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1. Resumen  

Las células troncales mesenquimales de la pulpa dental (DPSCs) y los 

fibroblastos humanos empleados en la reprogramación de células troncales 

pluripotentes inducidas (iPSCs) representan modelos biológicos novedosos 

que permiten comprender las vías de señalización intracelular de 

enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer (EA) a 

través de su potencial de diferenciación en múltiples linajes incluyendo 

neuronas. El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de 

diferenciación de células troncales de pulpa dental y la caracterización de la 

señalización intracelular de fibroblastos de pacientes con la Enfermedad de 

Alzheimer familiar con la mutación en presenilina 1 (M146L). Las DPSCs 

fueron aisladas de una paciente de 46 años de edad sin afección cognitiva, 

siendo estas positivas a los marcadores mesenquimales CD166, CD146, 

CD105, CD73 y CD13 en medio de crecimiento DMEM/12 y 10% de suero 

fetal bovino (SFB). La diferenciaron se realizó mediante el uso de medio 

definido libre de suero suplementado con Insulina Transferrina Selenio (ITS) 

1% en combinación del Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro (BDNF) o 

del Factor Neurotrófico Derivado de la Glia (GDNF) mostrando cambios 

morfológicos de tipo neuronal y dando positivas a los marcadores de 

neuronas terminales MAP2 isoforma C y NeuN, proceso acompañado por la 

reducción del marcador de precursores neurales Nestina y la pérdida del 

marcador de proliferación Ki67, así mismo se demuestra que las DPSCs 

pueden expresar marcadores neurales basales sin ser diferenciadas. El 

cultivo de fibroblastos de pacientes con la EA en medio de crecimiento MEM 

con sales de Earl y 15% de SFB no inactivado fue caracterizado evaluando 

vías de señalización antes de su empleo en la reprogramación y generación 

de iPSCs, validando y evidenciando cambios preliminares a nivel molecular 

de marcadores de neurodegeneración. Las DPSCs y los fibroblastos 

humanos reprogramados mediante la diferenciación celular in vitro permitirán 

comprender los mecanismos involucrados en enfermedades como el 

Alzheimer.  
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2. Abstract 

Mesenchymal stem cells from the dental pulp (DPSCs) and human fibroblasts 

used in the reprogramming of induced pluripotent stem cells (iPSCs) 

represent novel biological models that allow understanding the intracellular 

signaling pathways of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's 

disease (AD) through its potential for differentiation into multiple lineages 

including neurons. The aim of this study was to examine the ability of 

differentiation of dental pulp stem cells and the characterization of 

intracellular signaling of fibroblasts from patients with Alzheimer's disease 

given by the mutation in presenilin 1 (M146L). DPSCs were isolated from a 

47-year-old female without cognitive impairment, being positive for CD166, 

CD146, CD105, CD73 and CD13 mesenchymal markers in DMEM/12 and 

10% fetal bovine serum (FBS) growth medium. The differentiated was 

performed using serum free media Insulin Transferrin Selenium (ITS) 1% in 

combination of Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) or Glia Derived 

Neurotrophic Factor (GDNF) showing neuronal type morphological changes 

and giving positive neuronal markers MAP2 isoform c and NeuN, a process 

accompanied by the reduction of the neural precursor marker nestin and the 

loss of Ki67 proliferation marker, it is also demonstrated that DPSCs can 

express basal neural markers without being differentiated. The culture of 

fibroblasts from patients with EA in MEM growth medium with Earl salts and 

15% non-inactivated FBS was characterized by evaluating signaling 

pathways prior to their use in the reprogramming and generation of iPSCs, 

validating and evidencing preliminary changes at the level molecular markers 

of neurodegeneration. DPSCs and human fibroblasts reprogrammed by cell 

differentiation in vitro will allow understanding and overcoming the limitations 

of diseases such as Alzheimer's. 
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3. Introducción 

Las células troncales de la pulpa dental (DPSCs), y las células troncales 

pluripotentes inducidas (iPSCs) derivadas de la reprogramación de células 

somáticas (fibroblastos de piel) representan fuentes accesibles para la 

obtención de modelos neuronales a través de la diferenciación in vitro 

mediante el uso de medios neurales definidos libres de suero y el uso de 

factores tróficos.  

La caracterización de células troncales dentales con marcadores específicos 

del fenotipo mesenquimal (CD166, CD146, CD105, CD73, CD13) e 

inmunodetección permite obtener poblaciones troncales mesenquimales con 

capacidad y compromiso a linajes neuronales. La caracterización de las 

células derivadas de la diferenciación de las DPSCs a fenotipos neuronales 

requiere la corroboración mediante marcadores de progresión de maduración 

neuronal como los empleados en la neurogénesis adulta (Nestina, GFAP, 

βIII-Tubulina, Neurofilamento, MAP2 y NeuN) y del cariotipado cromosómico 

para descartar alteraciones genéticas, así como caracterizar las mutaciones 

que pudieran existir y estar relacionadas con las neuropatologías. 

Los fibroblastos derivados de individuos con patologías como la Enfermedad 

de Alzheimer presentan el fondo genético propio de la enfermedad por lo que 

el estudio de dichas células permite comprender algunos de los mecanismos 

intracelulares involucrados, sin embargo, debido a que en las enfermedades 

neurodegenerativas hay mecanismos moleculares afectados 

específicamente en las células neuronales el uso de tecnologías de 

reprogramación de células somáticas (por ejemplo fibroblastos) con fondo 

patogénico hacia el fenotipo neuronal permitirá dilucidar las  vías de 

señalización involucradas en enfermedades neurodegenerativas en particular 

en los fenotipos neuronales. 

El descubrimiento de nichos de células troncales humanas adultas, y el 

advenimiento de la reprogramación de fibroblastos humanos en iPSCs han 

generado nuevos modelos celulares de enfermedades neurodegenerativas 
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donde para las que la obtención de una biopsia de cerebro es considerada 

inaccesible por consideraciones éticas.   

