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En la actualidad, los cultivos celulares 
son una herramienta muy importante 
para la investigación de diferentes enfer-
medades como modelos de estudio. Los 
primeros cultivos celulares comenzaron a 
finales del siglo XIX con los experimentos 
de Ringer (1), quien desarrolló una solu-
ción balanceada de sales para el mante-
nimiento de células; luego, un problema 
de estos cultivos era la baja sobrevi-
vencia de las células en esos medios 
(2), por lo que diferentes investigadores 
comenzaron a generar líneas celulares, 
las cuales son células que se dividen infi-
nitamente debido a una mutación natural 
o inducida a fin de evadir la senescencia 
celular. La primera línea celular humana 
fue generada por George Gey y sus cola-
boradores en 1951, quienes cultivaron 
células de un tumor de cáncer cervical 
de la paciente llamada Henrietta Lacks 
(3), hoy conocidas como células HeLa. 

A partir de ese momento se establecieron 
más líneas de diferentes orígenes, las 
cuales son bastante utilizadas en todo 
el mundo. La mayoría son cultivadas 

y expandidas en placas Petri, tratadas 
previamente para brindarles las caracte-
rísticas necesarias para que las células 
puedan adherirse a su superficie y 
disponerse en monocapa. A este tipo de 
cultivos se los denomina cultivos en 2D. 
Sin embargo, presentan como principal 
desventaja que no imitan completamente 
las condiciones fisiológicas ni morfoló-
gicas de los tejidos de los que provienen, 
puesto que estos se organizan espacial-
mente en estructuras tridimensionales 
(4). 

Por esa razón, diversos investigadores 
buscan alternativas de modelos de 
estudio. Entre los principales tenemos 
los modelos in vivo, en los cuales se 
emplea animales para estudiar dife-
rentes enfermedades, pero tienen como 
consecuencia el sacrificio de animales 
inocentes (5). Hoy en día se vienen desa-
rrollando modelos in vitro en cultivos 3D 
para el estudio de diferentes enferme-
dades, entre los que tenemos los esfe-
roides y los organoides. Estos últimos 
son una herramienta revolucionaria 
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debido a que imitan cercanamente las 
condiciones celulares y microambien-
tales del órgano de origen, por lo cual 
están siendo adoptados a nivel mundial 
por su versatilidad e innovación (6). Los 
organoides son producidos a partir de 
células madre pluripotentes, como las 
embrionarias, que se ubican dentro de 
la masa celular interna del blastocisto, y 
también de células madre pluripotentes 
inducidas (iPSc, por sus siglas en ingles), 
las cuales se obtienen a partir de células 
somáticas diferenciadas que son repro-
gramadas a un estado inicial de pluri-
potencia usando los factores de trans-
cripción Sox2, Oct4, Klf-4, c-myc. Estos 
factores son denominados de Yamanaka 
en honor a su descubridor, el Dr. Shinya 
Yamanaka, Premio Nobel de Medicina en 
el 2012 (7). 

Además, los organoides también pueden 
ser obtenidos a partir de células madre 
adultas que poseen en su superficie al 
marcador Lgr5+ (8). Uno de los pioneros 
y más reconocidos en el estudio de 
estos organoides es el Dr. Hans Clevers, 
quien junto a su equipo ha desarrollado 
organoides de intestino, colon, estó-
mago, pulmón, entre otros (9). Para 
lograrlo, principalmente, tuvo que estan-
darizar medios de cultivo apropiados 
que contengan los nutrientes y factores 
necesarios para la formación de estos 
organoides a partir de las células madre 
(10). Un componente principal de estos 
medios de cultivo especializados es el 
ligando Wnt, el cual pertenece a la familia 
de proteínas Wnt y debe su nombre a 
la fusión de las palabras wingless (gen 
de Drosophila melanogaster) e Int-1 
(oncogen de Mus musculus). 

Estas proteínas transducen su señal 
mediante tres vías de señalización: una 
vía canónica (ß catenina-dependiente) 
y dos vías no canónicas (ßcatenina-
independientes). De estas últimas, la vía 
Wnt-Ca2+ se activa con la unión de los 
ligandos Wnt a través de los receptores 

Frizzled (Fz) 2, 7 o Ror2 para incrementar 
los niveles de Ca2+ intracelular, con lo 
que se regula la migración y la prolifera-
ción celular. La otra vía, Wnt-Polaridad 
planar celular (PCP), se activa con la 
unión de los ligandos Wnt a través de 
varios de los receptores Fz que desen-
cadenan una cascada de señales para la 
organización del citoesqueleto, la migra-
ción celular y la polaridad de los tejidos 
(figura 1). 

