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Resumen  

Durante el proceso de neurogénesis en el hipocampo del cerebro adulto, la generación de 

células gliales y neuronas granulares a partir de células precursoras ocurre constitutivamente 

en la zona subgranular del giro dentado. Este proceso, es finamente regulado por diversos 

factores que actúan negativa o positivamente en el microambiente o nicho neurogénico; en el 

cual, las células precursoras neurales desempeñan un papel fundamental para la generación de 

nuevas neuronas al responder a múltiples señales. 

Las proteínas morfogénicas de hueso (BMPs) y sus antagonistas actúan en el hipocampo adulto 

mediando la neurogénesis y el compromiso neuronal. Al respecto, la expresión del mRNA que 

codifica para la proteína gremlina-1 (antagonista de BMPs) ha sido detectada en el nicho 

neurogénico del hipocampo en roedores adultos, lo cual sugiere que la proteína gremlina-1 

podría contribuir a la formación de nuevas neuronas en el hipocampo del cerebro adulto. 

En este trabajo se utilizaron células precursoras aisladas del giro dentado del hipocampo de 

roedores adultos C57BL/6, las cuales fueron tratadas con la proteína gremlina-1 para descubrir 

cómo afecta el proceso neurogénico; para lo cual, se realizaron pruebas de viabilidad, 

proliferación, diferenciación celular y señalización intracelular, además de comparar su función 

con noggina, antagonista de BMPs que ejerce un efecto pro-neurogénico y BMP4 que induce 

una diferenciación glial.  

Nuestros resultados muestran que la proteína gremlina-1 favorece la neurogénesis adulta al 

incrementar la proliferación de las células precursoras y generar un mayor compromiso 

neuronal; estos efectos, pueden ser explicados por la inhibición de las proteínas Smad1/5/9 y la 

activación de la proteína GSK-3β.  
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 Abstract  

Adult neurogenesis occurs in the subgranular zone (SGZ) in the adult hippocampus. The 

generation of glial and granular neurons from precursor cells is widely regulated by several 

positive or negative factors. Those factors differentially impact in the microenvironment or 

niche. In the niche, adult hippocampal neural precursor cells (NPCsAH) play a key role for the 

generation of neurons as a consequence of the reception of multiple signals. 

Particularly, bone morphogenic proteins (BMPs) and their antagonists act in the hippocampus 

to mediate neurogenesis and the neuronal fate of precursor cells. In this sense, gremlin-1 

protein a BMP antagonist is expressed in the niche of the hippocampus through its messenger 

in the adult mouse C57BL/6, location that suggests its possible role for the generation of new 

neurons in the hippocampus. 

In this work, neural precursor cells isolated from the dentate gyrus of the hippocampus of adult 

C57BL/6 mice to show the effect of gremlin-1 on the viability, proliferation, differentiation and 

the intracellular signaling proteins activated by gremlin-1. In addition, the function of gremlin-1 

was compared to that of noggina (another BMPs antagonist) and BMP4.  

Our results showed that gremlin-1 protein favors adult neurogenesis by increasing the 

proliferation of precursor cells and generating greater neuronal involvement. These effects can 

be explained by the inhibition of the Smad1/5/9 proteins and the activation of the GSK-3β 

protein. 
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Introducción  

Neurogénesis en el hipocampo adulto 

El proceso neurogénico 

La neurogénesis adulta es definida como la producción de neuronas nuevas funcionales en el 

cerebro adulto. En los mamíferos se presenta constitutivamente en dos áreas del cerebro: en la 

zona subventricular (SVZ1) de los ventrículos laterales y en la zona subgranular (SGZ2) del giro 

dentado (DG3) del hipocampo (Eriksson et al., 1998; Sanai et al., 2004; Bergmann et al., 2015). 

Específicamente en el giro dentado, las células precursoras neurales de la SGZ dan origen a las 

células gliales y neuronas granulares que se incorporan en la capa granular del DG (Stanfield y 

Trice, 1988; Eckenhoff y Rakic, 1998). Este proceso se lleva a cabo en diferentes etapas, entre 

las que se encuentran la proliferación de las células precursoras, la migración, la diferenciación, 

la sobrevivencia y la integración en los circuitos neuronales ya existentes (revisado en Ramírez-

Rodríguez et al., 2007).  

La progresión de la neurogénesis adulta en el DG (Figura 1) comienza a partir de células 

progenitoras (tipo astrocitos radiales), también conocidas como células tipo 1 de la SGZ; estas 

células tienen baja capacidad proliferativa (células radiales relativamente quiescentes) cuyos 

cuerpos celulares en forma triangular residen en la región de la SGZ y sus procesos apicales se 

extienden dentro de la capa molecular (Filippov et al., 2003; Crowther y Song, 2014). Las 

células tipo 1 expresan la proteína de filamentos intermedios (nestina), la proteína de unión a 

lípidos del cerebro (BLBP4), la proteína fibrilar acídica de la glía (GFAP5) y el factor de 

transcripción Sox-26, pero no expresan la proteína de unión a calcio S-100β (Seri et al., 2004; 

Steiner et al., 2006).  

Posteriormente, por división asimétrica son generadas las células precursoras neurales 

(intermediarias, no-radiales u horizontales) también conocidas como células tipo 2 (Lugert et 

al., 2010), las cuales poseen alta capacidad proliferativa y se distinguen por tener procesos 

cortos orientados horizontalmente en la zona granular y expresan Sox-2 pero no GFAP. Durante 

el desarrollo de las células tipo 2, se distinguen dos subtipos celulares: células tipo 2a que 

expresan nestina y células tipo 2b que expresa doblecortina (DCX), PSA-NCAM7 y en algunas 

                                                           
1
 Por su abreviatura en inglés, subventricular zone. 

2
 Por su abreviatura en inglés, subgranular zone. 

3
 Por su abreviatura en inglés, dentate gyrus. 

4
 Por su abreviatura en inglés, brain lipid-binding protein. 

5
 Por su abreviatura en inglés, glial fibrillary acidic protein. 

6
 Por su abreviatura en inglés, sex determining Region Y-box 2. 

7
 Por su abreviatura en inglés, polysialylated neuronal cell adhesion molecule. 
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ocasiones se ha detectado la expresión de la proteína nuclear neuronal (NeuN8) (Suh et al., 

2007; Ehninger y Kempermann, 2007). En esta etapa inician los procesos de migración y 

diferenciación temprana.  

 

 

Figura 1. Neurogénesis en el hipocampo adulto. 
Las neuronas granulares maduras se desarrollan a partir de las células progenitoras neurales 
pasando por diferentes etapas [células tipo 1 (células progenitoras) →células tipo 2a →células 
tipo 2b (células precursoras) →células tipo 3 (neuroblastos) y →neuronas granulares maduras], 
las cuales se caracterizan por cambios en su morfología: los somas se localizan en la SGZ y los 
procesos neuríticos cambian de orientación hacia la capa molecular en algunas etapas del 
proceso. Los diferentes tipos celulares se pueden identificar al detectar la expresión de 
marcadores específicos (ilustrados en recuadros verdes, el tono más oscuro corresponde a los 
niveles más elevados de expresión) que pueden ser rastreados por diferentes técnicas de 
tinción. Modificado de Crowther y Song, 2014. 

 

A continuación, se genera otro tipo celular que corresponde a neuronas inmaduras 

(neuroblastos) también conocidas como células tipo 3, que se caracterizan por expresar 

                                                           
8
 Por su abreviatura en inglés, neuronal nuclear. 
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algunos marcadores neuronales (DCX, NeuN, PSA-NCAM, NeuroD9, Prox110) y presentar 

procesos de diferente longitud y complejidad correspondiente a un periodo de transición en el 

que su orientación cambia de horizontal a vertical, pueden mostrar dendritas que cruzan la 

zona granular del DG hacia la capa molecular y salen del ciclo celular para dar lugar a las 

neuronas inmaduras que expresan la proteína de unión a calcio y calretinina (Brandt et al., 

2003).  

Finalmente, de cuatro a siete semanas después de haber iniciado el proceso neurogénico, las 

neuronas granulares nuevas maduran, presentan arborizaciones dendríticas complejas y 

expresan proteínas características de células neuronales como son la calbindina y NeuN (Van 

Praag et al., 2002; Brandt et al., 2003; Kempermann et al., 2004). Estas neuronas tienen la 

capacidad de integrarse a los circuitos del hipocampo y muestran propiedades fisiológicas 

similares a las neuronas maduras (Laplagne et al., 2006). 

Regulación de la neurogénesis 

El proceso neurogénico es regulado de manera negativa o positiva a través de la acción de 

diversos factores que participan en diferentes etapas en un microambiente llamado nicho, el 

cual determina la permisividad neurogénica y regula el desarrollo neuronal de las células 

precursoras (Palmer et al., 2000; Kempermann y Ehninger, 2008); por lo cual, los nichos son 

considerados unidades funcionales con las células precursoras para su auto-renovación y 

producción de células diferenciadas (Spradling et al., 2001; Morrens et al., 2012).  

El nicho neurogénico de la SGZ del DG está formado por diversos componentes celulares 

(Figura 2a) entre los que se encuentran las células gliales (astrocitos y microglía), las células 

progenitoras (células tipo 1), las células precursoras (células tipo 2), los neuroblastos (células 

tipo 3), las neuronas granulares y las células endoteliales de los vasos sanguíneos; este 

conjunto de células contribuyen al microambiente a través la interacción de proteínas 

asociadas a la matriz extracelular y la secreción de proteínas, las cuales inciden en las 

diferentes estirpes celulares que coexisten en el nicho (Mercier et al., 2002; Morrens et al., 

2012; Aimone et al., 2014). Las células precursoras del hipocampo del cerebro adulto, como 

componente del nicho neurogénico, desempeñan un papel importante para la generación de 

neuronas a nivel celular (Gage et al., 1998; Kempermann et al., 2004) y molecular al expresar y 

responder a señales del microambiente regulando el proceso neurogénico (Turbic et al., 2011). 

                                                           
9
 Por su abreviatura en inglés, neurogenic differentiation. 

10
 Por su abreviatura en inglés, prospero homeobox protein 1. 



 6 

 

 

Figura 2. Regulación de la neurogénesis adulta en el nicho neurogénico del hipocampo. 
En el nicho neurogénico se encuentran diversos componentes celulares y moleculares, los cuales 
participan regulando la generación de nuevas neuronas granulares y células gliales en respuesta 
a diversos estímulos (Modificado de Aimone et al., 2014). a) Animación representativa de los 
componentes celulares que se encuentran en el nicho neurogénico del hipocampo del cerebro 
adulto. b) Ejemplo de algunos factores internos o externos al nicho que pueden afectar el 
proceso neurogénico positiva o negativamente. 

 

Los factores externos o internos que pueden ejercer algún efecto en el nicho durante el 

proceso neurogénico son diversos y han sido ampliamente investigados (Figura 2b) (revisado 

en Lieberwirth et al., 2016). Entre los factores externos se encuentran los estímulos 
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ambientales (como la actividad física voluntaria, los ambientes enriquecidos y la restricción 

energética) y los estímulos farmacológicos (como el uso de antidepresivos) que actúan como 

reguladores positivos de la neurogénesis al promover la proliferación, diferenciación neuronal y 

la sobrevivencia (Van Praag et al., 1999; Kempermann et al., 1997; Brown et al., 2003; Ramírez-

Rodríguez et al., 2011); por otra parte, el estrés y el abuso de drogas (incluyendo el alcohol, 

opioides y nicotina) pueden actuar negativamente reduciendo la proliferación y sobrevivencia 

celular (Eisch et al., 2000; Abrous et al., 2002; He et al., 2005; Mirescu y Gould, 2006; 

Domínguez-Escriba et al., 2006).Entre los factores internos podemos encontrar: la expresión de 

genes y proteínas (como Notch, Eph11/Ephrins12, Noggina y SHH13, también presentes durante 

el desarrollo embrionario) que participan en la regulación de la proliferación y diferenciación 

celular (Álvarez-Buylla y Lim, 2004); factores de crecimiento [como el factor neurotrófico 

derivado de cerebro (BDNF14), el factor de crecimiento insulínico (IGF-115), el factor de 

crecimiento de fibroblastos (FGF16), el factor de crecimiento epidermal (EGF17), el factor de 

crecimiento tipo EGF de unión a heparina (HB-EGF18), y el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF19)] implicados en la regulación del destino celular y que pueden determinar el 

tamaño de la población neuronal o glial tanto en cerebros en desarrollo como en el cerebro 

adulto (revisado en: Arias-Carrión, 2007); hormonas (esteroides ováricos y estrógenos 

endógenos) que tienen un efecto estimulante en la proliferación celular de los precursores 

granulares (Tanapat et al., 1999; Ormerod y Galea, 2001); citocinas inflamatorias que actúan 

positiva o negativamente sobre la proliferación y diferenciación neuronal, tales como la IL-1α20, 

IL-1β21, IL-622, IFN-γ23 y TNF-α24 (Borsini et al., 2014), neurotransmisores (como el glutamato) y 

las monoaminas (como la serotonina, noradrenalina y la dopamina) (Gould, 1999; Nacher et al., 

2001; Kulkarni et al., 2002; Höglinger et al., 2004). 

