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1 Resumen	y	palabras	clave	

En los últimos años ha surgido la necesidad de desarrollar alternativas al uso de animales de 

experimentación, tanto para el testado de productos dermatológicos como para la 

investigación básica y aplicada. En este contexto, se plantea desarrollar un modelo in-vitro de 

piel humana inervada para el cual primero hay que desarrollar un modelo in-vitro de neurona 

humana. El presente trabajo se centrará en el desarrollo de este modelo de neurona mediante 

la diferenciación a partir de la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y-VR1 con diferentes 

compuestos (ácido retinoico, forskolina y dB-cAMP). El éxito funcional alcanzado en esta 

diferenciación se comprobará estudiando la respuesta de tres canales dependientes de calcio 

(TRPV1, TRPM8 y TRPA1) ante la activación de estos por su agonista (capsaicina, mentol y AITC, 

respectivamente), así como la respuesta a KCl, todo ello mediante la técnica de imagen de 

calcio. 

Se obtuvieron mejores resultados en aquellas células que habían sido tratadas con los tres 

compuestos (ácido retinoico, forskolina y dB-cAMP) frente a aquellas células que no habían 

recibido tratamiento con ácido retinoico.  

Por lo tanto, el tratamiento con estos compuestos sería el más indicado para lograr una 

diferenciación neuronal exitosa. 

Palabras clave: SH-SY5Y-VR1, diferenciación neuronal, ácido retinoico e imagen de calcio. 
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2 Abstract	and	keywords	

In recent years, there has been a raising need to developed alternatives to animal testing, for 

both, testing dermatological products and basic and applied investigation. It is proposed to 

develop an innervated in-vitro skin model, for which a human neuron in-vitro model must be 

developed first. This project will be focus on the development of this neuron model performing 

a neuronal differentiation using the cell line SH-SY5Y-VR1 in combination of different 

compounds (retinoic acid, forskolin and dB-cAMP). The functional success of this differentiation 

will be tested studying the response of three calcium-dependent channels (TRPV1, TRPM8 and 

TRPA1) by their agonist (capsaicin, menthol and AITC, respectively), as well as the response to 

KCl, by applying the calcium imaging technique.  

Better results were acquired in cells that received treatment with retinoic acid, forskolin and 

dB-cAMP in comparison with those cells that did not received treatment with retinoic acid. 

Therefore, the treatment with these compounds would be the most suitable treatment to 

achieve a successful neuronal differentiation. 

Keywords: SH-SY5Y-VR1, neuronal differentiation, retinoic acid and calcium imaging. 
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3 Introducción	y	antecedentes	

Durante muchos años se han utilizado animales en la investigación debido a su similitud 

fisiológica con los seres humanos (1). Sin embargo, en los últimos años se ha cuestionado su 

uso tanto por razones éticas cómo por otras relacionadas con las diferencias entre especies. 

3.1 Problemática	del	uso	de	animales	en	cosmética	

Los cosméticos contienen muchas sustancias químicas, de las que debe determinarse su 

toxicidad, dosis y eficacia. Por lo que, el testado de los ingredientes de los cosméticos en 

animales se lleva a cabo principalmente para comprobar la seguridad del producto y sus 

propiedades hipoalergénicas (1–3). Pero en los últimos años, ha aumentado la concienciación 

por el bienestar de los animales, esto ha llevado a muchos países a aprobar leyes para prohibir 

su uso en cosmética (1). 

En marzo de 2013, Europa fue pionera en prohibir la venta de productos cosméticos probados 

en animales en los estados miembros de la Unión Europea, independientemente de dónde se 

produzcan dichos productos (1,4).  

En este contexto, surge la necesidad a nivel europeo de desarrollar alternativas al uso de 

animales para el testado de productos cosméticos. 

3.2 Problemática	del	uso	de	animales	en	investigación	

Para estudios de la piel o del sistema nociceptivo, nos encontramos con el inconveniente de 

que la piel humana y la de los roedores sólo comparten alrededor de un 30% de los genes 

asociados a ésta, y aquellos que difieren son precisamente los asociados con la morfogénesis, 

crecimiento e inmunología (5). Además, existen diferencias anatómicas y fisiológicas entre la 

piel de los roedores y la de los humanos (Figura 1) (5). Todo ello conduce a que alrededor del 

80% de las terapias fracasen en los ensayos clínicos, a pesar de la clara eficacia y seguridad 

mostrada en los estudios preclínicos con animales (5). 
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Figura 1: Diferencias y similitudes entre la piel de los ratones, la piel humana y los modelos in-vitro basados 

en piel humana (5).  

Asimismo, los modelos de piel actuales (Figura 1) no comparten muchas de las características 

fisiológicas de la piel humana in-vivo. Estos carecen de vascularización, inervación y su cultivo 

es principalmente estático (5).  

Simultáneamente, los estudios del sistema nervioso se ven limitados por la falta de un modelo 

in-vitro de neuronas humanas (6). Los basados en animales no siempre imitan la fisiología 

humana y los resultados obtenidos podrían diferir entre especies, especialmente los efectos 

más peligrosos (7). 

Por tanto, existe una necesidad de desarrollar nuevos modelos de piel humana in-vitro para el 

estudio básico y la fase preclínica del desarrollo de fármacos. A la vez, se requiere desarrollar 

un modelo de neuronas humanas que permita la inervación de estos modelos de piel in-vitro. 

3.3 Métodos	alternativos	al	uso	de	animales	

Los modelos actuales empleados en estudios del sistema nervioso se basan en el cultivo 

primario de células humanas, o en el cultivo continuo de líneas celulares inmortalizadas 

estables que son de origen oncogénico. 
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3.3.1 Cultivos	primarios	de	células	humanas	

En el cultivo primario, las células se aíslan directamente de los tejidos, tienen una vida útil finita 

y una capacidad de expansión limitada. Por otro lado, presentan una morfología celular original 

y mantienen muchos de los marcadores y funciones de las células in-vivo (8–10). 

Varios estudios han demostrado la capacidad de generar células madre neurales a partir de 

diferentes fuentes como hESCs, iPSCs o fibroblastos (11). El principal inconveniente es la 

incapacidad para generar una población homogénea (ya que se pueden diferenciar en cualquier 

tipo de célula), inmortal y fácil de cultivar (12–14). 

3.3.2 Líneas	celulares	estables	

Este tipo de líneas se han utilizado ampliamente en experimentación y son homogéneas en 

todo el cultivo, lo cual proporciona alta reproducibilidad (10,15). Además, presentan alta 

capacidad de proliferación, permiten una fácil manipulación genética y muchas, al ser de origen 

humano, presentan similitudes con la genética humana (15). 

