
 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 
 
 
 
 
 

TRÁNSITO DE CÉLULAS TRONCALES A TRAVÉS DE LA  
BARRERA HEMATO‐ENCEFÁLICA 

 
 
 

TESIS 
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

DOCTOR EN CIENCIAS 
 
 

PRESENTA: 
MÓNICA DÍAZ CORÁNGUEZ 

 
 
 

 
DIRECTORA DE TESIS 

DRA. LORENZA GONZÁLEZ‐MARISCAL 
DEPTO. DE FISIOLOGÍA, BIOFÍSICA Y NEUROCIENCIAS, CINVESTAV 

 
 

COMITÉ TUTOR 
DRA. MARTHA ROBLES FLORES 
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM 
DR. ALFONSO CÁRABEZ TREJO 

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGÍA, UNAM  
 

 

MÉXICO, D. F. JUNIO DE 2013 

   



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

 

Dedicada a los responsables de mi intromisión en la 

ciencia, porque siempre han apoyado mis ideas por 

descabelladas que éstas sean.  

 

A mis papás: 
  

Ma. de los Angeles Coránguez Jácome y José de Jesús Díaz Ruíz 

 
Gracias por creer en mí e impulsarme a hacer más allá de lo posible. 

¡Los quiero con toda mi alma y siempre los llevo en mi corazón! 

 
 
 

A mis hermanos: 
 

Ma. de los Angeles Díaz Coránguez y José Díaz Coránguez 

 
Gracias por estar siempre a mi lado apoyándome en todo. 

 
 
 

 

 

 

Los días más felices son aquellos que nos hacen sabios. 

John Masefield 

 
   



AGRADECIMIENTOS 

 
Esta  tesis  fue  realizada  bajo  la  tutoría  de  la Dra.  Lorenza  González  Mariscal 
quien  puso  todo  su  profesionalismo  y  dedicación  en  mi  formación  como 
investigadora.  Le  agradezco  de  manera  especial  y  sincera  por  aceptarme  en  su 
grupo de trabajo, por su guía y orientación constantes, pero sobre todo, por creer 
en mí y siempre motivarme a dar lo mejor. 
 
Se realizó con  la colaboración del Dr.  José  Segovia Vila, a quien  le agradezco su 
continua contribución y opinión en el proyecto. Su participación sin duda, fue una 
fuente muy importante para el enriquecimiento de este trabajo. 
 
Agradezco la participación en el desarrollo del proyecto de: 
 
– Adolfo López Ornelas, estudiante del Dr. José Segovia Vila, por la ayuda en el 
cultivo de células ReNcell CX y el montaje de los experimentos in Vivo. 
 

– Dr.  Juan Ludert  y  su  estudiante  de  doctorado Henry Puerta Guardo,  por  la 
detección de citosinas y PGE2, mediante ensayos de ELISA. 

 
– Dra. Bibiana Cruz Chávez,  por  la  elaboración de  la microscopía electrónica 
de transmisión y de barrido, con la ayuda de la Q.F.B. Sirenia González Pozos. 

 
– Dra. Noemí Meráz Cruz, por la detección de MMPs a través de zimogramas. 
 

– Dra.  Concepción  Gutiérrez  y  su  estudiante  Natalia  Nuño,  por  la 
determinación de HGF en los MCs.  

 
Gracias por su colaboración y entusiasmo para la construcción de grandes ideas. 
 
 
El proyecto fue apoyado por los donativos 98448 (LGM) y 127357 (JS), otorgados 
por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT), y por el proyecto 

multidisciplinario del CINVESTAV‐IPN. 
 

Agradezco a CONACYT por la beca otorgada durante todo el programa de 
doctorado, con el número 267383.  

 
 

Esta tesis se realizó en el  

lab. 29 del depto. de Fisiología, Biofísica y Neurociencias del CINVESTAV 
 

con el apoyo técnico de:  
M. en C. Dolores Martín Tapia, Q.F.B. María de Lourdes Alarcón Mortera, 

M. en C. María Luisa Roldán Guitérrez, M. en C. María del Socorro Islas 

Mendoza, Paula Vergara Subillaga, Alicia Teudocio Díaz, Biól. Miguel 

Angel Rojas Sierra y Rubén Sánchez Islas 



El sistema in vitro de BHE se montó en el laboratorio de la Dra. Lorenza González 
Mariscal, gracias a la asesoría del Dr. István Krisbai y de la Dra. Imola Wilhelm, del 
Instituto de Biofísica en el Centro de Investigación Biológica de Szeged, Hungría. 

 
 

Agradezco a las instituciones que me albergaron durante mi formación: 

Depto. de Fisiología, Biofísica y Neurociencias del CINVESTAV‐IPN 

Facultad de Medicina e Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 

Universidad Nacional Autónoma de México 
especialmente al:  

Programa de doctorado en ciencias biomédicas (PDCB‐UNAM) 

 

 
Mis mayores agradecimientos a mi comité tutoral, que cada semestre estuvo 

pendiente de los avances en el proyecto: 

Dra. Martha Robles Flores y Dr. Alfonso Cárabez Trejo 
 

A mis revisores de tesis, por brindarme su conocimiento y experiencia: 

Dra. Selva Lucía Rivas Arancibia 
Depto. de fisiología de la Facultad de Medicina 

Dra. Magdalena Guerra Crespo 
Depto. de Neuropatología Molecular del IFC, UNAM 

Dra. Diana María Escalante Alcalde 
Depto. de Desarrollo Neural y Fisiología, del IFC, UNAM 

Dr. Héctor Mayani Viveros 
Unidad de Investigación en Enfermedades Oncológicas en el Hospital de Oncología 

en Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS 
  
 

De manera especial agradezco a todos los que me apoyaron académica y 
personalmente:  

A la Dra. Norma Hernández Rodríguez, quien me preparó para ingresar al 
programa de doctorado. 

A mis profesores, por poner su conocimiento en mis manos. 
A mis amigos y compañeros del laboratorio, por las discusiones científicas y 

personales que tanto han enriquecido mi vida. 
A Atzin González Andrade, por todo el amor, la compañía, la confianza y el apoyo 

incondicionales. Gracias por enriquecer mi corazón y mi alma. 
 

   



ÍNDICE 

   Pág. 
 

Lista de Abreviaturas                          1 
 
Resumen                              3 
 
Abstract                                  4 
 
I. Introducción                             5 

 
1.1. Las células troncales neurales                            5 

 
1.2. Los gliomas                           10 

1.2.1. Epidemiología                       10 
1.2.2. Factores de riesgo                      10 
1.2.3. Síntomas                           11 
1.2.4. Diagnóstico                         11 
1.2.5. Tratamiento                          12 
1.2.6. Terapia basada en el uso de células que transportan 

genes suicidas                          12 
 

1.3. Las uniones estrechas                       15 
1.3.1. Estructura                            15 
1.3.2. Función                           18 
1.3.3. Composición                        18 

a) Las claudinas                          20 
b) Proteínas periféricas de la UE                  23 

 
1.4. La barrera hematoencefálica                       24 

1.4.1. Descubrimiento de la barrera hematoencefálica               24 
1.4.2. Características particulares del EMC                27 
1.4.3. Transporte a través del EMC                      28 
1.4.4. Medición de la propiedad de barrera del EMC                   30 
1.4.5. Modelos in vitro de BHE                       32 
1.4.6. Participación de los astrocitos y pericitos en el  

sellado de la BHE                      35 
1.4.7. La UE en las patologías del SNC                  38 

 
1.5. Transmigración                        38 

1.5.1. Transcelular                        39 
1.5.2. Paracelular                         40 

 
II. Justificación                             42 

 
III. Hipótesis                              42 
 
IV. Objetivos                            43 



V. Materiales y Métodos                        44 
 

5.1. Comité de ética para el cuidado de animales                  44 
 

5.2. Líneas celulares                         44 
 

5.3. Cultivos primarios                           44 
5.3.1. Cultivo de astrocitos de rata                  44 
5.3.2. Cultivo de EMC de rata                       45 

 
5.4. Medio condicionado                           46 

 
5.5. Medición de la resistencia eléctrica transendotelial                 46 

 
5.6. Ensayos de migración                              47 

 
5.7. Microscopía electrónica de transmisión                   48 

 
5.8. Microscopía electrónica de barrido                      48 

 
5.9. Western blot                           49 

 
5.10. Detección de citosinas                      49 
 
5.11. Detección de VEGF, HGF, EGF y PGE2                    50 
 
5.12. Zimografía                             50 
 
5.13. Inmunofluorescencia                      50 
 
5.14. Migración in vivo de células ReNcell CX                 51 

 
 
VI. Resultados                              52 

 
6.1. Las células de glioma C6 o su medio condicionado,  

inducen la transmigración de las células troncales  
neurales a través de un modelo in vitro de barrera  
hematoencefálica                          52 
 

6.2. El MC de glioma C6 disminuye la RET del EMC e  
induce la formación de orificios a lo largo de los bordes  
celulares de la monocapa endotelial                         54 
 

6.3. El HGF estimula la transmigración de células ReNcell  
CX en un modelo in vitro de BHE                     56 
 

6.4. El VEGF estimula la transmigración de las células  
ReNcell CX en un modelo in vitro de BHE                   57 



6.5. La baja cantidad de EGF en el MC de glioma C6  
estimula la transmigración de las células ReNcell CX  
en un modelo in vitro de BHE                        58 
 

6.6. La presencia de PGE2 y la falta de EGF en el MC de  
glioma C6 promueve la apertura de la BHE                     60 
 

6.7. La presencia de zonulina/prehaptoglobina‐2 en el  
MC de glioma C6 promueve la apertura de la BHE  
y la transmigración de las células ReNcell CX                   61 
 

6.8. Los MCs de astrocitos y glioma C6 contienen  
cantidades similares de MMP‐2 y ‐9                   62 
 

6.9. La expresión exógena de ocludina en los  
fibroblastos‐L incrementa su transmigración a través  
del EMC                          63 
 

6.10. La presencia de ocludina y claudina‐5 en el EMC  
disminuye en los sitios de transmigración de las  
células ReNcells CX                      65 

 
6.11. La adhesión mediada por CRTAM facilita la  

transmigración de las células ReNcell CX a través  
del EMC                             65 
 

6.12. Las células ReNcell CX inyectadas vía intravenosa  
llegan a los sitios del glioma en el cerebro                 67 
 

VII. Discusión                             69 
 

VIII. Conclusión                            73 
 
IX. Producción científica durante el doctorado                            75 
 

9.1. Artículo original derivado del proyecto de doctorado              75 
 
9.2. Revisiones y capítulos de libro                        76 
 
9.3. Resúmenes publicados/Participación en reuniones científicas                76 
 
9.4. Premios                          77 

 
X. Referencias                                78 

 



  1 

Lista de abreviaturas 

 

AQP    acuaporina 

BHE    barrera hematoencefálica 

bFGF    factor básico de crecimiento de fibroblastos 

CD    citosina deaminasa 

Cl    claudina 

CRTAM  molécula asociada a linfocitos T restringida a clase I 

dHSCs    células troncales hematopoyéticas diferenciadas 

EGF    factor de crecimiento epidermal 
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Resumen 

En  este  trabajo  se  evaluó  la  transmigración  de  las  células  troncales  neurales  humanas, 

ReNcell  CX,  en  un  modelo  in  vitro  de  la  barrera  hematoencefálica  (BHE)  y  en  ratones 

desnudos. El modelo de BHE se basa en un co‐cultivo que comprende el cultivo primario 

de  células  del  endotelio microvascular  cerebral  (EMC)  sembrado  sobre membranas  con 

poros  (insertos Millicell). Además, el  sistema  incluye el  cultivo primario de astrocitos de 

rata sembrado en la base del pozo que contiene al inserto. Encontramos que el cambio de 

astrocitos  primarios  por  células  de  glioma,  o  su  medio  condicionado  (MC),  induce  un 

incremento  significativo  en  la  transmigración  de  las  ReNcell  CX  a  través  del  EMC.  La 

presencia de HGF, VEGF, zonulina y PGE2 en el MC de glioma, y la falta de EGF, promueve 

la transmigración de las ReNcell CX. En contraste, las citosinas IFN‐α, TNF‐α, IL‐12p70, IL‐

1β,  IL‐6,  IL‐8  and  IL‐10,  así  como  las  metaloproteinasas  ‐2  y  ‐9,  no  juegan  un  papel 

importante  en  la  transmigración  ya  que  no  inducen  cambios  significativos  y  están 

presentes en concentraciones similares en los MCs de astrocitos y de glioma. Las ReNcell 

CX expresan a las proteínas de unión estrecha ocludina y claudinas 1, 3 y 4, y a la molécula 

de adhesión CRTAM; mientras que el EMC expresa a ocludina, claudinas 1 y 5, y a CRTAM. 

Esta última es una molécula esencial para la transmigración como se demostró al competir 

la  adhesión  mediada  por  CRTAM  con  la  adición  de  CRTAM  soluble.  En  los  sitios  de 

transmigración,  se  observó  que  disminuye  la  expresión  de  ocludina  y  claudina‐5.  En  los 

ratones  desnudos  a  los  que  se  les  inyectó  vía  intravascular  a  las  ReNcell  CX,  éstas 

atravesaron la BHE y llegaron a los gliomas inducidos con las células C6, y en particular a 

las zonas donde se detecta HGF, VEGF y zonulina/prehaptoglobina 2. 
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Abstract 

Transit of human neural stem cells, ReNcell CX, through the blood brain barrier (BBB) was 

evaluated in an in vitro model of BBB and in nude mice. The BBB model was based on rat 

brain microvascular  endothelial  cells  (RBMECs)  cultured on Millicell  inserts  bathed  from 

the  basolateral  side  with  conditioned  media  (CM)  from  astrocytes  or  glioma  C6  cells. 

Glioma  C6  CM  induced  a  significant  transendothelial  migration  of  ReNcells  CX  in 

comparison  to  astrocyte  CM.  The  presence  in  glioma  C6  CM  of  high  amounts  of  HGF, 

VEGF, zonulin and PGE2, together with the low abundance of EGF, promoted ReNcells CX 

transmigration. In contrast cytokines IFN‐α, TNF‐α, IL‐12p70, IL‐1β, IL‐6, IL‐8 and IL‐10, as 

well  as metalloproteinases  ‐2  and  ‐9  were  present  in  equal  amounts  in  glioma  C6  and 

astrocyte CMs. ReNcells expressed the  tight  junction proteins occludin and claudins 1, 3 

and 4, and the cell adhesion molecule CRTAM, while RBMECs expressed occludin, claudins 

1 and 5 and CRTAM. Competing CRTAM mediated adhesion with soluble CRTAM, inhibited 

ReNcells CX transmigration, and at the sites of transmigration, the expression of occludin 

and claudin‐5 diminished in RBMECs. In nude mice we found that ReNcells CX injected into 

systemic  circulation  passed  the  BBB  and  reached  intracranial  gliomas,  which 

overexpressed HGF, VEGF and zonulin/prehaptoglobin 2. 
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I. Introducción 

 

1.1. Las células troncales neurales 

Las  células  troncales  son  células  indiferenciadas  con  capacidad  de  proliferar  y 

diferenciarse  en  células  de  distintos  linajes.  Mediante  la  división  simétrica,  se  generan 

células  idénticas  que mantienen  a  la  población  troncal.  A  esta  propiedad  se  le  conoce 

como  auto‐renovación.  Mientras  que,  a  través  de  la  división  asimétrica  se  genera  una 

célula  idéntica a  la original, y una célula progenitora, que ya ha avanzado un paso en  la 

diferenciación (D. Amat, 2012).  

Las  células  troncales  presentan  diferente  potencial  de  diferenciación  en  tejidos 

específicos,  órganos  o  embriones  completos,  de  acuerdo  con  su  localización  (figura  1). 

Este potencial nos permite clasificarlas en los siguientes grupos: 

Células  troncales  totipotentes:  Estas  células  son  capaces  de  diferenciarse  en 

cualquier linaje embrionario o extraembrionario. Por ejemplo, del cigoto y de cada una de 

las células de la mórula se puede reconstituir un organismo completo. 

Células  troncales  pluripotentes:  Estas  células  pueden  dar  origen  a  los  linajes 

derivados de cualquiera de las tres capas embrionarias. Por ejemplo, las células de la masa 

celular  interna,  también  llamadas  células  troncales  embrionarias  (ESCs,  por  las  siglas  en 

inglés de Embryonic Stem Cells) (Thomson et al., 1998), se diferencian para formar todos 

los tejidos embrionarios. 

Células troncales multipotentes: Estas células sólo pueden diferenciarse en el linaje 

derivado  de  una  capa  embrionaria  específica,  ya  sea  ectodermo,  endodermo  o 

mesodermo (figura 1). Algunas de éstas células troncales se conservan a lo largo de la vida 

de los organismos, y residen en los tejidos adultos. A éstas células también se les conoce 

como  células  troncales  adultas  o  somáticas,  y  son  las  responsables  de  mantener  la 

homeostasis  en  los  tejidos  adultos  a  través  del  balance  entre  proliferación  y  muerte 

celular. Normalmente se mantienen en estado quiescente y cuando reciben un estímulo 

externo, activan su programa de proliferación y diferenciación (D. Amat, 2012). 
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Figura 1. Localización de las células troncales durante el desarrollo embrionario. A partir de la fecundación 
se forma una célula troncal totipotente o cigoto, que prolifera para generar un conjunto de células idénticas 
llamado  mórula.  Posteriormente,  las  células  de  la  mórula  se  diferencian  en  las  células  troncales 
pluripotentes  que  conforman  la  blástula:  las  células  del  trofoblasto,  que  darán  origen  a  los  tejidos 
extraembrionarios, y las células de la masa celular interna o ESCs, que darán origen al embrión. En seguida, 
las ESCs se diferencian en las células troncales multipotentes que conforman las tres capas embrionarias de 
la  gástrula:  endodermo,  mesodermo  y  ectodermo,  cada  una  de  las  cuales  tiene  el  potencial  de  generar 
linajes celulares específicos. 
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Las células troncales neurales (NSCs, por las siglas en inglés de Neural Stem Cells) 

constituyen  una  población  de  células multipotentes  que  se  encuentran  presentes  en  el 

sistema nervioso central (SNC) durante el desarrollo embrionario y en la etapa adulta. Se 

caracterizan por su potencial de auto‐renovación, es decir, se dividen para dar lugar a una 

célula igual a ellas mismas y que se mantiene en estado multipotente, a la par de generar 

otra  célula  con  la  capacidad  de  producir  células  maduras  del  linaje  glial  (astrocitos  y 

oligodendrocitos) y neural. Esta diferenciación terminal neural  se alcanza a  través de    la 

formación de precursores celulares intermedios (Gage, 2000).  

Las propiedades de  las NSCs se regulan por el microambiente especializado en el 

que  residen,  convencionalmente  llamado  nicho  germinal.  Los  factores  ambientales  y  el 

programa genético intrínseco de las NSCs, mantienen la troncalidad y regulan o dirigen la 

proliferación y diferenciación en los nichos (Doetsch, 2003). Se han aislado NSCs de tejidos 

embrionarios, fetales y neonatales (días 1‐4) (Gritti et al., 1996). En el tejido adulto éstas 

células residen en la corteza cerebral, principalmente en la zona subventricular (ZSV) de la 

pared del ventrículo lateral y en la zona subgranular (SG) del giro dentado del hipocampo 

(figura 2) (Alvarez‐Buylla and Lim, 2004; Christie and Turnley, 2012). 

A  partir  de  la  identificación  de  las  NSCs  en  el  cerebro  de  los mamíferos  adultos 

(Morshead  et  al.,  1994;  Palmer  et  al.,  1995;  Palmer  et  al.,  1997),  se  han  desarrollado 

diversos protocolos de estudio para su aislamiento, expansión y mantenimiento, e incluso 

se han generado líneas celulares inmortalizadas de origen murino como C17.2 (Snyder et 

al., 1992) y humano como HB1.F3 (Kim et al., 2002) y ReNcell CX/VM (Donato et al., 2007).  

El mantenimiento de  las NSCs en cultivo,  requiere de  la presencia de  factores de 

crecimiento específicos tales como el factor de crecimiento epidermal (EGF, por las siglas 

del  inglés  Epidermal  Growth  Factor)  y  el  de  fibroblastos  (FGF,  por  las  siglas  del  inglés 

Fibroblast  Growth  Factor).  Estos  factores  y  la  ausencia  de  suero,  promueven  la 

proliferación celular y la conservación de las propiedades y los marcadores de las células 

troncales  en  las  NSCs.  Así  mismo,  la  diferenciación  de  las  NSCs  ocurre  de  manera 

espontánea, al eliminar del cultivo el EGF y el bFGF o ante la presencia de suero (Gritti et 

al., 1996).  
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Figura 2. Localización de las NSCs en el cerebro de mamíferos. El esquema muestra la sección sagital del VL 
del cerebro en un roedor y en humanos. Las NSCs se han aislado o  identificado en  las zonas señaladas. H, 
hipocampo; ZSV, zona subventricular; VL, ventrículo  lateral. Modificado de (Brazel and Rao, 2004; Temple, 
2001). 

 

Las terapias con células troncales se basan en la posibilidad de que reemplacen a 

neuronas  en  enfermedades  neurodegenerativas,  o  que  sirvan  como  vehículo  para 

transferir  genes  terapéuticos  como enzimas  y  factores neurotróficos u oncolíticos,  a  los 

sitios de enfermedad en el cerebro (Kim et al., 2013; Muller et al., 2006). Con respecto a 

esto último,  cabe  resaltar que  las NSCs presentan  tropismo por  los  sitios dañados en el 

cerebro (Muller et al., 2006; Tyler et al., 2009). Particularmente en el tratamiento de los 

tumores cerebrales, se ha observado que las NSCs que residen en la ZSV, migran hacia los 

tumores  de  origen  glial  (Synowitz  et  al.,  2006)  y  tienen una  respuesta  antitumorigénica 

(Chirasani et al., 2010; Stock et al., 2012; Walzlein et al., 2008).  