El presente trabajo evidencia que las células troncales de la pulpa dental 

obtenidas de un primer molar de una paciente de 46 de años edad presentan 

características mesenquimales, dada la expresión de marcadores específicos 

de fenotipo CD166, CD146, CD105, CD73 y CD13 así como un componente 

cromosómico normal 46,XX,16qh+, y tendencia a la diferenciación neuronal 

cuando son cultivadas por 5 días en medio  químicamente definido libre de 

suero, suplementado con Insulina Transferrina Selenio 1% (medio ITS) y 

neurotrofinas de forma individual BNDF, GDNF o su combinación BDNF + 

GDNF, observándose cambios en la expresión de marcadores neurales 

como la disminución de Nestina (marcador de precursor neural), aumento de 

la expresión de los marcadores de neuronas terminales MAP2 isoforma C, 

disminución en la expresión del marcador mesenquimal CD105 y la  perdida 

de proliferación por la ausencia de Ki67, mientras que a 35 días  de 

diferenciación se visualiza la expresión de NeuN bajo las condiciones con 

BDNF o GDNF. Por otro lado, las células DPSCs expresan de forma basal 

(en medio de crecimiento con SFB) marcadores como GFAP, Nestina y βIII 

Tubulina aun sin ser sometidas a un proceso de diferenciación neuronal, 

debido a su origen embrionario a partir de la cresta neural. 

El estudio preliminar de las vías de señalización de fibroblastos de pacientes 

con fondo patogénico de la EA indica una disminución en la fosforilación de 

la Serina9 de la isoforma GSK3β, relacionada con la inhibición de su actividad 

de cinasa, correlacionando con el aumento en la fosforilación de la Serina404 

de la proteína tau de los fibroblastos de los individuos afectados.  

Este estudio pretende aumentar la comprensión de los cambios 

intracelulares propios de la reprogramación de las iPSCs derivadas de dichos 

fibroblastos, y su diferenciación al linaje neuronal específico de la 

enfermedad de Alzheimer. 
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4. Marco teórico 

4.1 Célula troncal 

Las células troncales (del inglés “Stem Cells”) tienen capacidad de 

autorenovarse y de diferenciarse hacia múltiples tipos celulares. Además, no 

presentan las características fenotípicas de las células de cualquier tejido 

adulto (epitelial, conectivo, muscular, neural o inmunológico), pero poseen la 

capacidad de diferenciarse a cualquier estirpe celular de los tejidos 

mencionados (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Características de las células troncales. Estas células poseen la 

capacidad de autorrenovarse generando células con la misma identidad y de 

diferenciarse en células especializadas y maduras (Rowland, 2009). 

 

Existen cuatro tipos definidos de células troncales, dos de ellas de carácter 

fisiológico presentes en diferentes etapas de la vida, las células troncales 

embrionarias (ESCs, ES) y las células troncales adultas (ASCs), y por otra 

parte se encuentran las células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs) y 

las células patológicas presentes en el cáncer, las cuales presentan 

propiedades de troncalidad y se denominan células troncales de cáncer, 

CSCs (Alvarez et al., 2012). 
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Entre las propiedades comunes que caracterizan a los cuatro grupos 

descritos anteriormente se encuentran los siguientes aspectos funcionales: 

1. Expresión de marcadores de pluripotencia. 

2. Activación de vías de señalización que mantienen el estado de 

troncalidad. 

3. Estado proliferativo.  

4. Adherencia a superficies plásticas. 

5. Desarrollo de teratomas in vivo. 

 

Los avances en la investigación de células troncales han explorado vías 

terapéuticas y una serie de pruebas de estudio piloto que prometen 

beneficios como: 

• Utilidad en estudios de genómica funcional para comprender la 

expresión génica humana, el conjunto de datos genómicos y la 

bioinformática. 

• Empleo en el estudio de los procesos biológicos que ayuden a la 

comprensión de los trastornos del desarrollo humano como el cáncer, 

enfermedades genéticas y crónico-degenerativas. 

• Generación de nuevos modelos de enfermedades humanas que 

permitan el descubrimiento y el desarrollo de fármacos, así como 

alternativas a la toxicología animal, y la disminución del tiempo de 

salida al mercado. 

• Terapia basada en células troncales o diferenciadas.  

 

Las células troncales derivadas de todas las fuentes representan inmensas 

promesas médicas, con los pacientes como principales beneficiarios de esta 

innovación (Nadig, 2009).  
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4.1.1 Nicho de células troncales 

El nicho de las células troncales es el microambiente in vivo donde residen y 

reciben estímulos que determinan su destino. Por lo tanto, no debe 

considerarse simplemente un lugar físico para las células troncales, sino 

como el lugar donde las señales extrínsecas interactúan y se integran para 

influir en el comportamiento de la troncalidad. Estos estímulos incluyen 

interacciones célula-célula, célula-matriz y señales (moléculas) que activan 

y/o reprimen genes y programas de transcripción (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Composición del nicho de las células troncales. La composición se 

caracteriza por ser compleja, heterotípica, dinámica y con diferentes componentes 

celulares, factores, control inmunológico, parámetros físicos y control metabólico, 

generando interacciones entre las células troncales y su nicho direccionales y 

recíprocas (Lane et al., 2014). 
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Como consecuencia directa de estas interacciones, las células troncales se 

mantienen en un estado latente, inducidas a autorrenovarse o 

comprometerse a un estado diferenciado  (Ferraro et al., 2010) 

Los nichos tienen una ubicación anatómica definida y la salida de la célula 

troncal de su nicho resulta en diferenciación, en la que los componentes 

anatómicos fundamentales y las vías moleculares del ambiente están 

altamente conservados entre especies, aunque sus respectivas funciones en 

el nicho pueden mostrar variaciones. Se ha propuesto que es posible 

identificar componentes de nichos comunes asociados con funciones 

similares. 

Los componentes conservados del nicho son: 

• Células de soporte del estroma, incluyendo moléculas de adhesión 

célula-célula y factores solubles secretados, que se encuentran en 

proximidad de las células troncales. 

• Proteínas de matriz extracelular que interactúan con las células troncales 

sirviendo de anclaje y constituyendo una unidad mecánica de andamiaje 

para transmitir la señalización. 

• Vasos sanguíneos que llevan soporte nutricional y señales sistémicas al 

nicho desde otros órganos y que también participan en el reclutamiento 

de células troncales circulantes desde y hacia el nicho. 