Sin embargo, estos modelos requieren procesos de diferenciación  para tener las características 

morfológicas y/o fisiológicas de las neuronas (16). Asi mismo, su origen oncogénico les confiere 

una alta capacidad de proliferación y mutagénesis, por lo que sus características fisiológicas 

pueden diferir en gran medida de las características neuronales (16,17). 

Las líneas celulares más empleadas para diferenciación son: SH-SY5Y y PC12 (16,18–21). De 

estas, sólo SH-SY5Y es de origen humano. Al ser tan ampliamente empleada, está bien 

caracterizada, in-vitro es estable e inmortal durante largos periodos de tiempo y no requiere 

factores de crecimiento (14,22–24). Además, es eléctricamente excitable y se ha empleado 

previamente en estudios farmacológicos de patch-clamp y de imagen de calcio (18). Debido a 

esta capacidad, se puede suponer que estas células presentan características más cercanas a 

las neuronales (25). 

Por todas las ventajas ya explicadas, SH-SY5Y-VR1 será la línea utilizada en este estudio. 
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3.4 SH-SY5Y	

Como se ha expuesto anteriormente, muchas áreas en el campo de la neurociencia se ven 

obstaculizadas por la falta de modelos in-vitro que se asemejen a las neuronas funcionalmente 

maduras (26). 

La línea de células de neuroblastoma humano, SH-SY5Y, se ha utilizado ampliamente en la 

investigación neurocientífica (27). Su origen es un tumor infantil que surge de las células 

neuroectodérmicas de la cresta neural.  Como ya se ha comentado, tiene como ventajas que 

está bien caracterizada, bajo costo de mantenimiento, facilidad de manejo, reproducibilidad y 

posibilidad de diferenciación neuronal (28).  

La diferenciación se caracteriza por la detención de la proliferación celular, así como por 

cambios morfológicos, bioquímicos y funcionales (27). Los compuestos más utilizados para 

diferenciación son los ésteres de forbol y el ácido retinoico (AR), factores de crecimiento como 

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

las neuregulinas. Otros menos utilizados son el metabolito de la vitamina D 1,25-

dihidroxicolecalciferol (VitD3) y el colesterol (26). 

De estos, el más utilizado es el ácido retinoico. Es la forma biológicamente activa de la vitamina 

A. Interviene en el desarrollo embrionario temprano y en la formación de varios órganos y 

sistemas, como el sistema nervioso (29). In-vitro participa en la diferenciación de distintos tipos 

celulares (29). Pero, al igual que todos los retinoides, disuelto en soluciones acuosas puede 

causar daños oxidativos cuando se expone a la luz, al aire y a temperaturas relativamente altas, 

condiciones habituales en cultivo celular (30). 

3.5 Morfología	y	funcionalidad	de	la	neurona	

La neurona es la célula principal del sistema nervioso. Su función principal es recibir, procesar 

y transmitir información a través de señales químicas y eléctricas mediante potenciales de 

acción.  

La estructura neuronal presenta ramificaciones alargadas llamadas neuritas, de las cuales, 

existen dos tipos: los axones y las dendritas (a menudo ramificadas), ambas transportan señales 

eléctricas y químicas (31). Las formas de las neuritas determinan las vías de transmisión de 
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señales en el sistema nervioso y el modo en que las señales eléctricas se procesan y transmiten 

(31). 

 

Figura 2: Morfología de una neurona y sinapsis. Imagen modificada de "Neurons and glial cells" (32) y 

"Synapse" (33). 

Las neuronas se comunican entre sí y con otras células mediante sinapsis (Figura 2). En esta, 

los canales de calcio se abren, lo que permite el paso de iones de calcio hacia el interior de la 

célula, aumentando la concentración intracelular y desencadenando otros procesos como la 

transcripción de genes, la proliferación y la migración celular (34). 

En las neuronas, la actividad eléctrica es fundamental para muchos procesos intracelulares, 

como la señalización de calcio, la homeostasis energética y la redistribución de proteínas (35). 

La actividad eléctrica depende de diferentes tipos de canales iónicos, activados por voltaje y 

ligando, permeables a iones como el sodio, potasio, cloro y calcio (36). Los tres primeros iones 

tienen un papel predominantemente en los cambios del potencial de membrana. Sin embargo, 

los iones de calcio no sólo pueden alterar este potencial, sino que también intervienen en la 

señalización neuronal (37). 
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3.6 Canales	TRP	

La superfamilia de los receptores de potencial transitorio (TRP) codifica proteínas de membrana 

que actúan como canales iónicos (38). En lo que respecta a mamíferos, actualmente está 

compuesta por 28 receptores, distribuidos en 6 subfamilias (Figura 3): TRPC1-7 (canónico), 

TRPM1-8 (melastatina), TRPV1-6 (vaniloide), TRPA1 (anquirina), TRPP1-3 (policistina) y 

TRPML1-3 (mucolipina). Además, podemos encontrar isoformas pertenecientes a otras 

subfamilias, como TRPN (NOMPC-like, en invertebrados y peces) o TRPY (en levaduras) (39). 

 

Figura 3: Árbol filogenético de los canales iónicos TRP expresados en humanos (39).  

Dentro de la superfamilia de los TRP, existe un pequeño grupo denominado termoTRP (Figura 

4), que reaccionan a un amplio rango de temperaturas (40–42). De estos, cuatro canales 

responden ante el calor (TRPV1-TRPV4) y dos frente al frío (TRPA1 y TRPM8) (43). 
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Figura 4: Clasificación de los canales TRP nociceptivos termosensibles en las neuronas sensoriales de los 

mamíferos. La fila superior de recuadros individuales denota los activadores químicos/mecánicos de los 

canales TRP marcados. El panel inferior representa la magnitud de la actividad del canal tras la activación 

por temperatura de los canales TRP mostrados (44).  

La mayoría de los receptores TRP consisten en canales catiónicos no selectivos, los cuales 

permiten el flujo de iones Ca2+, Na+ e incluso Mg2+, aunque su permeabilidad y selectividad 

dependerá de su isoforma. Presentan una gran variedad de mecanismos de activación, desde 

la unión de ligandos, voltaje y temperatura, hasta modificaciones covalentes en residuos 

nucleofílicos (39) (Figura 5). Estos receptores se expresan en diversos tejidos y tipos celulares, 

por lo que intervienen en la fisiología sensorial, ya que además de la nocicepción, se encuentran 

relacionados con el olfato, oído, visión, tacto u homeostasis iónica y térmica (45). 
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Figura 5: Canales iónicos TRP como nociceptores (46). 

3.6.1 TRPV1	

El receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1) es un receptor de canal iónico polimodal 

que responde a estímulos nocivos, que pueden ser químicos, como la capsaicina (el agonista 

clásico) y el pH (<6); o físicos, como el calor (>45 ◦C) (47,48). 