La  movilización  de  las  NSCs  endógenas  para  el  tratamiento  de  las  patologías 

cerebrales  es  posible,  sin  embargo,  la  inflamación  del  SNC  altera  los  componentes  del 

nicho germinal y hace que la reparación a largo plazo sea ineficiente (Goldman, 2004). Por 

ello, el trasplante de NSCs representa una alternativa potencial.  

En  modelos  experimentales  in  vivo,  se  ha  observado  que  el  trasplante  de  NSCs 

disminuye  significativamente  algunos  síntomas  de  la  esclerosis múltiple  (Einstein  et  al., 

2003; Pluchino et al., 2003),  la apoplejía (Kelly et al., 2004),  la enfermedad de Parkinson 

(Richardson et al., 2005), la enfermedad de Huntington (McBride et al., 2004) y el daño en 

la médula espinal (Cummings et al., 2005; Hofstetter et al., 2005).  
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En los tumores intracraniales inducidos en los roedores, las NSCs implantadas cerca 

del  tumor,  se  distribuyen  a  lo  largo  de  la masa  tumoral.  Cuando  las NSCs  se  implantan 

intracranialmente en sitios distantes al tumor, se observa que las células migran del tejido 

normal  hacia  las  células  tumorales  y  finalmente,  cuando  las  NSCs  se  administran 

intravascularmente en un sitio distante al cerebro como la vena de la cola, las NSCs llegan 

al sitio del tumor cerebral (figura 3) (Aboody et al., 2000; Tyler et al., 2009). Cabe resaltar 

que  las NSCs  implantadas no  solo  se  localizan en  la masa  tumoral,  sino que  también  se 

distribuyen  en  los  sitios  de  micro  metástasis  (Benedetti  et  al.,  2000;  Herrlinger  et  al., 

2000).  

 

 
Figura  3.  En  un  modelo  murino,  las  NSCs  trasplantadas  muestran  tropismo  por  las  células  tumorales 

cerebrales. A)  Esquema de  la migración  intracranial  de  las NSCs.  B) Migración de  células  C17.2 de origen 
murino transfectadas con el gen de la luciferasa e implantadas en el hemisferio opuesto al sitio del tumor.  
Fotografía con una cámara criogénica de carga acoplada (CCD) que detecta la bioluminiscencia emitida por 
la  transfección  de  luciferasa  en  las  NSCs  inyectadas  intracranialmente,  a  los  días  9  y  36  (Weissleder  and 
Ntziachristos, 2003). C) Distribución de las células HB1‐F3 de origen humano (rojo) en el tumor inducido con 
las células de glioma U87. Flechas, borde del  tumor; morado, núcleos. D) Esquema de  la migración de  las 

NSCs trasplantadas por vía  intravenosa. E)  Inmunocitoquímica de anti‐β‐galactosidasa para identificar a  las 
NSCs (flecha) en el sitio del tumor, 4 días después de su trasplante. Modificado de (Muller et al., 2006) A, B y 
C; de (Aboody et al., 2000) E. 
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1.2. Los gliomas 

Los  tumores  del  SNC  se  clasifican  de  manera  histopatológica  en  astrocitomas, 

oligodendriomas,  oligo‐astrocitomas  mixtos  y  ependinomas.  De  acuerdo  con  la 

Organización  Mundial  de  la  Salud  (OMS),  presentan  cuatro  grados  ascendentes  de 

malignidad  (I‐IV)  (Louis et al., 2007). Los  tumores grados  I y  II  son de crecimiento  lento, 

mientras  que  los  de  alto  grado  (III  y  IV)  son  tumores  malignos  con  una  alta  tasa  de 

proliferación (Kelly et al., 1984). 

El  glioblastoma  multiforme  (GBM),  un  astrocitoma  grado  IV,  es  el  tumor  más 

frecuente  del  SNC  (Louis  et  al.,  2007).  Es  un  tumor  maligno  e  infiltrante  que  puede 

alcanzar un gran tamaño antes de ser diagnosticado y puede formar focos distales en  la 

médula espinal o en las meninges a través del transporte de células malignas por el líquido 

cefalorraquídeo (LCR) (Birbilis et al., 2010).  

El GBM puede ser primario o secundario, si proviene de otro tumor. La mayoría de 

los gliomas grado IV se presentan de novo como GBM primarios, son los más agresivos y 

tienen  por  tanto,  una  menor  tasa  de  sobrevivencia.  De  acuerdo  a  sus  características 

histopatológicas,  es  difícil  distinguir  a  un  GBM  primario  de  un  secundario,  pero  a  nivel 

molecular,  presentan  diferentes  mutaciones  genéticas  y  características  moleculares 

(Agnihotri et al., 2013). 

1.2.1. Epidemiología 

El GBM representa el 25% de los tumores cerebrales (Adamson et al., 2009). Cada 

año se diagnostican aproximadamente 74,000 nuevos casos a nivel mundial  (Reardon et 

al.,  2006)  y  la  incidencia  de  este  tipo  tumoral  va  en  aumento  (Hess  et  al.,  2004b).  Se 

presentan en ambos  sexos, pero  son más  frecuentes  los  tumores de origen primario en 

hombres  y  de  origen  secundario  en  mujeres.  Su  incidencia  y  por  tanto  el  riesgo  de 

desarrollarlo, aumenta con la edad, aproximadamente el 90% de los gliomas se presentan 

en  personas mayores de 45 años (Schwartzbaum et al., 2006). 

1.2.2. Factores de riesgo 

Se desconocen  las causas del desarrollo de  los gliomas. La exposición a radiación 

ionizante es hasta ahora el único factor  identificado, responsable del desarrollo de estos 

tumores.  Entre  los  años  60’s  y  el  2003  se  reportaron  116  casos  de  GBM  causados  por 
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radiación  y  se  ha  estimado  que  después  de  la  radioterapia,  el  riesgo  de  desarrollar  un 

GBM es del 2.5%    (Salvati et al., 2003). También se ha  sugerido que el uso del  teléfono 

celular  por  las  pequeñas  cantidades  de  radiación  electromagnética  no  ionizante  que 

genera,  así  como  la  exposición  a  pesticidas,  podrían  ser  factores  de  riesgo,  pero  su 

impacto en el desarrollo de los GBM aún no está bien establecido (Adamson et al., 2009).  

Otras  evidencias  sugieren  que  las  personas  que  padecieron  un  traumatismo 

cerebral tienen mayor probabilidad de desarrollar tumores cerebrales (Holly et al., 1998). 

Esto se piensa porque durante el trauma se produce hipertrofia y multiplicación de la glía 

o  gliosis,  que  va  acompañada  de  un  cambio  en  la  arquitectura  de  la  barrera 

hematoencefálica.  Este  cambio  en  la  vascularización  permite  el  acceso  al  parénquima 

cerebral de  factores de  crecimiento y agentes  carcinógenos  con el potencial de generar 

células malignas (Magnavita et al., 2003). 

1.2.3. Síntomas 

Los  síntomas dependen del  tamaño del  tumor  y  su  localización.  Por  ejemplo,  un 

paciente con un tumor en el lóbulo temporal puede tener problemas de visión y audición, 

mientras  que  un  paciente  con  un  tumor  en  el  lóbulo  frontal  experimenta  cambios  de 

personalidad.  Otros  síntomas  que  pueden  presentarse  son:  dolores  de  cabeza,  náusea, 

ataques  epilépticos,  cansancio muscular  y  pérdida  de  la  función  cognitiva.  El  desarrollo 

rápido  de  síntomas  cerebrales  se  relaciona  con  edema  cerebral,  hemorragia  y  necrosis, 

siendo éstas las causas principales de muerte en los pacientes con gliomas. 

1.2.4. Diagnóstico 

El  diagnóstico  se  lleva  a  cabo  mediante  estudios  de  imagen  que  muestran  la 

presencia, el  tamaño y  la  localización del glioma. El método más usado es  la  imagen de 

resonancia magnética  aumentada  por  gadolinio  (Adamson  et  al.,  2009).  Otros métodos 

son  la espectroscopía de resonancia magnética nuclear  (RMN),  la tomografía de emisión 

de positrones (PET) y la tomografía axial computarizada (CAT) (Kelly et al., 1984). A nivel 

patológico,  los  GBM  presentan  un  gran  número  de  células  con  polimorfismos,  núcleos 

hipercromáticos  y  tejido  necrótico  (Adamson  et  al.,  2009).  En  los  GBM  se  pueden 

identificar astrocitos y astroblastos, células tumorales gigantes y células en mitosis. En las 

células endoteliales de los capilares que rodean al tumor, se observa hiperplasia, necrosis, 
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hemorragia  y/o  trombosis.  A  nivel  molecular,  los  GBM  pueden  presentar  algunas 

modificaciones  genéticas  como: depleción en el  cromosoma 10  (70%),  amplificación del 

EGFR (40‐60%), depleción de p16INK4a (30%), mutaciones en p14ARF (30%), en p53 (30%) 

y PTEN (25%), y metilación en RB1 (15%) y MGMT (36%) (Kanu et al., 2009). 

1.2.5. Tratamiento 

El  tratamiento  estándar  para  los  GBM  consta  de  cirugía,  seguida  de  quimio  y 

radioterapia  (Stupp  et  al.,  2009).  Durante  la  cirugía  se  intenta  retirar  la  mayor  masa 

tumoral  posible,  sin  embargo,  la  localización  del  tumor  puede  dificultar  su  extirpación 

total.  Realizando  únicamente  el  procedimiento  quirúrgico,  los  pacientes  sobreviven  14 

semanas  y  pocos  llegan  más  allá  del  año,  por  lo  tanto,  es  necesario  continuar  el 

tratamiento con quimio y  radioterapia. El  tratamiento más utilizado en  la quimioterapia 

de GBM es la temozolomida. Este es un agente alquilante, que administrado por vía oral, 

inhibe  los  mecanismos  de  reparación  del  DNA  en  las  células  tumorales.  El  uso  de  la 

temozolomida aumenta  la  sobrevivencia de  los pacientes y disminuye  la  recurrencia del 

GBM, y además tiene  la ventaja de que sólo el 4% de  los pacientes experimenta efectos 

colaterales. Otros tratamientos que se administran en paralelo son: la carmustina (BCNU), 

la  dexametasona,  que mejora  la  función  neurológica,  y  la  radioterapia  de  60  grays  (gy) 

durante 30 días consecutivos. 

A  pesar  de  estos  tratamientos,  es  excepcional  la  sobrevivencia  de  los  pacientes 

más  allá  de  los  dos  años.  La  mayoría  de  los  pacientes  presentan  recurrencia  de  la 

enfermedad  y  mueren  en  menos  de  un  año,  debido  a  que  presentan  resistencia  a  la 

terapia,  micro  metástasis  y  angiogénesis,  y  a  que  en  ellos  se  establece  un  ambiente 

inmunosupresor que favorece la sobrevivencia de las células tumorales.  

1.2.6. Terapia basada en el uso de células que transportan genes suicidas 

El  tratamiento  con  células  que  presentan  tropismo  por  las  células  tumorales 

cerebrales podría ser una terapia complementaria para el tratamiento de los gliomas. Así, 

al modificar a éstas células ex vivo, se las podría emplear para transportar genes suicidas, 

para que éstos sean liberados en el sitio del tumor.  
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Se ha observado que la implantación de células HEK‐293 modificadas para producir 

endostatina  (Bjerkvig  et  al.,  2003),  o  de  fibroblastos  con  un  vector  adenoviral  que 

contiene al gen para la timidina cinasa del virus de herpes simple tipo 1 (HSV‐1 TK) (Barzon 

et  al.,  2006;  Chiocca  et  al.,  2003;  Rainov  and  Ren,  2003),  reduce  la  masa  tumoral  y 

produce un efecto anti‐angiogénico en los gliomas. Sin embargo, la baja motilidad de éstas 

células hace que la liberación de los genes sea inespecífica (Tabatabai et al., 2011).  

Debido al tropismo que presentan las células troncales por los tumores cerebrales, 

se  comienza a estudiar el potencial de éstas  células para migrar desde un  sitio distante  

hacia  el  tumor  y  liberar  ahí  los  genes  terapéuticos  (Bexell  et  al.,  2013).  Para  estos 

experimentos, en los ratones desnudos (nu/nu) o atímicos, se induce la formación de un 

tumor  cerebral  mediante  la  implantación  intracranial  de  células  de  glioma.  Las  líneas 

celulares  más  utilizadas  para  este  fin  son  las  de  humano  como  A172,  LN229,  U251, 

U251MG, U87 y U87MG, de rata como C6 y N32, o de ratón como GL26. 

Por  otra  parte,  las  células  troncales  se  manipulan  in  vitro  para  insertar  a  los 

vectores  que  contienen  a  los  genes  suicidas.  Posteriormente  se  inyectan  por  vía 

intracranial en el hemisferio colateral al sitio del tumor, o por vía intravenosa, en la vena 

de la cola del animal, o en la aorta.  

Se  han  observado  varios  casos  donde  la  administración  de  las  células  troncales 

modificadas para el  tratamiento de  los  gliomas,  produce una disminución en el  tamaño 

tumoral  y  un  aumento  en  la  sobrevivencia  de  los  animales  experimentales.  En  estos 

trabajos  se  han  utilizado  diferentes  variedades  de  células  troncales  que  transportan  a 

distintos genes terapéuticos, tales como: 

• Células pluripotentes endoteliales humanas (EPCs). Estas células derivan de la sangre 

periférica humana y se han modificado para la expresión de: 

– el virus del sarampión oncolítico (Wei et al., 2007). 

– un  lentivirus  con  el  gen  del  transportador  de  yodo,  NIS,  que  facilita  la 

incorporación de yodo radiactivo en los tumores cerebrales para su diagnóstico 

y tratamiento (Varma et al., 2012). 
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• Células  pluripotentes  hematopoyéticas  (HPCs).  Se  obtienen  de  la  médula  ósea  de 

ratones C57BL/6, o de humanos.  En éstas  células  se han  incorporado  lentivirus que 

contienen a los genes de: 

– TGFβRII‐DN,  una  dominante  negativa  del  receptor  tipo  II  para  el  factor  de 

crecimiento  tumoral  beta  (TGFβ)  que  evita  el  progreso  de  la  transformación 

tumoral (Noyan et al., 2012). 

– IFN‐α1, o  interferón alfa 1, que incrementa el reclutamiento de células T en el 

tumor y en consecuencia, la inmunidad antitumoral (De Palma et al., 2008). 

• Células  troncales  mesenquimales  (MSCs).  Se  obtienen  del  tejido  adiposo  o  de  la 

sangre periférica humana. En ellas  se han  introducido adenovirus con  los  siguientes 

genes: 

– IL‐12, o interleucina 12. La administración de ésta citosina, en complemento con 

el IFN‐β, incrementa la inmunidad antitumoral (Ryu et al., 2011). 

– El ligando de muerte relacionado con la familia del factor de necrosis tumoral, o 

TRAIL, que induce la apoptosis en las células tumorales (Kim et al., 2008). 

– La  proteína  parecida  a  hemopexina,  o  PEX,  que  inhibe  la  angiogénesis  en  los 

tumores (Goren et al., 2010). 

– La  citosina  deaminasa  (CD)  en  conjunto  con  la  enzima  uracil 

fosforibosiltransferasa, que promueven la apoptosis a través de la activación del 

proteosoma (Altanerova et al., 2012). 

• Células troncales neurales (NSCs). Debido a que el origen de éstas células dificulta su 

obtención, se han desarrollado diversas líneas celulares humanas, como las HB1.F3 y 

las ReNcell, y de ratón como las C17.2. En éstas células, modificadas con adenovirus, 

se han introducido los genes de: 

– La enzima carboxilesterasa, que facilita  la  incorporación del quimioterapéutico 

derivado de captotecina, CPT‐11, en las células tumorales (Lim et al., 2011). 

– aaTSP‐1,  que  es  una  trombospodina  modificada  para  tener  efecto  anti‐

angiogénico (van Eekelen et al., 2010). 
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– Oligonucleótidos que bloquean la expresión de miR‐21, haciendo susceptibles a 

las células tumorales para la terapia citotóxica con TRAIL (Corsten et al., 2007). 

– HSV‐1  TK,  la  timidina  cinasa  del  virus  de  herpes  simple  tipo  1,  que  está 

modificada para su replicación en células cancerosas. Al administrar ganciclovir, 

un  fármaco  para  el  tratamiento  del  virus,  éste  inhibe  la  incorporación  de 

nucleótidos  y  provoca  la  muerte  celular,  en  las  células  infectadas  por  HSV‐1. 

Esta terapia se complementa con el uso de CD (Wang et al., 2012). 

– CD e IFN‐β como complemento (Ito et al., 2010). 

• Células  troncales  pluripotentes  inducidas  (iPSCs).  Se  obtienen  in  vitro  a  partir  de  la 

inducción de pluripotencia en células terminalmente diferenciadas como por ejemplo 

fibroblastos de embrión de ratón. Estas células se han utilizado como vehículo de  la 

HSV‐TK (Lee et al., 2011). 

• Células  troncales  hematopoyéticas  diferenciadas  (dHSCs).  Estas  células,  que 

provienen  de  la  sangre  periférica  humana,  se  diferenciaron  in  vitro  a  NSCs.  Se  han 

usado para el transporte de HSV‐TK (Zhao et al., 2012). 

La  migración  de  las  células  troncales  es  específica  hacia  los  sitios  tumorales.  Sin 

embargo,  los factores que determinan esta especificidad han sido poco estudiados, y  los 

mecanismos  por  los  cuáles  éstas  células  atraviesan  la  barrera  hematoencefálica  se 

desconocen. 

 

1.3. Las uniones estrechas 

1.3.1. Estructura 

Las uniones estrechas (UEs) son estructuras de adhesión célula‐célula presentes en 

las  células  epiteliales  y  endoteliales.  Se  encuentran  en  el  límite  entre  la  cara  apical, 

dirigida  hacia  el  lado  del  ambiente  externo  o  el  lumen  de  ductos  y  cavidades,  y  la 

membrana basolateral, que se encuentra en contacto con el medio  interno (Cereijido et 

al., 1998).  
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Las UEs epiteliales fueron observadas por primera vez en imágenes de microscopía 

electrónica  de  transmisión,  como  puntos  de  contacto  intercelular  o  “besos”  donde  las 

membranas  exteriores  de  las  células  vecinas  parecen  fusionarse  y  ocluir  el  espacio 

paracelular (figura 4A). Al observar el interior de la membrana plasmática, a través de su 

ruptura por crio‐fractura, la UE se observa como una red de filamentos lineares o cadenas 

de  partículas  llamados  filamentos  de  la  UE,  que  se  localizan  por  debajo  de  las 

microvellosidades (figura 4B). Por inmunofluorescencia, las proteínas de la UE forman un 

patrón de distribución en el borde celular que asemeja a una malla de gallinero, cuando la 

muestra se observa desde arriba (figura 4C); mientras que, cuando el tejido se observa de 

lado,  las  proteínas  de  la  UE  forman  puntos  en  la  porción  más  apical  de  la  membrana 

lateral (figura 4D). 

 
Figura 4. Estructura de  la unión estrecha por microscopía electrónica y por  inmunofluorescencia. A) Por 
microscopía electrónica de transmisión,  la UE se observa como puntos de contacto célula‐célula donde las 
membranas  de  las  células  adyacentes  parecen  fusionarse  (flecha).  Se  observa  cómo  el  marcador 
electrodenso, rojo de rutenio, adicionado a la superficie apical, no tiñe la ruta paracelular por debajo de la 
UE. B). Por criofractura,  la UE se observa como una red de filamentos por debajo de las microvellosidades 
(flechas). Por inmunofluorescencia, las proteínas de la UE dan un patrón de malla de gallinero al ser visto el 
tejido desde arriba (C); mientras que en  la vista  lateral (D),  la UE   se observa como un punto que limita  la 
membrana apical de la basolateral. Tomado de (Gonzalez‐Mariscal L., 2012). 
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Las  células  endoteliales  cerebrales,  a  diferencia  de  las  epiteliales,  son  largas  y 

aplanadas,  y  sus  bordes  se  sobreponen  con  los  de  la  célula  vecina,  formando  grupos 

celulares  que  parecen  empalizadas.  En  las  imágenes  de  microscopía  electrónica  de 

transmisión, las UEs de las células endoteliales cerebrales se observan como un conjunto 

de puntos de contacto  intercelulares a  lo  largo de la membrana lateral, que ocluyen por 

completo el espacio paracelular (figura 5A).  

En imágenes de inmunofluorescencia se confirma la estructura alargada y plana de 

las células del EMC. Cuando el tejido se ve desde arriba, se observa el patrón de malla de 

gallinero  que,  a  diferencia  de  los  epitelios,  en  los  endotelios  parece  como  una  malla 

estirada  (figura  5B).  En  la  vista  lateral,  la  UE  se  observa  como  una  línea  horizontal 

punteada, ya que las células son planas (figura 5C).  