• Insumos (como por ejemplo los factores de crecimiento) neuronales que 

favorecen la movilización de células troncales de sus nichos e integran 

señales de diferentes sistemas de órganos. Las señales neuronales 

parecen ser particularmente importantes en el tráfico de células troncales 

hematopoyéticas.  

 

El nicho de células troncales es el lugar donde las señales humorales, 

neuronales, locales (paracrina), posicional (física) y metabólica interactúan 

entre sí para regular el destino (o fenotipo) de las células troncales. 
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4.1.2 Tipos de células troncales 

Las células troncales derivan de diversas regiones del organismo, y se 

forman en momentos diferentes de la vida del organismo. Las células 

troncales embrionarias sólo existen en las primeras etapas de desarrollo y 

varios tipos de células troncales específicas de tejidos adultos que aparecen 

durante el desarrollo fetal y permanecen en nuestro cuerpo durante toda la 

vida, o células que adquieren la capacidad de troncalidad a partir de la 

reprogramación de células somáticas, como las células troncales 

pluripotentes inducidas y las derivadas por condiciones patológicas como las 

troncales de nichos cancerígenos. 

4.1.3 Células troncales embrionarias (ESCs o ES) 

A partir de 1998, se descubrió que las células troncales embrionarias (ESCs) 

podían aislarse de embriones humanos tempranos, ser cultivadas durante 

períodos prolongados, manteniendo un cariotipo normal, y ser diferenciadas 

a una amplia gama de tejidos y órganos derivados de las tres capas 

germinales embrionarias (Henningson et al., 2003). Las ESCs derivan de la 

masa celular interna del blastocisto antes de su implantación (Figura 3).  

Son las células troncales más estudiadas y los conocimientos obtenidos de 

ellas han permitido el estudio de otros tipos de células con carácter de 

troncalidad. In vivo las ESCs sólo existen durante un periodo corto de tiempo 

que corresponde al desarrollo pre-implantación, y en paralelo con la división 

mitótica las células del embrión se diferencian y pierden su pluripotencia. 

Las ESCs poseen la capacidad no sólo de autorrenovación, sino de 

mantener establemente propiedades inherentes a las células troncales 

embrionarias, como la expresión de genes característicos de pluripotencia 

(Oct4, Sox2, Klf4, Rex, telomerasa y fosfatasa alcalina), la  

co-dependencia de expresión de otros factores de transcripción (o genes 

homeóticos) básicos para el mantenimiento de niveles correctos de expresión 

como la regulación indirecta del gen Oct4 por Sox2, la heterodimerización 
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como mecanismo regulador de los genes de pluripotencia (como el 

heterodímero Oct4 y Sox2, permitiendo su unión concurrente a los dominios 

del DNA), la conmutación alélica del gen Nanog caracterizada por la 

transcripción aleatoria de un solo alelo en células no pluripotentes, un cambio 

de expresión de mono- a bi-alélica exclusivo de células troncales 

embrionarias, así como un estado de equilibrio epigenético a través de la 

sub-metilación general del DNA y las variantes de micro RNA generadas por 

procesamiento (splicing) alternativo del RNAm (Alvarez et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Células troncales embrionarias (ESCs). Se forman como una parte 

normal del desarrollo embrionario y pueden aislarse de un embrión temprano y 

crecer in vitro (Learn.Genetics, 2017). 
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Las propiedades de las células embrionarias, tales como el cariotipo normal y 

la alta actividad de la telomerasa, se conservan períodos prolongados en las 

ESCs humanas en cultivo. La mayoría de las células somáticas diploides no 

expresan altos niveles de telomerasa y entran en senescencia replicativa 

después de un tiempo de vida finito de 50 a 80 duplicaciones (Henningson et 

al., 2003).  

4.1.4 Células troncales adultas (ASCs) 

Una célula troncal adulta (ASCs) es una célula indiferenciada, localizada 

entre células diferenciadas en un tejido u órgano. Las ASCs pueden 

renovarse y diferenciarse para producir algunos o todos los tipos de células 

especializadas más importantes del tejido u órgano. Las funciones primarias 

que desempeñan en un organismo son mantener y reparar el tejido en el que 

se encuentran (Figura 4). 

En la década de 1950-1960 se descubrió que la médula ósea contiene al 

menos dos tipos de células troncales. Una de estas poblaciones, de células 

troncales hematopoyéticas, origina los diversos tipos de células sanguíneas 

en el organismo. La segunda población, de células troncales del estroma de 

la médula ósea o de células troncales mesenquimales, fue descubierta unos 

años más tarde.  Estas células troncales no hematopoyéticas constituyen 

una pequeña proporción de la población de células mesenquimales en la 

médula ósea y pueden generar células de hueso, cartílago y grasa que 

contribuyen a la formación de sangre y tejido fibroso conectivo. Así mismo, 

en la década de los 1960s, se identificaron en la rata dos regiones del 

cerebro que contenían células en división que finalmente derivaban en 

células nerviosas (Altman, 1963). No fue sino hasta la década de los 1990s, 

con los trabajos de Fred Gage y Álvarez-Buylla, que se estableció que el 

cerebro adulto contiene células troncales capaces de generar los tres 

principales tipos celulares del cerebro, astrocitos, oligodendrocitos 

y neuronas (Álvarez et al., 1990: National-Institutes-of-Health, 2017). 
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Figura 4. Localización de células troncales adultas (ASCs). Son células que 

existen naturalmente en el cuerpo importantes para el crecimiento, la restauración y 

la sustitución de células que se pierden por desgaste (Learn.Genetics, 2017). 

 

Diversos estudios han sugerido que las células troncales adultas son muy 

versátiles y pueden encontrarse en diferentes nichos troncales, como células 

troncales hematopoyéticas, mamarias, intestinales, de la pulpa dental, 

endoteliales y olfatorias, entre otras. 

Las ASCs son derivados postnatales de las ESCs localizadas en todo el 

cuerpo que mantienen la co-expresión de al menos tres de los cuatro 

factores de transcripción característicos de pluripotencia de las ESCs 

(Oct4, Klf4 y Sox2) y muestran alta expresión de transportadores ABC y de la 

fosfatasa alcalina. No está claro si expresan espontáneamente la telomerasa 

como las ESCs, pero a diferencia de las células somáticas diferenciadas las 

ASCs sobre-expresan a las proteínas de filamentos intermedios E-cadherina, 

Vimentina y β-catenina, además de marcadores específicos del órgano. Las 
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ASCs se han descrito en muchos órganos diferentes, pero aún no se sabe 

cuáles marcadores son comunes a todas las ASCs y cuales son específicos 

de órganos.  Algunos marcadores de ASCs también se expresan en células 

somáticas diferenciadas, aunque con diferentes niveles, y no de manera 

coordinada con respecto a los factores de troncalidad (Alvarez et al., 2012). 

