Uno de los resultados más significativos se dio tras la inhibición del receptor TrkA 

mediante el compuesto GW441756, la reducción drástica del porcentaje de 

diferenciación celular y disminución de la longitud de las neuritas en las células PC-12 

estimuladas con NGF son consistentes con estudios como el de Di Donato et al., 

(2015) , que emplearon este inhibidor para evaluar el papel de TrkA en la regulación 

del crecimiento neurítico en células PC-12. En dicho estudio, el porcentaje de 

diferenciación celular, caracterizado por el crecimiento de neuritas fue 

aproximadamente del 12%. La proximidad de los valores obtenidos y los descritos en 

previas investigaciones entonces nos demuestran que la activación del receptor TrKA 

es esencial para el crecimiento neurítico. Además, uno de los aspectos clave en este 

estudio fue la determinación de la concentración óptima del inhibidor. Se observó que 

a 20 µM se alcanzó un mayor grado de inhibición sin afectar significativamente la 

supervivencia celular. Estos resultados son consistentes con el estudio de Bapat et al., 

(2016), que evaluó la función de la vía de señalización del NGF en la migración de 

células cancerosas pancreáticas, donde concentraciones entre 10-25 µM mantuvieron 

una alta viabilidad celular. Además, la inhibición de TrkA con GW441756 también 

redujo la migración celular hacia los ganglios de la raíz dorsal. 

Cabe destacar que la inhibición no fue completa, dado que se observó un porcentaje 

de diferenciación celular. Se sugiere que el porcentaje de diferenciación registrado 

está relacionado con la variabilidad en el comportamiento celular. Además, la 

reducción en la longitud neurítica indica la posible activación de mecanismos 
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secundarios que permiten una señalización residual, como la interacción del factor 

NGF con el receptor p75. Este receptor interactúa con NGF con una afinidad 

relativamente baja. No obstante, su coexpresión con TrkA genera sitios de unión de 

alta afinidad, modificando la señalización. Además, se ha demostrado que p75 

aumenta la afinidad y especificidad de unión del NGF a TrkA (Toni et al., 2014). 

El inhibidor ANA-12 demostró tener un impacto en la inhibición de TrkB, donde indujo 

la disminución de la longitud, sin embargo, no tan notorio como el de NGF. La 

capacidad inhibidora de ANA-12 observada en este estudio es consistente con los 

resultados de Cazorla et al., (2011), quienes demostraron que su administración 

reduce significativamente la diferenciación celular, con una afinidad del 20% y un 

porcentaje de diferenciación del 40%. Estos valores son comparables con los 

obtenidos en el presente estudio (10.52%), considerando que Cazorla et al., (2011), 

emplearon una concentración de 1 µM en células PC-12, mientras que en este estudio 

se utilizó una concentración de 5 µM. Sin embargo, esto nos indica que el BDNF podría 

activar otras vías de señalización más allá de TrkB, como la vía p75, lo que permite a 

las células en cierto grado tener crecimiento neurítico (Huang & Reichardt, 2003). De 

igual forma, el efecto menos pronunciado de ANA-12 podría deberse también a que el 

BDNF principalmente participa en otras funciones celulares, como la plasticidad 

sináptica y la supervivencia celular, que no dependen exclusivamente de la elongación 

neurítica (Bathina & Das, 2015; Colucci-D’amato et al., 2020) 

Es claro como la inhibición mediada por GW441756 y ANA-12 refuerza como las vías 

de señalización que son activadas mediante los receptores TrkA y TrkB desempeñan 

roles distintos en las células PC-12. Por una parte, la inhibición de TrkA mostró una 
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reducción drástica del crecimiento neurítico, mientras que la inhibición de TrkB no 

mostró un impacto tan drástico en la longitud de las neuritas. Este resultado concuerda 

con estudios previos donde NGF y BDNF, a pesar de pertenecer a la misma familia de 

neurotrofinas, cada una cuenta con funciones específicas y activan vías moleculares 

distintas en las neuronas. Mientras que NGF, a través de TrkA, está más relacionado 

con la diferenciación neuronal y el crecimiento axonal y BDNF, a través de TrkB, podría 

estar más involucrado en la modulación de la sinaptogénesis y la plasticidad neuronal 

(Bathina & Das, 2015; Huang & Reichardt, 2001a). 

Una cuestión clave en este estudio, relevante para el desarrollo de terapias de 

regeneración del SNC, es la presencia de factores neurotróficos como NGF y BDNF 

entre las proteínas residuales en la dECM. Este estudio sugiere que su administración 

como factor soluble podría activar los receptores Trk, desencadenando respuestas 

celulares como la diferenciación neuronal. De esta forma, para evaluar la capacidad 

de la dECM de activar estos receptores, se emplearon inhibidores específicos de TrkA 

y TrkB. Cabe destacar que, hasta la fecha, no se ha reportado la inhibición de estos 

receptores seguida de la estimulación con dECM como factor soluble, lo que resalta la 

originalidad y relevancia de este enfoque experimental. Los resultados obtenidos tras 

la inhibición de los receptores TrkA y TrkB en células PC-12 estimuladas con dECM 

de áreas cerebrales como la corteza, cerebelo y tronco nos muestran interesantes 

interacciones entre la matriz extracelular descelularizada (dECM) y las vías de 

señalización mediadas por factores neurotróficos. 