 

 

Figura  5.  Estructura  de  la  unión  estrecha  en  las  células  del  EMC.  A)  Por  microscopía  electrónica  de 
transmisión,  la UE se observa como un conjunto de puntos del contacto entre dos células adyacentes. Por 
inmunofluorescencia,  las proteínas de la UE dan un patrón de malla de gallinero al ser vistas desde arriba, 
pero a diferencia de los epitelios, las células endoteliales son alargadas (B). En la vista lateral (C), las células 
endoteliales se observan planas y sus UE corresponden a  los puntos entre ellas. D) Por crio‐fractura,  la UE 
presenta una alta asociación de partículas a la cara‐P. D, tomado de (Wolburg et al., 2009). 
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Por crio‐fractura, existen dos parámetros que determinan  la  calidad  funcional de 

las  UEs:  la  complejidad  de  la  red  de  filamentos  y  la  asociación  de  las  partículas 

intramembranales a  la cara‐P o protoplásmica, o a  la cara‐E o exoplásmica  (Madara and 

Dharmsathaphorn,  1985).  Las  UEs  de  los  epitelios  de  baja  RET  tienen  filamentos 

discontinuos en la cara‐P y partículas en la cara‐E, mientras que las UEs de los epitelios de 

alta  RET,  tienen  una  alta  asociación  de  filamentos  y  partículas  a  la  cara‐P  y  aparecen 

partículas  en  la  cara‐E  (Furuse  et  al.,  2001).  En  las  células  endoteliales  periféricas,  las 

partículas se asocian predominantemente a la cara‐E (Simionescu et al., 1976). En cambio, 

las UEs del EMC poseen una alta asociación de partículas a la cara‐P (figura 5D), semejante 

a  lo  que  sucede  en  los  epitelios  de  alta  resistencia  (Reese  and  Karnovsky,  1967). 

Desafortunadamente, éste patrón no se conserva en los cultivos in vitro de EMC (Wolburg 

et al., 1994). 

1.3.2. Función  

La UE  tiene dos  funciones  canónicas:    1)  de  compuerta,  por medio de  la  cual  se 

regula el paso de  iones, agua, moléculas y células por  la vía paracelular; y 2) de cerca, a 

través de la cual se evita el movimiento en el plano de la membrana plasmática de lípidos 

y proteínas entre las caras apical y basolateral (figura 6).  

1.3.3. Composición  

Las proteínas que forman a las UEs son de dos tipos: integrales y periféricas (figura 

7). Dentro de  las proteínas  integrales  se encuentra ocludina, MARVELD3,  tricelulina  y  la 

familia  de  las  claudinas.  Estas  proteínas  se  denominan  “tetraspan”  porque  atraviesan 

cuatro  veces  la  membrana  plasmática,  poseen  dos  dominios  extracelulares,  que  les 

permiten el  contacto con  la célula vecina, y  sus extremos amino y carboxilo  se orientan 

hacia el citoplasma.  

Otra proteínas integrales de las UEs son el receptor de lipoproteína estimulado por 

lipólisis  (LSR,  por  las  siglas  en  inglés  de  Lipolysis  Stimulated  lipoprotein  Receptor)  y  la 

familia  de  las  moléculas  de  adhesión  intercelular  (JAMs,  por  las  siglas  en  inglés  de 

Junctional Adhesion Molecules), pero a diferencia de las “tetraspan”, éstas atraviesan una 

sola  vez  la  membrana  plasmática,  y  contienen  en  su  región  extracelular  dominios 

semejantes a las inmunoglobulinas. 
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Figura  6.  La  UE  funciona  como  una  compuerta  paracelular  y  una  cerca  membranal.  La  función  de 
compuerta de la UE se evalúa midiendo el paso de rastreadores por la ruta paracelular, del compartimento 
apical al basolateral. La función de cerca se determina al evaluar la libre difusión de lípidos o proteínas en el 
plano de la membrana. Modificado de (Gonzalez‐Mariscal L., 2012). 
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Figura  7.  Composición  molecular  de  las  UEs.  El  complejo  transmembranal  de  la  UE  está  formado  por 
ocludina, claudinas, LSR y JAMs. Las cadherinas de la unión adherente, proveen el contacto inicial entre las 
células vecinas, necesario para  la  formación ulterior de  la UE. Las claudinas de  las células vecinas se unen 
entre sí a través del espacio intercelular. La expresión diferencial de las claudinas modifica las propiedades 
de la UE, ya que éstas forman poros que restringen o facilitan el paso de los distintos iones. El papel de las 
JAMs y LSR es definir el sitio de formación de  las UEs bi y tricelulares. Las claudinas,  la ocludina, LSR y  las 
JAMs  se  asocian  a  las  proteínas  adaptadoras:  ZO‐1,  ‐2  y  ‐3.  Estas  últimas  crean  un  vínculo  con  el 
citoesqueleto de actina/miosina. Modificado de (Abbott et al., 2010). 
 

La función principal de las proteínas integrales de las UEs es establecer el contacto 

célula‐célula, a través de la interacción de sus dominios extracelulares con su contraparte 

en la célula vecina. Las claudinas en particular, y a través de los aminoácidos presentes en 

su  primer  asa  extracelular,  determinan  la  selectividad  iónica  del  tejido  (Angelow  et  al., 

2008), mientras  que  las  JAMs  y  LSR marcan  el  sitio  donde  se  establecerán  las  UEs  bi  y 

tricelulares, respectivamente (Liu et al., 2000). 

a) Las claudinas  

Las  claudinas  en  los  vertebrados,  constituyen  una  familia  de  24  miembros.  Su 

primer asa extracelular es más  larga que  la segunda, y contiene un par de cisteínas que 

dan estabilidad a la molécula al establecer puentes disulfuro, y aminoácidos cargados que 

determinan la selectividad iónica de la ruta paracelular.  

Las claudinas en una célula  interactúan con otras claudinas en la célula vecina,  lo 

que se conoce como  interacción en  trans. También se asocian con otras claudinas en el 

plano de la misma membrana, en la llamada interacción en cis, a través de su segunda asa 

extracelular  (figura 8). La cola citoplasmática, en cambio, es el blanco de modificaciones 

postraduccionales que modulan el grado de sellado y la estabilidad de la unión. El motivo 

de  unión  a  dominios  PDZ,  presente  en  el  extremo  carboxilo  terminal  de  las  claudinas, 

permite que se asocien con las proteínas de anclaje ZOs y MUPP1. 

Las  claudinas  forman  los  filamentos  de  la  UE.  Su  transfección  en  células  que 

carecen de proteínas integrales de la UE como los fibroblastos‐L, promueve la formación 

de redes de filamentos similares a las UEs de las células epiteliales. A pesar de que todas 

las  células  epiteliales  expresan  claudinas,  cada  tejido  exhibe  un  conjunto  particular  de 

ellas, y algunas son más ubicuas que otras (figura 9). Por ejemplo, las claudinas 1, 3 y 4 se 

expresan en la mayoría de los tejidos, mientras que la claudina‐5 es la principal claudina 

del endotelio. 
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Figura 8. Esquema de la interacción de las claudinas entre las células vecinas. A) Las claudinas establecen 
interacciones homotípicas y heterotípicas entre las células vecinas, y se dimerizan formando monómeros o 
heterodímeros.  B)  Interacciones  heterotípicas  entre  las  claudinas,  reportadas  como  permitidas  y  no 
permitidas. Modificado de (Gonzalez‐Mariscal L., 2012). 

 

Se  han  identificado  grupos  de  claudinas  que  funcionan  como barreras  catiónicas 

(ej.  Cls  1,  5,  8,  11,  14  y  19),  canales  catiónicos  (ej.  Cls  2,  10b,  12,  15  y  16),  barreras 

aniónicas (ej. Cls 6 y 9) y poros aniónicos (ej. Cls 4 y 10a).  

La expresión particular de las claudinas corresponde a las condiciones fisiológicas y 

patológicas del  tejido en cuestión. Por ejemplo,  la nefrona expresa claudinas específicas 

en cada uno de sus segmentos. Así, en el túbulo proximal y en el segmento descendente 

del asa Henle, donde se lleva a cabo el mayor intercambio iónico, se expresa la claudina‐2 

que funciona como un canal catiónico, mientras que en el túbulo distal y el tubo colector 

donde el  líquido contenido es prácticamente orina,  se expresan  las claudinas 4 y 8, que 

son barreras catiónicas (figura 9). 
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Figura  9.  Expresión  de  diferentes  conjuntos  de  claudinas  en  cada  tejido  del  organismo.  dAAH,  rama 
delgada ascendente del asa de Henle; BHE, barrera hematoencefálica; CP, cápsula de Bowman; dDAH, rama 
delgada descendente del asa de Henle; gAAH, rama gruesa ascendente del asa de Henle; TC, túbulo colector; 
TD, túbulo distal; TP, túbulo proximal.  
 

La  expresión  de  las  claudinas  responde  también  al  estado  fisiológico  del 

organismo. Así, se ha visto que durante la lactancia en los mamíferos, por la secreción de 

prolactina,  aumenta  la  expresión  de  la  claudina‐12  en  la  porción  proximal  del  intestino 

delgado. Esta  claudina es un poro  catiónico,  lo que permite una gran absorción de Ca2+ 

que  evita  en  consecuencia  el  desarrollo  de  osteoporosis  en  las  madres  lactantes 

(Charoenphandhu et al., 2009). 

La  expresión  de  claudinas  también  se  altera  en  condiciones  patológicas.  Por 

ejemplo,  en  el  esófago  de  los  pacientes  con  reflujo  o  enfermedad  de  Barrett,  como 
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mecanismo  de  defensa  al  ácido  que  lo  lastima,  se  desarrolla  un  epitelio  columnar  en 

remplazo del epitelio escamoso dañado, que expresa dominantemente a  la  claudina‐18. 

Esta claudina incrementa la RET y reduce la permeabilidad al H+ (Jovov et al., 2007).  

Otro  caso  interesante  se  observa  en  la  pouchitis,  una  enfermedad  que  en 

ocasiones aparece después de la anastomosis entre la bolsa ileal y el ano en los pacientes 

con  colitis ulcerosa  crónica.  En  la bolsa  íleo‐anal que  se  forma,  la  claudina‐1 disminuye, 

mientras  que  la  claudina‐2  aumenta.  Este  cambio  es muy  negativo  para  el  paciente,  ya 

que  la  claudina‐2  forma  poros  de  cationes,  y  se  piensa  que  su  sobre‐expresión  en  el 

intestino de  los pacientes con colitis ulcerativa, Crohn’s y enfermedad celiaca es uno de 

las causas de la enfermedad (Amasheh et al., 2009).  

En las patologías del SNC la BHE se encuentra comprometida, porque disminuye la 

expresión  de  las  claudinas.  Así,  se  ha  visto  que  en  el  edema  (Tang  et  al.,  2010),  la 

esclerosis múltiple (Kirk et al., 2003) y los aneurismas (Tada et al., 2010), la expresión de 

claudina‐5  en  el  EMC  disminuye.  En  cambio,  en  la  encefalomielitis  y  en  los  GBMs,  la 

expresión de claudina‐5 se mantiene, mientras que  la de claudina‐3 disminuye (Wolburg 

et al., 2003). 

La  función  de  las  claudinas  no  es  redundante.  Los  experimentos  con  ratones 

carentes de claudinas (denominados en inglés “knock‐out”), silenciados (denominados en 

inglés  “knock‐down”),  transgénicos  y  con  mutaciones  puntuales,  muestran  que  cada 

claudina  es  necesaria  para  un  fenotipo  en  particular.  Por  ejemplo,  el  ratón  carente  de 

claudina‐5 muere después del nacimiento, debido a que  la barrera hematoencefálica  se 

encuentra severamente comprometida. Esto demuestra que la claudina‐5 es esencial para 

el establecimiento de la barrera hematoencefálica (Nitta et al., 2003).  

b) Proteínas periféricas de la UE 

En  cuanto  a  las  proteínas  de  la  cara  citoplásmica  de  las  UEs  encontramos  a  la 

familia de  las proteínas ZOs (zona occludens) y a varias otras que poseen dominios PDZ, 

tales como Pals1, MAGI  ‐1,  ‐2 y  ‐3, Par‐3 y  ‐6, MUPP1, AF6 y PATJ, así  como cingulina y 

JACOP que son semejantes a la miosina y que carecen de dominios PDZ. Estas proteínas se 

caracterizan porque forman el vínculo entre las proteínas integrales y el citoesqueleto de 

actina (figura 7).  
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1.4. La barrera hematoencefálica 

1.4.1. Descubrimiento de la barrera hematoencefálica 

  En el  SNC existen  cuatro  tipos de barreras que  controlan el  flujo de  sustancias a 

distintos niveles (figura 10): la barrera hematolicuoral (o hemato‐LCR), localizada entre el 

contenido de los vasos sanguíneos del plexo coroideo y el líquido cefalorraquídeo (LCR); la 

barrera  hematoencefálica  (BHE),  ubicada  entre  el  lumen  de  los  vasos  cerebrales  y  el 

parénquima  neural;  la  barrera  interna  cerebral‐LCR,  separando  el  LCR  y  el  parénquima 

neural, presente solamente durante el desarrollo temprano; y la barrera externa cerebral‐

LCR (o subaracnoidea), entre el espacio subaracnoideo que está lleno de LCR y el cerebro. 

La  primera  vez  que  se  observó  la  existencia  de  una  barrera  biológica  entre  el 

cerebro y  la sangre fue cuando Paul Ehrlich en 1885 inyectó azul de Evans, un colorante 

Vitae derivado de la anilina, en la sangre de ratas. Buscando teñir estructuras finas en el 

organismo, encontró que el colorante se dispersaba por todo el organismo, excepto en el 

SNC  (Figura  11A).  Más  tarde  en  1913,  Edwin  Goldmann  inyectó  el  mismo  colorante 

directamente  en  el  LCR.  Esta  vez,  el  colorante  se  dispersó  en  el  parénquima  neural, 

mientras que el  resto del organismo permaneció sin tinte (Figura 11B). A partir de estas 

observaciones se concluyó que el SNC se encuentra protegido por una barrera. 

La microscopía  electrónica  de  transmisión  (MET)  permitió  que  en  1967,  Reese  y 

Karnovsky observaran que el  elemento  clave que determina  la  propiedad de barrera  se 

encuentra  en  el  endotelio  cerebral.  Al  inyectar  peroxidasa  vía  intravenosa  e  inducir  su 

reacción, ésta se dispersó en los vasos cerebrales pero no en el tejido neural (figura 11C). 

Con esto se concluyó, que la barrera que limita el paso de sustancias entre la sangre y el 

cerebro,  se  encuentra  en  las  células  del  endotelio microvascular  cerebral  (EMC)  (Reese 

and Karnovsky, 1967). 

Lewandovsky  fue  el  primero  en utilizar  el  término de bluthirnschranke  o  BHE  en 

1900,  al  estudiar  el  tráfico  de  drogas  de  la  sangre  al  cerebro.  Hoy  se  concibe  a  la  BHE 

como  una  propiedad  funcional  del  EMC,  que  impide  el  intercambio  libre  de  iones, 

moléculas y células entre el plasma sanguíneo y el tejido cerebral.  
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Figura 10. Barreras del  SNC. A) Barrera hemato‐LCR. Es una barrera entre  los  vasos  sanguíneos del plexo 
coroideo  y  el  LCR.  Los  vasos  del  plexo  coroideo  están  fenestrados  y  forman  una  barrera  no  restrictiva 
(flechas discontinuas). Las CPECs están unidas por UEs que restringen el movimiento de moléculas (flechas). 
B)  BHE.  Barrera  entre  el  lumen  de  los  vasos  cerebrales  y  el  parénquima  neural.  Las  células  endoteliales 
tienen  UEs  (flechas)  que  restringen  el  movimiento  de  moléculas.  C)  Barrera  interna  cerebral‐LCR.  Está 
presente  solamente  durante  las  etapas  tempranas  del  desarrollo,  es  una  barrera  entre  el  LCR  y  el 
parénquima  neural.  Las  células  neuroependimales  que  limitan  la  pared  ventricular  (naranja),  están 
conectadas por uniones que restringen el movimiento de proteínas entre el LCR y el cerebro (flechas), pero 
no  de  moléculas  pequeñas  como  la  sacarosa.  En  la  etapa  adulta,  las  uniones  entre  las  células 
neuroependimales se pierden. D) Barrera externa cerebral‐LCR. Barrera entre el espacio subaracnoideo que 
está  lleno  de  LCR  y  el  cerebro.  Los  vasos  sanguíneos  están  fenestrados,  pero  las  células  externas  de  la 
aracnoides  están  conectadas  por  uniones  estrechas.    Arac,  aracnoides;  CPEC,  células  epiteliales  del  plexo 
coroideo;  Dura,  dura  madre;  LCR,  líquido  cefalorraquídeo;  nu,  núcleo;  Pía,  pía  madre.  Modificado  de 
(Liddelow, 2011). 
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Figura 11. Primeros experimentos en demostrar la existencia de una barrera entre el cerebro y el resto del 

organismo. A) La tinción con azul de tripano derivado de la periferia no penetró al SNC. B) Al inyectar azul de 
tripano en el LCR, el colorante se dispersó por el cerebro y la médula espinal, pero no tiñó los tejidos de la 
periferia.  C)  Corte  de  cerebro  a  nivel  de  la  corteza  cerebral  que muestra  la  distribución  de  la  peroxidasa 
administrada  por  vía  intravenosa.  El  producto  de  la  reacción  de  la  peroxidasa  se  encuentra  en  los  vasos 
cerebrales pero deja libre el área del parénquima neural. En la parte superior se observa la superficie de la 
corteza cerebral; 175X. Tomado de (Liddelow, 2011), A y B; de (Reese and Karnovsky, 1967), C. 
 
 

 

Figura 12. Esquema de la barrera hematoencefálica. Las células del endotelio microvascular cerebral (EMC) 
se encuentran unidas entre sí por las UEs, que regulan el tránsito paracelular de sustancias de la sangre al 
cerebro y viceversa. Los capilares cerebrales están rodeados por una lámina basal (amarillo) que permite el 
contacto directo del  EMC  con  los  pericitos  y  los  pies  de  los  astrocitos.  La  secreción de  factores por  éstas 
células promueve  la expresión de proteínas de  la UE  (amplificación). Modificado de  (Gonzalez‐Mariscal  L., 
2012). 
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A  nivel  molecular,  la  UE  es  la  estructura  responsable  del  flujo  paracelular  de 

sustancias  en  las  células  endoteliales  (Wolburg  H  et  al.  2008).  En  el  EMC  se  expresa 

principalmente  la  claudina‐5  y  en  menor  proporción  las  claudinas  3  (originalmente 

identificada como claudina‐1 y ahora referida como claudina 1/3), 10 y 12, y posiblemente 

otros subtipos de claudinas (Ohtsuki et al., 2008). Otras proteínas integrales del EMC son 

la ocludina (Morita et al., 1999) y las JAMs A, B y C (Wilhelm et al., 2011), mientras que las 

proteínas periféricas del EMC son ZO‐1 , ‐2 y ‐3; MAGI‐1, ‐2 y ‐3; PAR3, ‐6; MUPP1; RGS5, 

cingulina y  JACOP  (Abbott et al.,  2006).  Los pericitos y  los astrocitos adyacentes al EMC 

regulan  el  funcionamiento  de  la  BHE,  al  inducir  el  sellado  de  las  UEs,  lo  que  además 

mantiene  la  expresión  polarizada  de  los  transportadores  en  las  membranas  luminal  y 

adluminal del EMC (figura 12) (Rubin et al., 1991a). 

1.4.2. Características particulares del EMC 

Las  células  del  EMC  poseen  las  siguientes  características morfológicas  y  funcionales 

que las diferencian de otros endotelios (figura 13) (Rubin and Staddon, 1999):  

• Expresan proteínas de  la UE.  Las UEs en  los  endotelios periféricos  son escasas o 

ausentes, mientras que en el EMC, particularmente en los capilares y las vénulas, 

forman  una  red  compleja  de  filamentos  que  sellan  el  espacio  intercelular 

(Brightman and Reese, 1969; Nagy et al., 1984). 

• Poseen  alta  resistencia  eléctrica  transendotelial  (RET).  Mientras  un  endotelio 

periférico alcanza de 2 a 20 Ω∙cm2, en el EMC, la RET es de ∼1800 Ω∙cm2 (Butt et 

al., 1990). 

• No  presentan  fenestraciones,  por  medio  de  las  cuales,  el  endotelio  periférico 

difunde las sustancias hacia los tejidos (Bearer and Orci, 1985). 

• Presentan baja endocitosis de fase fluida y en cambio, predomina la mediada por 

receptores,  lo  que  da  la  selectividad  al  tráfico  de  moléculas  (Villegas  and 

Broadwell, 1993). 

• Tienen  una  gran  cantidad  de  mitocondrias,  lo  que  permite  la  operación  de 

múltiples sistemas de transporte activo (Villegas and Broadwell, 1993). 

• Poseen una  lámina basal  simple,  que permite  el  contacto  directo  con  las  células 

adyacentes, los pericitos y astrocitos (Prat et al., 2001). 
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Figura 13. Microscopía electrónica de distintos tipos de vasos. a) capilares fenestrados en el plexo coroideo 
del  ojo  de  ratón  (flechas,  algunas  fenestras).  b)  capilar  muscular  de  una  biopsia  humana.  El  capilar  es 
continuo pero el espacio entre el capilar y las células musculares es grande. c) Capilar cerebral de ratón (E, 
célula  endotelial;  P,  pericito).  El  capilar  es  continuo  y  está  integrado  al  parénquima  neural  (NP).  d)  Vaso 
constituido por más de una célula endotelial (E) en su circunferencia; cerebro de ratón (flechas delgadas, UE 
entre las células endoteliales; flecha gruesa, área aumentada; A, pie de astrocito). e) Área aumentada de la 
zona de la UE (flecha) entre dos células endoteliales (BL, lámina basal). f) Criofractura de la membrana de un 
pie  de  astrocito  (A)  del  cerebro  de  ratón,  caracterizada  por  una  alta  densidad  de  partículas  en  arreglos 
ortogonales (BL, lámina basal; E, célula endotelial). Tomado de (Wolburg et al., 2009). 
 

1.4.3. Transporte a través del EMC 

El EMC que se encarga de proveer al cerebro de los nutrientes esenciales para su 

funcionamiento, tiene los siguientes sistemas de transporte (Wilhelm et al., 2011): 

• Paracelular.  Regulado  por  las  UEs  que  restringen  el  paso  de  agua  y  componentes 

solubles entre las células adyacentes. 