4.1.5 Células troncales mesenquimales (MSCs) 

Las células troncales se definen clásicamente por su multipotencia y 

autorrenovación. El término células troncales mesenquimales (MSCs) se 

utilizó por primera vez para referirse a un precursor hipotético postnatal, 

multipotente y autorrenovable derivado de una célula embrionaria, cuya 

función era mantener la renovación de tejidos esqueléticos y la reparación de 

tejidos durante la edad adulta generando tejidos funcionales y 

fenotípicamente maduros, incluyendo hueso, músculo liso, tendones, 

cartílago y tejido adiposo (Nombela-Arrieta et al., 2011). 

Las células aisladas de la médula ósea del ratón en cultivo exhiben 

propiedades de adherencia a superficies de plástico y generación de colonias 

con morfología en huso y fueron referidas como fibroblastos formadores de 

colonias, debido a su capacidad para diferenciarse en células especializadas 

propias del mesodermo denominadas células troncales mesenquimales. Las 

MSCs existen en tejidos adultos de diferentes fuentes, desde los murinos 

hasta los seres humanos. Son autorrenovables, multipotentes, fácilmente 

accesibles y en cultivo celular son altamente expandibles con una 

excepcional estabilidad genómica y pocas implicaciones éticas, lo que apoya 

su importancia en la investigación básica y su posible uso terapéutico (Ullah 

et al., 2015). Actualmente se investigan fuentes estables, seguras y 

altamente accesibles de células troncales con un gran potencial para la 

medicina regenerativa. 

Las MSCs están presentes no sólo en los tejidos fetales, sino también en 

muchos tejidos adultos (Tabla 1), como la médula ósea (Pittenger et al., 
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1999), el tejido adiposo (Wagner et al., 2005), el tejido dental (Seifrtova et al., 

2012), la sangre menstrual (Allickson et al., 2011), la sangre periférica (Ab 

Kadir et al., 2012), las glándulas salivales (Rotter et al., 2008), la piel y el 

prepucio (Bartsch et al., 2005). 

 

Tabla 1. Nichos de obtención de células troncales mesenquimales (MSCs) y 

potencial de diferenciación.  

Fuente  Potencial de diferenciación in vitro 

Médula ósea 
Osteocitos, condrocitos, adipocitos, 

cardiomiocitos, hepatocitos, células 

pancreáticas y células neuronales 

Tejido adiposo 
Osteocitos, condrocitos, adipocitos, 

cardiomiocitos, hepatocitos, células 

pancreáticas y células neuronales 

Pulpa dental 
Osteocitos, condrocitos, adipocitos, células 

pancreáticas, melanocitos y células neuronales 

Cordón umbilical 
Osteocitos, condrocitos, adipocitos, células 

pancreáticas, hepatocitos y células neuronales 

Gelatina de Wharton 
Osteocitos, condrocitos, adipocitos, células 

hepatocitos y células neuronales 

Piel y prepucio 
Osteocitos, condrocitos, adipocitos y miocitos 

 

Los criterios estándar de la Sociedad Internacional de Terapia Celular 

establecen que la expresión de un conjunto específico de marcadores de 

superficie celular es una de las características esenciales de las MSCs, en 

particular la presencia de CD73, CD90, CD105, y la ausencia de CD14, 

CD34, CD45 y HLA-DR (Dominici et al., 2006). Los marcadores más 

caracterizados con las especificidades más altas para MSCs se presentan en 

la Tabla 2.  
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Tabla 2. Fuentes de obtención de células mesenquimales, marcadores de 

superficie y medios de cultivo. 

Fuente  Método de 

aislamiento 

Medio de 

crecimiento 

Suplemento  Marcadores de 

superficie 

Referencias 

Positivo Negativo 

 
 
 
 

Médula 
ósea 

 
 
 

Gradiente de 
densidad  
(Ficoll)  

 
 
 
 

DMEM   
DMEM/F12 

 
 
 
 

SFB 

 
 
 

CD73, 
CD90, 

CD105, 
STRO-1 

 
 
 

CD14, 
CD34, 
CD45, 

HLA-DR 

Gronthos et 
al., 2001; 
Gronthos, 
Graves, 
Ohta, y 

Simmons, 
1994; Nadig, 

2009; 
Pittenger et 

al., 1999 

 
 
 

Tejido 
adiposo 

 
 

Digestión 
enzimática y 
filtración por 
membrana 

 
 
 

DMEM 
DMEM/LG 

 
 
 

SFB 
SFC 

CD73, 
CD090, 
CD29, 
CD44, 
CD71, 

CD105, 
CD13, 

CD166, 
STRO-1 

 
 

CD14, 
CD31, 
CD34, 
CD45 

 
Baglioni et 
al., 2009; 

Gronthos et 
al., 2001; 
Wagner et 
al., 2005 

 
 

Membrana 
y fluido 

amniótico 

 
Digestión 

enzimática y 
gradiente de 

densidad 

 
 

α-MEM 
DMEM/F12 

 
 
 

SFB 

CD29, 
CD44, 
CD90, 

CD105, 
SH2, 
SH3,  

 
CD10, 
CD14, 
CD34, 

HLA-DR 

 
 

Cai et al., 
2010 

 
 

Tejido 
dental 

 
 

Digestión 
enzimática 

 
 

α-MEM 
MEM 

 
 

SFB 
SFC 

CD29, 
CD44, 
CD90, 

CD105, 
CD13, 
CD73 

 
 

CD14, 
CD34, 
CD45 

 
Kadar et al., 

2009; 
Seifrtova et 

al., 2012 

 
Sangre 

periférica 

 
Gradiente de 
densidad en 

Ficoll 

 
 

α-MEM 

 
 