Función de las nuevas neuronas 

Se ha sugerido que la función de las nuevas neuronas en el DG del hipocampo es la de regular 

los procesos de aprendizaje, memoria y patrones de discriminación (Aimone et al., 2011). Al 

respecto, se ha demostrado que algunos factores genéticos y ambientales que afectan a la 

                                                           
11

 Por su abreviatura en inglés, erythropoietin-producing human. 
12

 Por su abreviatura en ingles, Eph receptor-interacting proteins. 
13

 Por su abreviatura en inglés, sonic hedgehog. 
14

 Por su abreviatura en inglés, brain-derived neurotrophic factor. 
15

 Por su abreviatura en inglés, insulin-like growth factor-1. 
16

 Por su abreviatura en inglés, fibroblast growth factor. 
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 Por su abreviatura en inglés, epidermal growth factor. 
18

 Por su abreviatura en inglés, heparin-binding EGF-like growth factor. 
19

 Por su abreviatura en inglés, vascular endothelial growth factor. 
20

 Por su abreviatura en inglés, interleukin-1 alpha. 
21

 Por su abreviatura en inglés, interleukin-1 beta. 
22

 Por su abreviatura en inglés, interleukin-6. 
23

 Por su abreviatura en inglés, interferon gamma. 
24

 Por su abreviatura en inglés, tumour necrosis factor alpha. 
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neurogénesis del hipocampo causan cambios en el rendimiento cognitivo (Kempermann y 

Gage, 2002), la consolidación de la memoria (Ramírez-Amaya et al., 2006) y el rendimiento en 

las tareas de aprendizaje (Revisado en Zhao et al., 2008), en particular en el establecimiento y 

utilización de representaciones espaciales (Eichenbaum, 2000; Deng et al., 2010). 

Los factores que favorecen o dificultan el aprendizaje y la consolidación de la memoria, pueden 

actuar directamente en las células precursoras neurales a nivel proteómico. Por lo cual es 

necesario estudiar detalladamente los elementos que influyen en la neurogénesis adulta, ya 

que al profundizar en el conocimiento, se pueden abrir nuevas posibilidades para mejorar los 

procesos cognitivos y restablecer los procesos alterados por la enfermedad.  

Al respecto, las proteínas morfogénicas de hueso (BMPs25) y sus antagonistas han mostrado un 

papel potencial en la regulación del proceso neurogénico adulto. En consecuencia, los 

estímulos que modifican los niveles de estas proteínas, también afectan el proceso 

neurogénico (Bonaguidi et al., 2005 y 2008; Gobeske et al., 2009; Bond et al., 2014; Yousef et 

al., 2015; Meyers et al., 2016). 

Las BMPs y sus antagonistas 

Las BMPs 

Las BMPs comprenden un extenso grupo de proteínas filogenéticamente conservadas; estas 

proteínas pertenecen a la super familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β26), 

son glicosiladas y se asocian a la matriz extracelular. Se han identificado cerca de 22 miembros, 

de los cuales, al menos 11 se han encontrado en cerebro (Bragdon et al., 2011).  

Las BMPs actúan como importantes morfógenos durante la embriogénesis y el desarrollo, 

regulan la homeostasis de diversos tejidos en una amplia variedad de tipos celulares y 

procesos. No obstante, la deficiencia en la producción, funcionamiento y/o regulación de estas 

proteínas producen notables defectos o patologías severas en diversos órganos y tejidos, entre 

los que se encuentran el deterioro del riñón y pulmón, anomalías en la osificación y 

degeneración de las células germinales (Bragdon et al., 2011; Wang, et al., 2014; Brazil et al., 

2014). 

Señalización de las BMPs 

Las BMPs son sintetizadas como proteínas precursoras de 400-500 residuos de aminoácidos 

divididas en tres secciones: un péptido señal N-terminal, un prodominio de plegamiento y 

                                                           
25

 Por su abreviatura en inglés, bone morphogenetic proteins. 
26

 Por su abreviatura en inglés, transforming growth factor beta. 
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secreción, y un péptido maduro C-terminal (Harrison et al., 2011); las cuales son escindidas por 

pro-proteínas convertasas y el fragmento C-terminal de 50-100 residuos de aminoácidos es 

capaz de unirse a su receptor por medio de asociación no covalente (Bragdon et al., 2011). Una 

vez que el ligando está unido al receptor de las BMPs (BMPR27), se pueden activar las vías de 

señalización canónica o no canónicas (Figura 3).  

 

Figura 3. Señalización de las BMPs y su posible implicación en la neurogénesis adulta. 
Después de la activación de los receptores tipo I y II de las BMPs por BMP4 se inicia la cascada de 
señalización por la vía canónica o no-canónica. La vía canónica (flechas rojas) permite la 
fosforilación de las proteínas Smad1, Smad5 y Smad8 (Smad1/5/8), las cuales se asocian con el 
comediador Smad4 formando un complejo que se transloca al núcleo y funciona como factor de 
transcripción regulando la expresión de genes que llevan a la quiescencia de las células 
precursoras y a la diferenciación astroglial. Por otra parte, la inhibición de BMP4 a través de 
algunos antagonistas (en este caso noggina) impide la activación de Smad1/5/8 promoviendo la 
proliferación celular y la diferenciación neuronal a través de alguna vía no-canónica (flechas 
azules). Además, los niveles de BMP4 y noggina pueden estar regulados por factores externos, 
como la edad y la actividad física (Heldin et al., 1997; Bonaguidi et al., 2005 y 2008; Bragdon et 
al., 2011; Heldin y Moustakas, 2012; Bond et al., 2014). 
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La señalización canónica inicia con la cascada de transducción de señal por la activación del 

receptor de superficie, que forma un complejo heterotetrámero compuesto de dos 

homodímeros de receptores serina/treonina cinasa de tipo I y tipo II. El receptor tipo II 

(constitutivamente activo) transfosforila al receptor tipo I en un sitio rico en glicina-serina 

conocido como el dominio GS. La activación del receptor tipo I permite la fosforilación de 

substratos intermediarios río abajo, proteínas Smad reguladas por receptor (R-Smad) (Heldin et 

al., 1997). Las R-Smad involucradas en la señalización de BMPs son Smad1, Smad5 y Smad8 

(Smad1/5/8), las cuales se asocian con el comediador Smad (co-Smad) también conocido como 

Smad4; este complejo se transloca al núcleo donde funciona como factor de transcripción y 

regula la expresión de genes junto con coactivadores y corepresores (Heldin y Moustakas, 

2012). 

La vía de señalización independiente de Smad (no canónica) incluye entrecruzamientos con 

otras vías de señalización, entre las que se encuentran las vías de MAP cinasa (MAPK28), 

GTPasas29-Rho30 (Zhang, 2009), fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K31)/AKT32 (Hiepen et al., 2014), 

Wnt/β-catenina (Zhang et al., 2013) y Hedgehog (Wiater et al., 2006); sin embargo, los detalles 

de estas vías de señalización no están completamente descritas. 

La señalización de las BMPs está ampliamente regulada por moduladores intracelulares y/o 

extracelulares. La regulación intracelular se lleva a cabo por inhibición directa de las Smad y por 

interacción con miRNAs33; mientras que extracelularmente se incluyen moduladores de 

membrana, agonistas y antagonistas de la señalización de las BMPs que regulan diversos 

procesos fisiológicos y estados de enfermedad (revisado en Brazil et al., 2014; Wang et al., 

2014). 

Implicaciones de las BMPs en la neurogénesis adulta 

Las BMPs ejercen un efecto negativo en el proceso neurogénico en el hipocampo adulto. Se ha 

observado que el decremento de la neurogénesis adulta relacionado con la edad y el deterioro 

cognitivo está relacionado con el incremento en los niveles de expresión de las BMPs, 

específicamente BMP4. BMP4 inhibe la neurogénesis al promover la quiescencia de las células 

precursoras neurales y al incrementar el compromiso hacia una diferenciación astroglial (Mira 

et al., 2010; Bond et al., 2014). 

 

                                                           
28

 Por su abreviatura en inglés, mitogen-activated protein kinases. 
29

 También conocida como guanosina trifosfatasa. 
30

 Por su abreviatura en inglés, Ras homolog. 
31

 Por su abreviatura en inglés, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase. 
32

 Por su abreviatura en inglés, protein kinase B. 
33

 Por su abreviatura en inglés, micro Ribonucleic acid. 
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Por otra parte, el efecto negativo que producen las BMPs en el proceso neurogénico puede ser 

revertido a través de sus antagonistas por unión directa a las BMPs. La interacción BMP-

antagonista forma un complejo que impide la unión de las BMPs con su receptor (Nolan et al., 

2013) y provoca un efecto fisiológico adverso al reducir la diferenciación glial (Lim et al., 2000). 

En este sentido, ha sido reportado que la actividad física promueve el aumento en los niveles 

de expresión de un antagonista de BMP4, la proteína noggina; este antagonista provoca una 

regulación positiva del proceso neurogénico, ya que promueve la proliferación de las células 

precursoras neurales e incrementa el compromiso de diferenciación neuronal (Bonaguidi et al., 

2005 y 2008; Gobeske et al., 2009). 

Algunos estímulos ambientales que modifican el proceso neurogénico en el hipocampo adulto 

pueden actuar directamente en la señalización de las BMPs y sus antagonistas (Figura 3) 

(Gobeske et al., 2009); por lo tanto, la interacción BMP-antagonista es muy importante para 

regular la progresión de la neurogénesis y la perturbación de este sistema puede estar 

relacionado con el deterioro cognitivo. De manera que es necesario investigar otros 

angatonistas relacionados con la neurogénesis que han sido poco explorados, como es el caso 

de la gremlina-1. 

La proteína gremlina como antagonista de las BMPs 

Los antagonistas de las BMPs son un grupo heterogéneo de moléculas glicosiladas que varían 

en secuencia en un rango de tamaño de 170-948 residuos de aminoácidos, este grupo incluye a 

15 miembros clasificados en tres subgrupos basados en el tamaño del anillo de cisteína 

formado en su estructura nativa: la familia DAN34 presenta un anillo de ocho cisteínas, Tsg35 con 

un anillo de nueve cisteínas y cinco proteínas con el anillo de diez cisteínas entre los que se 

encuentra noggina (revisado en Bragdon el al., 2011).  

Al respecto, los miembros de la familia DAN se unen a las BMPs formando dímeros covalentes 

altamente estables (Kattamuri et al., 2012a); especialmente las dos proteínas conocidas como 

gremlina han mostrado gran potencial regulando diversos procesos fisiológicos durante el 

desarrollo embrionario y en algunos tejidos adultos, siendo la más estudiada la proteína 

gremlina-1. 

Gremlina-1 

La proteína gremlina-1, también conocida como DRM36 o IHG-237 es una proteína de 184 

residuos de aminoácidos (20.7 kDa) codificada por el gen drm (Topol et al., 1997), que ejerce su 

acción como antagonista al unirse a dímeros de BMP2, BMP4 y BMP7; esta unión es selectiva e 

                                                           
34

 Por su abreviatura en inglés, differential screening-selected gene abbreviative in Neublastoma. 
35

 Por su abreviatura en inglés, twisted gastrulation. 
36

 Por su abreviatura en inglés, downregulated by v-mos. 
37
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impide la interacción ligando-receptor y en consecuencia la señalización a través de las 

proteínas Smad1/5/8. Se cree que esta proteína participa en la diferenciación específica del 

tejido y en la trasformación celular, ya que su participación se ha descrito durante el desarrollo 

temprano, en tejidos adultos y en procesos de enfermedad como fibrosis y cáncer (Revisado en 

Wordinger et al., 2008; Bragdon et al., 2011, Church et al., 2015).  

Desde su descubrimiento, la proteína gremlina-1 se ha estudiado ampliamente en modelos de 

desarrollo embrionario, encontrando que ejerce su acción en células no diferenciadas 

regulando la proliferación, diferenciación y apoptosis en diversos tejidos (Merino et al., 1999; 

Bardot et al., 2000; Pereira et al., 2000; Shi et al., 2001; Ohyama et al., 2001; Nicoli et al., 2005; 

Frank et al., 2006; Maciel et al., 2007; Curran et al., 2012; Suzuki et al., 2012) incluyendo el 

sistema nervioso central (Huillard y Marx, 2004); mientras que durante la organogénesis, la 

desregulación por mutación o deleción del gen drm provoca severas deformaciones de las 

extremidades, agenesia bilateral de los riñones, defectos pulmonares, bajo peso y corta 

longitud femoral conduciendo en algunos casos a la letalidad neonatal (Khokha et al,. 2003; 

Zuniga et al., 2004; Michos et al., 2004; Canalis et al., 2012). 

En cuanto a los tejidos adultos, la proteína gremlina-1 es altamente regulada; su expresión es 

alta en tejidos del cerebro, bazo, riñón y testículos, mientras que hay poca expresión en el 

corazón, hígado y el músculo esquelético; usualmente se presenta en células diferenciadas 

como neuronas (Topol et al, 1997); sin embargo, su actividad en estos tejidos y diversos tipos 

celulares ha sido poco explorada y los hallazgos más recientes se limitan a procesos 

relacionados con enfermedad. Esta proteína, se ha identificado en algunos tipos de cáncer y se 

ha asociado a los procesos de proliferación celular, diferenciación, angiogénesis y migración 

(Sneddon et al., 2006; Kim et al., 2012; Mulvihil et al., 2012; Karagiannis et al., 2015; Koketsu et 

al., 2015; Sato et al., 2016). Los altos niveles de glucosa desencadenan la sobreexpresión de 

gremlina-1 por acción del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) (McMahon et al., 

2000), por lo cual ha sido relacionada con algunos trastornos característicos de la diabetes, 

entre estos se encuentran: la nefropatía diabética, en donde la gremlina-1 ha sido implicada en 

los cambios morfológicos de los túbulos del riñón (Lappin et al., 2002; Wada et al., 2002; Walsh 

et al., 2007; Roxburgh et al., 2009), y en modelos de retinopatía diabética donde contribuye a 

la transdiferenciación de las células epiteliales tubulares a un fenotipo similar a fibroblastos 

(Kane et al., 2005). En los pulmones, la sobreexpresión de gremlina-1 inhibe a BMP7, lo que 

resulta en la apoptosis de miofibroblastos y el desarrollo de fibrosis; además, la presencia de 

niveles elevados de esta proteína puede ser utilizada como un marcador de hipertensión 

arterial pulmonar (Wellbrock et al., 2015).  