• Transcelular. Está formado por los sistemas de transporte que regulan la endocitosis y 

transcitosis a través del citoplasma. 
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• Eflujo. Está formado por las bombas ABC como ABCB1/glicoproteína‐P, ABCC1, ABCC4 

y ABCG2/BCRP a través de las cuáles se expulsan productos de desecho y sustancias 

tóxicas que puedan dañar al cerebro. 

El flujo de iones y moléculas a través de la BHE es esencial para la producción de un 

fluido intersticial óptimo para el SNC. Por ejemplo, la concentración de proteínas, K+ y Ca2+ 

es menor en el fluido intersticial en comparación con el plasma sanguíneo, en cambio el 

Mg2+  se  encuentra  en mayor  concentración en el  líquido  cefalorraquídeo  (LCR)  (Abbott, 

2004).  Los  iones, moléculas hidrofílicas  y  células,  cruzan el  EMC por  la  ruta paracelular, 

mientras que las moléculas liposolubles pequeñas y algunos gases como el O2 y el CO2 se 

difunden de manera pasiva por la ruta transcelular. Los nutrientes polares como la glucosa 

y los aminoácidos requieren de transportadores específicos presentes en la membrana de 

las células endoteliales (figura 14). 

 

Figura 14. Rutas de tránsito molecular a través de la BHE. Esquema de las células endoteliales que forman 
la BHE en asociación con los pies de los astrocitos. Se observan las principales rutas de tráfico molecular. a) 
La unión estrecha restringe el paso de componentes solubles en agua. b) A través de la membrana lipídica 
del EMC,  se difunden agentes liposolubles. c) El EMC contiene sistemas de transporte o acarreadores para la 
glucosa,  aminoácidos,  bases  púricas,  nucleósidos  y  otras  sustancias.  Algunos  de  los  transportadores  son 
dependientes  de  energía  (como  la  glicoproteína‐P)  y  actúan  como  transportadores  de  eflujo.  AZT, 
acidotimidina.  d)  Proteínas  como  la  insulina  y  la  transferrina,  se  transfieren  por  endocitosis  y  transcitosis 
mediada  por  receptores.  e)  No  es  frecuente  el  transporte  de  proteínas  como  la  albúmina,  pero  su 
acoplamiento a cationes puede incrementar su difusión por endocitosis y transcitosis absortiva. La mayoría 
de las drogas que entran al SNC, utilizan la ruta b. Tomado de (Abbott et al., 2006). 
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1.4.4. Medición de la propiedad de barrera del EMC 

En modelos in vitro se puede determinar la propiedad de barrera de los endotelios 

mediante dos métodos: 

• Resistencia eléctrica transendotelial (RET). Para esta medición, las células 

endoteliales se siembran sobre filtros semipermeables contenidos en un 

inserto. Estos definen dos compartimentos: el apical y el basolateral. Para la 

medición se utilizan dos electrodos que se colocan separados por la 

monocapa endotelial, se pasa un pulso de corriente y se mide la deflexión en 

el voltaje producido. De acuerdo a la ley de Ohms se calcula la resistencia del 

endotelio. La figura 15 muestra el circuito eléctrico a través de una monocapa 

epitelial/endotelial y la relación entre las distintas resistencias del circuito. 

 

 

Figura 15. Esquema del circuito eléctrico a través de una monocapa epitelial. TER, resistencia eléctrica 
transepitelial/transendotelial;  Rt,  resistencia  transcelular;  Ram,  resistencia  de  la  membrana  apical; 
Rbm,  resistencia de  la membrana basolateral; Rp,  resistencia paracelular; Rj,  resistencia de  la UE; Ri, 
Resistencia del espacio intercelular. Tomado de (Gonzalez‐Mariscal L., 2012). 
 
 

El  análisis  de  la  propiedad  de  barrera  de  una  monocapa  endotelial,  puede 

determinarse con la medición de la capacitancia eléctrica (CCL). Este parámetro provee 

información  adicional  acerca  de  la  expresión  de  microvellosidades,  cilios  y  otras 

extrusiones  en  las  células  endoteliales,  que  modifican  la  RET  de  la  monocapa.  Los 

valores  de  RET  y  de  CCL  obtenidos  en  una  monocapa,  se  combinan  para  dar  la 

impedancia  total,  que  puede  medirse  electrónicamente  mediante  el  sistema 

CellZscope.  
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Como  se  ilustra  en  la  figura  16A,  en  este  sistema  se  colocan  las  monocapas 

endoteliales  cultivadas  sobre  insertos  semipermeables que pueden  ser de diferente 

diseño, material  y  tamaño  de  poro.  A  cada  lado  de  la membrana  se  encuentra  un 

electrodo  que  aplica  un  voltaje  de  corriente  alterna  (VAC).  El  sistema  CellZscope 

considera  además,  al  medio  celular  y  al  de  cultivo,  y  a  la  interface  entre  los 

electrodos,  que  contribuyen  con  la  impedancia.  La  RET  total  se  calcula 

electrónicamente, en base al circuito eléctrico generado que se muestra en la figura 

16B.   El CellZscope,  tiene además  la ventaja de que puede medir  la RET de varias 

monocapas y de manera constante sin que el cultivo se manipule, evitando así, una 

posible contaminación. Los resultados se capturan y grafican automáticamente en el 

programa de cómputo que se incluye en el sistema CellZscope. 

 
Figura  16.  Esquema  del  sistema  CellZscope   y  el  circuito  eléctrico  que  utiliza.    A)  El  CellZscope 
contiene un plato multipozos en el que se pueden colocar los diferentes tipos de insertos. Un electrodo 
se  localiza  a  cada  lado  de  la  membrana,  y  se  aplica  una  corriente  alterna  que  en  base  al  circuito 
eléctrico  generado,  medirá  la  impedancia  total  del  sistema.  B)  Circuito  eléctrico  de  una  monocapa 

endotelial  montada  en  el  sistema  CellZscope.  CCL,  capacitancia  eléctrica;  CPE1,  elemento  de  fase 
constante  apical;  CPE2,  elemento  de  fase  constante  basal;  RET,  resistencia  eléctrica  transendotelial; 
RMED1,  resistencia  del  medio  de  cultivo  en  el  compartimento  apical;  RMED2,  resistencia  del  medio  de 
cultivo en el compartimento basal; Vac, voltaje de corriente alterna. Modificado de la nota técnica del 

sistema CellZscope . http://www.nanoanalytics.com/  
 
 

• Permeabilidad.  Para  determinar  la  permeabilidad  paracelular  de  un  endotelio  se 

emplean moléculas hidrosolubles que no  induzcan endocitosis,  y para  las  cuales  las 

célula  no  ofrezca  un  transportador  específico.  Por  ejemplo  se  utilizan  el  dextrán 

acoplado  a  FITC  y  el manitol  tritiado  (H3).  La  permeabilidad  aparente  se  determina 

mediante  la  siguiente  fórmula:  Papp  =  dQ  /  (dT  X  A  X  C0),  donde:  dQ  =  cantidad 

transportada; dt = tiempo de incubación; A = superficie del filtro; C0 = concentración 

inicial.   
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1.4.5. Modelos in vitro de BHE 

Se han establecido diversos modelos in vitro para el estudio de las propiedades de 

la  BHE.  Sin  embargo,  esto  no  ha  sido  una  tarea  fácil,  ya  que  las  células  endoteliales 

cerebrales  en  cultivo  pierden  la  propiedad  de  la  BHE  y  requieren  para  mantener  esta 

propiedad, del co‐cultivo con las células gliales (Wolburg et al., 2009).  

• Modelos de BHE basados en células de origen no cerebral. 

Las células epiteliales de  riñón de perro, MDCK  (Mardin‐Darby canine kidney),  se 

utilizaron  originalmente  por  su  alto  contenido  de  proteínas  de  la  UE.  Sin  embargo, 

mientras que en éstas predomina la expresión de la claudina‐1, en el EMC el componente 

fundamental es la claudina‐5. Se empleó este modelo porque las células MDCK son fáciles 

de cultivar y de transfectar con moléculas propias del EMC (Wang et al., 2005). 

Las  células  HUVECs  (Human Umbilical  Vein  Endothelial  Cells)  son  la  línea  celular 

endotelial más utilizada. Su origen es el cordón umbilical humano, por lo que no poseen 

todas  las  propiedades  de  la  BHE,  pero  algunas  de  éstas  características  pueden  ser 

inducidas mediante su co‐cultivo con las células gliales (Hurst and Fritz, 1996). 

• Modelos basados en el co‐cultivo de células del EMC y células gliales. 

Para lograr tener un sistema in vitro de BHE, fue necesario desarrollar lo siguiente: 

1)  aislar  capilares  cerebrales  (Joo  and  Karnushina,  1973),  2)  lograr  su  cultivo  primario 

(DeBault et al., 1979; Panula et al., 1978), 3) mantener el cultivo en filtros semipermeables 

(Bowman et al., 1983), y 4) descubrir que los astrocitos secretan factores que sellan la BHE 

(Laterra et al., 1990; Rubin et al., 1991a; Tao‐Cheng et al., 1987).  

Desde que se observó que las propiedades de la BHE en el EMC se inducen por los 

factores que secretan los astrocitos (DeBault and Cancilla, 1980), o por el contacto directo 

con los pies de los astrocitos (Tao‐Cheng et al., 1987), se establecieron diversos modelos 

de BHE basados en el  co‐cultivo de EMC y  células gliales. En estos modelos  se emplean 

células del EMC provenientes de cultivos primarios o líneas celulares.  

Cultivos primarios. Las células del EMC se han aislado de diversos mamíferos como 

rata,  ratón,  puerco  y  bovino  (Deli  et  al.,  2005).  El  uso  de  roedores  se  facilita  por  la 

disponibilidad de los animales experimentales, de anticuerpos y de genes clonados. Estos 
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modelos  están  bien  caracterizados  e  incluso  pueden  llevarse  a  cabo  con  ratones 

transgénicos. Sin embargo, tienen la desventaja de que el tamaño de éstos animales limita 

la cantidad de células disponibles por animal. Del puerco y del bovino se puede obtener 

un  número mayor  de  células,  pero  la  disponibilidad  de  éstos  animales  es  limitada.  Las 

células de puerco y bovino presentan buenas propiedades de permeabilidad, sin embargo, 

sus  características  bioquímicas  y  moleculares  aun  no  están  bien  definidas.  Las  células 

gliales  pueden  provenir  de  cultivos  primarios  de  la  misma  especie  que  el  EMC,  o  de 

diferente origen.  

Se  han  utilizado  células  endoteliales  de  origen  bovino  y  astrocitos  de  rata.  Pero 

también se ha usado a la  línea celular de glioma C6 (Hu et al., 2010). Los valores de RET 

varían  dependiendo  del modelo  utilizado,  pero  generalmente  se  ha  observado  una  RET 

mayor a los 100 Ω X cm2 en los siguientes  modelos: 

• EMC de origen bovino en co‐cultivo con: 

– astrocitos de origen bovino (Zysk et al., 2001), o su MC (Rubin et al., 1991b) 

– células de un tumor inducido en rata, glioma C6 (Raub, 1996)  

• EMC y astrocitos de rata (Deli et al., 2003; Hutamekalin et al., 2008) 

• EMC y astrocitos de ratón (Hutamekalin et al., 2008)  

• EMC de puerco y células de glioma C6 (Smith et al., 2007). 

Para  el  desarrollo  de  un  modelo  humano  de  BHE,  la  disponibilidad  del  tejido 

cerebral  humano  constituye  la  principal  limitación  y  los  valores  de  RET  hasta  ahora 

obtenidos en este modelo son menores a los 100 Ω X cm2 (Megard et al., 2002).  

Líneas celulares. Las células endoteliales cerebrales pueden formar líneas celulares 

de manera espontánea sin sufrir transformación y son utilizadas por arriba de los pasajes 

35‐40, en el  caso de  las de  ratón y de puerco  (DeBault et al., 1981; Tontsch and Bauer, 

1989). Existen varias líneas celulares de EMC que expresan la glicoproteína‐P y que tienen 

UEs,  éstas  se  obtuvieron  por  la  inmortalización  del  EMC  proveniente  de  diferentes 

especies. Por ejemplo, de rata se obtuvieron RBE4, GP8, RBE4 y GPNT, de ratón a b‐end3‐

5, y de humano a hCMEC/D3 y hMEC (Wilhelm et al., 2011).  
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Las líneas celulares que se han utilizado como modelo in vitro de BHE son:  

• ECV304 de humano y astrocitos de rata 

• b‐end3‐5 de ratón y células de un tumor inducido en rata, glioma C6 

• RBE4 y astrocitos de rata 

• RBE4.B, astrocitos y neuronas de rata 

En comparación con los cultivos primarios, las líneas celulares tienen la ventaja de 

su disponibilidad  y bajo  costo,  sin  embargo,  tienen  la desventaja de presentar baja RET 

(<100 Ω X cm2) y alta permeabilidad.  

El  uso  de  la  línea  celular  ECV304,  derivada  de  la  transformación  espontánea  del 

cultivo  de  células  endoteliales  de  la  vena  de  un  cordón  umbilical  humano,  HUVEC,  ha 

resultado controversial. Se han utilizado para estudios de angiogénesis y transducción de 

señales,  sin  embargo,  existen  varias  diferencias  entre  las  células  ECV304  y  las  células 

HUVEC. Además, las células EVC304 muestran semejanza con la línea celular de cáncer de 

vejiga  humana,  T24/83,  ya  que  expresan  a  los  receptores  para  adenosina,  adrenalina  y 

calcitonina,  y  su  proliferación  es  independiente  de  suero,  mientras  que  las  células  de 

endotelio  de  puerco  y  bovino,  presentan  proliferación  dependiente  de  suero.  Por  estas 

razones,  las  células  ECV304  se  considera  un  modelo  inapropiado  para  el  estudio  de  la 

biología de las células endoteliales (Brown et al., 2000).  

• Modelos basados en el co‐cultivo de las células del EMC y otros tipos celulares. 

Estudios  recientes demuestran que al poner en co‐cultivo a  los pericitos con una 

monocapa de EMC, se incrementa la RET de ésta (Hayashi et al., 2004). La RET puede ser 

aun mayor si además se incorpora el cultivo de astrocitos, es decir, si se tiene el tri‐cultivo 

de  endotelio/pericitos/astrocitos  (Nakagawa  et  al.,  2009).  Sin  embargo,  otros  estudios 

indican que el co‐cultivo con pericitos induce en el EMC la secreción de metaloproteinasas 

que  pueden  afectar  de  manera  negativa  el  desarrollo  de  la  RET  (Zozulya  et  al.,  2008). 

Otros tipos celulares que inducen las propiedades de BHE en el EMC son las neuronas y las 

células progenitoras neurales. Así, se ha demostrado que las neuronas corticales secretan 

factores que promueven el sellado de las células RBE4.B (Tontsch and Bauer, 1991).  
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• Modelos dinámicos. 

Se  han  desarrollado modelos  dinámicos  in  vitro  de  BHE,  en  los  que  se  emplean 

fibras huecas que simulan vasos sanguíneos y en las que se administra un flujo regulado 

del  lado apical de  las  células endoteliales. Estos modelos  también emplean el  co‐cultivo 

con células gliales, pues de lo contrario no se formaría la BHE. Resulta interesante, que los 

modelos de flujo presentan una RET diez veces mayor que los correspondientes al modelo 

estático (Cucullo et al., 2008). 

La  gran  cantidad  de  modelos  in  vitro  de  BHE  indica  que  no  existe  “el  mejor 

modelo”,  sino  que,  dependiendo  del  estudio  en  cuestión,  un  modelo  puede  ser  más 

adecuado que otro.  Por  ejemplo,  para  el  estudio de  los mecanismos de  señalización,  el 

cultivo de EMC en cajas Petri es lo más conveniente por la cantidad de células disponibles. 

Sin embargo, en este sistema no puede medirse la permeabilidad ni la RET. Para el estudio 

del estado de  la UE en  las células EMC, éstas se cultivan en  filtros semipermeables y  se 

usan  células  de  cultivos  primarios  que  alcanzan  RET  >100  Ω  X  cm2.  El  modelo  que 

utilizamos en este trabajo fue estandarizado en el laboratorio de la Dra. Lorenza González 

Mariscal, con la ayuda de los Dres. István Krizbai e Imola Wilhelm, del Instituto de Biofísica 

en  el  Centro  de  Investigación  Biológica  de  Szeged,  Hungría,  y  se  basa  en  un  co‐cultivo 

primario de EMC y astrocitos de rata, cuya RET es >100 Ω X cm2 (Wilhelm et al., 2011). 

1.4.6. Participación de astrocitos y pericitos en el sellado de la BHE 

En  los  invertebrados  y  en  algunos  vertebrados  como  los  elasmobranquios,  la 

envoltura glial pericapilar ejerce  la función de BHE de manera  independiente del sellado 

endotelial con las UEs (Cserr and Bundgaard, 1984). Esto sugiere que durante la evolución, 

el  desarrollo  de  una  envoltura  pericapilar  fue  un  paso  previo  a  la  aparición  de  las  UEs 

endoteliales en las especies con un SNC más complejo.  

Janzer y Raff demostraron que los astrocitos, y particularmente sus procesos o pies 

gliales,  son un  factor determinante para el  desarrollo de  la BHE. Al  implantar  astrocitos 

cultivados  in  vitro  en  un  tejido  extracerebral,  observaron  que  éstos  inducían 

neovascularización mediante la  liberación de factores angiogénicos, y que los pies de los 

astrocitos rodeaban a  los capilares en  los que se  inducía  la  formación de  las UEs (Janzer 

and Raff, 1987).  
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El  análisis  de  la  microestructura  de  los  pies  de  los  astrocitos  por  crio‐fractura, 

demostró  que  los  pies  gliales  contienen  relieves  con  formas  ortogonales,  similares  al 

patrón que dan los edificios de una ciudad que se fotografían desde una gran altura (figura 

13F). A estas estructuras se  les  llaman ordenaciones ortogonales de partículas  (OAPs), y 

están constituidas por proteínas transmembranales agrupadas (Landis and Reese, 1989). 

Los OAPs están formados por el canal de agua, acuaporina‐4 (AQP4) y el canal de 

potasio Kir4.1 (Wolburg et al., 2009). Su expresión es dependiente de las proteínas de la 

lámina basal, como la agrina y el heparán sulfato (Warth et al., 2004). La isoforma Y0Z0 de 

agrina es específica del EMC y su expresión es crucial para mantener  la  integridad de  la 

BHE,  pues  regula  la  localización de  la AQP4 en  los  pies  astrocitarios    (Barber  and  Lieth, 

1997).  Además,  se  une  a  α‐distroglicano,  un  miembro  del  complejo  distrofina‐

distroglicano que se acopla a la AQP, a través de la α1‐sintrofina, y ésta última a su vez se 

une al canal Kir4.1. 

La formación de éstos complejos de proteínas en  la membrana de  los pies de  los 

astrocitos, ancladas por agrina a la lámina basal, y su papel en la permeabilidad del EMC, 

sugiere que  la  interacción del  EMC  con  los  astrocitos  induce  la  propiedad de BHE en el 

EMC. Así se ha visto que los ratones deficientes de agrina, además de presentar una baja 

expresión de AQP4,  también tienen una alta permeabilidad vascular debido a  la pérdida 

de los componentes de la UE (Nico et al., 2004).  

Existe una correlación entre  la diferenciación de  los astrocitos perivasculares y  la 

maduración de  la BHE.  Los  astrocitos  se polarizan  e  inducen  la  propiedad de BHE en el 

EMC, no sólo porque recubren gran parte de la superficie endotelial, sino porque expresan 

conforme  maduran,  a  un  conjunto  de  factores  que  inducen  la  formación  de  las  UEs 

interendoteliales (Kacem et al., 1998; Pekny et al., 1998).  

Factores como las metaloproteinasas ‐2 y ‐9 (MMP‐2 y MMP‐9, respectivamente) 

inducen  la  apertura de  la BHE a  través de  la  fosforilación en  residuos de  tirosina de  las 

proteínas  de  la  UE  (Haorah  et  al.,  2007).  Estas  proteasas  las  expresan  los  astrocitos, 

pericitos  y  el  EMC,  sin  embargo,  la  presencia  de  astrocitos  disminuye  la  secreción  de 

MMP‐9 en el EMC. Algunos glucocorticoides como la hidrocortisona y la dexametasona, y 

el AMP cíclico también reducen el nivel de MMP‐9 endotelial (Forster et al., 2006).  
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Otros factores secretados por los astrocitos, que inducen el sellado de la BHE en el 

EMC son el TGF‐β, el factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF, por las siglas en inglés 

de Glial cell‐Derived Neurotrophic Factor), el factor básico de crecimiento de fibroblastos 

(bFGF, por las siglas en inglés de basic Fibroblast Growth Factor),  la angiopoyetina‐1 y el 

AMPc (Abbott et al., 2006). Estos  factores, al colocarse en el cultivo del EMC  inducen el 

incremento en  la RET del EMC, pero no  son  suficientes para alcanzar  la RET del EMC  in 

vivo, que es de ∼1800 Ω X cm2. 

Existen más factores que promueven el sellado de la BHE en el EMC. Además de los 

astrocitos,  los  pericitos  también  tienen  un  papel  importante  en  la  organización  del 

complejo  perivascular.  Durante  el  desarrollo  temprano,  los  pericitos  secretan 

angiopoyetina‐1, que al activar a su receptor en la membrana del EMC induce la secreción 

de  factores quimiotácticos para  los pericitos, como el  factor de crecimiento derivado de 

plaquetas  (PDGF,  por  las  siglas  en  inglés  de  Platelet‐Derived  Growth  Factor).  En 

consecuencia,  los  pericitos migran hacia  los  vasos  cerebrales  e  inducen  la  secreción del 

factor  TGF‐β  en  el  EMC,  que  a  su  vez,  promueve  la  producción  de  matriz  extracelular 

(Folkman  and  D'Amore,  1996).  En  los  ratones  deficientes  en  PDGF‐B  y  su  receptor 

específico, PDGF‐Rβ, los pericitos no migran hacia los vasos cerebrales, y en consecuencia, 

las células del EMC presentan malformaciones en  la superficie basal,  lo que sugiere que 

los pericitos regulan la morfogénesis de los vasos cerebrales (Hellstrom et al., 2001).  