NBSC 

CD44, 
CD90, 

CD105, 
HLA-ABC 

 
CD45, 
CD133 

 
Ab Kadir et 

al., 2012 

 
Glándulas 
salivales 

 
Digestión 

enzimática 

 
DMEM 

 
SFC 

CD13, 
CD29, 
CD44, 
CD90, 

STRO-1 

 
CD34, 
CD45 

 
Rotter et al., 

2008 
 

 
 
 

Piel y 
prepucio 

 
 
 

Digestión 
enzimática 

 
 

DMEM/HG 
DMEM 

DMEM/F12 

 
 
 

SFB 

CD44, 
CD73, 
CD90, 

CD105, 
CD166, 
SSEA-4, 

Vimentina 

 
 

CD34, 
CD45, 

HLA-DR 

Bartsch et 
al., 2005; 
Riekstina, 

Muceniece, 
Cakstina, 

Muiznieks, y 
Ancans, 

2008 
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Cordón 
umbilical 

 
 

Digestión 
enzimática 

 
 

DMEM-HG 
DMEM 

 

 
 

SFB 

 
CD29, 
CD44, 
CD73, 
CD90, 
CD105 

 
 

CD34, 
CD45 

Kita, 
Gauglitz, 

Phan, 
Herndon, y 
Jeschke, 

2010; Moretti 
et al., 2010 

 
Líquido 
sinovial 

 
Gradiente de 
densidad en 

Ficoll 

 
 

α-MEM 

 
 

SFB 

CD44, 
CD90, 

CD105, 
CD147, 
STRO-1 

CD31, 
CD34, 
CD45, 
CD106 

 
Morito et al., 

2008 

 
Gelatina 

de 
Wharton 

 
Digestión 

enzimática 

 
 

DMEM 

 
 

SFB 

 
CD73, 
CD90, 
CD105 

CD14, 
CD34, 
CD45, 
CD79, 

HLA-DR 

 
Hou et al., 

2009; 
Kuznetsov et 

al., 1997 

SFB: Suero Fetal Bovino, SFC: Suero Fetal de Cabra, CD: Cluster de 

Diferenciación, DMEM: Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco, 

DMEM/F12:  Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco con mezcla de 

nutrientes de Ham, MEM: Medio mínimo esencial, DMEM/LG: Medio de 

Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco bajo en glucosa, DMEM/HG: Medio de 

Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco alto en glucosa.  

 

Las MSCs tienen la capacidad de diferenciarse en los tres linajes, 

ectodermo, mesodermo y endodermo, dependiendo de los medios de cultivo 

y los suplementos utilizados para inducir la diferenciación. Con base en la 

localización, el potencial multi-linaje, la secreción de moléculas anti-

inflamatorias y los efectos inmunorreguladores (Figueroa et al., 2012), las 

MSCs se consideran fuente de células con posible utilidad en el tratamiento 

de enfermedades autoinmunes, inflamatorias y degenerativas como terapia 

de remplazo y como modelos de estudio de enfermedades degenerativas.  

4.1.6 Células troncales de pulpa dental (DPSCs) 

La pulpa dental es un tejido conectivo blando contenido en la cámara pulpar; 

es una fuente de células troncales adultas debido a su alto contenido de 

células y a los procedimientos poco invasivos requeridos para el aislamiento 

celular (Pisciotta et al., 2015). 
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El tejido dental de la pulpa se extrae de los dientes obtenidos durante 

procedimientos dentales de rutina y es la fuente más conveniente y valiosa 

de células troncales de pulpa dental. Existen varios tipos de células troncales 

de tejido dental (Figura 5), incluyendo células troncales de pulpa dental 

(DPSCs), de dientes deciduos exfoliados (SHEDs), de ligamentos 

periodontales (PDLSCs), de  papila apical (SCAPs), y células progenitoras 

del folículo dental (DFPCs) (Ashri et al., 2015). Se ha investigado 

intensamente el tipo de diente a utilizar siendo los terceros molares los 

utilizados en la gran mayoría de los estudios de células troncales dentales, 

pero los dientes deciduos exfoliados (“dientes de leche”) podrían ser una 

excelente fuente de células para expandir y preservar (Kawashima, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Tejidos dentales y asociados de los que pueden aislarse diferentes 

poblaciones de MSCs dentales. Las diferentes subpoblaciones de MSCs dentales 

se clasifican según su tejido de origen. A partir del diente, las células troncales de la 

pulpa dental (DPSCs) pueden derivarse de la pulpa dental interna de los molares 

adultos, así como de la pulpa de los dientes exfoliados deciduos (SHEDs), de la 

papila apical (SCAPs), y de los tejidos de soporte. Las MSCs dentales pueden 

derivarse del folículo dental (DFSCs), del ligamento periodontal (PDLSCs), la encía 

(GFSCs) y también a partir de tejido obtenido durante los implantes dentales 

(Sharpe, 2016). 
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La capacidad de crear nuevos odontoblastos durante toda la vida en 

respuesta a daño sugirió una fuente de células troncales dentro de la pulpa 

dental, las cuales se aislaron y caracterizaron, denominándose células 

troncales de pulpa dental o DPSCs (Gronthos et al., 2002). Estas células 

muestran similitudes, pero también importantes diferencias con las células 

mesenquimales de la médula ósea humana (BM-MSCs).   

Las DPSCs pueden diferenciarse con factores de crecimiento, factores 

transcripcionales, proteínas de matriz extracelular y moléculas receptoras en 

diferentes tipos celulares entre los que se incluyen los odontoblastos, 

osteoblastos, condrocitos, cardiomiocitos, células neuronales, adipocitos, 

células epiteliales, células melanocíticas y células β-pancreáticas (Yu et al., 

2010).  

Las DPSCs generalmente permanecen quiescentes en la pulpa dental, pero 

responden rápidamente después de una lesión. Estas DPSC tienen una alta 

capacidad proliferativa y se diferencian inmediatamente en odontoblastos, 

osteoblastos y condrocitos para producir tejidos de dentina, hueso y 

cartílago, respectivamente, para el proceso de reparación. Las DPSCs 

derivan principalmente de las células de la cresta neural craneal durante el 

desarrollo embrionario, y mantienen la expresión de GFAP, HNK-1, Nestina, 

P75, S-100 y βIII Tubulina marcadores de células troncales neurales (Potdar 

et al., 2015). 