Este receptor, se expresa principalmente en las neuronas de los ganglios de la raíz dorsal (DRGs) 

(49). Está implicado en la migración celular, la reorganización del citoesqueleto y la orientación 

neuronal (49). 

En el artículo publicado por EL Andaloussi-Lilja en 2009 (49), utilizaron un clon estable de la 

línea celular del neuroblastoma humano SH-SY5Y con el canal TRPV1 como modelo para el 

desarrollo del sistema nervioso y la diferenciación fue inducida por ácido retinoico (AR). 

Mostraron que la expresión de TRPV1 aumentó durante la diferenciación. Más adelante, la 

activación de TRPV1 y, como consecuencia, la concentración de Ca2+ basal y la inducida por la 

capsaicina también aumentaron en las células diferenciadas en comparación con las células de 

control. 
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3.6.2 TRPA1	

El receptor de potencial transitorio de la anquirina 1 o TRPA1 es la diana molecular de los 

irritantes ambientales y las sustancias químicas picantes (50).  

El TRPA1 se expresa en un subconjunto de neuronas sensoriales periféricas, lo que implica un 

papel especializado en la transducción sensorial (51). También se ha asociado a varios 

mecanismos fisiológicos como la motilidad intestinal, la inflamación o el dolor (52). 

Su agonista de referencia para su estudio in-vitro es el isotiocianato de alilo (AITC), responsable 

del sabor picante de la mostaza, el rábano, y el wasabi (53,54).  

3.6.3 TRPM8	

El receptor de potencial transitorio de la melastatina 8 (TRPM8) es el principal transductor 

molecular de la somatosensación por frío y en el mantenimiento de la temperatura corporal 

central en los seres humanos (55–57).  

Se expresa en los ganglios de la raíz dorsal y en los ganglios del trigémino (58). Se ha visto que 

presenta efectos antinociceptivos o bloqueadores del dolor en ratas (59). 

Su agonista de referencia es el mentol, que pueden desensibilizar el canal por aplicación 

repetida (60).  
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4 Objetivos	

4.1 Objetivo	general	

El objetivo último de este trabajo es crear un modelo in-vitro de neuronas humanas, 

siendo esta la primera parte de un proyecto que tiene como propósito crear un modelo 

in-vitro de piel humana inervada. 

4.2 Objetivos	específicos	

Para lograr este objetivo general, se plantean otros objetivos más concretos, que son 
consecutivos en el tiempo: 

- Establecer un protocolo de diferenciación neuronal utilizando la línea celular de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y-VR1.  

- Caracterización funcional de la línea celular SH-SY5Y-VR1 mediante imagen de 

calcio. 

- Comprobar que el efecto observado se debe al tratamiento y no al vehículo (DMSO). 
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5 Materiales	y	Métodos	

En este apartado se describe la metodología seguida en el trabajo y los materiales utilizados. 

5.1 Cultivo	línea	celular	SH-SY5Y-VR1	

5.1.1 Reactivos	

REACTIVO REFERENCIA CASA COMERCIAL 

MEM, no glutamine 21090-022 GIBCO 
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 15140-122 GIBCO 

MEM NEAA (Non-essenctials Amino Acids Solution (100X)) 11140-035 GIBCO 

L-Glutamine (200 mM) 25030-024 GIBCO 
FBS (Heat inactived Fetal Bovine Serum) 10500-064 GIBCO 

PUROMICYN READY P9620 SIGMA 

Trypsin-EDTA (0.05%)  25300-054 GIBCO 
Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sterile filtered) D2650 SIGMA 

POLY-L-LYSINE P4707 SIGMA 
Laminin Mouse Protein L2020 SIGMA 

DULBECCO’S PBS (10X) H15-011 PAA 

Tabla 1: Referencias de los reactivos a utilizar para el cultivo. 

La solución de PBS 1X se llevó a cabo diluyendo 100 mL de PBS 10X en 1 litro de agua destilada 

y se esterilizó mediante autoclave. 

5.1.2 Medios	de	cultivo	

5.1.2.1 Medio	de	mantenimiento	

Se llevo a cabo con los siguientes componentes:  

REACTIVO VOLUMEN VOLUMEN CONCENTRACIÓN FINAL 
MEM 500 mL 200 mL  
P/S 5,7 mL 2,28 mL 1% 
FBS 57,5 mL 23 mL 10% 

MEM NEAA 5,7 mL 2,28 mL 0,1 mM 
L-Glutamina 5,7 mL 2,28 mL 2 mM 
Puromicina 23 µL 9,2 µL 0,4µg/mL 

Tabla 2: Reactivos, volúmenes y concentraciones para realizar el medio de mantenimiento. 
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5.1.3 Método	
5.1.3.1 Mantenimiento	

Cuando el frasco de 25 cm2 presente una confluencia entre el 80-90% se tripsiniza para continuar 

su cultivo (nunca exceder de un 90% de confluencia). 

1) Retirar el medio del frasco con ayuda de una pipeta. 

2) Añadir 1 mL de tripsina-EDTA (0.05%) y dejar actuar durante 40 segundos. Dar unos 

golpecitos en la base del frasco con la mano hasta que se despeguen las células. 

3) Inactivar la Tripsina añadiendo 5 mL de medio de mantenimiento y disgregar las células 

soltando la mezcla por las paredes del frasco, retirando las que puedan haber quedado 

pegadas en la superficie. 

4) Trasvasar a un tubo de 15 mL. 

5) Subcultivar en frasco de 25 cm2. 

6) Introducir en el incubador a 37ºC, 5% CO2 y 95% aire humidificado. 

7) Tras 48 -72 horas, renovar el medio de mantenimiento por medio fresco. 

5.1.3.2 Siembra	

1) Introducir los cristales estériles en las placas de 24 pocillos, utilizando unas pinzas 

estériles. 

2) Añadir 120 µL de Poly-L-Lysina con 12 mL de PBS con cuidado de no levantar el cristal a 

cada pocillo. 

3) Dejar actuar 30 min en incubador a 37ºC, 5% CO2. 

4) Retirar la Poly-L-Lysina con ayuda de una pipeta. 

5) Hacer 3 lavados de los cristales añadiendo 500 µL de PBS a cada pocillo. (La placa se puede 

dejar hasta 15 días en el incubador). 

6) Encender la lámpara de UV de la campana y dejar actuar 30 min con la tapa de la placa 

abierta (Este paso es opcional, se hace si algo no está estéril) 

7) Añadir laminina 5 µg/mL (60 µL Laminina + 12 mL PBS) 500 µL/pocillo y dejar actuar 2 

horas a 37ºC, 5% CO2. (Se puede dejar hasta 48 h). 
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8) Tripsinizar el frasco siguiendo los pasos descritos anteriormente. 

9) Una vez resuspendidas las células en 6 mL de medio de mantenimiento, se determina la 

concentración celular mediante la cámara Neubauer, en la que se introducen 10 µL del 

medio con las células.  