La familia Wnt también se puede dividir 
en dos categorías de acuerdo con la vía 
de señalización Wnt que activan: Wnt1, 
conformada por las proteínas Wnt1, 
Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt8, 
Wnt8b y Wnt10a, que están involucradas 
en la vía de señalización Wnt canónica; 
y Wnt5a, conformada por Wnt4, Wnt5a y 
Wnt11, que activan la vía de señalización 
Wnt no canónica. La gran mayoría de los 
ligandos Wnt son lipidados o prenilados 
en el retículo endoplasmático, es decir, 
se le adiciona moléculas hidrofóbicas, lo 
cual restringe su difusión.

La vía de señalización Wnt canónica es 
también conocida como vía Wnt/b-cate-
nina, esta vía es importante en la proli-
feración, diferenciación y mantenimiento 
de células madre, en donde la ß-catenina 
actúa como coactivador; además, esta 
desempeña un papel importante en la 
organización estructural como interme-
diaria en la adhesión del citoesqueleto 
(actina) y la unión célula-célula mediada 
por E-cadherina. Estas dos funciones en 
conjunto son importantes para la regu-
lación del eje embrionario, así como la 
diferenciación de las células madre.

Se dice que la vía Wnt/b catenina se 
encuentra inactiva cuando hay ausencia 
de los ligandos Wnt, lo cual ocasiona 
que la proteína ß-catenina citoplasmá-
tica se degrade constantemente por la 
acción del complejo Axin, constituido por 
las proteínas Axin, APC, GSK3 y CK1. 
Estas dos últimas son las responsables 
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de fosforilar la región amino-terminal de 
la ß-catenina, para su reconocimiento y 
ubiquitinación por b-TRCP, y la posterior 
degradación proteasómica. 

Por otro lado, la vía Wnt / ß-catenina se 
activa cuando el ligando Wnt es reco-
nocido por el receptor Frizzled (FZD) y 
su correceptor, la proteína LRP6/5, para 
formar el complejo Wnt/FZD/LRP6/5, el 
cual se une a la proteína dishevelled (Dvl) 
y activa la LRP6, y posteriormente recluta 
al complejo Axin. Como consecuencia, la 
proteína b-catenina dejará de ser fosfo-
rilada y por tanto esta podrá ser traslo-
cada al núcleo para unirse al complejo 
TCF/LEF e iniciar la transcripción de 
los genes relacionadas con esta vía.

La señalización Wnt / ß-Catenina está 
íntimamente relacionada con el manteni-
miento de muchas poblaciones de células 
madre; además, diversos estudios han 
reportado mejoras en la reprogramación 
de células diferenciadas mediante el uso 
del ligando Wnt para la obtención de las 
iPSCs. Esta vía también es importante 

en el cultivo y mantenimiento de orga-
noides. Diversos organoides han sido 
desarrollados, los primeros de los cuales 
fueron los intestinales creados por Sato 
y Clevers en el 2009. Ellos observaron 
que el epitelio intestinal se renueva 
periódicamente de una manera continua 
debido al daño constante que sufre. Este 
tejido posee estructuras denominadas 
criptas de Lieberkuhn, en cuyo fondo 
se encuentran células madre adultas 
Lgr5+, que son las responsables de la 
regeneración del tejido epitelial intes-
tinal y vecinas de estas, se encuentran 
principalmente las células de Panneth y 
células estromales/mesenquimales, las 
cuales en conjunto brindan los factores 
necesarios para mantener la comunica-
ción en el nicho celular y aseguran una 
gradiente de concentración de Wnt que 
va desde el fondo de la cripta como punto 
máximo de concentración para estimular 
la proliferación homeostática y la autorre-
novación de las células madre adultas, 
y disminuyen gradualmente para permitir 
la diferenciación celular en las partes 
superiores de la cripta. 

figura 1. resumen gráfiCo de La vía de señaLizaCión Wnt, reguLaCión y meCanismos moLeCuLares 
imPLiCados en eL mantenimiento de Las ProPiedades de Las CéLuLas madre 

(imagen Creada Con biorender.Com)
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Por esa razón, Sato y Clevers aislaron a 
las células basadas en el marcador Lgr5 
y observaron que una sola de estas (11), 
con los factores de crecimiento y entorno 
correcto, podía dar lugar a células hijas 
de todos los tipos celulares intestinales, 
que se disponen de manera muy pare-
cida al tejido intestinal y dan lugar a la 
formación de estructuras tridimensio-
nales a las que hoy se conoce como 
organoides intestinales. 