El fenotipo mesenquimal de las DPSCs se puede corroborar por el uso de 3 

marcadores principales: CD105, CD73, CD13. CD105 (Endoglina, ENG) es 

una proteína asociada al Receptor del Factor de Crecimiento Transformante 

β (TGFβR). Se ha reportado una disminución significativa en la expresión 

del gen CD105 en osteoblastos diferenciados, condrocitos y adipocitos. Por 

lo tanto, es necesario comprobar la expresión del gen CD105 antes del uso 

de estas células troncales de pulpa dental (Koc et al., 2000). CD13 es otro 

marcador de membrana (alanil-aminopeptidasa, ANPEP), cuyo gen tiene 

suma importancia como causa de varios tipos de leucemias o linfomas 
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cuando se encuentra mutado (Huang et al., 2008).  CD73 es una enzima (5'-

nucleotidasa, 5'-NT) codificada por el gen NT5E (Mokry et al., 2010), utilizada 

como un marcador de diferenciación de linfocitos y de MSCs. 

Las células troncales aisladas de la pulpa dental pueden ser una alternativa 

como modelos de diferenciación celular y posible terapéutica. Además de los 

marcadores antes mencionados, expresan marcadores de pluripotencia de 

células troncales embrionarias, como Oct4, Nanog, SSEA-4 y TRA-160. 

Además, expresan marcadores de multipotencia que indican formación de 

tejido condrogénico y osteogénico y diferenciación neuronal espontánea. La 

investigación de la generación de células de linaje neuronal a partir de 

células troncales dentales ha mostrado que las DPSCs expresan diversos 

marcadores neuronales después de la estimulación con medios de 

diferenciación neuronal. Se han realizado numerosos estudios para 

establecer estrategias de cultivo eficaces que promuevan la diferenciación de 

neuroesferas y la inducción neuronal (Tatullo et al., 2015).  

Además de los estudios de diferenciación in vitro, se ha intentado regenerar 

al tejido nervioso mediante el trasplante de poblaciones de DPSCs, ya que 

dado su origen a partir de la cresta neural presentan predisposición a la 

diferenciación neuronal y la reparación, por lo que la pulpa dental humana 

constituye una interesante fuente de células troncales adultas que pueden 

contribuir a la regeneración de numerosos tipos de tejidos y como 

herramienta para modelar enfermedades neurodegenerativas dada su 

relación ectodérmica. 

4.1.7 Células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs) 

Las iPSCs son células troncales con características pluripotenciales 

derivadas por medio de la reprogramación de una célula somática. Son 

generadas a partir de una célula adulta diferenciada procedente de un tejido, 

a la que se induce la expresión de varios genes exógenos, como Oct4, Sox2, 

c-Myc y Klf4, proceso denominado reprogramación (Figura 6).  
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Figura 6. Células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs). Se generan 

mediante por reprogramación de células somáticas adultas. Después del 

aislamiento, las células somáticas se cultivan in vitro y se transfectan con vectores 

de expresión que codifican factores de transcripción asociados con la 

pluripotencia. Para la mayoría de los tipos celulares se utilizan cuatro factores (c-

Myc, Oct-3/4, Sox2 y Klf4), aunque también se han utilizado con éxito otras 

combinaciones (Oct-3/4, Sox2, Nanog y LIN-28). La expresión de los factores 

exógenos desencadena un proceso gradual silenciando marcadores del fenotipo 

diferenciado e induciendo marcadores del estado pluripotente. Como células 

pluripotentes, las iPSCs tienen la capacidad de generar todos los tipos de células de 

las tres capas embrionarias. Las células iPSCs humanas se han diferenciado en 

diversas células somáticas, incluyendo adipocitos, cardiomiocitos, células 

hematopoyéticas primitivas, células β-pancreáticas y varios tipos de células 

neuronales (RandBSystems, 2016). 

 

Las células pluripotentes inducidas son capaces de diferenciarse en células 

de tejidos pertenecientes a las tres capas germinales de un embrión: 

endodermo, mesodermo y ectodermo, de formar teratomas y ratones 

quiméricos. Se ha demostrado que las células iPSCs son idénticas en 
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muchos aspectos y diferentes en otros a las células troncales embrionarias. 

Por ejemplo, son iguales en morfología, expresión de ciertos genes 

y proteínas, patrones de metilación del DNA, tiempo de duplicación celular y 

capacidad de diferenciación a células de otros tejidos. Sin embargo, el 

mecanismo mediante el cual se inducen y su relación con las ESCs sigue 

aún en investigación (Liu et al., 2011). Y debe tomarse en cuenta que el uso 

de las iPSCs tiene menos consideraciones éticas que las ES, además de que 

las iPSC tienen menor predisposición de formar teratomas  

En 2006, se demostró que células troncales con propiedades similares a las 

ESCs podrían generarse a partir de fibroblastos de ratón mediante la 

introducción simultánea de cuatro genes, Oct4, Klf4, Sox2 y c-Myc 

(Takahashi et al., 2006). Estas células fueron denominadas células troncales 

pluripotentes inducidas. En el año 2007 se introdujeron en fibroblastos 

humanos los mismos factores de transcripción (factores de Yamanaka) para 

generar las primeras iPSCs humanas (Takahashi et al., 2007).  

Las iPSCs se han derivado de un número de especies diferentes, incluyendo 

seres humanos, ratas y monos rhesus, mediante la expresión de los cuatro 

factores de Yamanaka, demostrando que las características fundamentales 

de la red transcripcional que rige la pluripotencia permanece conservada 

durante la evolución. De forma similar, las iPSCs se han generado de 

diferentes poblaciones de células somáticas, tales como queratinocitos, 

células neuronales, melanocitos, células β-pancreáticas y linfocitos 

diferenciados terminalmente mostrando la versatilidad y universalidad de la 

pluripotencia inducida (Stadtfeld et al., 2010). 