Por otra parte, la proteína gremlina-1 es importante para la reparación de fracturas y 

remodelación del hueso ya que regula la actividad de los osteoblastos (Pereira et al., 2000; 

Worthley et al., 2015) y puede estar involucrada en la diferenciación de monocitos a 

macrófagos mejorando la respuesta inmune (Beck et al., 2016); además, su presencia en 

diferentes tejidos adultos sugiere que participa en diversos procesos fisiológicos contribuyendo 

a la homeostasis del individuo. 
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Gremlina-2 

La proteína gremlina-2 también conocida como PRDC38 es una proteína de secreción 

compuesta por 168 residuos de aminoácidos (17 kDa) que funciona como antagonista a través 

de la unión con BMP2, BMP4, BMP6 o BMP7 (Minabe-Saegusa et al., 1998; Kattamuri et al., 

2012b); es codificada por el gen Prdc, el cual se ha propuesto como parálogo del gen que 

codifica para la proteína gremlina-1 (Sudo et al., 2004). Se cree que la proteína gremlina-2 

regula diversos procesos fisiológicos, aunque ha sido poco explorada. 

Al respecto, se ha encontrado que gremlina-2 participa en el desarrollo del sistema nervioso 

central durante la embriogénesis (Minabe-Saegusa et al., 1998; Kriebitz et al., 2009) y en el 

desarrollo del corazón regulando la lateralidad cardiaca y la diferenciación de cardiomiocitos 

(Müller et al., 2013; Tanwar et al., 2014); mientras que en tejidos adultos contribuye a la 

regulación parácrina del ovario (Sudo et al., 2004), inhibe la diferenciación de osteoblastos 

suprimiendo la osteogénesis (Ideno et al., 2009; Suzuki et al., 2012) y puede estar involucrada 

en la integridad del endometrio (Tsubamoto et al., 2016). 

La proteína gremlina-1 en el nicho neurogénico del giro dentado del 

hipocampo 

El mensajero que codifica para la proteína gremlina-1 se encuentra altamente expresado en el 

nicho neurogénico del DG del hipocampo en el ratón adulto C57BL/6 (Figura 4) (Allen Brain 

Atlas; http://mouse.brain-map.org/experiment/show?id=69059946); lo cual sugiere que la 

proteína gremlina-1 podría estar involucrada en el proceso para la formación de nuevas 

neuronas en el hipocampo adulto; sin embargo, la función de esta proteína en el proceso 

neurogénico no ha sido explorada. 
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Figura 4. Expresión del mRNA de gremlina-1 en el hipocampo del ratón adulto C57BL/6. 
a) Expresión del mRNA detectado por hibridación in situ en un corte sagital del cerebro adulto del ratón 
C57BL/6 donde se muestra una sección que contiene el hipocampo, en el que la mayor expresión se 
encuentra en el giro dentado (DG) y se muestra en color rojo-naranja en el panel b. Tomado de: Allen 
Brain Atlas; http://mouse.brain-map.org/experiment/show?id=69059946. 

 

Entre los diversos factores que regulan la generación de nuevas neuronas en el hipocampo 

durante la etapa adulta, están incluidas algunas proteínas que favorecen o dificultan el proceso 

neurogénico, entre ellas se encuentra el equilibrio molecular entre las BMPs y sus antagonistas. 

Por lo anterior, el conocimiento del microambiente es importante, ya que a través de su 

manipulación es posible aumentar las posibilidades de éxito para inducir regeneración 

neuronal y amortiguar los efectos negativos que se presentan en algunas enfermedades que 

afectan el aprendizaje y memoria a causa de la deficiencia neurogénica.  

En este sentido, la proteína gremlina-1 al actuar como antagonista de las BMPs podría 

contribuir a la formación de las nuevas neuronas en el DG a partir de las células precursoras 

que pueden ser aisladas del DG del hipocampo de roedores adultos de la cepa C57BL/6. 

  

a) b)

DG
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Objetivos 

 

Objetivo general 

Estudiar el efecto de la proteína gremlina-1 en el proceso neurogénico en células precursoras 

aisladas del giro dentado del hipocampo de roedores adultos de la cepa C57BL/6 (NPCsAH39). 

Objetivos particulares 

Determinar el efecto en la morfología y viabilidad celular después del tratamiento con la 

proteína gremlina-1 en las NPCsAH. 

Evaluar el efecto de la proteína gremlina-1 en la etapa neurogénica de proliferación celular en 

las NPCsAH. 

Evaluar el potencial de diferenciación hacia un destino glial o neuronal a partir de las NPCsAH 

después del tratamiento con la proteína gremlina-1 en la etapa de proliferación. 

Comparar si la proteína gremlina-1 altera de manera similar a noggina (otro antagonista de las 

BMPs), el compromiso de diferenciación de las NPCsAH hacia un destino glial o neuronal. 

Determinar la vía de señalización a través de la cual la proteína gremlina-1 altera el proceso 

neurogénico en las NPCsAH, al comparar el efecto con noggina y BMP4. 
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Antecedentes 

 

El conocimiento del microambiente neurogénico del giro dentado del hipocampo es 

importante, ya que se ha propuesto que, a través de su manipulación, es posible aumentar las 

posibilidades de éxito para inducir regeneración neuronal en el cerebro adulto y amortiguar los 

efectos negativos producidos en algunas enfermedades que afectan el aprendizaje y memoria a 

causa de la deficiencia neurogénica. En ese sentido, se sabe que diversos factores actúan en el 

hipocampo al favorecer o afectar la generación de nuevas neuronas durante la etapa adulta; 

algunos de estos factores han sido poco explorados y se requiere una mejor comprensión de su 

potencial, tal es el caso del equilibrio molecular entre las BMPs y sus antagonistas, lo cual 

resulta crucial para la homeostasis entre la generación del linaje astroglial o neuronal en el 

hipocampo a partir de células precursoras. 

Gobeske y cols. reportaron por primera vez el efecto pro-neurogénico de BMP4 y su 

antagonista noggina en el hipocampo adulto. El incremento gradual de la actividad física en un 

modelo murino resultó en un aumento de la expresión de noggina correlacionado con el 

decremento de la expresión de BMP4 favoreciendo la proliferación de células precursoras y 

mejorando la capacidad de aprendizaje (Gobeske et al., 2009); posteriormente, se encontró 

que la disminución de la neurogénesis relacionada con la edad ejercía un efecto contrario en 

los niveles de expresión de estas proteínas (Meyers et al., 2016). 

Sin embargo, noggina no es la única proteína que puede ejercer algún efecto durante el 

proceso neurogénico. Al respecto, Huguet y cols. al investigar la influencia de la 

autoestimulación intracraneal (ICSS40) sobre la expresión génica del hipocampo adulto que se 

relaciona con el mejoramiento cognitivo, encontraron una sobreexpresión de gremlina-1 

(Huguet et al., 2009). Además, el mensajero (mRNA41) que codifica para la proteína se 

encuentra altamente expresado en el giro dentado del hipocampo del ratón adulto C57BL/6 

(Figura 4) (Allen Brain Atlas; http://mouse.brain-map.org/experiment/show?id=69059946); lo 

cual podría sugerir un posible papel de esta proteína en el proceso para la formación de nuevas 

neuronas en el hipocampo a partir de las células precursoras aisladas del giro dentado del 

hipocampo de roedores adultos jóvenes de la cepa C57BL/6. 

 

  

                                                           
40

 Por su abreviatura en inglés, Intracranial self-stimulation. 
41

 Por su abreviatura en inglés, messenger Ribonucleic acid. 
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Metodología 

Obtención de las células precursoras neurales 

Se utilizaron células precursoras aisladas del hipocampo de ratones adultos C57BL/6 de 8 

semanas de edad (Harlan, México). Los ratones fueron alojados en condiciones estándar de 

laboratorio, con ciclos invertidos de luz-obscuridad de 12 horas y acceso a comida y agua a 

voluntad (Ramírez-Rodríguez et al., 2009). Las células precursoras se aislaron del hipocampo 

adulto de acuerdo con lo descrito por Babu y cols. (2011); para lo cual, los animales fueron 

sacrificados por dislocación cervical seguido de la extracción del cerebro, el cual se colocó en 

líquido cerebroespinal (LCE) artificial frío (aLCE) que contiene 124mM NaCl, 2.5mM KCl, 1mM 

CaCl2, 1mM MgCl2, 25mM NaHCO3 y 10mM D-glucosa. Se obtuvieron cortes coronales de 

300µm utilizando un vibratomo para seccionar el hipocampo. Posteriormente el tejido del 

hipocampo fue disociado por digestión enzimática (Papaína 2.5U/mL, Dispasa 1U/mL y 

Desoxirribonucleasa 250U/mL) con apoyo de trituración mecánica y la suspensión celular se 

separó por centrifugación utilizando un gradiente de Percoll. 

Cultivo celular y caracterización de las NPCsAH 

Los cultivos de NPCsAH fueron mantenidos en botellas de poliestireno de 25cm2 (Corning, EUA) 

previamente recubiertas con Poli-D-Lisina (PDL; Sigma, EUA) y Laminina (Roche, México) 

(PDL/L) como matriz extracelular y conservados en condiciones estándar de incubación (37°C, 

5% CO2, ≥95% de humedad). Para mantener la proliferación celular constante, se adicionó 

20ng/mL del factor de crecimiento epidermal humano (EGF; PeproTech, México) y 20ng/mL del 

factor de crecimiento de fibroblastos humano tipo 2 (FGF-242; PeproTech, México) en medio de 

cultivo Neurobasal (Gibco, EUA) suplementado con B27 (Gibco, EUA) (Babu et al., 2011). Las 

NPCsAH fueron caracterizadas mediante la detección de marcadores específicos de células 

precursoras por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos para proteínas como GFAP, 

nestina y tubulina-βIII (datos no mostrados).  

Ensayos de morfología y viabilidad celular de las NPCsAH después 

del tratamiento con gremlina-1 

Para determinar el efecto de la proteína gremlina-1 en las NPCsAH, se utilizaron los pasajes 25-

33 de los cultivos primarios de las células previamente aisladas y caracterizadas.  

                                                           
42

 Por su abreviatura en inglés, fibroblast growth factor type-2. 
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Las NPCsAH fueron cultivadas a una densidad de 15,000 células/cm2 en placas de poliestireno 

de 96 pozos (Corning, EUA) previamente recubiertas con PDL/L y se dejaron en adherencia 

durante 24 horas. Las células fueron estimuladas con la proteína gremlina-1 (PreproTech, 

México) en diferentes concentraciones (1pg, 10pg, 100pg, 1ng, 10ng, 100ng y 1µg por mL) en 

presencia o ausencia de los factores de crecimiento FGF-2 y EGF durante 48 horas (Figura 5). 

Para observar los cambios morfológicos se utilizó un microscopio invertido (Nikon, Japón) y se 

tomaron fotografías utilizando una cámara de alta resolución (Lumenera, Canadá) con el 

objetivo de 10x.  

La viabilidad celular se determinó con el ensayo colorimétrico de cuantificación 

espectrofotométrica basada en la degradación de las sales de tetrazolium WST-143 a sales de 

formazán, las cuales se producen cuando las células son viables a través de la actividad 

mitocondrial (Mossmann, 1983). Para lo cual, se adicionó a cada pozo 10µL de la solución WST-

1/ECS (Millipore, México) por pozo y se dejó incubar a temperatura ambiente durante 15 

minutos; transcurrido el tiempo, las sales de formazán fueron detectadas a 450nm en un lector 

de placas tipo ELISA44 (Bio-TeK, EUA) y la densidad óptica fue expresada en porcentaje tomando 

como referencia a las células no tratadas con la proteína gremlina-1. 

 

 

Figura 5. Proceso experimental para evaluar la actividad de la proteína gremlina-1 sobre la 
morfología y viabilidad en las NPCsAH. 

Las NPCsAH fueron sembradas sobre matriz extracelular (PDL/L) y estimuladas con gremlina-1 
a distintas concentraciones, con y sin factores de proliferación. Después de 48 horas de 
tratamiento (72h totales) se apreciaron los cambios morfológicos por microscopía óptica y se 
evalúo la viabilidad con el ensayo colorimétrico basada en la degradación de sales de 
tetrazolium WST-1. 

                                                           
43

 [2-(4-Iodophenyl)-3- (4-nitrophenyl)-5- (2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium]. 
44

 Por su abreviatura en inglés, enzyme-linked immunosorbent assay. 
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Ensayos de proliferación celular en las NPCsAH después del 

tratamiento con gremlina-1 

Proliferación celular con la técnica: detección de la incorporación de 

BrdU45 al DNA46 

Las NPCsAH fueron cultivadas a una densidad de 15,000 células/cm2 en placas de poliestireno 

de 96 pozos previamente recubiertas con PDL/L y se dejaron en adherencia durante 24 horas. 