10) Calcular el volumen que se necesita coger de la suspensión celular para obtener la 

cantidad de células que se requiere por pocillo. Multiplicar ese volumen por el número de 

pocillos necesarios (+1 ya que si se genera espuma se pierde volumen) y trasvasarlos a un 

nuevo tubo. 

11) Calcular el volumen de medio de mantenimiento que se necesita para completar un 

pocillo según el resultado obtenido en el apartado anterior. Multiplicar ese volumen por 

el número de pocillos requeridos (+1) y añadir al tubo que contiene las células. 

12) Mezclar bien la suspensión celular con ayuda de una pipeta y dispensar el volumen 

necesario en cada pocillo de la placa. 

13) Colocar la placa en el incubador y mantener a 37ºC, 5% CO2 y 95% aire humidificado hasta 

el día de uso. 

5.2 Diferenciación	SH-SY5Y-VR1	

El objetivo es transformar las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y-VR1 a un estado 

similar al neuronal, mediante la adición de diferentes compuestos. El protocolo de 

diferenciación completo se realiza en una semana (Figura 6). 

 

Figura 6: Esquema del proceso de diferenciación. 

 

 



16 

5.2.1 Reactivos:	

REACTIVO REFERENCIA CASA COMERCIAL 

MEM no glutamine 21090-022 GIBCO 
PENICILINA-STREPTOMICINA (20x100 mL) 15140-122 GIBCO 

MEM NEAA (Non-essenctials Amino Acids) 11140-035 GIBCO 
L-GLUTAMINA 25030-024 GIBCO 

FBS (Heat inactived Fetal Bovine Serum) 10500-064 GIBCO 

PUROMICYN READY P9620 SIGMA 

Forskolin 1099 TOCRIS 
N6,2ʹ-O-Dibutyryladenosine 3ʹ,5ʹ-cyclic monophosphate 

sodium salt (dB-cAMP) D0627 SIGMA 

Retinoic acid R2625 SIGMA 

Tabla 3: Referencias de los reactivos a utilizar para la diferenciación. 

- Retinoic acid (Ácido Retinoico):  

El ácido retinoico es un metabolito directo de la vitamina A. Los retinoides regulan 

fisiológicamente muchos procesos biológicos, tales como diferenciación, visión, 

apoptosis, proliferación y reproducción, entre otros.  Es decir, son esenciales para el 

desarrollo embrionario y a su vez desempeñan un importante papel en la homeostasis del 

organismo ya adulto (61). 

- Forskolin (Forskolina):  

A nivel molecular este reactivo se encarga de permeabilizar a las células frente a la adenilil 

ciclasa (AC), esto se debe a que es un agente hipotensor y vasodilatador. Se utiliza para la 

reprogramación de fibroblastos embrionarios por su facilidad de inducir la diferenciación 

neuronal que poseen las células madres y varios neuroblastomas (62).  

- N6, 2ʹ-O-Dibutyryladenosine 3ʹ,5ʹ-cyclic monophosphate sodium salt (dB-cAMP), (N6, 2ʹ-

O-dibutiriladenosina 3ʹ,5ʹ-sal sódica de monofosfato cíclico):  

El dB-cAMP actúa directamente induciendo la diferenciación morfológica de las células de 

Schwann y a su vez, se encarga de la modulación celular de las mismas, es por esto que se 

usa en gran variedad de estudios de diferenciación de cultivos (35). 
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5.2.2 Método	de	diferenciación	

Se utilizaron dos tratamientos de diferenciación, uno sin ácido retinoico (Tratamiento A) y otro 

con AR (Tratamiento B). Cada tiene su control asociado, el cual, contiene la misma 

concentración de DMSO que cada tratamiento, puesto que este actúa como vehículo y se 

requería comprobar que no tuviera ningún efecto sobre el cultivo. 

1) Preparar medio basal 0,5% FBS. 

Medio basal 0,5% FBS 
Medio MEM  25 mL 
P/S 285 µL 
FBS 0.5% 143,5 µL 
MEM NEAA 285 µL 
L-Glutamina 285 µL 
Puromicina 1,15 µL 

 

Tabla 4: Volúmenes de los compuestos que contiene el medio basal. 

2) Tratamiento A: Añadir al medio basal 30 µM Forskolina disuelta en DMSO + 1 mM DB-

cAMP disuelto en agua MilliQ + 0,5% FBS. 

Reactivos para 12 cristales Tratamiento A Concentraciones 
FBS 6,5 mL 0,5 % 
Forskolina 19,5 µL 30 µM 
DB-cAMP 65 µL 1 mM 

Tabla 5: Volúmenes de los compuestos utilizados para realizar el tratamiento A. 

3) Tratamiento B: Añadir al medio basal 30µM Forskolina + 1mM DB-cAMP + 5 µM AR 

disuelto en DMSO. 

Reactivos para 12 cristales Tratamiento B Concentraciones 

3 mL del tratamiento A  

Ácido Retinoico 1,5 µL 5 µM 

Tabla 6: Volúmenes de los compuestos utilizados para realizar el tratamiento B. 

4) Tratamiento Control A: medio basal 0,5% FBS + 0,30% DMSO. 

Reactivos para 6 cristales Control A 

FBS 0,5% 3 mL 

DMSO 19,5 µL 

Tabla 7: Volúmenes de los compuestos utilizados para realizar el control A. 
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5) Tratamiento Control B: medio basal 0,5% FBS + 0,35% DMSO. 

Reactivos para 6 cristales Control A 

FBS 0,5% 3 mL 

DMSO 1,5 µL 

Tabla 8: Volúmenes de los compuestos utilizados para realizar el control B. 

Se siembra en una placa de 24 pocillos a una densidad celular de 40.000 células/mL como se 

muestra en la Figura 7: 

 

Figura 7: Simulación placa de 24 pocillos en la que se indica el tratamiento aplicado. Tratamiento A: 

tratamiento de diferenciación sin AR. Tratamiento B: tratamiento de diferenciación con AR. Control A: células 

sin diferenciar al 0,30% DMSO. Control B: células sin diferenciar al 0,35% DMSO. 

5.3 Imagen	de	Calcio	

Para estudiar la funcionalidad de las células diferenciadas a neurona, se empleó una técnica 

fluorométrica basada en una sonda sensible a calcio (63). 

En el sistema nervioso, los iones de calcio juegan un papel principal en la comunicación celular 

como mensajeros. En los terminales presinápticos, la afluencia de calcio desencadena la 

exocitosis de vesículas sinápticas que contienen neurotransmisores. Por otro lado, en el núcleo, 

las señales de calcio pueden regular la transcripción de genes (64). 