Los estudios en fibroblastos sugieren que los mecanismos de la 

reprogramación siguen una secuencia organizada de eventos, que comienza 

con la regulación negativa de marcadores somáticos (Stadtfeld et al., 2008) y 

cambios morfológicos que conllevan una transición mesénquima-epitelio 

(MET), mediante la inactivación de genes como la  

E-cadherina y la señalización del receptor de la proteína morfogénica de 
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hueso (BMP) (Samavarchi-Tehrani et al., 2010). Estos eventos son seguidos 

por la activación de los primeros marcadores de pluripotencia como el 

Antígeno Embrionario de Estado Específico (SSEA-1), fosfatasa alcalina y la 

proteína 15 de la familia F-box (Fbox15) antes que expresen genes de 

pluripotencia auténticos como Nanog u Oct4 y las células se independicen de 

la expresión del factor exógeno (Brambrink et al., 2008). Cabe destacar que 

la adquisición de pluripotencia puede no ser completa tras la independencia 

de la expresión del factor exógeno y la activación de los genes de 

pluripotencia endógena, y puede continuar durante varias rondas de división 

celular (Marion et al., 2009; Polo et al., 2010). Otro paso importante es la 

activación de factores endógenos entre los que se encuentra la 

desrrepresión epigenética del locus del gen Nanog endógeno por los factores 

de reprogramación (Figura 7).  

El gen Nanog y otros genes relacionados con el carácter pluripotente se 

activan tardíamente durante la reprogramación y por lo tanto representan un 

paso limitante para la conversión eficiente de las células somáticas en iPSCs. 

La sobreexpresión simultánea de Nanog (Hanna et al., 2009), así como de 

otros factores transcripcionales asociados a la pluripotencia como Tbx3 

(Hanna et al., 2010) y Sall4 (Tsubooka et al., 2009) a la par del uso de los 

factores exógenos de reprogramación Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc mejoran y 

aceleran la reprogramación. 

Los promotores de genes de pluripotencia como Nanog y Oct4 son 

silenciados de forma estable por el proceso de metilación del DNA en células 

somáticas (Gidekel y Bergman, 2002), lo que probablemente interfiere con la 

unión del factor de transcripción y la activación de los genes durante la 

reprogramación. No es claro cómo se supera este obstáculo durante la  

generación de las iPSCs, pero se han postulado mecanismos basados en la 

desmetilación del DNA (Hochedlinger y Plath, 2009). Así mismo, las vías de 

muerte celular, como la vía de p53, tendrían que ser inactivadas para 

asegurar la supervivencia de las células (Jackson-Grusby et al., 2001). En 
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apoyo a esta hipótesis, los fibroblastos sometidos a la reprogramación han 

demostrado la capacidad de inactivar la vía de inhibición de ciclinas 

relacionada con el control del ciclo celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Proceso de dos estados de reprogramación de células somáticas. Se 

ha propuesto una división de La reprogramación en dos etapas. En una primera 

fase, Oct4 y Sox2 reprimen los genes asociados con el linaje de la célula somática y 

re-establecen el epigenoma de la célula hacia un modo de cromatina permisiva 

colocando a la célula en un estado tipo embrionario. La segunda etapa permite que 

los factores de reprogramación reactiven el proceso auto-regulatorio endógeno que 

desencadena la red transcripcional de pluripotencia (Perla Cota, 2013). 

 

Una pregunta por abordar es si la reprogramación de las iPSCs interviene en 

el desarrollo normal de las células diferenciadas, y si el fenómeno de 

reprogramación conlleva a estados similares a los progenitores antes de 

adquirir la pluripotencia. La aparición de células parcialmente 
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reprogramadas, que exhiben fenotipos similares independientemente del tipo 

de células iniciales (Mikkelsen et al., 2008) argumenta contra la 

desdiferenciación en progenitores específicos de linaje celular. Sin embargo, 

una respuesta definitiva a esta pregunta requerirá el análisis de poblaciones 

de células somáticas bien definidas, tales como linfocitos, fibroblastos y el 

cultivo de células en medios que permitan la detección de poblaciones de 

células progenitoras potencialmente raras y transitorias. 

Un proceso importante para entender los mecanismos de reprogramación es 

la generación de métodos eficaces sin la integración de DNA exógeno para 

la reprogramación de células somáticas. Se han desarrollado métodos de 

inducción alternativos que implican la expresión transitoria de factores de 

reprogramación, incluyendo adenovirus, plásmidos, transposones, virus 

Sendai, micro RNAs sintéticos, proteínas recombinantes y recientemente 

compuestos químicos. Actualmente, los vectores episómales, los virus 

Sendai y los micro RNAs sintéticos se utilizan ampliamente para generar las 

iPSCs sin integración. Se emplean también combinaciones de medios 

químicamente definidos y proteínas de matriz recombinante, como 

vitronectina o laminina, para la generación y mantenimiento de las iPSCs 

humanas (Takahashi y Yamanaka, 2016). Aún existe un gran debate sobre el 

mejor método para la reprogramación de células somáticas en iPSCs, así 

como la forma de evaluar la "troncalidad" de una célula iPS en comparación 

con una línea de células embrionarias (Lister et al., 2011). Es importante 

considerar que los factores exógenos, los antecedentes genéticos y 

epigenéticos de origen tisular de las iPSCs, se desconocen (Hanna et al., 

2010), por lo que se esperan ciertas diferencias en la epigenética de estas 

células y las ESCs (Lister et al., 2011). Sin embargo, el advenimiento de la 

reprogramación  de células somáticas hacia iPSCs ha permitido generar 

cualquier tipo de célula de interés a partir de las propias células somáticas de 

un paciente y desarrollar tratamientos farmacológicos específicos para cada 

paciente. Por otra parte, estas técnicas ofrecen un suministro casi ilimitado 
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de células humanas que pueden ser depositadas en repositorios y ser 

compartidas entre diferentes laboratorios del mundo.  

El uso de la tecnología de iPSCs recientemente desarrollada por Shinya 

Yamanaka y Kazutoshi Takahashi (Premios Nobel de Medicina o Fisiología, 

2012), puede ser atractivo para superar retos de la investigación biomédica.  

Lo más relevante de las iPSCs humanas derivadas de cualquier tipo de 

célula somática de pacientes con alguna patología en particular, es el fondo 

patogénico específico del paciente, proporcionando información importante 

para el modelado molecular. Así, las iPSCs son un puente entre los modelos 

animales y los ensayos clínicos, dado que las vías y las redes de 

señalización proporcionan un marco ideal para la integración de los 

mecanismos degenerativos involucrados permitiendo establecer nuevos 

blancos terapéuticos.  