Las células fueron estimuladas con la proteína gremlina-1 en diferentes concentraciones (1pg, 

10pg, 100pg, 1ng, 10ng, 100ng y 1µg por mL) en presencia o ausencia de los factores de 

crecimiento FGF-2 y EGF durante 24 horas. Posteriormente, se evaluó la proliferación celular 

con la técnica de incorporación de bromodesoxiuridina (BrdU) al DNA durante la fase de 

síntesis del ciclo celular (Gratzner, 1982) por inmunocitoquímica (BrdU Kit III; Roche, México) 

de acuerdo al protocolo del fabricante. Las células que incorporaron BrdU dentro de su DNA 

fueron detectadas utilizando anticuerpos monoclonales contra BrdU conjugados con la enzima 

peroxidasa, la cual cataliza a su sustrato y genera un producto de color que fue detectado en 

un lector de placas tipo ELISA a 405nm. (Figura 6) y la densidad óptica fue expresada en 

porcentaje tomando como referencia a las células no tratadas con la proteína gremlina-1. 

 

 

Figura 6. Proceso experimental para evaluar la proliferación en las NPCsAH después del 
tratamiento con gremlina-1. 

Las NPCsAH fueron sembradas sobre matriz extracelular (PDL/L) y estimuladas con gremlina-1 
a distintas concentraciones, con y sin factores de proliferación. Después de 24 horas de 
tratamiento (48h totales) se evaluó la proliferación celular con la técnica detección de la 
incorporación de BrdU al DNA por inmunocitoquímica. 

                                                           
45

 Por su abreviatura en inglés, 5-Bromo-2´-deoxy-uridine. 
46

 Por su abreviatura en inglés, Deoxyribonucleic acid. 
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Proliferación celular con la técnica de neuroesferas 

Las NPCsAH fueron cultivadas a una densidad de 20,000 células/cm2 en condiciones de 

proliferación en placas de 96 pozos, libres de matriz extracelular. Después de 24 horas, las 

neuroesferas fueron estimuladas con diferentes concentraciones de la proteína gremlina-1 

(0.1pg, 1pg, 10pg, 100pg y 1ng por mL) en tres pulsos durante siete días. Transcurrido el 

tiempo con el estímulo constante; se tomaron fotografías con un microscopio invertido y una 

cámara de alta resolución con el objetivo de 4x. Las imágenes fueron procesadas con el 

programa “Image J” (versión 1.48, EUA) para contar el número de esferas por condición y medir 

el diámetro de cada neuroesfera en µm (Figura 7a). 

 

 

Figura 7. Proceso experimental para evaluar la proliferación y diferenciación celular en las 
NPCsAH derivadas de neuroesferas después del tratamiento con gremlina-1.  

a) Para evaluar la proliferación celular después del tratamiento con gremlina-1, las NPCsAH 
fueron sembradas en el día 0 y se dejaron en incubación durante 24 horas para la formación de 
neuroesferas; los estímulos con la proteína fueron aplicados en los días 1, 4 y 6 (líneas verdes 
marcadas como: 1D, 4D y 6D); la evaluación de la proliferación se realizó en el octavo día (línea 
roja marcada como 8D) por microscopía óptica. b) Proceso de diferenciación en ausencia de 
factores de proliferación; las células en neuroesferas fueron transferidas para su adherencia a 
una placa recubierta con PDL/L y los mitógenos fueron retirados para inducir diferenciación 
celular, la cual fue evaluada el día 15 (línea naranja marcada como 15D) por microscopía de 
fluorescencia y las células GFAP y MAP2 positivas fueron cuantificadas. 
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Ensayos de diferenciación en las NPCsAH a neuronas o glía 

después del tratamiento con gremlina-1 

Las neuroesferas derivadas de las NPCsAH que se formaron durante siete días en presencia o 

ausencia de la proteína gremlina-1 en condiciones de proliferación, fueron transferidas a placas 

de 96 pozos con fondo de vidrio (Thermo scientific, EUA) previamente recubiertas con PDL/L 

para permitir su adherencia en ausencia de factores de proliferación y sin tratamiento con 

gremlina-1 durante siete días (Figura 7b). Transcurrido el tiempo, las células diferenciadas 

fueron fijadas y se detectaron proteínas específicas por inmunocitoquímica. Se realizó el 

marcaje de la proteína MAP247 para distinguir a las neuronas, el marcaje de la proteína GFAP 

para identificar las células gliales por inmunofluorescencia y los núcleos fueron marcados con 

DAPI48. El porcentaje de células diferenciadas a neuronas o glía fue estimado con respecto al 

total de células. 

Ensayos comparativos de diferenciación en las NPCsAH a 

neuronas o glía después del tratamiento con gremlina-1 y noggina 

(antagonistas de las BMPs)  

Con el propósito de conocer si la proteína gremlina-1 ejerce su efecto como antagonista de las 

BMPs, se utilizaron otros tratamientos para comparar el efecto en el compromiso de 

diferenciación celular. La proteína noggina fue utilizada como control positivo, debido a que 

antagoniza a BMP4 e incrementa el compromiso neuronal de las células precursoras; mientras 

que, BMP4 se empleó como control negativo, ya que promueve la diferenciación glial de las 

células precursoras, de acuerdo con lo reportado por Bonaguidi y cols. (Bonaguidi et al., 2005).  

Las NPCsAH fueron cultivadas a una densidad de 20,000 células/cm2 en condiciones de 

proliferación en placas de 96 pozos libres de matriz extracelular; después de 24 horas, las 

neuroesferas formadas fueron tratadas en grupos independientes con gremlina-1 (1ng por mL), 

noggina (250ng por mL) (PrepoTech, México) y BMP4 (50ng por mL) (PrepoTech, México) en 

tres pulsos durante siete días. Después, las neuroesferas fueron transferidas a placas de 96 

pozos con fondo de vidrio previamente recubiertas con PDL/L para su adherencia y se dejaron 

en cultivo sin factores de proliferación ni tratamiento para inducir la diferenciación celular 

durante siete días.  
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 Por su abreviatura en inglés, microtubule-associated protein 2. 
48

 Por la abreviatura en inglés de su nombre químico sistemático, 4',6-diamidino-2-phenylindole. 



 22 

Transcurrido el tiempo, las células diferenciadas fueron fijadas y se detectaron proteínas 

específicas por inmunocitoquímica. Se realizó el marcaje de la proteína MAP2 para distinguir a 

las neuronas y se identificó a la proteína GFAP para las células gliales por inmunofluorescencia; 

además, los núcleos fueron marcados con DAPI. El porcentaje de células diferenciadas a 

neuronas o glía fue estimado con respecto al total de células. 

Ensayos para determinar la vía de señalización intracelular que 

participa en el proceso neurogénico de las NPCsAH tratadas con la 

proteína gremlina-1. 

Análisis de la vía canónica de las BMPs a través de los niveles de las 

proteínas Smad 1/5/9 en su estado fosforilado 

Las células fueron sembradas en condiciones de proliferación a una densidad de 10,000 

células/cm2 en platos de cultivo de poliestireno de 35mm (Corning, EUA) libres de matriz 

extracelular; después de la formación de neuroesferas, las NPCsAH fueron estimuladas e 

incubadas en grupos independientes con la proteína gremlina-1 (1ng por mL), noggina (250ng 

por mL) y BMP4 (50ng por mL) durante diferentes intervalos de tiempo (0, 15, 30, 60, 90 y 120 

minutos). Las células se cosecharon y centrifugaron a 1200rpm recuperando el botón celular, el 

cual fue lisado con una solución amortiguadora de lisis para extracción de proteínas (RIPA; 

Sigma, EUA), los restos celulares fueron removidos por centrifugación y la proteína total se 

determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976) (Bio-Rad, EUA). Las proteínas fueron 

separadas en geles de poliacrilamida (Bio Rad, EUA) y transferidas a membranas de 

nitrocelulosa (Millipore, México). Las membranas fueron bloqueadas con 5% de albumina de 

suero bovino (BSA49; Sigma, EUA) en 0.05% de Tween 20-TBS (Sigma, EUA) e incubadas con los 

anticuerpos primarios para las proteínas Smad 1/5/9 en su estado fosforilado (Cell Signalling, 

EUA) y los anticuerpos secundarios de burro acoplados a peroxidasa de rábano (HRP50; Jackson 

InmunoResearch, EUA). Finalmente, las bandas de proteína fueron detectadas con la técnica de 

quimioluminiscencia (Millipore, México) y la cantidad relativa de proteína se determinó con el 

programa ImageLab (Figura 8). Como control de carga se utilizó a la proteína 3-gliceraldehído-

fosfato-deshidrogenasa (Ramírez-Rodríguez et al., 2013). 
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 Por su abreviatura en inglés, bovine serum albumin. 
50

 Por su abreviatura en inglés, horseradish peroxidase. 
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Figura 8. Proceso experimental para evaluar los niveles de las pSmads 1/5/9 después del 
tratamiento con gremlina-1, noggina y BMP4. 

Las NPCsAH fueron sembradas para formar neuroesferas, las cuales se trataron en grupos 
independientes con gremlina-1, noggina y BMP4 durante diferentes intervalos de tiempo, las 
células fueron lisadas y la proteína se separó en geles de poliacrilamida; posteriormente, se 
realizó una transferencia a membranas de nitrocelulosa y las proteínas Smad 1/5/9 en su estado 
fosforilado fueron detectadas por quimioluminiscencia. 

 

Análisis de algunas vías no canónicas de las BMPs a través de los niveles 

de diversas proteínas en su estado activo 

Las NPCsAH fueron cultivadas a una densidad de 10,000 células/cm2 en condiciones de 

proliferación en platos de cultivo de poliestireno de 35mm libres de matriz extracelular. 

Después de 24 horas para la formación de neuroesferas, fueron estimuladas en grupos 

independientes con la proteína gremlina-1 (1ng por mL), noggina (250ng por mL) y BMP4 (50ng 

por mL) en tres pulsos durante siete días. Posteriormente, las células fueron cosechadas y 

centrifugadas a 1200rpm recuperando el botón celular. Se utilizó una solución amortiguadora 

de lisis para extracción de proteínas (RIPA), los restos celulares fueron removidos por 

centrifugación y la proteína total se determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976) 

(Bio-Rad, EUA).  

Para identificar algunas posibles vías de señalización implicadas en la actividad de la proteína 

gremlina-1, se utilizaron arreglos de anticuerpos para proteínas de señalización intracelular de 

acuerdo con protocolo del fabricante (Kit de arreglos de señalización intracelular, Cell 

Signalling, EUA). Los spots de proteína fueron detectados con la técnica de quimioluminiscencia 

y la cantidad relativa de proteína se determinó con el programa ImageLab (Versión 5.2.1; Bio-

Rad, EUA) (Figura 9). 
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Figura 9. Proceso experimental para identificar vías de señalización intracelular en las 
NPCsAH en neuroesferas después del tratamiento con gremlina-1, noggina y BMP4.  

Las NPCsAH fueron sembradas para formar neuroesferas (0); los estímulos con gremlina-1, 
noggina y BMP4 fueron en los días 1, 4 y 6 (líneas verdes marcadas como: 1D, 4D y 6D), en el 
octavo día (línea violeta marcada como 8D) se realizó el lisado celular, cuantificación de 
proteína por el método de Bradford y se identificaron algunas proteínas de señalización 
intracelular mediante un arreglo de anticuerpos. 

 

Inmunocitoquímica 

Los cultivos de NPCsAH fueron fijados con paraformaldehído (TJ Baker, EUA) al 4% en solución 

salina amortiguada por fosfatos (PBS51; Gibco, EUA) 0.1M a pH 7.4 durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Después, el fijador fue retirado y las células se lavaron con PBS. Para 

permeabilizar se utilizó Tritón X-100 (Sigma, EUA) al 0.5% durante 30 minutos, los sitios no 

específicos fueron bloqueados con 5% de BSA. Los anticuerpos primarios fueron diluidos en 

solución de bloqueo y se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en agitación 

constante. Posteriormente, se retiró el anticuerpo primario correspondiente y se colocó el 

anticuerpo secundario durante 2 horas. Los anticuerpos primarios fueron los siguientes: 

anticuerpo de conejo anti-GFAP 1:500 (Dako, EUA) anticuerpo de ratón anti-MAP2 1:500 

(Sigma, EUA); los anticuerpos secundarios fueron: anti-ratón de cabra conjugado con rodamina 

(Jackson Inmuno Research, EUA); anti-conejo de cabra conjugado con Fluoresceína (FITC) 

(Jackson Inmuno Research, EUA). 
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Los experimentos se analizaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse Ti y las 

imágenes de las células se analizaron con el analizador de imágenes NIS-Elements de Nikon. 

Para cada condición experimental se determinó el número de células con el programa Image J. 

Los valores absolutos en números de células se normalizaron por porcentajes y se realizó un 

análisis histográfico. Los experimentos se realizaron tres veces por duplicado observando al 

menos 3 campos elegidos al azar en 4-6 pozos por tratamiento. 