Estos permitieron profundizar en el 
estudio de los componentes necesarios 
para su formación, como el ligando Wnt, 
R-spondin, Noggin y el factor de creci-
miento epidérmico (EGF); asimismo, 
contribuyeron a la comprensión de los 
mecanismos moleculares relacionados 
con la vía de señalización Wnt/b-catenina. 
Clevers et al. ahondaron en el estudio 
de las funciones del marcador Lgr5 y su 
relación con la señalización Wnt, y obser-
varon que, en ausencia de R-spondin, el 
complejo Wnt era degradado por las ubiqui-
tinasas ZRNF3/RNF43, lo que provocaba 
la inhibición de la cascada de señaliza-
ción Wnt; mientras que, en presencia 
de R-spondin, se une al receptor Lgr5 y 
luego este complejo se une a las ubiqui-
tinasas ZRNF3/RNF43. De este modo se 
inhibe la degradación del complejo Wnt, 
lo cual permite que la cascada de seña-
lización Wnt se mantenga activa y que 
se sigan transcribiendo los genes blanco 
de esta vía, entre ellos LGR5 y RNF43, 
para formar un bucle de retroalimentación 
reguladora (12).

Si bien la señalización Wnt es muy 
importante, son necesarios también 
factores que inhiban la señalización 
BMP (Bone Morphogenic Protein), entre 
estos, Gremlin 1 y Noggin, que son 
secretados por las células mesenqui-
males que rodean la base de las criptas 
estos antagonizan al BMP de modo que 
se mantiene el stemness de las células 
madre intestinales y también se continúa 
con la expansión de las criptas (13).

La comprensión de esta vía de señali-
zación ha permitido el desarrollo de una 
gran mayoría de organoides y para desa-
rrollar este tipo de cultivo son necesarias 
tres cosas: células madre, matriz extra-
celular y medio de cultivo especializado. 

De acuerdo con lo descrito, los orga-
noides pueden ser desarrollados a 
partir de células madre embrionarias, 
pluripotentes inducidas o adultas. La 
matriz extracelular brinda el soporte y 
las señales necesarias a las células que 
formarán el organoide, entre las cuales la 
más conocida y utilizada es el matrigel®, 
que es una mezcla de proteínas secre-
tada por el sarcoma de ratón, llamado 
inicialmente sarcoma EHS debido a 
sus descubridores Engelbreth, Holm 
y Swarm. Sin embargo, presenta la 
desventaja de tener origen animal y una 
composición no definida, por lo que en 
la actualidad se viene reemplazando 
su uso por matrices sintéticas química-
mente definidas, lo que asegura el buen 
crecimiento de los organoides y la repro-
ducibilidad de los ensayos (14). 

Los medios especializados están 
compuestos en función del tipo de orga-
noide que se desee generar, pero una 
gran mayoría contiene tres factores 
esenciales para mantener a la mayoría 
de organoides en constante expansión. 
Entre ellos tenemos al ligando Wnt3a, 
R-spondin y Noggin. Las señales endó-
genas de Wnt, particularmente Wnt3a, 
son necesarias para la activación de la 
vía Wnt canónica. Recordemos que los 
ligandos Wnt son hidrófobos y forman 
agregados en medios libres de suero; 
por ello, su actividad es ineficiente, lo que 
obliga al uso de medios condicionados  
que contienen suero. Pero este medio 
condicionado mantenía la desventaja de 
tener una composición desconocida; por 
ello, Mihara et al. (15) identificaron que 
la afamina, presente en el suero, era la 
responsable de estabilizar y mejorar la 
actividad de Wnt a través de la forma-
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ción de un complejo y la activación de 
la vía Wnt canónica. Además de la 
afamina, también son usados fosfolí-
pidos y colesterol como transportadores 
del Wnt3a (16). El segundo componente 
principal del medio especializado es la 
R-spondina, la cual es un agonista de 
Wnt y tiene como función amplificar la 
señalización de Wnt/b- catenina para 
mantener así el estado troncal de las 
células madre intestinales y estimular 
la proliferación celular (17). Por último, 
Noggin es un inhibidor de la señaliza-
ción de BMP y estimula la expansión del 
número de criptas intestinales (18). Estos 
tres componentes descritos son cono-
cidos en conjunto como WRN, debido a 
las iniciales de cada uno (W: Wnt3a, R: 
R-spondin y N: Noggin). 

Un factor adicional importante en el me- 
dio de cultivo es el factor de crecimiento 

epidermal (EGF), debido a que induce la 
proliferación celular y la angiogénesis a 
través de la señalización de PI3K / Akt, 
ErbB y MAPK / ERK, por lo que es un 
factor importante para la homeostasis y 
la regeneración de células madre.

En conclusión, la vía Wnt, como lo 
mencionan Vincan et al. (19), es el 
corazón de la tecnología organoide; su 
estudio ha permitido el desarrollo del 
cultivo de organoides, los cuales son una 
gran herramienta innovadora y prome-
tedora para el trasplante y la medicina 
regenerativa. Además, son de gran 
importancia para el estudio del cáncer 
y el descubrimiento de nuevos fármacos 
personalizados contra esta enfermedad, 
debido a que la desregulación de la vía 
Wnt/b-catenina está involucrada en la 
aparición de varios tipos de cáncer.
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