El  papel  de  los  pericitos  en  la  formación  de  las UEs  interendoteliales,  aun  no  se 

conoce bien. El tri‐cultivo endotelio/pericitos/astrocitos incrementa la RET del EMC, pero 

no  está  claro  si  esto  se  debe  a  la  inducción  de  la  formación  de  la  lámina  basal,  o  a  la 

secreción de factores que inducen el sellado de las UEs (Wilhelm et al., 2011).  

Las  neuronas  no  influyen  directamente  en  la  formación  de  la  BHE,  sin  embargo, 

pueden  inducir  la  expresión  de  enzimas  que  modulan  la  función  de  BHE  en  el  EMC 

(Tontsch and Bauer, 1989). 

Las MMPs son proteasas que se secretan tanto en el EMC como en el parénquima 

neural.  En  condiciones  normales,  estas  proteasas  se  encargan  de  remodelar  la  matriz 

extracelular, que permite el  contacto directo entre  las  células del  EMC y el parénquima 

neural. No obstante, en algunas patologías del SNC, como el Alzheimer y en los tumores 
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cerebrales,  las MMPs  rompen  la  lámina  basal.  El mecanismo  aun  no  se  encuentra  bien 

descrito,  pero  se  ha  sugerido  que  está  asociado  con  la  activación  de  receptores  que 

inducen la secreción de factores proinflamatorios, tales como el TNF‐α. Esto produce en 

consecuencia,  la  apertura  de  la  BHE  y  contribuye  a  la  formación  de  edema  y  derrames 

cerebrales (Yang et al., 2011). 

1.4.7. La UE en las patologías del SNC 

En  diversas  patologías  del  SNC  como  derrame  cerebral,  trauma,  procesos 

inflamatorios  o  infecciosos,  esclerosis múltiple,  infección  por  VIH,  Alzheimer,  Parkinson, 

epilepsia y tumores cerebrales, la UE del EMC se encuentra comprometida (Abbott et al., 

2010). Esto se debe a  la sobre‐expresión de moléculas que inducen la deslocalización de 

las proteínas de la UE, y que producen en consecuencia, la apertura de la BHE. 

Paradójicamente, la permeabilidad de la BHE aún en estas patologías sigue siendo 

baja,  lo  que  hace  que  los  fármacos  utilizados  para  tratarlas,  no  lleguen  a  su  destino 

eficientemente. Además,  las bombas de eflujo  localizadas en la cara apical de  las células 

endoteliales, expulsan a la mayor parte de éstos fármacos, antes de que lleguen al sitio de 

la lesión en el cerebro (Jeffrey and Summerfield, 2010). 

En  los  tumores  cerebrales  de  alto  grado  como  el  glioblastoma  multiforme,  se 

pierde la expresión de la claudina 1/3 en el EMC, pero no de la claudina‐5 y la ocludina, lo 

que  indica que  la ruptura de  la UE es parcial  (Liebner et al., 2000). El uso de células con 

tropismo hacia las enfermedades del SNC, podría ser una alternativa para el tratamiento 

de estas patologías, pues se ha visto que  la  transmigración de éstas células a  través del 

EMC no compromete las propiedades de la BHE. 

1.5. Transmigración 

Las  células  de  la médula  ósea  derivadas  del  linaje monocítico,  entran  al  cerebro 

durante  el  desarrollo  embrionario  y  se  convierten  en  la  microglia  residente  con 

características inmunocompetentes (Glezer et al., 2007). En la etapa previa al nacimiento, 

la infiltración de leucocitos disminuye debido al desarrollo de la BHE, razón por la cuál, el 

cerebro se considera un sitio “inmunoprivilegiado”.  
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En  la  etapa  adulta,  el  reclutamiento de  las  células  del  sistema  inmune al  SNC  se 

incrementa en condiciones patológicas donde la BHE se encuentra comprometida (Scholz 

et al., 2007). En el SNC,  los macrófagos reclutados tienen un papel complementario a  la 

microglia  residente  (Davoust  et  al.,  2008)  y  en  algunos  casos,  se  convierten  al  fenotipo 

glial (Hess et al., 2004a). Las células reclutadas a sitios de inflamación atraviesan el EMC y 

se  sitúan  alrededor  de  los microvasos,  especialmente  en  el  espacio  perivascular  de  las 

vénulas, el cuál actúa como un nicho que coordina la respuesta inmune (Bechmann et al., 

2001).  

La migración de las células hacia el SNC, es un mecanismo complejo en el que las 

células  migrantes  deben  cumplir  con  dos  características  fundamentales.  La  primera  de 

ellas, es la expresión de receptores para citosinas. La razón por la que éstas células llegan 

a  los  sitios  de  inflamación  en  el  cerebro  es,  porque  son  atraídas  por  la  expresión  de 

citosinas secretadas por los macrófagos residentes activados. La segunda característica es 

que las células migrantes expresan moléculas de adhesión que les permiten completar los 

pasos necesarios para su extravasación en el cerebro como captura, rodamiento, arresto, 

adhesión  firme, arrastre y  transmigración. La  inhibición de éstas moléculas, ya sea en  la 

célula migrante  o  en  el  endotelio,  impide  que  el  proceso  se  complete.  La  secuencia  de 

proteínas de adhesión necesarias o “cascada de adhesión” se encuentra bien descrita (Ley 

et al., 2007) y se ilustra en la figura 17. 

Al final del proceso de extravasación ocurre la transmigración o diapédesis. Esta se 

refiere al mecanismo por el cuál las células atraviesan el endotelio. Durante esta etapa, las 

células pueden atravesar por dos vías: 

1.5.1. Transcelular 

  En  esta  vía,  la  célula  transmigrante  atraviesa  por  el  citoplasma  de  las  células 

endoteliales. Para ello, desarrolla prolongaciones o protrusiones que se asocian a sitios de 

la membrana endotelial (figura 18A), que se caracterizan por tener un alto contenido de 

caveolas y moléculas como ICAM y VE‐caderina (Carman, 2009). Los linfocitos (Cinamon et 

al., 2001) y los neutrófilos (Phillipson et al., 2008), transmigran por esta ruta. 
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Figura 17. Cascada de adhesión de leucocitos. Los pasos identificados por primera vez fueron: rodamiento, 
mediado  por  selectinas;  activación,  mediada  por  citosinas,  y  arresto,  mediado  por  integrinas. 
Progresivamente fueron identificados otros pasos adicionales como la captura, rodamiento lento, adhesión 
firme y extensión, arrastre y transmigración (paracelular y transcelular). En las cajas se indican las moléculas 
clave  involucradas  en  cada  paso.  ESAM,  molécula  de  adhesión  selectiva  de  células  endoteliales;  ICAM1, 
molécula de adhesión intercelular 1; LFA1, antígeno asociado a la función de linfocitos 1 (o integrina‐αLβ2); 
MAC1,  antígeno  de  macrófago  1;  MADCAM1,  molécula  de  citoadhesión  adresina  mucosal  1;  PSGL1, 
glicoproteína ligando de P‐selectina 1; PECAM1, molécula de adhesión de células endoteliales/plaquetas 1; 
PI3K, fosfoinositol 3‐cinasa; VCAM, molécula de adhesión de células vasculares 1; VLA1, antígeno muy tardío 
4 (o integrina‐ α4β1). Modificado de (Ley et al., 2007). 
 

1.5.2. Paracelular.  

  En  esta  vía,  la  célula  transmigrante  atraviesa  por  el  espacio  existente  entre  dos 

células  endoteliales  formando  a  su  paso  contactos  con  ellas  (figura  18B).  Se  ha 

demostrado  que  los  contactos  célula  transmigrante‐célula  endotelial  en  los  sitios  de 

transmigración,  se  establecen  con  proteínas  de  la  unión  adherente  como  ICAM,  VE‐

caderina, PECAM y CD99 (Aghajanian et al., 2008; Vestweber, 2007). 

  Para  llegar  a  los  sitios  de  inflamación  en  el  cerebro,  las  células  transmigrantes 

deben  atravesar  la  BHE.  No  obstante,  el  papel  de  las  proteínas  de  la  UE  durante  la 

transmigración  ha  sido  muy  poco  estudiado.  Los  estudios  de  la  transmigración  de 

neutrófilos  (Burns et  al.,  2000), monocitos  (Reijerkerk A et al.  2005),  células dendríticas 

(Zozulya  et  al.,  2007),  células  de  melanoma  (Fazakas  et  al.,  2011)  y  células  troncales 

mesenquimales (Matsushita et al., 2011) sugieren que las proteínas de las UE endoteliales, 

claudina‐5 y ocludina, se pierden sólo en los sitios de transmigración. 
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Figura  18.  Mecanismos  de  transmigración.  A‐D:  Ruta  transcelular.  A  y  B,  esquema;  C,  protrusiones 
asociadas  a  vesículas de  caveola  vistas por microscopía  electrónica de  transmisión; D,  estructura de  copa 
(microscopía  electrónica  de  transmisión).  ICAM1  se  transloca  a  los  sitios  ricos  en  actina  y  caveolas  para 
formar  a  los  organelos  vesiculo‐vaculares  (OVVs).  Estos  forman  un  canal  intracelular  a  través  del  cuál  el 
leucocito puede migrar. Ezrina, radixina y moesina (ERM) forman un vínculo entre ICAM1 y actina/vimetina, 
causando su localización alrededor del canal y proporcionando un soporte estructural a la célula endotelial. 
Las protrusiones (flechas rojas) del leucocito se asocian a los OVVs (flechas azules). El endotelio envuelve al 
leucocito  en  una  estructura  con  forma  de  copa  (*  y  flechas  en  B).  E‐G: Ruta  paracelular.  E,  esquema;  F, 
transmigración  entre  células  endoteliales  (microscopía  de  luz);  G,  transmigración  por  los  contactos 
tricelulares.  La  transmigración  paracelular  induce  la  expresión  de  VE‐caderina,  y  se  facilita  por  los 
compartimentos  en  la membrana  lateral  que  contienen  PECAM1,  JAM‐A,  ESAM  y  CD99.  Algunos  autores 
sugieren que  la migración de  leucocitos  se  facilita en  los bordes  tricelulares.  Flechas,  leucocitos migrando 
por  la  ruta  paracelular;  *,  leucocitos  adheridos  a  la monocapa  endotelial  pero  que  aun  no  han migrado. 
Modificado de (Burns et al., 2000; Carman, 2009; Ley et al., 2007). 

  La pérdida de ocludina  se observa  cuando  las  células endoteliales  se  transfectan 

con ocludina acoplada a GFP. Paradójicamente, si se tiñe la ocludina endógena, se observa 

que  la  ocludina  endotelial  no  desaparece  y  en  cambio,  también  la  expresan  las  células 

transmigrantes (Fazakas et al., 2011; Zozulya et al., 2007). En apoyo a esta observación, se 

ha  visto  que  en  el  testículo,  la migración  de  las  células  germinales  entre  las  células  de 

Sertoli depende del contacto célula‐célula a través de las JAMs (Wang and Cheng, 2007) y 

de  la  remodelación  de  las  claudinas  3  y  11  en  las  células  de  Sertoli  (Smith  and  Braun, 

2012).   
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II. Justificación 

Las  NSCs  podrían  usarse  como  vehículos  para  el  transporte  de  genes 

terapéuticos  para  enfermedades  del  SNC.  Estas  células  presentan  tropismo  por  los 

tumores cerebrales y pueden migrar desde un sitio lejano al cerebro, atravesando la BHE.  

El  tratamiento  actual  que  incluye  cirugía,  radiación  y  quimioterapia,  no  es 

suficiente para erradicar a los tumores del SNC, y los pacientes mueren generalmente en 

un  periodo  menor  a  un  año.  Varios  de  los  fármacos  utilizados  no  llegan  al  sitio  de  la 

enfermedad, ya sea por su inespecificidad, o porque no logran atravesar la BHE, a pesar de 

que ésta se encuentre comprometida por la enfermedad. 

Las UEs del EMC son el componente fundamental de la BHE. El estudio de las 

UEs endoteliales cerebrales durante la transmigración de las NSCs, podría apoyar el uso de 

éstas células como vehículos para el tratamiento de los gliomas. 

Más  aún,  el  comprender  la  regulación  de  las  UEs  en  la  BHE  durante  la 

transmigración  de  las  NSCs  inducida  por  los  gliomas,  podría  contribuir  a  mejorar  la 

transmigración de las NSCs hacia los tumores cerebrales, haciendo más eficiente su uso. 

Por lo tanto, en este proyecto nos propusimos estudiar cuáles son los factores 

que secretan los gliomas para inducir la transmigración de las NSCs, y analizar el papel de 

las UEs en este proceso. 

 

 

III. Hipótesis 

1) Los gliomas  inducen la transmigración de  las NSCs a través del EMC por  los factores 

solubles que secretan. 

2) La expresión de proteínas de adhesión y de la UE en las NSCs facilita su paso a través 

de la BHE.    
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IV. Objetivos 

 

Objetivo general:  

Identificar los factores que secretan los gliomas y que inducen la transmigración de 

las NSCs,  así  como determinar  el  papel  que desempeñan  las  proteínas  de  las UEs  en  el 

paso de las células troncales a través del endotelio microvascular cerebral. 

 

Objetivos específicos: 

1ª Fase:  In Vitro 

1) Determinar  si    los  factores  secretados  por  el  glioma  C6  inducen  la migración  de  las 

células ReNcell CX. 

2) Determinar si las células ReNcell CX pueden migrar a través de una monocapa de EMC 

bajo el estímulo de los factores secretados por el glioma C6. 

3) Analizar si los factores secretados por el glioma C6 alteran la integridad del EMC. 

4) Observar qué  factores secretados por el glioma C6 se encuentran  involucrados en  la 

transmigración de las células ReNcell CX a través de la monocapa endotelial. 

5) Analizar  si  para  la  transmigración  de  células  a  través  del  EMC  se  requiere  de  la 

expresión de proteínas de la UE en las células transmigrantes.  

6) Analizar  si  durante  la  migración  de  las  células  ReNcell  CX  a  través  del  endotelio 

cerebral se modifica la expresión de las proteínas de la UE. 

  2ª Fase:  In vivo 

1) Corroborar si las células ReNcell CX pueden migrar hacia el glioma C6 al ser inyectadas 

por vía intravenosa. 

2) Analizar si los factores secretados por el glioma C6, e involucrados en la 

transmigración de las células ReNcell CX, están presentes en la zona del tumor a la 

que llegan las células ReNcell CX. 
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V. Material y métodos 

5. 1. Comité de ética para el cuidado de los animales 

El protocolo de experimentación en animales fue aprobado por el comité de ética 

local (CICUAL‐Cinvestav), de acuerdo con la norma oficial mexicana para el uso y cuidado 

de animales de laboratorio (Permiso: NOM‐062‐ZOO‐1999). Las ratas fueron eutanizadas a 

través  de  la  inhalación  de  CO2.  Los  ratones  desnudos  se  anestesiaron  con  sodio 

pentorbital para su cirugía e  inyección, y con anestesia  letal para obtener  los segmentos 

cerebrales. Se hizo todo el esfuerzo posible para minimizar el sufrimiento de los animales. 

5. 2. Líneas celulares 

  A  todos  los  medios  de  cultivo  se  les  añadieron  los  antibióticos  penicilina  (100 

U/ml)/estreptomicina  (100  mg/ml)  (In  Vitro,  México  DF.,  A‐01)];  y  todas  las  líneas 

celulares se incubaron a 37 °C en una atmósfera con 5% CO2. La lista de las líneas celulares 

utilizadas y sus especificaciones de cultivo se describen a continuación: 

Nombre  Tipo celular  Origen  Medio de cultivo  Suplemento  Fuente 

ReNcell CX 

Células progenitoras 
neurales inmortalizadas 

humanas 

Región cortical del 
cerebro de un feto de 

14 semanas 

ReNcell CX 
(Merck Millipore, 

SCM005) 
 

EGF, bFGF 
(20 ng/ml) 

Merck 
Millipore 
(SCC007) 

C6  Células de glioma 

Glioma inducido por 
la administración 
repetitiva de 

metilinitrosourea en 
ratas Wistar‐Furth 
(Benda et al., 1968) 

DMEM/F12 
(Invitrogen, 
12500‐062) 

 

SFB al 10% 
ATCC 

(CCL‐107) 

Fibroblastos‐L  Fibroblastos de ratón 

Tejido normal areolar 
subcutáneo y adiposo 
de un ratón macho 
C3H/An de 100 días 

de edad 

DMEM 
(Invitrogen, 
31600‐026) 

10% de SFB 
y 0.08 U/ml 
de insulina 

ATCC 
(CCL‐1) 

NIH‐3T3  Fibroblastos  Embrión de ratón 
DMEM 

(Invitrogen, 
31600‐026) 

10% de SFB 
ATCC 

(CRL‐1658) 

 

5.3. Cultivos primarios 

5.3.1. Cultivo de astrocitos de rata 

El  cultivo  primario  de  astrocitos  derivados  de  la  corteza  cerebral  de  ratas  recién 

nacidas,  se  hizo  de  acuerdo  al  protocolo  previamente  descrito  (Booher  and 

Sensenbrenner, 1972). Para ello, se removieron las meninges de 2 ratas Wistar de 2 días 

de edad, los cerebros se colocaron en 4 ml de DMEM y se cortaron en pequeños pedazos.  
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En  seguida  se  hizo  una  digestión  con  1.25 mg/ml  de  tripsina  (Invitrogen,  15050‐

065) durante 10 min. Posteriormente se cambió el medio por DMEM con 10% de SFB y 

antibióticos  (penicilina  100  U/ml,/estreptomicina  100  mg/ml,  1  µg/ml  gentamicina,  1 

µg/ml canamicina y 1 µg/ml fungizona), y las células se resuspendieron 15 veces con una 

micropipeta de 5 ml en un tubo Falcon de 15 ml. Después de 3 min, el sobrenadante se 

pasó por una colador celular de nylon con poros de 40 μm (BD Biosciences, Franklin Lakes, 

NJ, 352340). Se repitió este procedimiento hasta obtener 24 ml del filtrado. La suspensión 

celular  obtenida  se  sembró  en  cajas  de  12  pozos  tratadas  con  10 µg/ml  de  poli‐L‐lisina 

hidrobromuro  (Sigma‐Aldrich,  P6282).  Se  cambió  el medio  cada  tercer  día  hasta  que  la 

monocapa llegó a confluencia y madurez. 

5.3.2. Cultivo de endotelio microvascular cerebral de rata 

Las  células  endoteliales  se  aislaron  de  ratas  Wistar  de  2  semanas  de  edad,  de 

acuerdo al método descrito previamente  (Deli et al., 2005). Para ello,  se  removieron  las 

meninges de los cerebros aislados, se cortó el tejido en trozos pequeños y se digirió con 1 

mg/ml de colagenasa tipo 2 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, C6885) a 37oC durante 75 min. 

Las  vainas  de  mielina  se  separaron  de  la  mezcla  anterior,  por  centrifugación  a  1000  g 

durante 20 min,  en 20% de  albúmina.  Se  realizó  entonces una  segunda digestión  con 1 

mg/ml de colagenasa/dispasa (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, 11097113001) a 37 oC 

durante 50 min. Los microvasos fragmentados se centrifugaron en un gradiente de Percoll 

(Sigma‐Aldrich, P1644) durante 10 min a 1000 g, y posteriormente se colectaron para ser 

sembrados  en  cajas  tratadas  con  fibronectina  y  colágeno.  Se  cultivaron  en  medio 

DMEM/F12  suplementado  con  20%  de  suero  derivado  de  plasma  (Animal  Technologies 

Inc., Tyler, TX, 11‐090423), 500 ng/ml de bFGF (Bioworld, Atlanta, Georgia, 507361), 0.2 M 

de  glutamato  (Invitrogen,  35050079),  8  μg/ml  de  heparina  (Lab.  Pisa  S.A.  de  C.V., 

Guadalajara,  Jal.,  México  177M90  SSA  IV)  y  antibióticos  [penicilina  100  U/ml, 

estreptomicina 100 mg/ml,  1 µg/ml de gentamicina (Schering‐Plough S.A. de C.V., México 

D.F. 63671 SSA IV), 1 µg/ml de canamicina (Bistrol‐Myers Squibb de México, S. de R.L. de 

C.V., México, D.F.,  53508  SSA‐IV)  y  1 µg/ml  de  fungizona  (Invitrogen,  15290‐018)].  Para 

eliminar  la  contaminación  por  otros  tipos  celulares,  se  añadió  1  μg/ml  de  puromicina 

durante los dos primeros días de cultivo (Sigma‐Aldrich, P9620).   
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5.4. Medio condicionado (MC) 

Se obtuvieron dos tipos de medios condicionados:  

• Del cultivo de células ReNcells CX, EMC, astrocitos o glioma C6; durante 4 días. 

• De  los compartimentos apical y basal de  los  filtros Millicell, 8 horas después de que 

las  células  ReNcells  CX  se  colocaron  en  la  cara  apical  de  la  monocapa  de  EMC  en 

presencia de los MCs de astrocitos o de glioma C6 en el compartimento basal. 

En  algunos  ensayos  de  transmigración  y  resistencia  eléctrica  transendotelial,  los 

MCs de astrocitos y glioma C6 se incubaron durante 1 hora con los siguientes anticuerpos 

neutralizantes:  

– α‐HGF, rata (Abcam, Cambridge UK, Ab10679, concentración 8 μg/ml) 

– α‐VEGF, rata (Peprotech, Rocky Hill, NJ, 500‐P275, concentración 0.1 μg/ml) 

– α‐EGF, rata (Peprotech, 500‐P277, concentración 0.1 μg/ml).  