Análisis estadístico 

Los resultados fueron analizados con el programa SigmaPlot (Versión 12.5, Systat Software, 

EUA) aplicando un análisis de varianza de una vía, seguido de la prueba post hoc de Dunnett o 

Dunn´s. Las diferencias fueron consideradas como significativas cuando se presentó un valor de 

p  0.05. 
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Resultados 

Efecto en la morfología y viabilidad celular después del 

tratamiento con gremlina-1 en las NPCsAH 

Cambios en la morfología celular 

Al observar con microscopía óptica a las NPCsAH después de 48 horas con el tratamiento de 

gremlina-1 a diferentes concentraciones en presencia de los factores de crecimiento, se 

descubrió que esta proteína afecta la forma de las células sin perjudicar la adherencia al plato 

de cultivo (Figura 10).  

Las células no tratadas con la proteína gremlina-1 (control) se observaron de forma alargada 

con sus proyecciones citoplasmáticas habituales (dos o tres procesos neuríticos: morfología 

fusiforme y algunas células que presentan morfología más redondeada) y se encontraron 

homogéneamente extendidas en toda la superficie del pozo. Las células expuestas a las 

concentraciones más bajas de gremlina-1 (1pg y 10pg por mL) se observaron con una forma 

menos alargada (el tamaño de las proyecciones citoplasmáticas con respecto al control es 

reducido), presentaron un tamaño homogéneo entre sí y se extendieron en el fondo del pozo 

heterogéneamente. Las células tratadas con gremlina-1 a las concentraciones de 100pg, 1ng y 

10ng por mL, mostraron morfología redondeada (sin las proyecciones citoplasmáticas 

habituales), el volumen celular fue distinto para cada célula en la misma población, además de 

formar grupos con distinta cantidad celular. Las células tratadas con gremlina-1 a 

concentraciones de 100ng y 1μg por mL presentaron formas redondeadas con distinto tamaño 

celular formando grupos muy compactos y fuertemente adheridos entre sí. 

Para descartar el efecto de los factores de crecimiento sobre la actividad de la proteína 

gremlina-1, las NPCsAH fueron tratadas con gremlina-1 a diferentes concentraciones y 

cultivadas sin factores de proliferación durante 48 horas. Transcurrido el tiempo, se observaron 

cambios morfológicos distintos con respecto a las células que tienen los factores de 

proliferación (Figura 11). 
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Figura 10. Cambio en la morfología celular de las NPCsAH después del tratamiento con 
gremlina-1 con factores de proliferación. 

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (15,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir su adherencia, posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de 
gremlina-1 durante 48 horas, con factores de proliferación. Las células fueron fotografiadas en 
campos al azar con el objetivo 10x y seleccionadas de tres ensayos independientes, donde cada 
condición fue evaluada por cuadruplicado. La barra equivale a 100µm. 
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Figura 11. Cambios en la morfología celular de las NPsAH después del tratamiento con 
gremlina-1, sin factores de proliferación. 

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (15,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir su adherencia, posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de 
gremlina-1 durante 48 horas, sin factores de proliferación. Las células fueron fotografiadas en 
campos al azar con el objetivo 10x y seleccionadas de tres ensayos independientes, donde cada 
condición fue evaluada por cuadruplicado. La barra negra equivale a 100µm. 

Control
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En las células no tratadas con la proteína gremlina-1 (control), los procesos neuríticos 

característicos de la diferenciación celular comenzaron a hacerse presentes; se observó el 

desarrollo de neuritas bien extendidas que comenzaban a establecer conexiones entre las 

neuritas de las células vecinas y ocuparon toda la superficie del pozo en forma homogénea. En 

las células sometidas a la concentración más baja de gremlina-1 (1pg por mL) no se observó 

algún efecto por el estímulo de la proteína con respecto al control. Conforme fue aumentada la 

concentración de gremlina-1 (de 10pg a 100ng por mL) en los cultivos celulares, los cambios 

morfológicos fueron más evidentes; las células presentaron una retracción de los procesos 

neuríticos de forma heterogénea y una reducción de tamaño. Con respecto a la concentración 

más alta (1µg por mL), las células se observaron de forma más redondeada, irregular y con 

pérdida de volumen celular de manera heterogénea. 

De tal forma que la proteína gremlina-1 ejerce un efecto gradual sobre las NPCsAH en su 

morfología celular provocando una disminución de los procesos neuríticos conforme es 

aumentada su concentración, siendo más sensibles al cambio aquellas células que se 

encuentran en constante proliferación. 

Cambios en la viabilidad celular  

Con el propósito de conocer el efecto de la proteína gremlina-1 sobre la viabilidad en las 

NPCsAH, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de la proteína durante 48 

horas en condiciones de proliferación. Después del tratamiento, la viabilidad celular fue 

evaluada a través de la actividad mitocondrial con la técnica de WST-1 y expresada en 

porcentaje. El efecto causado por la proteína gremlina-1 fue comparado con las células no 

tratadas (control), las cuales fueron consideradas con un porcentaje de viabilidad celular del 

100%. 

Las NPCsAH tratadas con las concentraciones más bajas de la proteína gremlina-1 (1pg, 10pg y 

100pg por mL) no presentaron diferencia significativa en los valores de viabilidad con respecto 

al control, aunque se observó una reducción del 3 al 7%. Sin embargo, al utilizar 

concentraciones mayores de la proteína (a partir de 1ng/mL) se observó una disminución 

significativa en la viabilidad celular; después del tratamiento con 1ng, 10ng, 100ng y 1µg por 

mL de gremlina-1 se observó una pérdida del 19, 29, 33 y 31% respectivamente en la actividad 

mitocondrial de las células (Figura 12), lo que indica que la proteína afecta negativamente la 

viabilidad de las células a concentraciones mayores de 1ng/mL.  
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Figura 12. Viabilidad de NPCsAH tratadas con gremlina-1 con factores de 
proliferación.  

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (15,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir su adherencia, posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de 
gremlina-1 durante 48 horas en condiciones de proliferación. En el eje de las ordenadas se 
muestran las concentraciones utilizadas de proteína (de 1pg a 1μg por mL) y células sin 
tratamiento (control); la viabilidad celular fue evaluada a través de la actividad mitocondrial 
con la técnica de WST-1 y expresada en porcentaje en el eje de las abscisas; las barras de error 
representan el error estándar. El gráfico es representativo de tres ensayos independientes, 
donde cada condición fue evaluada por cuadruplicado. Significancia, prueba de Dunnett 
(comparación contra el grupo control). *p= 0.002.  

 

Para descartar la interferencia del tratamiento de la proteína gremlina-1 asociado a los factores 

de proliferación sobre la viabilidad celular, el estímulo con la proteína se realizó en ausencia de 

dichos factores (Figura 13); con lo cual, se obtuvo un efecto negativo mayor en la actividad 

mitocondrial comparado con aquellas tratadas con los factores de proliferación; también hubo 

una mayor variabilidad de los datos al obtener errores estándar mayores.  

No obstante, las células que recibieron los tratamientos con gremlina-1 a las concentraciones 

de 1pg a 10ng por mL mostraron una reducción no significativa en su actividad mitocondrial 

hasta el 34% con respecto al control; mientras que las concentraciones de 100ng y 1µg por mL 

mostraron diferencia significativa al reducir la viabilidad celular en un 47 y 68% 

respectivamente. 
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Figura 13. Viabilidad de NPCsAH tratadas con gremlina-1 sin factores de 
proliferación.  

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (15,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir su adherencia, posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de 
gremlina-1 durante 48 horas en condiciones de diferenciación. En el eje de las ordenadas se 
muestran las concentraciones utilizadas de la proteína (de 1pg a 1μg por mL) y células sin 
tratamiento (control); la viabilidad celular fue evaluada a través de la actividad mitocondrial 
con la técnica de WST-1 y expresada en porcentaje en el eje de las abscisas; las barras de error 
representan el error estándar. El gráfico es representativo de tres ensayos independientes, 
donde cada condición fue evaluada por cuadruplicado. Significancia con prueba de Dunnett 
(comparación  contra el grupo control). *p= 0.005. 

 

En cuanto a la viabilidad de las NPCsAH, el efecto que ejerce la proteína gremlina-1 en 

presencia o ausencia de los factores de proliferación es negativo y obedece a una relación 

concentración-respuesta; sin embargo, las concentraciones menores a 100pg/mL no impactan  

(Figura 12 y 13) la viabilidad de forma significativa.  

Efecto en la proliferación celular después del tratamiento con 

gremlina-1 en las NPCsAH 

Proliferación celular por la incorporación de BrdU 

Para conocer si la proteína gremlina-1 modifica la capacidad de proliferación en las NPCsAH, se 

determinó la cantidad de células que incorporaron BrdU después de 24 horas de tratamiento 

con la proteína y los datos obtenidos fueron comparados en porcentaje. 
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Las NPCsAH tratadas con gremlina-1 con los factores de proliferación (Figura 14) presentaron 

un incremento en la incorporación de BrdU a partir de la concentración de 10pg/mL con un 

aumento del 22% por encima del control. El máximo incremento en este parámetro se 

presentó con el tratamiento de 1ng/mL que presentó un crecimiento de la población del 28%, 

siendo este significativo con respecto al control. Sin embargo, en concentraciones mayores (de 

10ng a 100ng por mL) la proliferación celular se mantuvo sin aumento considerable con valores 

del 21 y 25% respectivamente, seguido de una disminución no significativa del 8% comparada 

con el control después del tratamiento de 1μg/mL. 

 

 

Figura 14. Proliferación de NPCsAH tratadas con gremlina-1 con factores de 
proliferación. 

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (15,000 de células/cm2) por 24 horas para 
permitir su adherencia, posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de 
gremlina-1 durante 24 horas. En el eje de las ordenadas se muestran las concentraciones 
utilizadas de la proteína (de 1pg a 1μg por mL) y células sin tratamiento (control); la 
proliferación celular fue evaluada por la detección de la incorporación de BrdU al DNA y fue 
expresada en porcentaje en el eje de las abscisas; las barras de error representan el error 
estándar. El gráfico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada 
condición fue evaluada por cuadruplicado. Significancia prueba de Dunnett (comparación contra 
el grupo control). *p= 0.001.  

 

Con la finalidad de conocer si los factores utilizados para mantener la proliferación celular 

enmascaraban el efecto que pueda tener la proteína gremlina-1 por sí misma, las NPCsAH 

fueron tratadas en ausencia de los factores de proliferación (Figura 15); lo cual mostró un 

incremento en el porcentaje de incorporación de BrdU sin ser significativo. A partir de la 

concentración de 1pg/mL aumentó la proliferación celular 19% por encima del control; el 

máximo incremento se presentó con el tratamiento 1ng/mL, el cual provocó un crecimiento de 
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la población del 45%; a partir de 10ng hasta 1μg por mL se encontraron valores del 29 al 19% 

por encima del control, lo que indica un ligero decremento comparado con el tratamiento de 

1ng/mL. 

 

 

Figura 15. Proliferación de NPCsAH tratadas con gremlina-1 sin factores de 
proliferación.  

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (15,000 de células/cm2) por 24 horas para 
permitir su adherencia, posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de 
gremlina-1 durante 24 horas. En el eje de las ordenadas se muestran las concentraciones 
utilizadas de la proteína (de 1pg a 1μg por mL) y células sin tratamiento (control); la 
proliferación celular fue evaluada por la detección de la incorporación de BrdU al DNA y fue 
expresada en porcentaje en el eje de las abscisas; las barras de error representan el error 
estándar. El gráfico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada 
condición fue evaluada por cuadruplicado. Significancia, prueba de Dunnett (comparación 
contra el grupo control). *p= 0.050. 

 

El efecto que promueve la proteína gremlina-1 en la incorporación de BrdU al DNA en las 

NPCsAH, únicamente se presentó cuando la proteína fue utilizada junto con los factores de 

proliferación (EGF y FGF-2); lo cual indica que la gremlina-1 está involucrada en el proceso de 

proliferación celular, pero es necesario utilizar los factores de proliferación durante el 

tratamiento. 

Por otra parte, la disminución del porcentaje de viabilidad celular a partir del tratamiento con 

gremlina-1 a la concentración de 1ng/mL (Figura 12) y al aumento en la proliferación celular al 

utilizar 1ng/mL de la proteína (Figura 14), esta concentración se estableció como el tratamiento 

máximo para ser utilizado en los siguientes experimentos. 
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Proliferación celular en neuroesferas 

Debido a que los resultados procedentes de la incorporación de BrdU sugieren un efecto 

positivo sobre la proliferación celular con una concentración de 1ng/mL, se estudió el efecto de 

la gremlina-1 en el modelo de neuroesferas; para lo cual, se colocó el tratamiento de la 

proteína en las NPCsAH durante siete días a diferentes concentraciones y a través de 

fotografías por microscopía óptica, se contabilizó el número de esferas obtenidas y el diámetro 

de las mismas fue medido para estimar la capacidad clonogénica (auto-renovación) y el efecto 

en la proliferación celular respectivamente. 

En cuanto al número de neuroesferas, se obtuvieron valores similares en todas las 

concentraciones utilizadas (Figura 16). Las células sin tratamiento (control) presentaron en 

promedio 11 neuroesferas por campo óptico, mientras que las células tratadas con gremlina-1 

presentaron entre 10 y 11 neuroesferas; lo que indica, que la proteína no ejerció un efecto 

sobre el potencial de las NPCsAH para establecer nuevas colonias celulares después de 7 días 

de tratamiento. 

