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Introduccion. Las células troncales embrionarias (CTE)
por definicién poseen dos caracteristicas: autorenovacion
conservando su capacidad pluripotente y la habilidad
para diferenciarse en diversos linajes celulares, bajo
condiciones apropiadas (1). La capacidad para dirigir la
diferenciacion de las CTE hacia determinados tipos
celulares especificos es una alternativa viable en
medicina regenerativa (2). La sordera es una afeccion
muy comun e involucra la pérdida de las células ciliadas
del oido interno (CCOIl) y sus neuronas asociadas
(neuronas ganglionares en espiral) (3). Debido al nulo
potencial regenerativo de las CCOIl en mamiferos,
muchos tipos de desordenes auditivos congénitos y
adquiridos tienen su origen en la pérdida de estas
células; teniendo como consecuencia la pérdida de la
audicion (4). Investigaciones recientes, basadas en la
terapia celular; se han enfocado en el reemplazo o
restauracion de las CCOIl. Las CTE son excelentes
candidatos para la implantacién bioldgica, ya que tienen
el potencial para proliferar y diferenciarse en ese tipo
células especializadas (5).

Objetivo. Obtener células ciliadas del oido interno a
partir de células troncales embrionarias de ratén a través
de un proceso de diferenciacion dirigida en cultivo de
monocapa utilizando un medio quimicamente definido y
libre de células alimentadoras.

Metodologia. Mantenimiento de las CTE: Cultivo en
medio GMEM adicionado con LIF, realizando el pasaje
de las células durante la fase exponencial.

Diferenciacion: Se utilizaron CTE de ratéon (E14Tg2a,
donadas por UCL). Se inocularon 1 x 10* células-cm?,
cultivadas en medio GMEM sin suero fetal bovino (FBS) y
sin LIF durante 16h para promover la adhesion. El
método propuesto para la diferenciacién de las CTE
hacia CCOIl involucra 3 etapas; todas en medio
quimicamente definido, cultivo en monocapa Yy libres de
células alimentadoras; 1) Generacion de CPN, cultivo en
medio GMEM adicionado con IGF-1 (50 ng-mL'l), EGF
(20 ng-mL'l) y suplemento N2, renovando el medio cada
48h. Se cultivaron bajo estas condiciones durante 240h;
2) Expansion de las CPN; el medio fue sustituido por
GMEM adicionado con IGF-1 (50 ng-mL'l), EGF (20
ng-mL'l), bFGF (10 ng-mL'l) y suplemento N2,
renovando el medio cada 48h durante 192h. 3)
Especializacién de los CPN hacia CCOI, cultivo en

ausencia de los factores de crecimiento durante 240h en
medio GMEM sin suero y adicionado con suplemento N2.
La evaluacion del estado pluripotente y de Ila
diferenciacion celular se llevé6 a cabo por
inmunocitoquimica y citometria de flujo, utilizando
marcadores especificos: Nanog y OCT3/4 para las CTE;
Math1 y Myosin Vlla para las CCOI.

Resultados.
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Figl. Citometria de flujo de las CTE. Se observa un porcentaje de
pluripotencia mayor a 95%. a) Nanog; b) OCT3/4.
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Fig2. Inmunocitoquimicas después de 672h de diferenciacion. a)
Campo claro; b) Ndcleos tefiidos con DAPI; c) Expresion de Mathl
utilizando el fluoroforo TRIT-C; d) Expresién de Myosin Vlla con el
fluoroforo FIT-C; e) Coexpresibn de ambos marcadores, dicha
coexpresion es fundamental para determinar la presencia de células
ciliadas del oido interno.

Conclusiones. De acuerdo al procedimiento propuesto;
es posible generar CCOI, a través de cultivo en
monocapa, sin utilizar células alimentadoras y en un
medio quimicamente definido. La coexpresion de Mathl y
Myosin Vlla nos permiti6 determinar la presencia de
CCOl.
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