Se  inmunoprecipitó a  la  zonulina del MC de astrocitos y glioma, mediante el uso 

del anticuerpo monoclonal contra zonulina (Abcam, Ab118056, dilución 1:250). Se utilizó 

el  inhibidor de amplio espectro de metaloproteinasas, GM6001  (Sigma Aldrich, St  Louis, 

MO, M5939) a una concentración de 100 nM, colocándolo en el MC de astrocitos y glioma 

una  hora  antes  de  su  uso.  Los MCs  de  astrocitos  y  de  glioma  C6  sin  zonulina,  con  los 

anticuerpos  neutralizantes,  o  con  el  inhibidor  de  MMPS,  se  colocaron  en  el 

compartimento basal de los filtros Millicell. 

Los  ensayos  de  ELISA  se  hicieron  en  los  MCs  de  astrocitos  y  de  glioma  C6, 

depletados o no, por inmunoprecipitación con anticuerpos específicos para los factores de 

crecimiento: EGF (dilución 1:250), o VEGF (dilución 1:250).  

Para obtener el MC de glioma C6 con baja expresión en PGE2, las células de glioma 

C6  se  trataron  a  las  24  y  72 horas  después de  sembradas,  con  2.5 μM del  inhibidor  de 

COX‐2, NS398 (EMD Biosciences, La Jolla, CA, 349254); el MC se colectó a los 4 días.    

5.5. Medición de la resistencia eléctrica transendotelial (RET) 

  Se  sembraron  las  células  del  endotelio  microvascular  cerebral  en  filtros 

semipermeables  (poro  de  8.0  μm,  0.6  cm2    Millicell  standing  cell  culture  24  well  PCF, 

Millipore PI8P01250 o en insertos con poro de 8.0 μm,  1.12 cm2 Millicell hanging culture 

12 well PET, Millipore PIEP15R48).  
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Las monocapas confluentes se suplementaron en ambos compartimentos con 12.5 

mg/ml de adenosina 3', 5'‐ cíclica monofosfato sal de sodio  (Sigma‐Aldrich, C3912), 9.75 

mg/ml  del  inhibidor  de  fosfodiesterasa  específico  de  AMP  cíclico  RO‐20‐1724  (SIGMA, 

B8279) y 50 μg/ml de hidrocortisona (Sigma‐Aldrich, HO888). Se colocaron en la placa del 

detector  de  impedancia  CellZcope®  (nanoAnalytics,  Münster,  Germany)  o  en  una  placa 

multipozos con el MC de 4 días de cultivo de astrocitos o de células de glioma C6. La RET 

se midió con el CellZcope o utilizando el voltímetro EVOM (Word Precision  Instruments, 

New Haven, CT). Para analizar el efecto de la transmigración de las células ReNcell CX en la 

RET, las células ReNcell CX se colocaron en el compartimento apical. 

5.6. Ensayos  de migración 

Las  células  ReNcell  CX  se  incubaron  toda  la  noche  sin  factores  de  crecimiento  y 

posteriormente  se  trataron  con  acutasa  (Sigma‐Aldrich,  A6964)  durante  8  min.  La 

suspensión  celular  se  hizo  en  medio  fresco  para  sembrar  1  X  105  células/cm2  en  la 

superficie  apical de  cada  inserto Millicell  con poro de 8 µm (Millicell  Cell  culture  insert, 

Millipore, Bilerica, MA, PI8P01250) con o sin monocapa de células endoteliales.  

En  algunos  experimentos,  el  ensayo  se  llevó  a  cabo  con  fibroblastos  NIH‐3T3,  o 

fibroblastos‐L  con  o  sin  ocludina  de  pollo  transfectada  (generosamente  otorgada  por  la 

Dra.  María  Susana  Balda,  University  College,  London,  UK)  con  Lipofectamina™  2000 

(Invitrogen,  11668019).  En  el  compartimento  basal  de  los  insertos  se  añadió:  DMEM, 

DMEM con SFB al 10%, con o sin hEGF (Sigma‐Aldrich, E9644) o hHGF (Peprotech, 1039), 

el cultivo primario de astrocitos, las células de glioma C6, o los MCs derivados de células 

ReNcells  CX,  astrocitos  o  glioma  C6.  En  algunos  experimentos,  la  fracción  soluble  de  la 

proteína  CRTAM  (CRTAM‐Fc,  R&D  Systems,  Minneapolis,  MN,  1695‐CR)  se  añadió  al 

compartimento apical de los filtros Millicell a una concentración de 20 μg/ml. 

El número de células que migraron se evaluó 8 horas después. Para ello, se fijaron 

las células con paraformaldehído al 3% durante 20 min, se permeabilizaron con saponina 

al 0.03% y posteriormente se removieron con un hisopo de algodón húmedo,  las células 

que  no  migraron  y  que  permanecieron  en  el  compartimento  apical.  Las  células  que 

migraron se tiñeron con azul de toluidina al 1% durante 10 min, se lavaron, se cortaron las 

membranas de los insertos y se observaron por microscopía de luz (Nikon Eclipse E600).  
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El número de células teñidas con azul de toluidina, presentes en la superficie basal 

de  la  membrana  de  los  filtros  Millicell,  se  contó  utilizando  el  programa  ImageJ.  Se 

consideraron para cada condición, 16 campos ópticos por filtro en al menos 3 filtros por 

condición. 

5.7. Microscopía electrónica de transmisión 

Se utilizaron monocapas de EMC sembradas sobre insertos Millicell (poro de 8 μm). 

Las  células ReNcell CX  se colocaron en  la  superficie apical  y  se  indujo  su  transmigración 

durante 8 horas por  la  incubación  con el MC de glioma en el  compartimento basal.  Los 

insertos  se  fijaron  con  glutaraldehído  al  2.5% en  solución  amortiguadora de  cacodilatos 

0.1 M, pH 7.2 durante 1 hora. En seguida se fijaron en tetróxido de osmio al 1% durante 1 

hora para posteriormente deshidratarlos en etanol y óxido de propileno. Las membranas 

se  separaron  del  filtro  cortando  el  borde  con  una  navaja,  se  embebieron  en  resina  de 

eponato  y  polimerizaron  a  60  °C  durante  24  horas.  Se  obtuvieron  secciones  de  60  nm 

contrastadas con acetato de uranilo y se mantuvieron en citrato para su observación en 

un microscopio electrónico Zeiss EM910.  

5.8. Microscopía electrónica de barrido 

Se utilizaron monocapas de EMC sembradas sobre insertos Millicell con poro de 8 

μm.  Las  células  ReNcell  CX  se  colocaron  en  la  superficie  apical  y  se  indujo  su 

transmigración durante 8 horas al ser incubadas con el MC de glioma en el compartimento 

basal.  Los  insertos  se  fijaron  en  glutaraldehído  al  2.5%  en  solución  amortiguadora  de 

cacodilatos  0.1  M  pH  7.4,  con  0.1  M  de  sacarosa,  durante  1  hora.  Las  membranas  se 

separaron  del  filtro  con  una  navaja  y  se  fijaron  posteriormente  en  tetróxido  de  osmio 

preparado  en  la  misma  solución  amortiguadora,  durante  1  hora.  En  seguida,  las 

membranas  se  deshidrataron  en  grados  seriales  de  etanol.  Al  final  se  colocaron  en 

hexametildisilazano (HMDS) (Polysciences Inc. Warrington. PA). Después de 10 minutos se 

remplazó  el  HMDS  por  nuevo  y  10 minutos  después  se  removió  el  reactivo  para  dejar 

secar las muestras al aire durante 30 minutos. Las muestras se montaron en una laminilla 

cubierta  con  metal  y  oro  (JEOL‐JFC‐1100),  y  posteriormente  se  examinaron  en  el 

microscopio de barrido JEOL (JSM‐6510‐LV). 
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5.9. Western blot 

Esta técnica se llevó a cabo siguiendo el protocolo estándar previamente descrito 

(Gonzalez‐Mariscal et al., 2011) utilizando los siguientes anticuerpos: 

• Policlonales en conejo: 
– ocludina (Invitrogen, Cat. 71‐1500, dilución 1:1000) 
– claudina‐1 (Invitrogen, Cat. 51‐9000, dilución 1:500) 
– claudina‐2 (Invitrogen, Cat. 51‐6100, dilución 1:250)  
– claudina‐3 (Invitrogen, Cat. 34‐1700, dilución 1:250) 

• Monoclonales en ratón: 
– claudina‐4 (Invitrogen, Cat. 32‐9400, dilución 1:250) 
– claudina‐5 (Invitrogen, Cat. 187364, dilución 1:1000) 
– CRTAM (R&D Systems, Cat. Mab1695, dilución 1:100) 
– zonulina (Abcam, Cat. Ab118056, dilución 1:500)  
– actina  (un  regalo  del  Dr.  José  Manuel  Hernández,  departamento  de  Biología 

Celular, Cinvestav, México).  

Como anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa se utilizaron: 
– α‐ratón (Zymed Laboratories, Grand Island, NY, Cat. 62‐6420, dilución 1:5000) 

– α‐conejo (Zymed Laboratories, Grand Island, NY, Cat. A9169, dilución 1:5000) 

Se  utilizó  el  sistema  de  detección  de  quimioluminiscencia  ECL  +  PLUS  (GE Health‐

Care, Piscataway, NJ, Cat. RNP 2132). 

5.10. Detección de citosinas  

La cuantificación de  las citosinas se hizo en MC de 4 días derivado del cultivo de 

astrocitos  o  células  de  glioma  C6.  Se  utilizó  un  sistema  con  un  arreglo  de  perlas  de 

citometría (BDTM CBA Flex Set, BD Biosciences, US, Cat. 558264) específico para detectar a 

las siguientes citosinas: IL‐8 (1.2) (Cat. 558277), IFN‐α (1.5) (Cat. 560379), IL‐1β (2.3) (Cat. 

558279),  TNF‐α  (0.7)  (Cat.  558273),  IL‐12p70  (0.6)  (Cat.  558283),  IL‐10  (0.13)  (Cat. 

558274), e IL‐6 (1.6) (Cat. 558276). Brevemente, los sobrenadantes se inmunoprecipitaron 

con  un  arreglo  de  perlas  de  captura,  cubiertas  con  anticuerpos  específicos. 

Posteriormente se añadió el agente de detección conjugado con ficoeritrina y finalmente 

se  realizó  un  ensayo  de  citometría  de  flujo.  Los  datos  se  obtuvieron  y  analizaron  en  el 

citómetro de flujo BD FACSCaliburTM y con el programa BD CellQuestTM Pro Software (BD 

Biosciences, US 342976). Se realizaron las curvas estándar correspondientes (R2>0.9957), y 

los  valores  promedio  de  la  intensidad  de  fluorescencia  permitieron  el  análisis  y  la 

cuantificación de la proteína soluble en  Microsoft®Excel.  
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5.11. Detección de VEGF, HGF, EGF y PGE2  

La cuantificación de  las citosinas se  llevó a cabo en el MC derivado del cultivo de 

astrocitos o células de glioma C6, de 4 días. Se utilizaron ensayos de ELISA específicos para 

VEGF (Invitrogen, KHG0111),  HGF (Ray Biotech Inc., ELM‐HGF‐001), EGF (Peprotech, 900‐

M390) y PGE2 (ENZO Life Science, Farmingdale, NY, ADI‐900‐001).  

5.12. Zimografía 

Los MCs se colectaron y centrifugaron a temperatura ambiente durante 2 minutos. 

Los  sobrenadantes  se  concentraron  usando  una  unidad  de  filtración  para  centrífuga 

Amicon  ultra‐0.5  con  membrana  ultracel‐30  (Millipore,  UFC503096).  Las  muestras  se 

corrieron  por  electroforesis  en  condiciones  no  desnaturalizantes,  en  geles  de 

poliacrilamida al 8% y gelatina al 1%. Para determinar la actividad proteolítica, los geles se 

lavaron 2 veces por 15 min en una solución de Tritón X‐100 al 2.5% y se incubaron con una 

solución amortiguadora con Tris base 50 mM (pH 7.4), 150 mM de NaCl y 20 mM de CaCl2. 

La actividad de gelatinasa se observó tiñendo los geles con azul de Coomassie al 0.25%, R‐

250 en metanol al 45% y ácido acético al 10%. En seguida los geles se destiñeron con una 

solución  de  metanol  al  20%  y  ácido  acético  al  10%.  El  sobrenadante  del  cultivo  de 

promielocitos (U937) se utilizó como patrón de la actividad enzimática de las MMPs 2 y 9, 

como se describió previamente (Morodomi et al., 1992). 

5.13. Inmunofluorescencia 

  La inmunodetección se hizo en las monocapas de EMC cultivadas en cubreobjetos, 

e  incubadas  con  MC  de  astrocitos  o  de  glioma,  durante  8  horas;  o  en  ensayos  de 

transmigración.  Para  éstos  últimos,  las  células  ReNcell  CX  en  cultivo  se  tiñeron  con  el 

rastreador de células fluorescente CellTracker™ Orange CMTMR (Invitrogen, Cat. C2927), 

siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  Posteriormente,  las  células  ReNcell  CX  se 

levantaron  con  acutasa,  se  resuspendieron  y  se  sembraron  a  una  densidad  de  1  x  105 

células/cm2 en la superficie apical de monocapas de EMC cultivadas sobre filtros Millicell, 

con MC de astrocitos o de glioma C6 en el compartimento basal. Después de 8 horas, se 

lavaron los insertos con PBS para eliminar las células ReNcell CX que no se adhirieron a la 

monocapa del EMC.  
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La  inmunofluorescencia se realizó siguiendo  los protocolos previamente descritos 

(Lechuga  et  al.,  2010)  empleando  el  anticuerpo  policlonal  contra  ocludina,  hecho  en 

conejo  (Invitrogen,  Cat.  71‐1500,  dilución  1:100),  y  el  anticuerpo  monoclonal  contra 

claudina‐5,  hecho  en  ratón  (Invitrogen,  Cat.  187‐364,  dilución  1:100);  y  los  anticuerpos 

secundarios  acoplados  a  FITC  de  conejo  (Zymed  62‐6111,  dilución  1:300)  y  de  ratón 

(Zymed, 62‐6511, dilución 1:300). Las muestras se observaron en el microscopio confocal 

Leica SP‐2 con láseres de Argón y Helio‐Neón.  

5.14. Migración In vivo de las células ReNcells CX hacia los gliomas intracraniales 

 Para  los  experimentos  de migración  in  vivo,  se  emplearon:  1)  ratones  desnudos 

(nu/nu), 2) células de glioma C6 previamente infectadas con un retrovirus que contenía a 

la  proteína  verde  fluorescente  (GFP),  y  seleccionadas  por  citometría  de  flujo  como  fue 

descrito previamente (Lara et al., 2012), y 3) células ReNcell CX teñidas con CellTracker™ 

Orange  CMTMR.  El  día  de  la  cirugía,  los  ratones  se  anestesiaron  con  100  mg/kg  de 

ketamina y 10 mg/kg de xilacina. Se resuspendieron 1 X 106 células de glioma C6‐GFP en 3 

µl de DMEM‐F12, y se inyectaron en el cuerpo estriado (Bregma AP: + 0.5 mm; ML: 2 mm 

and DV: 3 mm) del cerebro.  

Se utilizaron dos controles, uno que recibió solamente al vehículo (3 µl de DMEM‐

F12), y uno que no  fue operado. Siete días después,  los  ratones se anestesiaron para  la 

inyección de las células ReNcell CX. Se resuspendieron 1.5 X 106 células ReNcell CX teñidas 

con   CellTracker™ Orange CMTMR, en 200 µl de medio sin factores de crecimiento, y se 

inyectaron en la vena de la cola. Después de una semana, se aplicó una anestesia letal en 

los ratones, se perfundieron con solución salina con 1000 U/ml de heparina, y se fijaron 

con paraformaldehído al 4%. Finalmente se obtuvieron cortes de cerebro de 30 µm.  

Por  inmunofluorescencia,  se  detectó  la  presencia  de  HGF,  VEGF,  zonulina  y 

claudina‐5. Para ello, las rebanadas de cerebro se permeabilizaron con PBS‐Tritón al 0.25% 

durante 30 minutos. Posteriormente se bloquearon con BSA al 1% en PBS‐Tritón durante 1 

hora,  y  se  incubaron  con  los  anticuerpos  primarios  durante  24  horas.  En  seguida  se 

incubaron  con  los  anticuerpos  secundarios  correspondientes  durante  24  horas  y 

finalmente  se  montaron  para  su  observación  en  un  microscopio  confocal  (Leica 

Microsystems). 
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VI. Resultados 

 

6.1. Las células de glioma C6 o su medio condicionado, inducen la transmigración de las 

células troncales neurales a través de un modelo in vitro de barrera hematoencefálica. 

El primer objetivo fue determinar si las NSCs presentaban tropismo por las células 

de glioma. Para demostrar esto, las células ReNcell CX se colocaron en el compartimento 

apical de los filtros Millicell con un poro de 8 μm. Se realizaron los ensayos de migración 

en  presencia  de  DMEM,  DMEM  con  FBS  al  10%,  o  los  MCs  de  las  células  ReNcell  CX, 

astrocitos  o  glioma  C6.  En  la  figura  19  se  observa  que  el  MC  de  glioma  C6  induce  un 

incremento significativo de la migración de las células ReNcell CX, en comparación con el 

MC de astrocitos o DMEM con FBS al 10%. Como se esperaba, el DMEM y el MC de  las 

células ReNcell CX, no indujeron migración. 

 
 

 

Figura 19. El MC de glioma C6 induce la migración de las células ReNcell CX. A) Imagen representativa de 
microscopía  de  campo  claro  de  las  células  presentes  en  la  superficie  basal  del  filtro  teñidas  con  azul  de 
toluidina,  acompañada  del  esquema  que  ilustra  cada  ensayo.  B)  Gráfica  de  datos.  N=4,  F(4,15)=40.64; 
*P<0.05,  ***P<0.001;  Prueba  estadística  de  ANOVA  de  una  vía,  seguida  de  Bonferroni.  Los  ensayos  de 
migración de células ReNcell CX se hicieron en filtros Millicell con poros de 8 μm. 
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En seguida probamos si el MC de glioma C6 era capaz de inducir la transmigración 

de  las  células  ReNcell  CX  a  través  de  un modelo  in  vitro  de  BHE,  basado  en  el  cultivo 

primario de las células del EMC de rata. Las figuras 20 A y B, y 21 muestran que el MC de 

glioma  indujo  la  transmigración de  las  células ReNcell  CX a  través de una monocapa de 

EMC,  de manera  dependiente  del  tiempo.  Posteriormente  probamos  si  la  presencia  de 

células de glioma en el  compartimento basal, podía  inducir una  respuesta mayor que  la 

generada  por  el MC  de  glioma  C6.  Las  figuras  20  C  y  D muestran  que  la  presencia  de 

células  de  glioma C6  o  su MC,  tuvieron  el mismo  resultado  en  la  transmigración  de  las 

células ReNcell CX. 

 
 

 

 

Figura  20.  El  MC  de  glioma  C6  induce  la  transmigración  de  las  ReNcell  CX  a  través  del  EMC.  A) 
Transmigración de las células ReNcell CX a través del EMC inducida por el MC de astrocitos o de glioma C6. 
Imagen representativa de microscopía de luz de las células presentes en la superficie basal del filtro teñidas 
con  azul  de  toluidina,  acompañada  del  esquema  que  ilustra  cada  ensayo.  B)  Gráfica  de  datos.  N=3, 
F(1,12)=343.8;  ***  p<0.001;  Prueba  estadística  de  ANOVA  de  dos  vías,  seguida  de  Bonferroni.  C)  En  un 
ensayo de transmigración durante 8 horas, las células de glioma C6 y su MC, inducen un grado semejante de 
transmigración de las células ReNcell CX. N=10, F(3,36)=60.74; ***P<0.001; Prueba estadística de ANOVA de 
una  vía,  seguida  de  Bonferroni.  D)  Imagen  representativa  de  microscopía  de  campo  claro  de  las  células 
presentes en la superficie basal del filtro teñidas con azul de toluidina, acompañada del esquema que ilustra 
cada ensayo. 
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Figure  21.  Microscopía  electrónica  de  transmisión  de  una  monocapa  de  EMC  con  células  ReNcell  CX 

transmigrando. Monocapa de EMC sembrada sobre filtros Millicell con poros de 8 μm. A) Morfología típica 
elongada de una célula endotelial. B) Borde entre dos células vecinas; las células endoteliales se sobrelapan 
parcialmente. C) Monocapa endotelial que atraviesa un poro del  filtro Millicell. D) Célula ReNcell CX sobre 
dos células vecinas de EMC. E) Dos células ReNcell CX localizadas por debajo de la monocapa endotelial. F) 
Célula ReNcell CX atravesando por un poro del filtro Millicell. *, filtro Millicell;  flecha, ruta paracelular. CE, 
célula endotelial; P, poro de filtro Millicell. Barra = 1 μm. 

 

6.2. El MC de glioma C6 disminuye la RET del EMC e induce la formación de orificios a lo 

largo de los bordes celulares de la monocapa endotelial.  