 

 

Figura 16. Número de neuroesferas de NPCsAH tratadas con gremlina-1. 
Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 durante 7 días. 
En el eje de las ordenadas se muestran las concentraciones colocadas de la proteína (de 0.1pg a 
1ng por mL) y células sin tratamiento (control); el número de neuroesferas fue cuantificado a 
partir fotografías de microscopia óptica con el objetivo 4x y expresado en el eje de las abscisas; 
las barras de error representan el error estándar. El gráfico es representativo de cinco ensayos 
independientes, donde cada condición fue evaluada por cuadruplicado. Significancia prueba de 
Dunnett (comparación contra el grupo control). *p= 0.050. 
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Figura 17. Morfología de neuroesferas de NPCsAH después del tratamiento con gremlina-1. 
Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 durante 7 días 
con diferentes concentraciones. Las células fueron fotografiadas en campos al azar con el 
objetivo de 4x y seleccionadas de tres ensayos independientes, donde cada condición fue 
evaluada por cuadruplicado. La barra equivale a 300µm. 
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Al utilizar el diámetro de las neuroesferas como una referencia para observar el efecto en la 

proliferación celular después de varios días de tratamiento, se encontró que la morfología de 

las esferas cambia ligeramente con el tratamiento de gremlina-1 (Figura 17). Bajo el 

tratamiento con gremlina-1, las esferas ligeramente adheridas al fondo del plato de cultivo 

presentaron bordes redondeados y bien definidos, algunas células ubicadas en la periferia de 

las neuroesferas exhibieron morfología fusiforme y las neuroesferas de mayor tamaño se 

observaron más oscurecidas debido a la gran cantidad de células que las conforman. 

El análisis del diámetro de neuroesferas cultivadas con diferentes concentraciones de gremlina-

1 durante 7 días, reveló un incremento significativo al utilizar la concentración de 1ng/mL; ya 

que se obtuvo un valor promedio de 148μm de diámetro por esfera, lo que representa 54μm 

más que el control con un valor de 94μm de diámetro (Figura 18). Este efecto sugiere que la 

concentración de 1ng/mL causa un cambio positivo en la proliferación celular en el modelo de 

neuroesferas.  

 

 

Figura 18. Diámetro de neuroesferas de NPCsAH tratadas con gremlina-1.  
Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 durante 7 días. 
En el eje de las ordenadas se muestran las concentraciones colocadas de la proteína (de 0.1pg a 
1ng por mL) y células sin tratamiento (control); el diámetro de las neuroesferas fue calculado a 
partir de fotografías de microscopia óptica con el objetivo 4x y expresado en micrómetros en el 
eje de las abscisas; las barras de error representan el error estándar. El gráfico es 
representativo de cinco ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por 
cuadruplicado. Significancia, prueba de Dunnett (comparación  contra el grupo control). *p= 
0.001.  
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En cuanto al modelo de neuroesferas, no se encontraron cambios en la capacidad clonogénica 

después del tratamiento con la proteína gremlina-1. Sin embargo, se observó un efecto positivo 

en la proliferación celular con la concentración de 1ng/mL; este tratamiento, incrementa el 

diámetro de las neuroesferas (Figura 18) y aumenta la incorporación de BrdU en las células 

adherentes (Figura 14). 

Efecto en la diferenciación de las NPCsAH a neuronas o glía 

después del tratamiento con gremlina-1  

El compromiso de diferenciación celular hacia un destino neuronal o glial a partir de las 

neuroesferas formadas con las NPCsAH durante siete días en presencia o ausencia de la 

proteína gremlina-1, fue evaluado como parte del proceso neurogénico después de inducir 

diferenciación celular durante siete días. Para lo cual, se identificaron proteínas que 

caracterizan a cada tipo celular, GFAP para las células gliales y MAP2 para las células 

neuronales (Figuras 19, 20 y 21). Los datos obtenidos fueron comparados con respecto al 

número total de células y se mostró en porcentaje. 

La proporción de células diferenciadas (Figura 19) muestra una mayor cantidad de células 

neurales después del tratamiento con gremlina-1 comparado con las células sin tratamiento. La 

morfología que se observa es característica de las células diferenciadas en cultivo, en donde se 

aprecian células gliales (GFAP positivas, mostradas en color verde) con al menos dos 

prolongaciones alargadas de distintas longitudes que pueden o no ramificarse; mientras que las 

células neuronales (MAP2 positivas, mostradas en color rojo) tienen procesos neuríticos más 

cortos y en menor cantidad con respecto a las células gliales.  

Diferenciación glial 

La expresión de la proteína GFAP (Figura 20) mostró un cambio significativo en todos los 

cultivos tratados con gremlina-1, con respecto a las células sin tratamiento. En los cultivos 

control, se descubrió que el 96% de células son GFAP positivas, mientras que las células 

tratadas con gremlina-1 durante la fase de proliferación generaron del 61 al 59% de células 

gliales, 36% menos con respecto al control. 

Diferenciación neuronal 

En cuanto a la expresión de la proteína MAP2 (Figura 21), se encontró que las células sin 

tratamiento presentan 3% de diferenciación neuronal; mientras que las células tratadas con 

gremlina-1 mostraron un incremento significativo que va de 39 a 46%. No obstante, las células 

precursoras que proliferaron con el tratamiento de la proteína gremlina-1 incrementaron su 

compromiso de diferenciación hacia un destino neuronal. 
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Figura 19. Diferenciación celular a partir de NPCsAH en neuroesferas tratadas con gremlina-
1. 

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 (1ng/mL) 
durante 7 días en condiciones de proliferación y fueron diferenciadas en ausencia de factores de 
crecimiento y la proteína gremlina-1. Las células diferenciadas fueron marcadas para GFAP y 
MAP2 por inmunofluorescencia y fotografiadas con el objetivo de 20x en microscopio de 
epifluorescencia. Las imágenes son representativas de tres ensayos independientes, donde cada 
condición fue evaluada por cuadruplicado. La barra equivale a 100µm. 
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Figura 20. Diferenciación glial a partir de neuroesferas de NPCsAH tratadas con gremlina-1. 
Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 durante 7 días 
en condiciones de proliferación y fueron diferenciadas en ausencia de factores de crecimiento y 
la proteína gremlina-1. En el eje de las ordenadas se muestran las concentraciones utilizadas de 
gremlina-1 (de 0.1pg a 1ng por mL) y células sin tratamiento (control); la expresión de GFAP fue 
calculado a partir de microscopía de fluorescencia y expresada en porcentaje en el eje de las 
abscisas; las barras de error representan el error estándar. El gráfico es representativo de tres 
ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por cuadruplicado. *Significancia, 
prueba de Dunnett (comparación contra el grupo control). *p≤ 0.001.  

El efecto de gremlina-1 sobre el proceso de diferenciación celular en los cultivos expuestos a la 

proteína durante su proliferación, se expresó con un incremento de células MAP2 positivas, al 

mismo tiempo que se presentó una disminución de células GFAP positivas de forma 

complementaria; lo que indica, que esta proteína podría estar involucrada en el compromiso 

de diferenciación celular. 

Efecto comparativo en la diferenciación de las NPCsAH a neuronas 

o glía después del tratamiento con gremlina-1 y noggina 

(antagonistas de la BMPs) 

Los resultados anteriores llevan a la propuesta de que la proteína gremlina-1 puede alterar 

positivamente el proceso neurogénico in vitro en las etapas de proliferación y diferenciación 

neuronal. Por lo cual, en los siguientes resultados se muestra la comparación realizada con otra 

proteína altamente relacionada a la gremlina-1: noggina, una molécula ampliamente estudiada 

en el contexto de la neurogénesis como antagonista de BMP4. 
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Figura 21. Diferenciación neuronal a partir de neuroesferas de NPCsAH tratadas con 
gremlina-1.  

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 durante 7 días 
en condiciones de proliferación y fueron diferenciadas en ausencia de factores de crecimiento y 
la proteína gremlina-1. En el eje de las ordenadas se muestran las concentraciones utilizadas de 
gremlina-1 (de 0.1pg a 1ng por mL) y células sin tratamiento (control); la expresión de MAP2 fue 
calculado a partir de microscopía de fluorescencia y expresada en porcentaje en el eje de las 
abscisas; las barras de error representan el error estándar. El gráfico es representativo de tres 
ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por cuadruplicado. *Significancia, 
prueba de Dunnett (comparación contra el grupo control). *p≤ 0.001. 

El efecto de gremlina-1 (1ng por mL) sobre el compromiso de diferenciación celular , se 

identificó a través de cambios en las proteínas que indican a que tipo celular pertenecen las 

células diferenciadas, GFAP para las células gliales, y MAP2 para las células neuronales (Figuras 

22, 23 y 24). El efecto de gremlina-1 se comparó con el de noggina (250ng por mL) y BMP4 

(50ng por mL). 

La morfología de las células diferenciadas se muestra en la Figura 22; en donde también se 

observa la proporción de las células positivas para GFAP (células gliales, en color verde) y las 

células MAP2 positivas (células neurales, en color rojo). Las células sin tratamiento tienen dos o 

tres procesos neuríticos con varias ramificaciones heterogéneas y en su mayoría son GFAP 

positivas; el grupo de células sometidas al tratamiento con gremlina-1 y noggina contienen una 

mayor cantidad marca para MAP2, tanto las células tratadas con gremlina-1 como la células 

tratadas con noggina presentan largos procesos neuríticos, aunque en menor cantidad y sin 

ramificar con respecto a las células control. Por otro lado, el tratamiento con BMP4 favoreció la 

formación de células con morfología tipo astrocito radial y la mayoría fueron GFAP positivas; 

estas células presentaron varios procesos neuríticos con varias ramificaciones, de tal manera 

que se observan ampliamente extendidas. 
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Figura 22. Diferenciación celular a partir de NPCsAH en neuroesferas tratadas con gremlina-
1, noggina y BMP4. 

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas durante 7 días en condiciones 
de proliferación con gremlina-1 (1ng/mL), noggina (250ng/mL) y BMP4 (50ng/mL). Después, 
fueron diferenciadas en ausencia de factores de crecimiento y de las proteína gremlina-1, 
noggina y BMP4. Las células fueron marcadas para GFAP y MAP2 por inmunofluorescencia y 
fotografiadas con el objetivo de 20x en microscopio de epifluorescencia. Las imágenes son 
representativas de tres ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por 
cuadruplicado. La barra equivale a 50µm. 
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La expresión de la proteína GFAP (Figura 23) disminuyó significativamente en todos los cultivos 

tratados con gremlina-1 y noggina, mientras que el tratamiento con BMP4 no produjo algún 

cambio en la expresión de de la marca GFAP con respecto a las células sin tratamiento 

(control). Para el grupo control y las células tratadas con BMP4 se observó 93 y 95% de células 

diferenciadas respectivamente; mientras que las células tratadas con gremlina-1 y noggina 

representaron el 80% de diferenciación glial; lo que indica, una disminución del 13% con 

respecto al control, sin ser estadísticamente diferentes entre ellas. 

 

 

Figura 23. Diferenciación glial a partir de neuroesferas de NPCsAH tratadas con gremlina-1, 
noggina y BMP4. 

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas; posteriormente fueron tratadas en tres pulsos durante 7 días 
en condiciones de proliferación con gremlina-1 (1ng/mL), noggina (250ng/mL) y BMP4 
(50ng/mL). Después, fueron diferenciadas en ausencia de factores de crecimiento y las proteínas 
gremlina-1, noggina y BMP4. En el eje de las ordenadas se muestran los tratamientos utilizados. 
La expresión de GFAP fue calculada a partir de microscopía de fluorescencia y expresada en 
porcentaje en el eje de las abscisas; las barras de error representan el error estándar. El gráfico 
es representativo de tres ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por 
cuadruplicado. *Significancia, prueba de Dunnett (comparación  contra el grupo control). *p≤ 
0.001. 

 

Con respecto a la expresión de MAP2 (Figura 24), se descubrió que las células sin tratamiento 

presentaron 7% de diferenciación neuronal; mientras que las células tratadas con gremlina-1 y 

noggina tuvieron un incremento significativo del 22% de diferenciación celular, lo que 

representa un incremento de 15% por encima del control. Con respecto al tratamiento con 

BMP4, la cantidad de neuronas se encontró ligeramente disminuida, 2% por debajo del control. 
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Figura 24. Diferenciación neuronal a partir de neuroesferas de NPCsAH tratadas con 
gremlina-1, noggina y BMP4.  

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (20,000 células/cm2) por 24 horas para 
permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas en tres pulsos durante 7 días 
en condiciones de proliferación con gremlina-1 (1ng/mL), noggina (250ng/mL) y BMP4 
(50ng/mL). Después, fueron diferenciadas en ausencia de factores de crecimiento y de las 
proteínas gremlina-1, noggina y BMP4. En el eje de las ordenadas se muestran los tratamientos 
utilizados. La expresión de MAP2 fue calculada a partir de microscopía de fluorescencia y 
expresada en porcentaje en el eje de las abscisas; las barras de error representan el error 
estándar. El gráfico es representativo de tres ensayos independientes, donde cada condición fue 
evaluada por cuadruplicado. *Significancia, prueba de Dunnett (comparación contra el grupo 
control). *p≤ 0.001. 

 

La diferenciación celular de los cultivos expuestos al tratamiento con gremlina-1 y noggina 

mostró un incremento considerable de células MAP2 positivas; de forma complementaria, se 

observó una disminución de células GFAP positivas; lo que indica, que los dos antagonistas 

(gremlina-1 y noggina) podrían tener una función similar para incrementar en compromiso de 

de diferenciación neuronal; por otra parte, el tratamiento con BMP4 generó un aumento 

discreto en la formación de glía, además de favorecer la morfología tipo astrocito radial. 
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Determinación de la vía de señalización intracelular que participa 

en el proceso neurogénico de las NPCsAH tratadas con la proteína 

gremlina-1. 