Tras la despolarización, los iones de calcio entran en la célula a través de los canales de calcio 

activados por voltaje, aumentando la concentración de calcio intracelular ([Ca]i). Las sondas 

sensibles al calcio se unen al calcio intracelular, aumentando la fluorescencia. Estos cambios se 

 

Tratamiento A 
 

Tratamiento B 

 

Control A 

 

Control B 
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correlacionan con la actividad neuronal y se miden mediante la combinación de un microscopio 

y una cámara (65). 

5.3.1 Reactivos	

REACTIVO REFERENCIA CASA COMERCIAL 
Fluo-4, AM F14201 invitrogen 

Pluronic F127 ROCHE 
Sodium Chloride S0520.1000 SIGMA 

Potassium chloride P4504-500 SIGMA 
Calcium chloride dihydrate C3881-500 SIGMA 

HEPES H3375-250 SIGMA 
D-Mannitol M4125 SIGMA 

Magnesium chloride hexahydrate M2670 SIGMA 
D-(+)-Glucose G8270 SIGMA 

Capsaicin M2023 SIGMA 
Menthol M2772 SIGMA 

Allyl isothiocyanate 377430 SIGMA 
Ionomycin from Streptomyces conglobatus I9657 SIGMA 

Tabla 9: Referencias de los reactivos a utilizar para el análisis. 

- Sonda Fluo-4: 

La sonda Fluo-4 AM se encuentra en su forma acetoximetil éster (no fluorescente), cuyo 

enlace será escindido en el interior celular dando lugar a su forma libre Fluo-4 

(fluorescencia verde).  Además, este compuesto es un inhibidor de transportadores de 

aniones orgánicos, permitiendo reducir la pérdida de fluorescencia debida a la salida de 

la sonda hacia el exterior celular a través de dichos transportadores (63). 

Una vez la sonda se introduce en el interior celular, las esterasas allí presentes producen 

su activación, permitiendo la unión a iones calcio y finalmente dan lugar a un incremento 

en la fluorescencia. La sonda molecular Fluo-4 presenta una longitud de onda de 

excitación de 494 nm y de emisión de 516 nm, además de elevada sensibilidad (66). De 

este modo, la adición de un modulador con actividad agonista produce la apertura del 

canal receptor y en consecuencia un incremento en la concentración de Ca2+ citosólico, 

provocando un aumento en la fluorescencia emitida por la sonda. Los cambios en la 

concentración de Ca2+ intracelular producen variaciones en la intensidad de fluorescencia, 

permitiendo el estudio del paso de iones calcio a través del receptor. 
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- Ácido plurónico: 

Es un tensioactivo soluble en agua capaz de disminuir la tensión interfacial, emulsionar 

sustancias insolubles en agua y formar asociaciones supramoleculares (micelas o 

vesículas) en soluciones acuosas que pueden atrapar diversos compuestos (67). Se ha 

demostrado que los plurónicos aumentan la permeabilidad de la membrana, por lo que 

se usó como permeabilizante de las células a la sonda Fluo-4. 

5.3.2 Método	

1) Preparar 1 litro de solución externa 1X: 

Reactivo Concentración Gramos 
NaCl 140 mM 8,18 
KCl 4 mM 0,29 
CaCl2 2 mM 0,29 
HEPES 10 mM 2,383 
Manitol 20 mM 3,64 
MgCl2 2 mM 0,4 
Glucosa 5 mM 0,9 

Tabla 10: Concentraciones y gramos de los reactivos empleados para preparar la solución externa, estos se 

disuelven en agua bidestilada. 

2) Ajustar el pH de la solución a 7,4 con NaOH. 

3) Preparar los reactivos que actuarán como estímulos, disueltos en la solución externa: 

Reactivo Concentración inicial Concentración final 
Capsaicina 50 mM 1 µM 
AITC 1M 100 µM 
Mentol 300 mM 100 µM 
KCl  40 mM 
Ionomicina 10 mM 10 µM 

Tabla 11: concentraciones de los reactivos de análisis pre-disueltos en DMSO. 

4) Quitar el medio del pocillo. 

5) Se añade 1mL de solución externa 1X + 3 µL de ácido plurónico al 20% en DMSO + 3 µL de 

Fluo-4 a 2 µM. Se añade 500 µL por pocillo. 

6) Dejar actuar durante una hora en el incubador a 37ºC, 5% CO2 y 95% aire humidificado. 

7) Lavamos con la solución externa y dejamos actuar durante 20 minutos en el incubador. La 

sonda se puede reutilizar una vez. Se retira del pocillo y se coloca en otro. 
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8) Colocar el cristal en una placa petri con solución externa. Cuidado con no rascar el cristal 

o con que le dé la luz. 

9) La medición se lleva a cabo mediante un microscopio de fluorescencia que lleva una 

cámara incorporada. 

10) Abrir el programa HCImage y seleccionar las áreas de interés (ROI), cada ROI representa a 

una célula. 

11) Medir los estímulos con el programa HCImage según los tiempos de la Figura 11 dejando 

actuar al estímulo 30 segundos y lavando con la solución externa durante el tiempo 

indicado en la Figura 8: 

 

Figura 8: Estímulos aplicados durante el ensayo de calcio. Se indica el minuto en el que se da el estímulo, el 

estímulo aplicado, la concentración, el canal estimulado y el tiempo de lavado con la solución externa. 

5.4 Análisis	estadístico	

Las imágenes morfológicas se editaron mediante el programa de edición ImageJ, con el que se 

aumentó el contraste y calidad de las fotografías.  

Las mediciones de intensidad de fluorescencia cada 0,3 segundos se analizaron primeramente 

en Excel y posteriormente se transfirieron a GraphPad Prism para realizar el análisis estadístico 

y su representación gráfica.  

La funcionalidad de cada neurona se evaluó de forma cuantitativa, determinando la apertura 

parcial o no apertura del canal tras la adición del agonista, en comparación con la línea de base 

antes de la inyección. Al final de cada experimento se aplicó ionomicina para obtener niveles 
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de [Ca2+]
i saturados tomados como Fmax, con la que normalizamos la fluorescencia como una 

relación F/Fmax.  

La significancia estadística entre los tratamientos y controles se determinó mediante la prueba 

de los rangos con signo de Wilcoxon, se trata de una prueba no paramétrica para comparar el 

rango medio de dos muestras relacionadas y determinar si existen diferencias entre ellas. Se 

utiliza como alternativa a la prueba t de Student cuando no se puede suponer la normalidad de 

dichas muestras (68).  

Para aquellos resultados del mismo grupo en los que se quisiera comprobar la significancia 

estadística entre ellos, se empleó la prueba Kruskal-Wallis (versión no paramétrica de ANOVA), 

la cual compara tres o más grupos no emparejados, y la prueba de comparaciones múltiples de 

Dunn, que compara la diferencia de la suma de rangos entre dos columnas con la diferencia 

media esperada (basada en el número de grupos y su tamaño) (69). 