  Una manera por la que el MC de glioma C6 podría facilitar la transmigración de las 

células  ReNcell  CX,  podría  ser  mediante  la  inducción  de  una  monocapa  de  EMC  más 

permeable. Para probar esto, medimos la resistencia RET del EMC, en presencia del MC de 

astrocitos o de glioma C6 en el compartimento basal. La figura 22A muestra que el MC de 

glioma C6 disminuyó la RET del EMC, en comparación con lo que sucede en la monocapa 

incubada  con MC  de  astrocitos.  La  adición  de  células  ReNcell  CX  en  el  compartimento 

apical disminuyó parcialmente  la RET del  EMC cuando el  compartimento basal  contenía 

MC de astrocitos, mientras que ésta disminución no se recuperó en presencia del MC de 

glioma C6.  
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En la figura 29A se observa que la incubación con MC de glioma C6 no tuvo efecto 

en el contenido total de ocludina y claudina‐5, detectado por Western blot, mientras que 

los  ensayos  de  inmunofluorescencia  muestran  una  disminución  en  la  expresión  de 

claudina‐5 en los bordes celulares. Además, se observó la aparición de orificios a lo largo 

de los bordes celulares del EMC incubado con MC de glioma C6 (figura 22B), mientras que 

por  microscopía  electrónica  de  barrido,  se  observaron  células  ReNcell  CX  migrando  a 

través de ellos (figura 22C). 

 

Figura  22.  El MC de  glioma C6  abre  la  BHE del  EMC. A)  RET  del  EMC en  las  condiciones  ilustradas  en  el 
esquema.  N=3,  F(3,30)=19.97;  *P<0.05,  **P<0.01,  ***P<0.001,  con  respecto  a  1; 

#
P<0.05, 

##
P<0.01, 

###
P<0.001,  con  respecto  a  3;  Prueba  estadística  de  ANOVA  de  dos  vías,  seguida  de  Bonferroni.  B) 

Inmunofluorescencia  de  claudina‐5  en  el  EMC  incubado  con  el MC  de  astrocitos  o  de  glioma  C6.  Flecha, 
borde continuo; cabeza de flecha, orificios en los bordes celulares. C) Microscopía electrónica de barrido de 
las células ReNcell CX moviéndose a través de un orificio en la monocapa endotelial. 
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6.3. El HGF estimula  la  transmigración de células ReNcell CX en un modelo  in vitro de 

BHE. 

Ya  que  nuestros  resultados  indicaron  que  el  MC  de  glioma  C6  promueve  la 

transmigración de células ReNcell CX a través del EMC, en seguida buscamos identificar a 

los factores presentes en el MC de glioma C6 responsables de éste efecto. Comenzamos 

explorando el efecto del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por las siglas en inglés 

de  Hepatocyte  Growth  Factor),  ya  que  éste  se  había  reportado  como  el  factor  que 

promueve con alta eficiencia  la migración de las NSCs (Kendall et al., 2008). Se encontró 

que el MC de glioma C6 contiene 3.2 veces más HGF que el MC de astrocitos (figura 23A).  

 

Figure 23.   El HGF en el MC de glioma C6  induce  la transmigración de  las NSCs a través de  la BHE. A) La 
cantidad de HGF, determinada por ELISA, es mayor en el MC de glioma C6 que en el MC de astrocitos. La 
inmunoprecipitación de HGF reduce la cantidad de HGF presente en el MC de glioma C6. N=4, F(3,12)=26.54; 
***P<0.001; Prueba estadística de ANOVA de una vía, seguida de Bonferroni. B) Ensayo de transmigración 
de células ReNcell CX a través del EMC cuando en el compartimento basal se encuentra: DMEM con HGF; o 
DMEM  con  el  anticuerpo  neutralizante  contra  HGF;  o  MC  de  astrocitos  o  de  glioma  C6,  con  o  sin  el 
anticuerpo  neutralizante  contra  HGF.  El  control  corresponde  a  la  transmigración  inducida  por  el  MC  de 
glioma C6, y se considera el 100% de la transmigración. N=3, F(6,14)=124.7; **P<0.01, ***P<0.001; Prueba 
estadística de ANOVA de una vía, seguida de Bonferroni. C) El EMC cultivado durante 8 horas en DMEM con 
HGF tiene una RET similar a la obtenida con el MC de astrocitos. N=3, F(2,16)=5.668; **P<0.01 con respecto 
al MC de astrocitos. Prueba estadística de ANOVA de dos vías, seguida de Bonferroni. 
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En  los  ensayos  de  transmigración  de  las  células  ReNcell  CX,  encontramos  que  la 

adición de 100 ng/ml de HGF en el compartimento basal, incrementó la transmigración de 

las células ReNcell CX, en comparación con el MC de astrocitos (figura 23B). Sin embargo, 

la transmigración inducida por HGF fue menor en comparación con la obtenida por el MC 

de glioma C6. 

Para demostrar la importancia del HGF en la transmigración inducida por el MC de 

glioma C6, agregamos un anticuerpo que neutraliza la actividad del HGF al MC de glioma 

C6  y  observamos  una  disminución  en  la  transmigración  de  las  células  ReNcells  CX.  En 

seguida probamos si el HGF alteraba la RET del EMC. La figura 23C muestra que el HGF no 

tuvo  efecto  en  la  RET,  y  en  concordancia  con  este  resultado,  observamos  que  no  hubo 

cambio  en  el  contenido  total  de  ocludina  y  claudina  5  (figura  29A).  Estos  resultados 

indican que HGF tiene un efecto quimiotáctico sobre  las células ReNcell CX pero que no 

abre las UE del EMC.  

 

6.4. El VEGF estimula la transmigración de las células ReNcell CX en un modelo in vitro 

de BHE 

Además del HGF, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por las siglas 

en  inglés  de  Vascular  Endothelial  Growth  Factor)  también  es  uno  de  los  principales 

factores  quimiotácticos  de  NSCs  producido  por  gliomas  (Kendall  et  al.,  2008).  Por  ésta 

razón,  en  seguida  analizamos  el  efecto  del  VEGF  en  la  transmigración  de  las  células 

ReNcell CX a través del EMC. La figura 24A muestra que el MC de glioma C6 contenía 7.6 

veces más VEGF que el MC de astrocitos, y que el contenido de VEGF en el MC de glioma 

C6  disminuyó  cuando  se  utilizó  un  anticuerpo  neutralizante  específico  para  el  VEGF.  En 

ensayos  de  transmigración  observamos  que,  cuando  se  neutralizó  el  VEGF  en  el MC de 

glioma  C6,  disminuyó  la  transmigración  de  las  células  ReNcell  CX  a  través  del  EMC, 

confirmando el efecto quimioatrayente del VEGF (figura 24B).  

En  experimentos  de  RET  observamos  que  la  neutralización  del  VEGF  revirtió  la 

disminución inducida por el MC de glioma C6 (figura 24C). Nuestros resultados indican que 

el VEGF tiene un efecto quimiotáctico en las células ReNcell CX, y que además facilita su 

transmigración mediante la apertura de la UE en el EMC. 
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Figure 23.  El VEGF en el MC de glioma C6 induce la transmigración de las NSCs a través de la BHE. A) La 
cantidad de VEGF, determinada por ELISA, es mayor en el MC de glioma C6 que en el MC de astrocitos. La 
inmunoprecipitación  de  VEGF  reduce  la  cantidad  de  VEGF  presente  en  el  MC  de  glioma  C6.  N=3, 
F(3,8)=20.98;  **P<0.01,  ***P<0.001;  Prueba  estadística  de  ANOVA  de  una  vía,  seguida  de  Bonferroni.  B) 
Ensayo de transmigración de las células ReNcell CX a través del EMC cuando en el compartimento basal se 
encuentra: DMEM con el anticuerpo neutralizante contra VEGF; o MC de astrocitos o de glioma C6, con o sin 
el anticuerpo neutralizante contra VEGF. El control corresponde a la transmigración inducida por el MC de 
glioma C6, y se considera el 100% de la transmigración. N=3, F(4,10)=275.5; ***P<0.001; Prueba estadística 
de ANOVA de una vía, seguida de Bonferroni. C) La inmunoprecipitación de VEGF revierte la disminución de 
la  RET  inducida  por  el MC  de  glioma  C6.  N=3,  F(2,20)=14.64;  *P<0.05  con  respecto  al MC  de  astrocitos; 
#P<0.05 con respecto al MC de glioma C6. Prueba estadística de ANOVA de dos vías, seguida de Bonferroni. 
 

6.5.  La baja  cantidad de EGF en el MC de glioma C6 estimula  la  transmigración de  las 

células ReNcell CX en un modelo in vitro de BHE 

Se  ha  reportado  que  el  factor  de  crecimiento  epidermal  (EGF,  por  las  siglas  en 

inglés de Epidermal Growth Factor), aunque no se produce en una cantidad significativa 

en los gliomas, estimula la migración de las NSCs (Kendall et al., 2008).   

Para  explorar  el  efecto  del  EGF  en  nuestro modelo,  comenzamos  determinando 

mediante un ensayo de ELISA, la cantidad de EGF presente en los MCs de astrocitos y de 

glioma C6. La figura 25A confirmó que el MC de astrocitos contenía 3.8 veces más EGF que 

el MC de glioma C6, y que el anticuerpo neutralizante específico para EGF podía ser usado 

para disminuir la cantidad de EGF en el MC de astrocitos.  
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Figura 25. La falta de EGF en el MC de glioma C6 induce la transmigración de las NSCs a través de la BHE. 

A) La cantidad de EGF, determinada por ELISA, es mayor en el MC de astrocitos que en el MC de glioma C6. 
La  inmunoprecipitación  de  EGF  reduce  la  cantidad  de  EGF  presente  en  el  MC  de  astrocitos.  N=3, 
F(3,8)=44.52;  ***P<0.001;  Prueba  estadística  de  ANOVA de  una  vía,  seguida  de  Bonferroni.  B)  Ensayo  de 
transmigración  de  células  ReNcell  CX  a  través  del  EMC  cuando  en  el  compartimento  basal  se  encuentra: 
DMEM con EGF; o DMEM con el anticuerpo neutralizante contra EGF; o MC de astrocitos o de glioma C6, 
con o sin el anticuerpo neutralizante contra EGF. El control corresponde a la transmigración inducida por el 
MC  de  glioma  C6,  y  se  considera  el  100%  de  la  transmigración.  N=3,  F(7,16)=30.77;  ***P<0.001;  Prueba 
estadística de ANOVA de una vía, seguida de Bonferroni. C) El EMC cultivado durante 8 horas en DMEM con 
EGF  tiene una RET similar a  la obtenida con el MC de astrocitos, mientras que  la  inmunoprecipitación del 
EGF en el MC de astrocitos disminuye la RET de manera similar a la obtenida con el MC de glioma C6. N=3, 
F(3,30)=23.07;  *P<0.05,  **P<0.01,  ***P<0.001  con  respecto  al  MC  de  astrocitos; 

#
P<0.05, 

##
P<0.01, 

###
P<0.001 con respecto al MC de glioma C6; 

+
P<0.05, 

++
P<0.01, 

+++
P<0.001 con respecto al MC de astrocitos 

+ α‐EGF; Prueba estadística de ANOVA de dos vías, seguida de Bonferroni. 
 

En ensayos de transmigración se observó que la adición de 20 y 100 ng/ml de EGF 

al compartimento basal,  incrementó  la  transmigración de  las células ReNcell CX a  través 

del EMC, en comparación con el MC de astrocitos  (figura 25B).  La adición de HGF  junto 

con  EGF  no  indujo  una  mayor  transmigración  de  células  ReNcell  CX  que  la  inducida 

solamente por el EGF, y ésta última fue muy semejante a la inducida por el MC de glioma 

C6. Para demostrar la importancia del EGF en la transmigración de las células ReNcell CX, 

se  colocó el  anticuerpo neutralizante  contra  EGF en el MC de  glioma C6  y,  ante  la  baja 

cantidad  de  EGF  presente  en  el MC  de  glioma  C6,  no  se  observó  efecto,  como  era  de 

esperarse. En cambio, cuando el anticuerpo neutralizante se añadió al MC de astrocitos, 
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se observó un incremento en la transmigración de las células ReNcell CX. De acuerdo con 

estos resultados, el EGF indujo un incremento en la RET (figura 25C) pero sin modificar la 

cantidad total de claudina‐5 en el EMC (figura 29A). La neutralización del EGF en el MC de 

astrocitos disminuyó la RET del EMC. En conjunto, estos datos sugieren que la ausencia de 

EGF  en  el  MC  de  glioma  C6,  favorece  la  permeabilidad  del  EMC  y  contribuye  a  la 

transmigración de las células ReNcell CX a través del EMC. 

6.6. La presencia de PGE2 y la falta de EGF en el MC de glioma C6 promueve la apertura 

de la BHE 

Se ha reportado que la prostaglandina E2 (PGE2)  disminuye la RET epitelial e inhibe 

el  incremento  de  la  RET  inducido  por  el  EGF  (Flores‐Benitez  et  al.,  2009).  Por  ello, 

decidimos determinar la concentración de PGE2 en los MCs de astrocitos y de glioma C6. 

La cuantificación por ELISA de PGE2 mostró un incremento pequeño pero significativo en 

la concentración de PGE2 en el MC de astrocitos, en comparación con el MC de glioma C6 

(figura 26A). Sin embargo, ante la ausencia de EGF en el MC de glioma C6, la presencia de 

PGE2 podría disminuir la RET.  

Adicionalmente, se administró el inhibidor de COX‐2, NS398, a las células de glioma 

C6, y como se muestra en la figura 26A, en el MC producido por estas células se observó 

una  disminución  en  la  cantidad  de  PGE2.  En  ensayos  de  RET,  la  inhibición  de  COX‐2 

produjo un  incremento significativo en  la RET del EMC,  incluso por arriba de  los valores 

obtenidos  con  el MC  de  astrocitos  (figura  26B).  En  el MC  producido  por  las  células  de 

glioma  C6  tratadas  con NS398  también  se  encontró  una  disminución  en  la  cantidad  de 

VEGF (figura 24A), lo que se explica porque la PGE2 también induce la expresión de VEGF 

(Ghosh et al.,  2000). Por  lo  tanto, el  incremento en  la RET del EMC podría deberse a  la 

baja cantidad de PGE2 y VEGF presente en el MC de las células de glioma C6 tratadas con 

el  inhibidor de COX‐2. En seguida analizamos  la concentración de citosinas presentes en 

los MCs de astrocitos  y de glioma.  El  análisis  cuantitativo de  la  concentración de  INF‐α, 

TNF‐α,  IL‐12p70,  IL‐1β,  IL‐6,  IL‐8  e  IL‐10  reveló  que  éstas  citosinas  se  encuentran  en  la 

misma  concentración  en  ambos  MCs  (figura  26C).  Este  resultado  sugiere  que  éstas 

citosinas no son responsables de la transmigración de las células ReNcell CX, inducida por 

el MC de glioma C6.  
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Figura 26. La presencia de PGE2 y la falta de EGF en el MC de glioma C6 incrementa la permeabilidad de la 

BHE. A)  Cuantificación  por  ELISA  de  PGE2  en  los MCs  de  astrocitos  y  de  glioma  C6  tratados  o  no  con  el 
inhibidor de COX‐2 (NS398). N=3, F(2,6)=161.9; **P<0.01, ***P<0.001; Prueba estadística de ANOVA de una 
vía,  seguida  de  Bonferroni.  B)  RET  del  EMC  incubado  con  los  MCs  derivados  de  astrocitos,  glioma  C6  o 
células  C6  tratadas  con NS398.  N=3,  F(2,20)=53.56;  *P<0.05,  **P<0.01  con  respecto  al MC  de  astrocitos; 
##
P<0.01, 

###
P<0.001 con respecto al MC de glioma C6; Prueba estadística de ANOVA de dos vías, seguida de 

Bonferroni. C) Análisis cuantitativo de las citocinas IFN‐α, TNF‐α, IL‐12p70, IL‐1β, IL‐6, IL‐8 e IL‐10, presentes 
en los MCs de astrocitos y de glioma C6. N=3, df=2, prueba estadística de t de Student. 
 

6.7.  La  presencia  de  zonulina/prehaptoglobina‐2  en  el MC  de  glioma  C6  promueve  la 

apertura de la BHE y la transmigración de las células ReNcell CX 

  La  zonulina  identificada  recientemente  como  preheptaglobina‐2  (Tripathi  et  al., 

2009), es el análogo eucariota de la toxina Zot (por las siglas en inglés de Zona Occludens 

Toxin),  producida  por  la  bacteria Vibrio  cholera.  La  zonulina  abre  la  ruta  paracelular  al 

unirse a su receptor, que activa una vía de señalización dependiente de la fosfolipasa C y 

la proteína cinasa C, que  lleva a  la polimerización de actina y a  la  contracción del anillo 

cortical de actina‐miosina (Fasano, 2011). La identificación del receptor de zonulina en el 

cerebro humano (Lu et al., 2000), así como su sobre‐expresión en gliomas, y su correlación 

con la degradación de la BHE (Skardelly et al., 2009), nos llevó a analizar la presencia de la 

zonulina en el MC de glioma C6.  
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En la figura 27A se muestra cómo por Western blot pudimos detectar la presencia 

de  zonulina  en  el MC  de  glioma  C6  y  no  en  el MC  de  astrocitos. Mediante  ensayos  de 

transmigración,  se  observó  cómo  la  eliminación  de  la  zonulina  por  inmunoprecipitación 

con  un  anticuerpo  específico,  en  el  MC  de  glioma  C6,  disminuyó  en  un  36%  la 

transmigración  de  las  células  ReNcell  CX  a  través  del  EMC  (figura  27B).  Este  efecto  se 

debió  al  cierre  de  la  BHE,  puesto  que  la  eliminación  de  zonulina  del MC  de  glioma  C6, 

revirtió el efecto deletéreo del MC de glioma C6 en la RET del EMC (figura 27C). 

   

 

Figura 27.  La  zonulina presente en el MC de  glioma C6 abre  la BHE y  favorece  la  transmigración de  las 

células ReNcells  CX. A) Detección de  zonulina por Western blot  en el MC de  glioma C6  y no el  el MC de 
astrocitos. B) Ensayo de transmigración de las células ReNcells CX a través del EMC con los MCs de astrocitos 
y de glioma C6, con o sin zonulina. N=6, F(3,20)=228.2; *** p<0.001; Prueba estadística de ANOVA de una 
vía, seguida de Bonferroni. C) La eliminación de la zonulina del MC de glioma C6 revierte la caída de la RET 
inducida por el MC de glioma C6. N=3, F(3,30)=5.981; **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al MC de glioma 
C6; Prueba estadística de ANOVA de dos vías, seguida de Bonferroni. 

 

6.8. Los MCs de astrocitos y glioma C6 contienen cantidades similares de MMP‐2 y ‐9  

Nuestro siguiente objetivo fue analizar por zimografía, si el glioma producía MMPs 

que facilitaran el movimiento de las NSCs a través del EMC. La figura 28 muestra que los 

MCs de astrocitos y de glioma C6 contenían la misma cantidad de pro‐MMP‐2 y pro‐MMP‐

9. En seguida analizamos si  la adición de las células ReNcell CX a la monocapa endotelial 

modificaba  el  patrón  obtenido  en  el  zimograma.  En  la  segunda  línea  de  la  figura  28 

observamos que el MC de las células ReNcell CX contiene pro‐MMP‐2 pero no pro‐MMP‐9, 

mientras que en las últimas cuatro líneas observamos que los MCs de los compartimentos 

apicales y basales que provienen del co‐cultivo de EMC/ReNcell CX  incubados con el MC 
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de  astrocitos  o  de  glioma C6,  contienen pro‐MMP‐2  y  pro‐MMP‐9.  Esto  sugiere que  las 

MMPs no son la causa de la caída en la RET del EMC inducida por el MC de glioma C6.  

 

Figura 28. Los MCs de astrocitos y de glioma C6 contienen cantidades similares de pro‐MMP‐2 y  ‐9.  Los 
MCs  derivados  de  diferentes  cultivos  (células  ReNcells  CX,  del  EMC,  astrocitos  y  glioma  C6)  y  de  los  co‐
cultivos  esquematizados  del  lado  derecho,  se  corrieron  por  electroforesis  en  condiciones  no 
desnaturalizantes, en geles con 8% de poliacrilamida y 1% de gelatina. La actividad proteolítica se indujo por 
la  incubación con una solución amortiguadora con Ca

2+
 y  las bandas se observaron por tinción con azul de 

Coomassie. El MC de las células U937 de melanoma, se usó como patrón control del peso molecular de las 
MMP‐2 y  ‐9. MC A1, MC del ensayo A presente en el  compartimento apical  (1); MC A2, MC del ensayo A 
presente en el compartimento basal (2); MC B1, MC del ensayo B presente en el compartimento apical (1); 
MC B2, MC del ensayo B presente en el compartimento basal (2).  

 
6.9.  La  expresión  exógena  de  ocludina  en  los  fibroblastos‐L  incrementa  su 

transmigración a través del EMC 

  Nuestro siguiente objetivo fue evaluar si la presencia de las proteínas de la UE en la 

célula que transmigra podía facilitar su paso a través de las células del EMC. Para resolver 

esta pregunta, utilizamos a los fibroblastos‐L, que no expresan proteínas de la UE (Furuse 

et al., 1998), y a los fibroblastos NIH‐3T3, que expresan a la claudina‐2 (hoja de datos del 

anticuerpo hecho en conejo contra claudina‐2, Abcam, AB53032) (figura 29A). En la figura 

29B se muestra que los fibroblastos NIH‐3T3 migraron a través del EMC en mayor cantidad 

que  los  fibroblastos‐L,  de manera  independiente del MC presente  en  el  compartimento 

basal.  Estos  datos  sugieren  que  la  expresión  de  proteínas  de  la  UE  en  la  célula 

transmigrante, facilita su paso a través del EMC. 



  64 

 

Figura 29. La expresión de proteínas de la UE en las células transmigrantes favorece su paso a través del 

EMC. A) Análisis por Western blot de la expresión de ocludina, claudinas 1‐5 y CRTAM en los fibroblastos‐L, 
NIH‐3T3, células ReNcell CX y del EMC. B) La transmigración de fibroblastos‐L y NIH‐3T3 a través del EMC es 
independiente  del  MC  presente  en  el  compartimento  basal,  pero  es  significativamente  mayor  en  los 
fibroblastos NIH‐3T3 que expresan claudina‐2, que en los fibroblastos‐L que no expresan proteínas de la UE. 
N=3,  F(1,6)=232.22,  ***P<0.001;  F(2,8)=0.0895;  Prueba  estadística  de  ANOVA  de  dos  vías,  seguida  de 
Bonferroni. C) La expresión exógena de ocludina en los fibroblastos‐L incrementa su transmigración a través 
del EMC. N=9, t=6.411, df=8; ***P<0.001; Prueba estadística de t de Student.  
 