Efecto de la proteína gremlina-1 en la vía canónica de las BMPs a través 

de los niveles de proteínas Smad1/5/9 en su estado fosforilado 

comparado con noggina y BMP-4 

En la vía de señalización de las BMPs y sus antagonistas (Figura 3) se muestra que a través de 

las proteínas Smad es regulada la quiescencia celular y diferenciación glial. No obstante, se 

evaluaron los niveles de expresión de las proteínas fosforiladas Smad 1/5/9 después del 

tratamiento con gremlina-1, noggina y BMP4, a diferentes tiempos. 

Se observó que los niveles de Smad1/5/9 se encuentran en mayor cantidad en los lisados 

celulares derivados del tratamiento con BMP4 siendo mayor a partir de 15 minutos de 

incubación, seguido de una ligera disminución a tiempos mayores hasta ser similar al control 

entre 90 y 120 minutos (Figura 25). 

 

 

Figura 25. Análisis de los lisados por Western blot para las proteínas pSmad1/5/9 a partir de 
lisados celulares de NPCsAH en neuroesferas después del tratamiento con gremlina-1, 
noggina y BMP4 en diferentes intervalos de tiempo. 

Las células fueron cultivadas en platos de cultivo de 35mm (10,000 células/cm2) permitiendo la 
formación y crecimiento de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 (1ng/mL), 
noggina (250ng/mL) y BMP4 (50ng/mL). Posteriormente, las células fueron lisadas después de 
15, 30, 60, 90 ó 120 minutos y procesadas para la obtención de bandas específicas por Western 
blot y quimioluminiscencia. Las fotografías fueron seleccionadas de tres ensayos 
independientes, donde cada condición fue evaluada por duplicado. 
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En cuanto a la cantidad relativa de proteína activa (Figura 26), se confirmó la presencia de 

niveles más altos de las proteínas Smad fosforiladas después del tratamiento con BMP4; 

concretamente, se obtuvo una mayor densidad óptica en la banda correspondiente a los 15 

minutos posteriores a la adición del ligando, donde se observó 3.7 veces la cantidad de 

proteína activa con respecto a las células no tratadas. Por otra parte, el tratamiento con los 

antagonistas gremlina-1 y noggina, produjo un ligero descenso en la densidad óptica de las 

bandas a los 30 y 60 minutos después del tratamiento respectivamente; lo que indica que las 

proteínas antagonistas gremlina-1 y noggina no activan a las proteínas Smad en comparación al 

efecto que produce la proteína BMP4. 

 

 

Figura 26. Niveles de expresión de las proteínas pSmad1/5/9 después del tratamiento con 
gremlina-1, noggina y BMP4 en diferentes intervalos de tiempo. 

Las células fueron cultivadas en platos de cultivo de 35mm (10,000 células/cm2) permitiendo la 
formación y crecimiento de esferas, posteriormente fueron tratadas con gremlina-1 (1ng/mL), 
noggina (250ng/mL) y BMP4 (50ng/mL). Posteriormente, las células fueron lisadas después de 
15, 30, 60, 90 ó 120 minutos y procesadas para la obtención de bandas específicas por Western 
blot y quimioluminiscencia. La expresión relativa de proteínas fue calculada a partir de 
fotografías con el programa ImageLab representada en unidades relativas en el eje de las 
abscisas. El gráfico es representativo de tres ensayos independientes, donde cada condición fue 
evaluada por duplicado. 
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Efecto de la proteína gremlia-1 en algunas vías no canónicas de las BMPs 

a través de los niveles de diversas proteínas en su estado activo 

comparado con noggina y BMP4 

Como una exploración para conocer la vía de señalización por la cual ejerce su función la 

proteína gremlina-1 durante el proceso neurogénico, se utilizaron arreglos de anticuerpos para 

identificar 18 proteínas que regulan diversas respuestas fisiológicas. Los “spots” identificados a 

partir de lisados celulares se organizan como se muestra en la Figura 27. Los cambios relativos 

en la expresión de las proteínas activas se cuantificaron por densidad óptica; estos resultados  

fueron comparados contra los obtenidos en las células no tratadas (Figura 28 y tabla 1). 

 

 

 

1. Control Positivo 

2. Control negativo 

3. ERK1/2 

4. Stat1 

5. Stat3 

6. Akt (Thr308) 

7. Akt (Ser472) 

8. AMPKα 

9. S6 Ribosomal  

10. mTOR 

 

11. HSP27 

12. Bad 

13. p70 S6 cinasa 

14. PRAS40 

15. p53 

16. p38 

17. SAPK/JNK 

18. PARP 

19. Caspasa-3 

20. GSK-3β 

Figura 27. Distribución de los spots de acuerdo con protocolo del fabricante 
PathScan® Intracellular Signaling Array Kit (Chemiluminescent Readout), Cell Signalling. 

 

Al comparar la cantidad relativa de cada proteína con respecto al control (Figura 28 y tabla 1), 

se encontraron cambios significativos en la expresión relativa de 12 proteínas después del 

tratamiento con gremlina-1, noggina y BMP4, los cuales se muestran en la tabla 1 con 

sombreado verde. Sin embargo, solo dos proteínas presentan cambios en su cantidad relativa 

después del tratamiento con los antagonistas gremlina-1 y noggina sin afectarse después del 

tratamiento con BMP-4: la caspasa-3 y GSK-3β52 (Tabla 1, sombreado en azul y Figura 29); no 

obstante, la caspasa-3 y GSK-3β podrían estar involucradas en la vía de señalización por la que 

los antagonistas ejercen su acción.  

  

                                                           
52

 Por su abreviatura en inglés, glycogen synthase kinase-3β. 
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Figura 28. Arreglos de proteínas a partir de lisados celulares de NPCsAH en neuroesferas 
después del tratamiento con gremlina-1, noggina y BMP4. 

Las células fueron cultivadas en platos de cultivo de 35mm (10,000 células/cm2) por 24 horas 
para permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas durante 7 días en 
condiciones de proliferación con gremlina-1 (1ng/mL), noggina (250ng/mL) y BMP4 (50ng/mL). 
Posteriormente, las células fueron lisadas y procesadas de acuerdo con las especificaciones del 
fabricante del kit y los spots fueron detectados con la técnica de quimioluminiscencia. Las 
fotografías fueron seleccionadas de tres ensayos independientes, donde cada condición fue 
evaluada por duplicado y la cantidad relativa de proteína se determinó con el programa 
ImageLab. 

 

Tabla 1. Cantidad relativa de proteínas de señalización intracelular. 

 
Tratamiento 

Proteína control gremlina-1 noggina BMP4 

3 ERK ½ 0.463 ± 0.020 0.459 ± 0.018 0.321 ± 0.037* 0.569 ± 0.004* 

4 Stat1 0.002 ± 0.001 0.010 ± 0.002 0.010 ± 0.002* 0.015 ± 0.002* 

5 Stat3 0.008 ± 0.002 0.015 ± 0.002 0.026 ± 0.002* 0.025 ± 0.003* 

6 Akt (Thr308) 0.055 ± 0.001 0.061 ± 0.003 0.047 ± 0.002 0.036 ± 0.008*** 

7 Akt (Ser473) 0.039 ± 0.007 0.049 ± 0.005 0.028 ± 0.005 0.080 ± 0.005* 

8 AMPKα 0.058 ± 0.011 0.106 ± 0.011 0.091 ± 0.004 0.112 ± 0.005 

9 S6 Ribosomal 0.029 ± 0.004 0.018 ± 0.000 0.022 ± 0.001 0.051 ± 0.005* 

10 mTOR 0.064 ± 0.003 0.085 ± 0.005 0.066 ± 0.006 0.069 ± 0.007 

11 HSP27 0.001 ± 0.001 0.001 ± 0.001 0.025 ± 0.001* 0.001 ± 0.001 

12 Bad 0.329 ± 0.011 0.317 ± 0.007 0.359 ± 0.012 0.359 ± 0.010 

13 p70 S6 Kinase 0.012 ± 0.002 0.012 ± 0.003 0.026 ± 0.004**** 0.013 ± 0.004 

14 PRAS40 0.400 ± 0.019 0.444 ± 0.015 0.343 ± 0.014** 0.360 ± 0.002 

15 p53 0.005 ± 0.002 0.003 ± 0.002 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 

16 p38 0.080 ± 0.002 0.155 ± 0.003* 0.091 ± 0.001 0.141 ± 0.008* 

17 SAP/JNK 0.001 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.021 ± 0.000 0.011 ± 0.002 

18 PARP 0.093 ± 0.006 0.099 ± 0.007 0.101 ± 0.007 0.077 ± 0.002 

19 Caspase-3 0.037 ± 0.002 0.057 ± 0.004* 0.069 ± 0.003* 0.048 ± 0.002 

20 GSK-3β 0.205 ± 0.010 0.347 ± 0.025* 0.346 ± 0.021* 0.222 ± 0.015 

Significancia, prueba de Dunnett (comparación contra el grupo control). *p≤ 0.001, **p=0.002, 

***p=0.014, ****p=0.041,  
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Figura 29. Detalle de los niveles de expresión de las proteínas afectadas por el tratamiento 
con BMP4 y sus antagonistas (gremlina-1 y noggina). 

Las células fueron cultivadas en platos de cultivo de 35mm (10,000 células/cm2) por 24 horas 
para permitir la formación de esferas, posteriormente fueron tratadas en tres pulsos durante 7 
días en condiciones de proliferación con gremlina-1 (1ng/mL), noggina (250ng/mL) y BMP4 
(50ng/mL). Posteriormente, las células fueron lisadas y procesadas de acuerdo a las 
especificaciones del fabricante del kit y los spots fueron detectados con la técnica de 
quimioluminiscencia. La expresión relativa de proteínas fue calculada a partir de fotografías con 
el programa ImageLab representada en unidades relativas en el eje de las abscisas. Las barras 
de error representan el error estándar. El gráfico es representativo de tres ensayos 
independientes, donde cada condición fue evaluada por duplicado. *Significancia,  prueba de 
Dunnett (comparación contra el grupo control). *p≤ 0.001. 
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Discusión 

El microambiente neurogénico del giro dentado del hipocampo en el cerebro adulto, está 

formado por diversos componentes celulares y moleculares que ejercen su efecto para 

favorecer o afectar la generación de nuevas neuronas, cuya función ha sido involucrada en los 

procesos de aprendizaje y memoria (Revisado en Kempermann y Ehninger, 2008; Aimone et al., 

2011); por lo cual, el conocimiento en la expresión y regulación de proteínas relacionadas con 

el proceso neurogénico y su posterior manipulación a través de intervenciones específicas, 

podrían amortiguar los efectos negativos producidos en algunas enfermedades que afectan el 

aprendizaje y memoria a causa de la deficiencia neurogénica. Al respecto, se ha detectado que 

el equilibrio molecular entre las BMPs y sus antagonistas resulta crucial para la homeostasis 

entre la generación del linaje astroglial o neuronal a partir de células precursoras (Bond et al., 

2014); sin embargo, han sido poco explorados y se requiere una mejor comprensión de su 

potencial. 

Al investigar la influencia de la auto-estimulación intracraneal relacionada con el mejoramiento 

cognitivo,  Huguet y cols. encontraron una sobreexpresión del gen que codifica para la proteína 

gremlina-1, un antagonista de BMPs (Huguet et al., 2009), cuyo mensajero (mRNA) se 

encuentra altamente expresado en el giro dentado del hipocampo del ratón adulto C57BL/6 en 

condiciones normales (Allen Brain Atlas; http://mouse.brain-

map.org/experiment/show?id=69059946). 

Aunque la proteína gremlina-1 ha sido ampliamente estudiada en modelos de desarrollo 

embrionario (Merino et al., 1999; Bardot et al., 2000; Pereira et al., 2000; Shi et al., 2001; 

Ohyama et al., 2001; Khokha et al,. 2003; Huillard y Marx, 2004; Michos et al., 2004; Zuniga et 

al., 2004; Nicoli et al., 2005; Frank et al., 2006; Maciel et al., 2007; Canalis et al., 2012; Curran 

et al., 2012; Suzuki et al., 2012) y en procesos de enfermedad en diversos tejidos adultos 

(McMahon et al., 2000; Lappin et al., 2002; Wada et al., 2002; Kane et al., 2005; Sneddon et al., 

2006; Walsh et al., 2007; Roxburgh et al., 2009; Kim et al., 2012; Mulvihil et al., 2012; 

Karagiannis et al., 2015), su función en el nicho neurogénico se desconoce; no obstante,  la 

proteína gremlina-1 ejerce su acción como antagonista de las BMPs y se cree que participa en 

la diferenciación específica del tejido y en la trasformación celular (Revisado en Wordinger et 

al., 2008; Bragdon et al., 2011, Church et al., 2015).  

Por lo anterior, en este trabajo se revela el efecto de la proteína gremlina-1 en el proceso 

neurogénico al utilizar células precursoras aisladas del giro dentado del hipocampo de roedores 

adultos de la cepa C57BL/6 (NPCsAH). 