Todos los valores se reportan cómo media ± SEM. Los valores P<0,05 se consideraron 

significativos.  
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6 Resultados	

En este apartado se van a exponer los resultados obtenidos desde dos aproximaciones, una 

morfológica y otra funcional. 

6.1 Morfología			

A continuación, se muestran las diferencias morfológicas entre los grupos control sin 

diferenciar y los grupos diferenciados mediante dos tratamientos distintos. 

Pasados dos días con el medio de diferenciación, se procedió a su renovación y se tomaron 

fotografías en el microscopio óptico para evaluar las diferencias morfológicas, estas se 

muestran en la Figura 9: 

  
 

  

Figura 9: Morfología de la línea celular SH-SY5Y-VR1 vista a microscopio óptico 10X tras 2 días. (A) 

Tratamiento A, Forskolina y dB-cAMP. (B) Tratamiento B, Forskolina, dB-cAMP y Ácido Retinoico. (C) Control 

del tratamiento A, sin diferenciar al 0,30% DMSO. (D) Control del tratamiento B, sin diferenciar al 0,35% 

DMSO. 

A B 

C D 



24 

Tras dos días en medio de diferenciación, las células tratadas comienzan a desarrollar 

proyecciones y a establecer conexiones (Figura 9). Esto sobre todo se aprecia en las tratadas 

con AR (Tratamiento B). 

A los cinco días, se tomaron imágenes de las células cargadas con sonda de calcio fluorescente, 

utilizando un microscopio de fluorescencia. En la Figura 10 se muestran las diferencias 

morfológicas entre los tratamientos A y B, mientras que en la Figura 11 se muestran las 

diferencias entre los controles A y B. 

A 

  
B 

  

Figura 10: Morfología de la línea celular SH-SY5Y-VR1 vista a microscopio de fluorescencia 10X tras aplicar 

distintos tratamientos durante 5 días. (A) Tratamiento A, Forskolina y dB-cAMP. (B) Tratamiento B, 

Forskolina, dB-cAMP y Ácido retinoico.  
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Las células alcanzaron una gran diferenciación morfológica transcurridos cinco días en AR 

(Tratamiento B), y una moderada diferenciación en el caso de las tratadas solo con Forskolina 

y dB-cAMP (Tratamiento A) (Figura 10). Tambien se aprecia una mayor confluencia en el 

Tratamiento B. 

A 

  

B 

  

Figura 11: Morfología de la línea celular SH-SY5Y-VR1 vista a microscopio de fluorescencia 10X tras aplicar 

distintos tratamientos durante 5 días.  (A) Control del tratamiento A, sin diferenciar al 0,30% DMSO. (B) 

Control del tratamiento B, sin diferenciar al 0,35% DMSO. 

Pasados 5 días, las células control comenzaron a formar acumulaciones y no se aprecian 

prolongaciones (Figura 11). Al igual que en los tratamientos, el control A muestra una menor 

confluencia. 
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6.2 Funcionalidad	

En este apartado se detallan los resultados obtenidos mediante imagen de calcio. Se exponen 

las intensidades de fluorescencia de cinco experimentos aislados, por condición experimental. 

En la Figura 12, se representan registros representativos de las intensidades de la fluorescencia. 

A B 

 
 

C D 

  

Figura 12: Registros representativos de los cambios en la intensidad de fluorescencia ante cada estimulo por 

condición experimental. (A) Tratamiento A. (B) Control del Tratamiento A. (C) Tratamiento B. (D) Control del 

Tratamiento B. 

Se aprecia que en todos grupos las células respondieron ante capsaicina, ya que poseen el canal 

TRPV1, ante KCl, puesto que las células cancerosas suelen responder a estímulos de K+ (70), y 

también ante ionomicina, que es el control positivo. Por otro lado, en el caso de las tratadas, 

se observan los picos de fluorescencia intermedios correspondientes a mentol y AITC. 
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Para establecer la significancia de los resultados, se analizaron los datos normalizados como 

F/Fmax, siendo Fmax la saturación máxima de [Ca2+]
i ante ionomicina. Se consideraron 

significativos aquellos datos con P<0,05. 

La Figura 13, muestra la respuesta ante cada estímulo de cada condición experimental, 

representado como intensidad de fluorescencia. 

A B 

  
C D 

  

Figura 13: Comparación de la Intensidad de fluorescencia máxima, entre el control y el tratamiento, 

alcanzada ante cada estímulo. Los datos están normalizados mediante F/Fmax y se muestran como media ± 

SEM. (A) Capsaicina, P>0,0001: 2,193 ± 0,05847 (CNT A), 3,949 ± 0,2364 (TT A), 9,878 ± 0,4824 (CNT B) y 

4,254 ± 0,2363 (TT B). (B) Mentol, P>0,2490 y P>0,0001: 0,2793 ± 0,006898 (CNT A), 0,4558 ± 0,0525 (TT A), 

0,4631± 0,008734 (CNT B) y 5,241 ± 0,3196 (TT B). (C) AITC, P>0,0001: 0,2315 ± 0,01883 (CNT A), 0,6335 ± 

0,1759 (TT A), 0,7106 ± 0,06214 (CNT B) y 2,831 ± 0,2926 (TT B). (D) KCl, P>0,0001: 0,3183 ± 0,01294 (CNT 

A), 0,4422 ± 0,06003 (TT A), 0,7586 ± 0,05244 (CNT B) y 1,079 ± 0,1397 (TT B). Analizado mediante two-sided 

Wilcoxon rank-sum test, n=1300 – 2800 células, en 5 experimentos aislados. 
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Las células que recibieron el Tratamiento B muestran una clara superioridad de intensidad de 

fluorescencia ante todos los estímulos. Siendo especialmente relevante la respuesta ante la 

apertura del canal TRPM8 activado por mentol (5,241 ± 0,3196 TTB; 0,4631± 0,008734 CNT B) 

y ante el canal TRPA1 activado por AITC (2,831 ± 0,2926 TTB; 0,7106 ± 0,06214 CNT B). 

Además, se aprecia que el tratamiento disminuye el efecto del vehículo sobre la respuesta a 

capsaicina (9,878 ± 0,4824 CNT B y 4,254 ± 0,2363(TT B). 

En la Figura 14, se muestra la comparativa de los cambios de intensidad, ante los estímulos, de 

cada tratamiento. 

 

Figura 14: Comparación de la Intensidad de fluorescencia máxima, entre los tratamientos, alcanzada ante 

cada estímulo. Los datos están normalizados mediante F/Fmax y se muestran como media ± SEM. Tratamiento 

A (TT A) y Tratamiento B (TT B). Analizado mediante two-sided Wilcoxon rank-sum test. 