  A continuación analizamos por Western blot, si  las células ReNcell CX expresaban 

proteínas  integrales  de  la  UE.  En  la  figura  29A  se  observa  que  las  células  ReNcell  CX 

expresaron ocludina y  las claudinas 1, 3 y 4 en todas  las condiciones probadas, mientras 

que las células del EMC expresaron ocludina y claudinas 1 y 5. La presencia de proteínas 

de la UE en las células ReNcell CX podría permitir el establecimiento de contactos célula‐

célula homotípicos y heterotípicos, con las proteínas homólogas presentes en el EMC,  lo 

que facilitaría la transmigración de las células a través del EMC.  
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Para probar este principio, se transfectó ocludina en los fibroblastos‐L y se probó 

su  transmigración.  La  figura  29C  muestra  que  los  fibroblastos‐L  que  expresan  ocludina 

transmigraron  más  que  los  fibroblastos‐L  control.  Esto  sugiere  que  la  presencia  de 

ocludina y claudinas 1, 3 y 4 en las células ReNcell CX podría facilitar su transmigración. 

6.10.  La  presencia  de  ocludina  y  claudina‐5  en  el  EMC  disminuye  en  los  sitios  de 

transmigración de las células ReNcell CX 

En  seguida  analizamos  por  inmunofluorescencia  la  expresión  de  ocludina  y 

claudina‐5  en  el  EMC  durante  la  transmigración  de  las  células  ReNcell  CX.  La  figura  30 

muestra  que  la  presencia  del  MC  de  glioma  C6  indujo  la  desaparición  de  ocludina  y 

claudina‐5  en  los  sitios  de  transmigración  de  las  células  ReNcell  CX,  que  se  tiñeron  con 

CMTMR.  Sin  embargo,  por Western  blot  no  se  detectó  cambio  en  la  cantidad  de  éstas 

proteínas  (datos no mostrados). Estos datos  sugieren que el MC de glioma C6  induce  la 

desaparición  de  las  proteínas  de  la  UE  en  los  puntos  de  contacto  entre  las  células 

endoteliales y las células transmigrantes. 

6.11. La adhesión mediada por CRTAM facilita  la  transmigración de  las células ReNcell 

CX a través del EMC 

En nuestro grupo de trabajo, recientemente se identificó a la proteína de adhesión 

CRTAM,  como  un  nuevo miembro  de  la  familia  de  proteínas  JAM,  y  se  determinó  que 

induce la adhesión célula‐célula en la membrana lateral de las células epiteliales (Garay et 

al., 2010). La figura 29A muestra que CRTAM se expresa en los fibroblastos‐L, NIH‐3T3, y 

en las células ReNcell CX, y que en cambio, apenas se detecta en las células del EMC. Sin 

embargo,  llama  la  atención que  la  incubación de éstas  células  con el MC de  glioma C6, 

indujo  la expresión de CRTAM. Para determinar el papel de CRTAM en la transmigración 

de las células ReNcell CX a través del EMC, se compitió la adhesión célula‐célula mediada 

por  CRTAM,  añadiendo  CRTAM  soluble  (CRTAM‐Fc)  al  compartimento  apical  donde  se 

encontraban las células ReNcell CX. La figura 31 muestra que la adición de CRTAM soluble 

inhibió la transmigración de las células ReNcell CX inducida por el MC de glioma C6. Estos 

datos sugieren que la adhesión mediada por CRTAM es crucial para la transmigración de 

las células ReNcell CX a través del EMC. 
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Figura 30. La expresión de ocludina y claudina‐5 disminuye en los sitios de transmigración de  las células 

ReNcell  CX,  en  las monocapas  de  EMC  incubadas  con  el MC  de  glioma  C6  en  el  compartimento  basal. 
Ocludina  (A)  y  claudina‐5  (B)  se  detectaron  con  anticuerpos  primarios  específicos,  y  con  anticuerpos 
secundarios  acoplados  a  FITC.  Las  células  ReNcell  CX  transmigrantes,  se  tiñeron  en  rojo  con  el marcador 
CMTMR. Las flechas apuntan a las áreas donde la expresión de ocludina y claudina‐5 se perdió. 
 

 

Figura  31.  La  adhesión  mediada  por  CRTAM  es 

importante  para  la  transmigración  de  las  células 

ReNcell  CX  a  través  del  EMC.  Se  compitió  la 
adhesión  célula‐célula  añadiendo  CRTAM  soluble 
(CRTAM‐Fc)  al  compartimento  apical  de  los  filtros 
Millicell.  N=4,  F(2,6)=73.86;  ***P<0.001;  Prueba 
estadística  de  ANOVA  de  una  vía,  seguida  de 
Bonferroni. 

 

6.12. Las células ReNcell CX inyectadas vía intravenosa llegan a los sitios del glioma en el 

cerebro 

Nuestro  siguiente objetivo  fue evaluar  si  las  células ReNcell CX, al  ser  inyectadas 

vía intravenosa, eran capaces de llegar al sitio de los tumores cerebrales. En la figura 32 se 

muestra  que  1  semana  después  de  la  inyección  en  la  vena  de  la  cola  de  los  ratones 

desnudos,  un  importante  número  de  células  ReNcell  CX  teñidas  con  CMTMR 

(fluorescencia  en  rojo)  se  distribuyeron  en  la masa  tumoral  formada  por  las  células  de 

glioma  C6  (fluorescencia  en  verde).  En  cambio,  en  el  hemisferio  cerebral  contralateral, 

donde no se inyectaron las células de glioma C6, o en el cerebro de los ratones que sólo se 

inyectaron  con  el  vehículo,  o  en  los  ratones  no  operados  (datos  no mostrados),  no  se 

encontraron las células ReNcell CX. En concordancia con los resultados in vitro, en el área 

tumoral se encontró una fuerte señal de HGF y VEGF, y la zonulina y claudina‐5 tiñeron el 

borde  de  los  vasos  sanguíneos  del  tumor  (flechas).  La  alta  expresión  de  claudina‐5 

encontrada  en  el  área  tumoral  se  debe  a  que  el  glioma  induce  una  alta  vascularización 

(Tamiya et al., 1995). En cambio, no se encontró tinción de HGF en la sección del vehículo 

y sólo se detectó una pequeña cantidad en la sección contralateral. Por otra parte, no se 

encontró  zonulina  en  la  sección  contralateral  y  solamente  se  detectó  una  pequeña 

cantidad en la sección del vehículo. Con respecto a la claudina‐5, se detectó en pequeñas 

cantidades alrededor de  los vasos  tanto en el  lado contralateral,  como en  los cortes del 

vehículo. Los experimentos  in vivo demuestran la capacidad de las células ReNcell CX de 

atravesar la BHE y llegar a los sitios de tumores cerebrales, y confirman la sobre‐expresión 

de HGF, VEGF y zonulina en los gliomas.  
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Figura 32. Las células ReNcells CX inyectadas por vía intravenosa atraviesan la BHE y llegan a los sitios del 

glioma. Detección  por  inmunofluorescencia  de  HGF,  VEGF,  zonulina  y  claudina‐5  (azul)  en  los  cortes  de 
cerebro de  los ratones desnudos. Los animales se  inyectaron previamente en  la región del estriado con el 
vehículo o con células de glioma C6‐GFP (verde). Una semana después se inyectaron las células ReNcell CX 
marcadas  con  CMTMR  (rojo)  en  la  vena  de  la  cola. Una  semana  después  se  obtuvieron  las  rebanadas  de 
cerebro. Solamente en el área tumoral se detectó una señal fuerte de HGF y VEGF, mientras que la zonulina 
y la claudina‐5 marcaron fuertemente los bordes de los vasos (flechas). La zonulina también se detectó pero 
en baja intensidad en la zona donde se administró el vehículo (cabeza de flecha). La claudina‐5 dio un patrón 
punteado en  la  sección contralateral  (cabeza de  flecha)  y  tiñó,  aunque con baja densidad,  los  vasos en  la 
sección del vehículo (cabeza de flecha). 
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VII. Discusión 

Los  GBM  son  tumores  cerebrales  que  a  pesar  de  su  tratamiento  con  cirugía, 

radiación  y  quimioterapia,  resultan  letales.  Basados  en  la  observación  de  que  las 

sustancias derivadas de éstos tumores, específicamente atraen a las células troncales, se 

ha  propuesto  un  tratamiento  potencial  basado  en  el  uso  de  las  células  troncales, 

particularmente  las  NSCs  como  vectores  para  la  liberación  de  genes  terapéuticos  a  los 

gliomas (Ahmed et al., 2010; Bexell et al., 2012). La migración de las NSCs inyectadas por 

vía intravenosa, hacia los tumores cerebrales (Aboody et al., 2000; Li et al., 2007; Tang et 

al., 2003) indica que éstas células tienen la capacidad de atravesar la BHE. Este aspecto es 

particularmente  relevante  no  sólo  para  los  gliomas,  que  presentan  zonas  de  BHE 

permeable,  sino  también  para  los  grupos  de  células  de  glioma  que  se  dispersaron  e 

infiltraron en el parénquima cerebral donde la BHE se encuentra intacta. 

El objetivo de este estudio fue analizar qué factores presentes en el MC de glioma 

inducen la transmigración de las NSCs a través de un modelo in vitro de BHE, y el impacto 

de  éstos  factores  en  la  función  de  la  BHE.  El  sistema  in  vitro  de  BHE  consiste  de  una 

monocapa de EMC sembrada sobre  insertos Millicell con poro de 8 µm de diámetro, en 

co‐cultivo con astrocitos de rata en el compartimento basal. Nuestros resultados indican 

que  el  cambio  de  astrocitos  por  su  MC,  mantiene  la  RET  de  la  monocapa  endotelial, 

mientras que la presencia de glioma C6 o su MC, reduce significativamente la RET.  

Los ensayos de  transmigración demostraron que  las células ReNcell CX de origen 

humano, que fueron utilizadas para éste estudio, son capaces de transmigrar a través del 

EMC, y que ésta  respuesta es  significativamente mayor  si en el  compartimento basal  se 

encuentra el MC de glioma C6. 

Los análisis de ELISA y Western blot  revelaron que el VEGF,  el HGF y  la  zonulina 

están presentes en mayor concentración en el MC de glioma C6 en comparación con el 

MC  de  astrocitos,  mientras  que  el  EGF  y  la  PGE2  son  más  abundantes  en  el  MC  de 

astrocitos. Estos datos concuerdan con previas observaciones que muestran la expresión 

de zonulina en gliomas humanos (Skardelly et al., 2009), y la falta de EGF y la producción 

significativa de HGF y VEGF en las líneas celulares de glioma humano, U251 y U87 (Kendall 

et al., 2008).   
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Nuestros  resultados  muestran  que  el  VEGF,  el  HGF  y  la  zonulina  inducen  la 

transmigración  de  las  células  ReNcell  CX  a  través  del  EMC.  Esto  puede  explicarse 

fácilmente pues el VEGF produce una respuesta quimiotáctica para las NSCs (Kendall et al., 

2008);  (Schmidt  et  al.,  2005)  y  la  neutralización  de  éste  factor  en  el MC  de  glioma  C6 

induce la recuperación de la RET del modelo in vitro de BHE, confirmando que el VEGF es 

un factor quimiotáctico y que abre la BHE (Takahashi and Shibuya, 2005).  

Estaba  descrito  previamente  que  ZOT,  el  homólogo  procariota  de  zonulina, 

incrementa la permeabilidad de las células endoteliales de origen bovino (Karyekar et al., 

2003),  pero  para  nuestro  conocimiento,  esta  es  la  primera  vez  que  se  muestra  que  la 

zonulina facilita la transmigración de las células a través del EMC.  

La zonulina se encuentra elevada en el suero de los pacientes con diabetes tipo I, 

enfermedad  celiaca,  Crohn’s  y  esquizofrenia  (Fasano,  2012),  lo  que  sugiere  que  un 

incremento  en  la  permeabilidad  intestinal  y  de  la  BHE,  podría  ser  la  base  común  que 

predispone  para  éstas  enfermedades,  al  facilitar  la  autoinmunidad  o  el  contacto  con 

sustancias  tóxicas  al  SNC,  por  el  acceso  no  debidamente  restringido  al  cuerpo  de 

antígenos y tóxicos presentes en el lumen intestinal y/o en la sangre.  

Recientemente se encontraron variaciones genéticas de un solo nucleótido, SNPs 

(por  las  siglas  en  inglés  Single  Nucleotide  Polymorphisms)  específicas  asociadas  al 

desarrollo  de  la  enfermedad  celiaca  y  la  esquizofrenia.  Se  observó  que,  en  la  región 

cromosómica donde se encuentran éstas variables, se localiza el gen de la claudina‐5. Esto 

sugiere que  la  presencia de éste patrón  genético podría predisponer  el  desarrollo de  la 

enfermedad celiaca y de  la esquizofrenia en el mismo  individuo,  como de hecho ocurre 

con  frecuencia  (Wei  and  Hemmings,  2005).  Además,  el  incremento  de  zonulina  en  el 

suero,  podría  contribuir  de  manera  gradual  con  el  desarrollo  de  la  esquizofrenia,  y 

posiblemente de otras enfermedades del SNC. 

Ya  se  sabía  que  el  HGF  era  el  quimioatrayente  más  eficiente  para  las  NSCs 

producido  por  las  líneas  celulares  de  glioma  (Kendall  et  al.,  2008).  Sin  embargo,  aquí 

encontramos que, a pesar de que el HGF  induce  la transmigración de  las células ReNcell 

CX, no disminuye la RET del EMC. Estos resultados indican que el HGF solo contribuye a la 

transmigración a través de la quimioatracción. 
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Se  sabía  con  anterioridad  que  la  vía  de  señalización  del  EGF  está  activada  en  el 

GBM, pero no quedaba claro si esto se debía a la actividad descontrolada de su receptor 

(EGFR) o al  incremento del  ligando. La mutación ganadora de  función, más común en el 

GBM, es la amplificación y sobre‐expresión del EGFR y ésta contribuye mayoritariamente a 

un  fenotipo  invasor  (Masui  et  al.,  2012).  La  amplificación  del  EGFR se  encuentra  en 

aproximadamente  el  50  %  de  los  GBMs,  y  se  debe  a  rearreglos  intragénicos  y/o 

depleciones (Wong et al., 1992) que producen varias mutantes de los EGFRs (Frederick et 

al., 2000).  

La  variante  III  del  receptor  de  EGFR  (EGFRvIII)  es  la  mutante  más  común,  y  se 

encuentra en el ∼40% de los GBMs en los que el EGFR se incrementa, y está presente en 

∼20% de todos los GBMs. El EGFRvIII incrementa la invasividad del tumor, a través de su 

actividad constitutiva, es decir, independientemente de la unión del ligando a su receptor 

(Steck et al., 1988; Yamazaki et al., 1988). 

Se ha reportado una gran variación en el nivel del EGF secretado por los GBMs. Los 

estudios  con  líneas  celulares  de  glioma  indican  que  el  EGF  se  expresa  escasamente  en 

estos tumores (Kendall et al., 2008), y en concordancia con esto, aquí observamos que el 

MC de glioma C6 contiene una baja cantidad de EGF. Paradójicamente, en  los pacientes 

con  GBM,  el  nivel  de  EGF  en  suero  se  encuentra  elevado  (da  Silveira  et  al.,  2012).  Las 

mutaciones  encontradas  en  el  gen  de  EGF  aumentan  su  transcripción  en  el  GBM 

(Bhowmick et al., 2004), sin embargo, el aumento en la transcripción no necesariamente 

indica  un  aumento  en  el  nivel  de  la  proteína  (Marcus  et  al.,  2010).  Con  estas 

observaciones, es difícil establecer una conclusión en cuanto a la producción de EGF en el 

GBM.  

En éste trabajo encontramos que el EGF induce la transmigración de las ReNcell CX 

e  incrementa  la RET del EMC. La respuesta a ésta paradoja, podría ser que el EGF es un 

factor quimioatrayente para  las NSCs  (Kendall  et al.,  2008),  y que cuando  la que  la BHE 

está sellada,  las células ReNcell CX atraviesan el EMC por  la ruta transcelular de manera 

similar a la previamente reportada en los neutrófilos (von Wedel‐Parlow et al., 2011).  
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El  incremento  en  la  transmigración  de  las  células  ReNcell  CX  debido  a  la 

neutralización del EGF en el MC de astrocitos, puede deberse a la apertura de la BHE que 

ocurre cuando la PGE2 está presente en ausencia de EGF (Flores‐Benitez et al., 2009). Esta 

sugerencia se refuerza con la observación de que las células de glioma C6 tratadas con el 

inhibidor  de COX‐2, NS398,  generan un MC  con poca  cantidad de  PGE2  y  de VEGF,  que 

incrementa los valores de RET por arriba de los obtenidos con el MC de astrocitos. 

La eliminación por neutralización o inmunoprecipitación de VEGF, HGF o zonulina 

en  el MC de  glioma C6,  no  fue  suficiente  para  eliminar  la  transmigración  de  las  células 

ReNcell CX, indicando que ninguno de éstos factores por sí solos son los responsables de 

éste proceso y que más bien, todos contribuyen a la transmigración de las NSCs. 

Las MMPs  ‐2  y  ‐9,  al  encontrarse  en  las mismas  concentraciones  en  los MCs  de 

astrocitos y de glioma, parecen no tener un papel significativo en la transmigración de las 

células ReNcell CX a través del EMC.  

En el  experimento de  transfección de ocludina en  los  fibroblastos‐L,  observamos 

que el paso de las células por la ruta paracelular del EMC se facilita con la expresión de las 

proteínas de la UE en las células transmigrantes. Aquí encontramos por primera vez, que 

las NSCs expresan a las proteínas de la UE ocludina y claudinas 1, 3 y 4, las cuáles podrían 

facilitar su transmigración a través de la monocapa endotelial. Además demostramos, que 

la adhesión mediada por CRTAM es importante para la transmigración de las NSCs a través 

del  EMC.  Es  notorio  cómo  el  MC  de  glioma  C6  disminuyó  la  expresión  de  ocludina  y 

claudina‐5  en  el  EMC,  en  los  sitios  de  transmigración  de  las  células  ReNcell  CX.  Este 

resultado  es  semejante  al  reportado  anteriormente  durante  la  transmigración  de  las 

células de melanoma (Fazakas et al., 2011).  

La  disminución  en  la  expresión  de  las  proteínas  de  la  UE  en  los  sitios  de 

transmigración, podría corresponder a un recambio de proteínas de la UE en estos sitios, 

de  manera  semejante  a  la  observada  en  la  barrera  hematotesticular,  donde  las 

espermatogonias migran  por  la  ruta  paracelular  entre  las  células  de  Sertoli  (Smith  and 

Braun, 2012b). 
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La  atracción  del  MC  de  glioma  parece  ser  específica  para  las  NSCs,  pues  ésta 

inducción  no  se  observó  durante  la  transmigración  de  los  fibroblastos.  Este  resultado 

concuerda con estudios previos que muestran la falta de tropismo de los fibroblastos por 

los gliomas (Aboody et al., 2000; Tamiya et al., 1995).   

En los experimentos  in vivo demostramos la capacidad de las células ReNcells CX, 

inyectadas  vía  intravenosa,  de  migrar  hacia  el  glioma  C6  intracerebral  y  confirmamos 

nuestros  hallazgos  in  vitro,  pues  encontramos  un  incremento  en  la  expresión  de  HGF, 

VEGF y zonulina en el sitio del tumor. 

 

 

VIII. Conclusión 

 

Considerando  que  las  NSCs  tienen  el  potencial  para  ser  usadas  como  vehículos 

para el  trasplante de  genes  terapéuticos  a  los  gliomas,  aquí  hemos  caracterizado en un 

modelo  in  vitro  de  BHE  a  los  factores  presentes  en  el  MC  de  glioma  que  controlan  la 

transmigración de las NSCs. Encontramos que HGF, VEGF, zonulina y PGE2, en ausencia de 

EGF en el MC de glioma C6, inducen la transmigración. Que VEGF, zonulina y PGE2 abren la 

BHE.  Que  las  ReNcell  CX  expresan  CRTAM,  ocludina  y  claudinas  1,  3  y  4,  que  podrían 

facilitar  su migración paracelular,  y  que  en  los  sitios  de  transmigración,  la  expresión de 

ocludina y claudina‐5 disminuye en el EMC. En los ratones desnudos observamos que las 

ReNcell  CX,  inyectadas  por  vía  intravenosa,  atravesaron  la  BHE  y  llegaron  a  los  gliomas 

intracraneales, los cuáles expresaron HGF, VEGF y zonulina/prehaptoglobina 2 (figura 33). 
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Figura 33. Esquema representativo de los factores involucrados en la transmigración de las NSCs a través 

de  la  BHE.  Las  células  de  glioma  C6  secretan  HGF,  VEGF  y  zonulina,  que  junto  con  la  ausencia  de  EGF, 
inducen  la  transmigración  de  las  células  ReNcell  CX  a  través  del  EMC.  VEGF,  zonulina  y  PGE2,  al  ser 
secretadas por  las células de glioma C6, abren  la BHE, mientras que  la secreción de EGF en  los astrocitos, 
incrementa el sellado de  la UE. Las células ReNcell CX expresan CRTAM, ocludina y claudinas 1, 3 y 4, que 
podrían facilitar su transmigración por  la vía paracelular del EMC, el cuál,  tiene UEs formadas por CRTAM, 
ocludina y las claudinas 1 y 5. 
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