Durante la evaluación del proceso de neurogénesis adulta en células precursoras del giro 

dentado del hipocampo, se observó que la utilización de los factores de crecimiento FGF-2 y 

EGF durante la etapa de proliferación celular son necesarios para investigar el efecto que ejerce 

la proteína gremlina-1; ya que al comparar las curvas concentración-respuesta de los cultivos 
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celulares tratados con gremlina-1 en ausencia de los factores de crecimiento, los resultados 

mostraron mayor variabilidad de datos, la morfología celular se ve afectada y la viabilidad 

celular disminuye considerablemente con respecto a las células tratadas con los factores de 

crecimiento; por lo tanto, en ensayos posteriores solo se eliminan los factores de crecimiento 

al inducir diferenciación celular. 

En cuanto a la proliferación celular, la proteína gremlina-1 incrementa la incorporación de BrdU 

después de 48 horas de tratamiento; sin embargo, el efecto puede ser más eficiente al 

mantener la presencia del antagonista durante varias generaciones, tal como se muestra 

durante el desarrollo de neuroesferas. Al respecto, Bonaguidi y cols. muestran que al utilizar la 

proteína noggina como antagonista de las BMPs durante la proliferación de células precursoras 

durante varias generaciones, la expansión celular es ampliamente potenciada (Bonaguidi et al., 

2008). Lo anterior sugiere, que la exposición a la proteína gremlina-1 incrementa la capacidad 

proliferativa de las NPCsAH a partir de 48 horas de tratamiento debido a su efecto antagonista 

sobre las BMPs endógenas, ya que se conoce que las BMPs inhiben la neurogénesis al 

promover la quiescencia de las células precursoras neurales, en especial BMP4 (Mira et al., 

2010; Bond et al., 2014); por lo tanto, prolongar el tiempo de tratamiento garantiza mantener a 

las células en constante división.  

Durante la etapa de diferenciación celular del proceso neurogénico, se pueden obtener células 

gliales y neuronas maduras en diferente proporción; de tal manera que los cultivos celulares en 

presencia de EGF y FGF-2 generan predominantemente glía y es necesario agregar otro factor 

para cambiar la proporción (Bull y Bartlett, 2005), tal como sucede con las células control. 

Bonaguidi y cols. mostraron que al incrementar la expresión de la proteína BMP4 en cultivos de 

células precursoras aisladas de ratones transgénicos, la diferenciación glial se compromete y se 

obtiene más del 90% de células que expresan GFAP y al mismo tiempo presentan cambios 

morfológicos característicos de células gliales, lo cual es contrarrestado al utilizar a noggina 

como antagonista (Bonaguidi et al., 2005). No obstante, al utilizar a las proteínas antagonistas 

de las BMPs endógenas: gremlina-1 y noggina, es posible comprometer a las NPCsAH hacia un 

linaje neuronal al generar una mayor cantidad de neuronas y reducir la cantidad de células 

gliales de forma complementaria.  

Al comparar el efecto de la proteína gremlina-1 con noggina en nuestro estudio, se observó el 

efecto esperado; el tratamiento con gremlina-1 y noggina potencian la diferenciación neuronal; 

sin embargo, es necesario utilizar una mayor concentración de noggina con respecto a 

gremlina-1; en ambos casos, se promueve una mezcla de formas alargadas bipolares y 

tripolares con varios procesos neuríticos. La proteína noggina ha sido relacionada con una 

regulación positiva del proceso neurogénico, ya que el aumento en sus niveles de expresión 

incrementa el compromiso de diferenciación neuronal (Bonaguidi et al., 2005 y 2008; Gobeske 

et al., 2009). No obstante, al utilizar BMP4, la diferenciación glial se incrementa y promueve la 

morfología tipo astrocito (Mira et al., 2010; Bond et al., 2014). 
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Algunos estímulos ambientales que modifican el proceso neurogénico en el hipocampo adulto, 

pueden actuar directamente en la señalización de las BMPs y sus antagonistas (Gobeske et al., 

2009); por lo tanto, la interacción BMP-antagonista es muy importante para regular la 

progresión de la neurogénesis y la perturbación de este sistema puede estar relacionado con el 

deterioro cognitivo. Al respecto, las moléculas que han sido ampliamente exploradas como 

reguladores del proceso neurogénico adulto, tanto in vivo como in vitro son BMP4 y noggina 

(Lim et al., 2000; Bonaguidi et al., 2005; Mikawa et al., 2006; Bragdon et al., 2011; Mikawa y 

Sato, 2011; Meyers et al., 2016), cuya vía de señalización mejor explorada es la vía canónica de 

las BMPs. 

Al explorar el efecto de la proteína gremlina-1 en la vía de señalización canónica de las BMPs a 

través de los los niveles de las proteínas Smad 1/5/9 en su estado fosforilado, se encontró que 

al adicionar el tratamiento de BMP4 las proteínas Smad fosforiladas (pSmad) aumentan su 

expresión; lo cual indica que el BMP4 ejerce su acción a través de la vía canónica de las Smad 

(Heldin et al., 1997) potenciando la actividad de las BMPs endógenas. Por otra parte, los 

antagonistas (gremlina-1 y noggina) disminuyen los niveles de las pSmad, probablemente 

inhibiendo la actividad de las BMPs endógenas por unión directa a las BMPs. Al respecto, Bond 

y cols. reportaron que el incremento de los niveles de BMP4 corresponde a un aumento de los 

niveles de pSmad1/5/8, mientras que niveles más elevados de noggina reducen 

considerablemente la cantidad de pSmad1/5/8 (Bond et al., 2014); lo que indica que la proteína 

gremlina-1 ejerce su efecto de forma similar a noggina al reducir los niveles de pSmad1/5/9. 

Al determinar la vía de señalización a través de la cual la proteína gremlina-1 altera el proceso 

neurogénico en las NPCsAH comparada con noggina y BMP4, se encontró que la actividad de la 

proteína GSK-3β incrementa significativamente en las células tratadas con las proteínas 

antagonistas gremlina-1 y noggina, mientras que en las células expuestas al BMP4 no hubo 

cambio en la activación de GSK-3β; lo cual puede afectar los cultivos celulares positiva o 

negativamente. En cuanto a los efectos negativos ejercidos por la proteína GSK-3β, Eom y cols. 

(2007) reportaron que en los cultivos de células precursoras aisladas del hipocampo expuestos 

a estrés genotóxico o al retirar los factores tróficos del medio de cultivo, se promueve la 

apoptosis a través de la proteína GSK-3β regulada por bax y caspasa-3 (Eom et al., 2007); lo que 

indica que la proteína GSK-3β podría estar relacionada con la pérdida de la actividad 

mitocondrial (viabilidad celular) al utilizar concentraciones altas de gremlina-1 y al retirar los 

factores de crecimiento FGF-2 y EGF, que a su vez promueve el aumento en la activación de 

caspasa-3. Por otra parte, GSK-3β también puede afectar la neurogénesis positivamente, ya 

que se ha encontrado que la expresión del mensajero comienza en las NPCs del giro dentado 

del hipocampo e incrementa considerablemente en las células DCX positivas y permanece 

durante la vida de las neuronas (células positivas a NeuN), lo que indica que su expresión es 

importante durante la fase de diferenciación, maduración neuronal e integración a los circuitos 

neuronales ya existentes (Fuster-Matanzo et al., 2013). No obstante, los efectos que puede 

provocar la proteína gremlina-1 en relación con incremento de GSK-3β aún no es claro, ya que 

su efecto puede depender del contexto y del estímulo que desencadene su activación sin 
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descartar el resultado del microambiente. Sin embargo, los resultados del presente trabajo 

podrían sugerir que la gremlina-1 puede favorecer la generación de neuronas in vitro a través 

de la activación de GSK-3β, hecho que requiere ser confirmado con el uso de inhibidores 

específicos de esa vía de señalización. 

GSK-3 es una enzima serina/treonina-cinasa presente en dos isoformas (alfa y beta) con 

múltiples funciones biológicas. Se localiza en el citoplasma, el núcleo y/o la mitocondria donde 

fosforila diversas proteínas generalmente prefosforiladas y su actividad está fuertemente 

regulada positiva o negativamente (Medina y Wandosell, 2011). Cabe destacar que esta 

proteína está implicada en la regulación de la vía de señalización canónica de las BMPs cuyos 

sustratos intermediarios son las proteínas Smad reguladas por receptor (Fuentealba et al., 

2007); esta vía de señalización es esencial para la poliubiquitinación y la degradación por el 

proteosoma (Heldin y Moustakas, 2012) y puede ser regulada por la interacción BMP-

antagonista (revisado en Brazil et al., 2014; Wang et al., 2014); por lo cual, la proteína GSK-3β 

podría estar directamente relacionada con el decremento de los niveles de expresión de 

pSmad1/5/9 después del tratamiento con los antagonistas de BMPs usados en el presente 

estudio, gremlina-1 y noggina.  

De acuerdo a los datos obtenidos, la proteína gremlina-1 puede ejercer su acción a diferentes 

niveles durante la neurogénesis adulta al promover la proliferación celular y diferenciación 

neuronal a través de la inhibición de las proteínas Smad de la vía de señalización canónica de 

las BMPs y la activación de la proteína GSK-3β; por lo cual, se propone una vía de señalización 

que involucra la actividad de la proteína gremlina-1 en las células precursoras neurales del 

hipocampo adulto (Figura 29). 

Las BMPs endógenas comienzan su actividad de señalización a través del receptor que activa la 

vía canónica de señalización y fosforila a las proteínas Smad1/5/9; después, el complejo 

Smad1/5/9 fosforilado (pSmad1/5/6) activa a Smad4 y se forman complejos oligoméricos que 

se translocan al núcleo (Heldin y Moustakas, 2012; Zhang et al., 2015); esta señal regula la 

proliferación celular y genera una mayor proporción de células gliales con respecto a las células 

neurales. Al respecto, se ha observado que la sobreexpresión de BMP4  incrementa la densidad 

de astrocitos, mientras que la proliferación celular de las NPCs es reducida al inducir 

quiescencia celular (Gomes et al., 2003; Bonaguidi et al., 2005; Yousef et al., 2015; Meyers et 

al., 2016).   

Por otra parte, la proteína gremlina-1 se une por afinidad a las BMPs endógenas e impide la 

señalización de la vía canónica al bloquear directamente la función fisiológica de las BMPs, lo 

cual coincide con lo que ocurre al utilizar a la proteína noggina como tratamiento (Bonaguidi et 

al., 2008; Bond et al., 2014; Church et al., 2015). Simultáneamente, los niveles de GSK-3β en su 

forma activa aumentan por un mecanismo aún desconocido y la actividad de las proteínas 

Smad puede ser reprimida a través de un mecanismo similar al reportado por Fuentealba y 

cols., el cual indica, que la proteína  Smad1 previamente fosforilada por las BMPs (pSmad1) es 

translocada al núcleo y sufre una segunda fosforilación mediada por las enzimas MAPK 
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(pSmad1MAPK); posteriormente, GSK-3β en su estado activo reconoce la “pre-fosforilación” y 

genera una tercera fosforilación de Smad1 (pSmad1MAPK+GSK-3β); la triple fosforilación provoca 

que sea transportada hacia el centrosoma, desencadene su poliubiquitinación y finalmente sea 

degradada por el proteosoma (Fuentealba et al., 2007), lo que evita el efecto provocado por las 

BMPs.  

Es probable que el destino que sufre Smad1 al ser degradada, también lo sea para otras 

proteínas Smad; sin embargo, es necesario realizar más estudios acerca de las vías de 

señalización canónica y no canónicas de las BMPs, así como el efecto del antagonista gremlina-

1 y su papel en la regulación de la neurogénesis en el hipocampo del cerebro adulto.  

Si bien es cierto que los resultados sugieren que la gremlina-1 favorece la diferenciación 

neuronal en un sistema controlado in vitro, es necesario realizar estudios adicionales en los que 

se administre gremlina-1 en un sistema in vivo para confirmar los hallazgos y descartar si esta 

proteína afecta a otras poblaciones celulares que participan en la generación de neuronas y 

que están contenidas en el microambiente del hipocampo. 
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Figura 30. Propuesta de la vía de señalización de la proteína gremlina-1 como antagonista de 
las BMPs y su posible implicación en la neurogénesis adulta. 

Después de la activación de los receptores tipo I y II de las BMPs (RBMPs) por BMP4, se inicia la 
cascada de señalización por la vía canónica o no-canónica. La vía canónica permite la 
fosforilación de las proteínas Smad1, Smad5 y Smad9 para formar complejos que se translocan 
al núcleo, las células entran en quiescencia y se promueve la diferenciación astroglial. Por otra 
parte, la proteína gremlina-1 impide la activación de los RBMPs por unión directa a las BMPs 
endógenas (BMP4) y al mismo tiempo induce (por un mecanismo aún desconocido) la activación 
de GSK-3β; a través de una vía de señalización no-canónica, pSmad1 es fosforilada por segunda 
ocasión por la enzima MAPK (pSmad1MAPK) y los niveles elevados de activación de GSK-3β 
inducen una tercera fosforilación (pSmad1MAPK+GSK-3β) que promueve la poliubiquitinación y 
degradación de Smad1 por el proteosoma, lo que permite la proliferación celular y la 
diferenciación neuronal. 
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Conclusiones 

 

La proteína gremlina-1 a la concentración de 1ng/mL, favorece el proceso neurogénico en 

células precursoras aisladas del giro dentado del hipocampo de roedores adultos de la cepa 

C57BL/6 (NPCsAH), al promover la proliferación celular y diferenciación neuronal a través de un 

mecanismo que puede involucrar la inhibición de las proteínas Smad de la vía de señalización 

canónica de las BMPs y la activación de la proteína GSK-3β. 
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