Los resultados refuerzan lo mostrado en la Figura 13, verificando una mayor intensidad de 

fluorescencia y, por tanto, de respuesta en el Tratamiento B. 

Para comprobar si existían diferencias en el número de células que respondían ante cada 

estímulo, entre los grupos tratados y los sin tratar, se calcularon los porcentajes de células que 

mostraban respuesta, considerando la respuesta a ionomicina como el 100% de células. Estos 

resultados se muestran en la Figura 15. 
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A B 

  
C D 

  

Figura 15: Porcentaje de células que responden ante cada estimulo. Se consideró como respuesta a toda 

célula que al ser normalizada diera un valor superior a 0,1 de fluorescencia frente al estímulo y que además 

respondiera a ionomicina. Todos los valores se muestran como porcentaje y como media ± SEM. (A) 

Capsaicina, P=0,2219 y P=0,3727: 98,85 ± 0,7708 (CNT A), 94,11 ± 2,637 (TT A), 99,78 ± 0,1209 (CNT B) y 

98,89 ± 0,5472 (TT B). (B) Mentol, P= 0,0136 y P= 0,0221: 13,7 ± 4,585 (CNT A), 42,56 ± 10,09 (TT A), 16,64 ± 

5,843 (CNT B) y 54,04 ± 12,03 (TT B). (C) AITC, P= 0,0062 y P= 0,0330: 8,287 ± 2,137 (CNT A), 29,07 ± 7,084 

(TT A), 5,583 ± 2,452 (CNT B) y 23,15 ± 8,161 (TT B). (D) KCl, P= 0,7610 y P= 0,7544: 59,81 ± 14,04 (CNT A), 

69,73 ± 6,964 (TT A), 61,77 ± 11,23 (CNT B) y 58,92 ± 8,368 (TT B). Analizado mediante two-sided Wilcoxon 

rank-sum test, n=10 cristales aproximadamente, en 5 experimentos aislados. 

La estimulación con capsaicina dio lugar a una elevación medible del calcio en el 100% de las 

células, y también el KCl resulto en un pico de calcio en más del 50% de las células. El número 

de células que respondieron también se incrementó ante mentol, obteniendo un 42,56 ± 

10,09% en el caso del Tratamiento A y un 54,04 ± 12,03% en el caso del Tratamiento B. 

Atendiendo al AITC, respondieron un 29,07 ± 7,084% de las células en el caso del Tratamiento 

A y un 23,15 ± 8,161% en el caso del Tratamiento B. Estos valores concuerdan con los obtenidos 

en el incremento de la intensidad de fluorescencia. 
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En un primer planteamiento del procedimiento experimental, se determinaron los mismos 

tratamientos, pero sólo se planteó un control. Este consistía en las células sin diferenciar con 

el medio de mantenimiento. Posteriormente se modificó el protocolo, incluyendo como 

vehículo el porcentaje de DMSO de cada tratamiento para determinar si tenía algún efecto en 

el cultivo. 

En la Figura 16 se representan las intensidades de fluorescencia de los tres controles utilizados 

durante este trabajo, para comprobar si existen diferencias significativas producidas por el 

DMSO. 

 

Figura 16: Comparación de la Intensidad de fluorescencia entre los controles alcanzada ante cada estímulo. 

Los datos están normalizados mediante F/Fmax y se muestran como media ± SEM. Analizado mediante 

Kruskal-Wallis test. 

El análisis estadístico muestra que existe mayor respuesta en los controles del Tratamiento B, 

es decir, en aquellos que contenían mayor porcentaje de DMSO. 

En el próximo apartado se procederá a la discusión de todos los resultados mostrados.  
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7 Discusión	

En el presente trabajo, se ha pretendido conseguir una diferenciación neuronal desde dos 

aproximaciones, una morfológica, observando las diferencias mostradas a nivel visual en los 

cultivos, y otra funcional, mediante un ensayo de calcio.  

A continuación, se van a discutir por separado los resultados obtenidos en cada uno de estos 

dos planteamientos. 

7.1 Diferencias	morfológicas	

Las células de neuroblastoma SH-SY5Y-VR1 indiferenciadas (Figuras 9. C, D y 11) proliferan 

rápidamente, exhiben un fenotipo plano, crecen en grupos y no se ramifican (71,72), mientras 

que las células diferenciadas (Figuras 9. A, B y 10) tienen múltiples sinapsis que las conectan a 

las células circundantes (6,73), presentan axones largos y ramificados, disminuyen su 

proliferación y en algunos casos se polarizan (71,74). 

Después de 2 días, las células SH-SY5Y-VR1 diferenciadas comienzan a formar proyecciones más 

largas (Figura 9. A, B). Esto se evidencia por la expansión de ramificaciones finas que 

generalmente están conectadas a las células vecinas (24). Tras 5 días, las células diferenciadas 

comienzan a desarrollar proyecciones más largas y muestran un fenotipo más neuronal (Figura 

10). En el caso de la diferenciación inducida por AR (Tratamiento B) (Figura 10. B), se observa 

esta formación de neuritas cuya longitud aumenta con el tiempo de exposición (75). 

Se emplearon tres compuestos para la diferenciación: Ácido retinoico, dB-cAMP y forskolina. 

Puesto que el Ácido retinoico es tóxico, unas se trataron tan solo con dB-cAMP y forskolina 

(Tratamiento A) y otras con los 3 compuestos (Tratamiento B), con el fin de observar diferencias 

y estudiar si el AR era prescindible. 

El dB-cAMP es un análogo del AMPc permeable a la membrana celular. La forskolina es un 

diterpeno que activa la enzima adenilato ciclasa, induciendo una mayor generación de AMPc 

intracelular. El ácido retinoico activa el receptor β2, regulando la transcripción de los genes 

neuronales (76). 
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Se ha demostrado que un aumento del AMPc intracelular estabiliza diferentes factores de 

transcripción, aumenta la longitud de las neuritas e induce cambios morfológicos en las células, 

dando lugar a características neuronales (77). 

Se ha demostrado también que la adición de AR induce la diferenciación celular a través de una 

serie de mecanismos, como la detención de la progresión del ciclo celular fuera de G0/G1, el 

aumento de la expresión de los inhibidores de la quinasa dependiente de ciclinas (CDK) p21 y 

p27Kip1 y de las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-xL, así como el aumento de la actividad 

PI3K/AKT, que desempeña un papel en el desarrollo y la diferenciación de las neuritas (78). Si 

comparamos la diferenciación con y sin AR (Figura 10), observamos que las tratadas con AR 

(Tratamiento B) muestran un mejor fenotipo neuronal. 