Los hallazgos tras la inhibición de TrkA mostraron una diferenciación celular y longitud 

neurítica similares a las células estimuladas, sugiriendo la ausencia del factor 
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neurotrófico NGF que cause la diferenciación celular, debido a que no hubo una 

inhibición significativa al administrar GW441756 dirigido para TrkA, sin embargo, no se 

descarta que la activación de TrkA continúa siendo esencial para impulsar el 

crecimiento neurítico. La inhibición del receptor TrkB mediante ANA-12, tuvo los 

resultados más significativos en comparación con la inhibición de TrkA. Las células 

que fueron inhibidas con ANA-12 y luego estimuladas con el factor soluble de dECM 

tuvieron una disminución en el porcentaje de diferenciación celular y la longitud de las 

neuritas. Este suceso sugiere que puede haber BDNF en la dECM interactuando con 

los receptores TrkB de las células PC-12, provocando el crecimiento neurítico. No 

obstante, debido a la variabilidad del comportamiento celular, la inhibición no fue total, 

lo que nos sugiere que los otros elementos en la dECM pueden interactuar 

sinérgicamente con TrkB o provocan la diferenciación neuronal mediante rutas 

alternativas (Hosomi et al., 2003). 

La comparación entre la inhibición de TrkA (activada por NGF) y TrkB (activada por 

BDNF) en células estimuladas con dECM, se observó que la inhibición de TrkA 

(mediante GW441756) no afectó significativamente la longitud neurítica en 

comparación con las células estimuladas con dECM. En cambio, la inhibición de TrkB 

(mediante ANA-12) resultó en una disminución significativa en la longitud de las 

neuritas, lo que nos sugiere que los efectos de la dECM sobre la diferenciación 

neuronal podrán estar más influenciada por la señalización mediada por TrkB que por 

TrkA. Este dato es interesante, ya que indica que las señales presentes en la dECM 

podrían interactuar preferentemente con las rutas de señalización activadas por BDNF, 
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proteína descrita por la literatura como uno de los elementos fundamentales en la 

matriz extracelular cerebral (Akhtar et al., 2018) 

Incluso en la presencia de inhibidores la capacidad de la dECM para estimular el 

crecimiento neuronal estuvo evidenciada. Esto puede ser debido a que la dECM actúa 

no solo a través de NGF y BDNF, sino también mediante otras moléculas o vías de 

señalización presentes en la matriz, como lamininas, colágenos o glicoproteínas que 

también influyen en el crecimiento y diferenciación neuronal (Edgar, 1985; Turan 

Sorhun et al., 2023).Esto simplemente, exalta lo complejo que son las interacciones 

entre las células y su entorno extracelular, y demuestra de dECM brinda un entorno 

favorable para la regeneración neuronal, resaltando la importancia de TrkA y TrkB en 

estos procesos. 

Es importante destacar que la modulación de la diferenciación celular en este estudio 

se evaluó exclusivamente para los factores neurotróficos NGF y BDNF. La exploración 

de otros factores neurotróficos, como NT-3 y NT-4, junto con la inhibición de sus 

receptores específicos e incluso la evaluación del receptor de baja afinidad p75, 

permitiría una comprensión más profunda de las interacciones complejas dentro de la 

matriz extracelular y, por lo tanto, a desarrollo de terapias específicas de regeneración. 
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CONCLUSIONES 

 

▪ Se obtuvo un matriz extracelular descelularizada citocompatible con PC-12. 

▪ Se obtuvo cultivos viables del linaje celular PC-12 como modelo unidireccional 

de estudio 

▪ La estimulación con NGF y BDNF en células PC-12 promueve la diferenciación 

a linaje tipo neurona. 

▪ La estimulación con matriz extracelular descelularizada (Corteza, Cerebelo y 

Tronco), promueve la diferenciación y crecimiento neurítico en PC-12. 

▪ La inhibición de receptores Trk, GW441756 y ANA-12, reducen la diferenciación 

en PC-12, tras la administración de NGF y BDNF respectivamente. 

▪ La inhibición de receptores Trk, modulan la actividad de las PC-12 tras la 

administración de dECM influyendo en procesos clave como la diferenciación 

celular. 

▪ Se debe realizar análisis de las proteínas residuales en dECM para evaluar la 

influencia de las mismas en la diferenciación celular. 

▪ La comprensión de los mecanismo e interacción de los factores neurotróficos y 

ECM, es la base para la el desarrollo de terapias y tratamientos en 

enfermedades y lesiones en el SNC. 
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RECOMENDACIONES 

 

▪ Evaluar y explorar el uso de combinaciones de inhibidores o la manipulación 

genética para bloquear rutas compensatorias, con el fin de entender mejor los 

mecanismos subyacentes, luego de la inhibición de los receptores. Por otro 

lado, estudios adicionales podrían utilizar modelos primarios de neuronas para 

verificar si los resultados son consistentes con las observaciones realizadas en 

las células PC-12. 

▪ Aunque la dECM mostró un claro efecto bioactivo, sería necesario realizar más 

estudios para determinar los componentes específicos responsables de este 

efecto. La caracterización más detallada de las moléculas bioactivas, como 

proteínas, péptidos o glicosaminoglicanos presentes en la dECM, sería clave 

para entender sus mecanismos de acción. Además, estudios adicionales que 

analicen los cambios en las rutas de señalización intracelular en respuesta a la 

dECM permitirían definir mejor cómo este material influye en la diferenciación 

neuronal. Experimentos en modelos in vivo también serían cruciales para 

evaluar dECM como modulador en el proceso de regeneración en estudios de 

lesiones nerviosas reales. 

▪ Realizar análisis para detectar y cuantificar el nivel de NGF y BDNF luego de la 

estimulación con dECM de las áreas cerebelo, corteza y tronco. Explorar otras 

moléculas con efectos similares que puedan modulas los receptores Trk. 
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