La mayoría de los protocolos de diferenciación para la línea celular SH-SY5Y implican el uso de 

AR como factor de diferenciación, y esta se realiza durante unos días (21,79–81). Después las 

células se consideran diferenciadas basándose principalmente en su morfología (75). Sin 

embargo, atendiendo únicamente a la morfología, no está claro si estas células diferenciadas, 

exhiben características fisiológicas de neurona, sin un análisis molecular detallado. Por lo que, 

a pesar del claro éxito alcanzado en la diferenciación atendiendo a los cambios fenotípicos, 

quisimos comprobar la funcionalidad de estas neuronas. 

7.2 Diferencias	funcionales	o	fisiológicas	

En muchos estudios, solo se comprueban los cambios a nivel del genotipo mediante estudios 

de inmunofluorescencia, comprobando la presencia de genes propios de las neuronas 

(21,27,75,80–82). En este proyecto se ha pretendido comprobar la capacidad de las células 

diferenciadas de responder ante distintos estímulos, responsables de la apertura de canales de 

calcio, de una manera similar a como lo harían las neuronas maduras. 

En los registros de los cambios en la intensidad de fluorescencia (Figura 12) se observa que 

tanto las células tratadas como los controles responden a capsaicina (agonista del canal TRPV1). 

Esto era de esperar ya que la línea celular SH-SY5Y-VR1 lleva incorporado este canal. También 

se observa cómo principalmente las células tratadas (Figura 12.A y C) son las que responden 

tanto a mentol (agonista del canal TRPM8) como a AITC (agonista del canal TRPA1), lo cual es 

indicativo de una diferenciación exitosa. Cabe destacar que las posibles respuestas de los 
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controles ante estos dos últimos compuestos estaban contempladas, ya que trabajamos con 

una línea celular de neuroblastoma con mucha capacidad mutagénica, lo que influye en que las 

respuestas no sean homogéneas ante todos los estímulos. Además, el Ca2+ está implicado en la 

inducción de la apoptosis y en la regulación de las vías de señalización apoptótica (83), por lo 

que el aumento de la [Ca2+]i registrado en alguna célula podría no deberse a una respuesta, sino 

a la apoptosis de ésta. 

Además, la mayoría de las células respondieron a la adición de KCl (Figura 12).  Los canales de 

K+ están más activos en las células cancerosas (84). Estudios anteriores con esta línea celular ya 

habían demostrado que la adición de altas concentraciones de KCl provoca un cambio en 

potencial de membrana, que a su vez conduce a la apertura de los canales y la afluencia de 

Ca2+, con el aumento resultante de la fluorescencia intracelular (70,85,86). Por lo que las 

respuestas ante KCl no pueden ser consideradas como indicativo de diferenciación, sino más 

como un control interno de que las células siguen vivas antes de la adición de la ionomicina. 

Son especialmente relevantes los resultados de la Figura 13, que muestran la intensidad de 

fluorescencia máxima normalizada. Se puede ver claramente como hay una mayor intensidad 

de fluorescencia ante los estímulos en las células que recibieron el Tratamiento B, seguidas por 

las que recibieron el Tratamiento A. Una mayor intensidad de fluorescencia corresponde a un 

mayor incremento en la concentración de [Ca2+]i (87), lo que supone una mayor apertura del 

canal dependiente de calcio, indicando una mayor respuesta ante el estímulo. En las células SH-

SY5Y, el tratamiento con AR ha demostrado tener efectos más directos en la transducción de 

señales (Figura 14), activando la PI3K y fosforilando rápidamente la Akt, además del incremento 

de ciertas proteínas y  mARNs (29,88).  

Aunque las intensidades de fluorescencia para mentol y AITC (Figura 13. B y C) tanto en el 

tratamiento A (mentol 0,4558 ± 0,0525 y AITC 0,6335 ± 0,1759) como en el B (mentol 5,241 ± 

0,3196 y AITC 2,831 ± 0,2926) no varían mucho, habría que considerar que las pequeñas 

diferencias pueden deberse a que el mentol se administró después de estimular con capsaicina. 

Se ha estudiado que estos agonistas parecen presentar interacciones mutuas  para los canales 

TRPV1 y TRPM8, siendo la capsaicina inhibidor del TRPM8 y el mentol del TRPV1 (89).  

Este patrón en las intensidades de fluorescencia también lo podemos ver reflejado en el 

porcentaje de células que responden ante cada estimulo (Figura 15). Obteniendo siempre 
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porcentajes mayores del 50% en los casos de la capsaicina y KCl (Figura 15. A y D), y también, 

porcentajes mayores ante el metol y el AITC (Figura 15. B y C) en las células tratadas frente a 

los controles. 

Analizando la implicación del vehículo utilizado en los compuestos de diferenciación (DMSO) 

(Figura 16), se observa que los controles del Tratamiento B que contenían un 0,35% de DMSO, 

muestran más respuesta que los controles del Tratamiento A que contenían un 0,30% de DMSO 

o los controles sin DMSO. Este incremento en la fluorescencia podría deberse, como se ha 

mencionado antes, a que el DMSO es tóxico y podría estar induciendo la apoptosis, por lo que 

este aumento de fluorescencia podría deberse al aumento [Ca2+]i por apoptosis (83). Además, 

el número de experimentos que se realizó con el control sin DMSO fue menor, lo que también 

contribuye a disminuir la significancia estadística. 
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8 Conclusiones	y	proyección	futura	

Por todo lo anteriormente explicado, se concluye que se ha establecido un protocolo útil para 

conseguir una diferenciación neuronal a partir de una línea celular de neuroblastoma, 

concretamente la línea celular SH-SY5Y-VR1. Este protocolo duraría una semana y requeriría la 

adición de los compuestos de diferenciación forskolina, dB-cAMP y ácido retinoico.  

Los resultados de la imagen de calcio muestran que las neuronas obtenidas serían además 

capaces de responder a diferentes estímulos de un modo similar a como lo haría una neurona 

humana sana. 

El compuesto DMSO, utilizado como vehículo, parece tener efectos en el incremento de 

fluorescencia, por lo que sería interesante comprobar el posible uso de otro solvente, como el 

etanol, teniendo en cuenta la posible activación de TRPM8 por este, o H2O.  

También habría que estudiar si estas neuronas diferenciadas son capaces de producir 

potenciales de acción de manera independiente al soma. Esto se comprobaría mediante 

cámaras microfluídicas (MFC) acopladas a un sistema de MEA (Microelectrode array) que 

separaran los axones del soma y permitiría ver si estos serían capaces de propagar el potencial 

de acción hasta el soma. También se requerirían ensayos de inmunohistoquímica para 

comprobar si las células diferenciadas expresan genes propios de neuronas sanas.  

Como se mencionó al principio del trabajo, la proyección final de este es crear un modelo in-

vitro de piel humana inervada, por ahora, se podría afirmar que se ha conseguido establecer el 

camino a seguir para lograr el modelo de neurona que permita llegar a este fin último.  
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