4.1.8 Células troncales cancerígenas (CSCs) 

El cáncer es una enfermedad heterogénea dada la variabilidad celular 

intratumoral, lo que contribuye al fracaso de la terapia y la progresión de la 

enfermedad (Hanahan et al., 2011). Un tumor no es un conjunto de células 

malignas homogéneas, sino un ecosistema complejo que contiene células 

tumorales, así como diversos tipos endoteliales infiltrantes, hematopoyéticos, 

estromales y otros, que pueden influir en la función del tumor en su conjunto 

(Figura 8). Estos tipos de células extrañas pueden influir directamente en las 

células tumorales y crear cambios metabólicos como un entorno hipóxico y 

fluctuaciones de nutrientes, contribuyendo a la función heterogénea de las 

células malignas  (Junttila et al., 2013). 
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Figura 8.  Modelos de heterogeneidad en células cancerígenas. Las células 

cancerosas de muchos fenotipos diferentes tienen el potencial de proliferar 

ampliamente, pero cualquier célula tendría una baja probabilidad de exhibir este 

potencial en un ensayo de clonogenicidad o tumorigenicidad. La mayoría de las 

células cancerosas sólo tienen un potencial proliferativo limitado, pero un 

subconjunto de células cancerosas prolifera constantemente en ensayos 

clonogénicos y pueden formar nuevos tumores al ser trasplantadas El modelo de 

células troncales cancerígenas mostrado en la figura b predice que un subconjunto 

distinto de células se enriquece por la capacidad de formar nuevos tumores, 

mientras que la mayoría de las células pierden esta capacidad. Los enfoques 

terapéuticos existentes se basan en gran medida en el modelo mostrado en a para 

células cancerígenas sin propiedad de clonogenicidad (Reya et al., 2001). 

 

Las múltiples investigaciones sobre el cáncer están proporcionando una 

mayor comprensión de los mecanismos subyacentes de la heterogeneidad 

tumoral y de los mecanismos relacionados con la resistencia a la terapia, la 

progresión del tumor y la recurrencia. La secuenciación genómica avanzada 

ha mostrado que el cáncer es una mezcla heterogénea de células 

genéticamente distintas generadas por la división y ramificación celular 

(Burrell et al., 2013; Greaves et al., 2012). Existen evidencias que relacionan 

las vías de desarrollo y las modificaciones epigenéticas (metilación del DNA, 

modificación de las histonas, apertura de la cromatina y micro RNAs 

(miRNA)) como las causas principales de la heterogeneidad funcional. Estos 
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procesos se atribuyen generalmente al mantenimiento de jerarquías de 

células troncales de tejidos normales (Figura 8) (Meacham et al., 2013; 

Nguyen et al., 2012). De forma similar, los determinantes no genéticos crean 

tejidos tumorales organizados jerárquicamente donde existe una 

subpoblación de células cancerígenas troncales autorrenovables 

mantenimiento el número de células cancerígenas en el tumor. No obstante, 

sigue existiendo una gran controversia sobre qué tipos de tumores están 

jerárquicamente organizados y cómo definir mejor las CSCs. 

Las CSCs, como las células troncales de tejido normal, poseen capacidad de 

autorrenovación; sin embargo, la autorrenovación está típicamente 

desregulada en las CSCs. En numerosos tipos de cáncer, las CSCs 

representan una población distinta que se puede aislar del resto de las 

células tumorales, presentando repoblación celular a largo plazo (Nguyen et 

al., 2012). Sin embargo, en algunos tipos de cáncer no ha sido posible 

distinguir CSCs de las no CSCs porque la mayoría de las células cancerosas 

tienen característica de troncalidad. Tales tumores parecen ser homogéneos, 

en la actualidad existe evidencia con respecto a ciertas células cancerosas al 

poder transitar entre estado de troncalidad hacia uno cancerígeno. Por lo 

tanto, a pesar de que algunos tumores no pueden ser organizados en una 

jerarquía rígida, el estado de troncalidad contribuye a una variedad de 

funciones que permiten a las células sobrevivir a la terapia anti-cáncer, 

siendo las CSCs las contribuyentes principales al fracaso de la terapia, 

independientemente si son poblaciones únicas de CSCs o células troncales 

en transición cancerígena.  
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Con base en ensayos funcionales de células iniciadoras de tumores o células 

iniciadoras de leucemias con capacidad de proliferación, renovación y por 

sus similitudes, se establecen las siguientes características de una CSC 

(Clarke, 2006): 

1. Generar un xenoinjerto que sea representativo del tumor original. 

2. Autorrenovarse a partir de diluciones clonales en ensayos de 

xenoinjerto.  

3. Generar células hijas que pueden poseer capacidad proliferativa, pero 

incapaces de establecer o mantener el clon tumoral tras varios 

pasajes. 

4.1.9 Diferenciación de células troncales a linaje neural 

El mantenimiento de la pluripotencia de las células troncales permite que se 

multipliquen continuamente en cultivo mientras se previene la diferenciación 

a otros linajes celulares. Cualquier interrupción del sistema de soporte de 

pluripotencia (por ejemplo, retirando factores claves del medio de cultivo o 

forzando a las células troncales a crecer en suspensión) promueve la 

diferenciación espontánea a varios linajes celulares. Debido a la naturaleza 

estocástica de la diferenciación espontánea de las células troncales se 

generan otros tipos de células; por lo tanto, la diferenciación espontánea no 

es un método eficiente para generar células neurales. Por lo tanto, se 

requieren ciertos factores que dirijan de manera específica la diferenciación 

de dichas células al linaje neuronal. La adición de factores instructivos y la 

eliminación de factores preventivos forman la base de la diferenciación 

dirigida dando como resultado un mejor rendimiento de células progenitoras 

neurales. Una vez que las células troncales se diferencian a células neurales 

mantienen la expresión de Sox2 y comienzan a expresar otros marcadores 

neuroepiteliales como Nestina, Sox1, Sox3, PSA-NCAM y MUSASHI (Dhara 

et al., 2008). 
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Se han utilizado diferentes factores o moléculas de señalización, 

suplementos/aditivos y medios condicionados para diferenciar células 

troncales a linajes neurales (Carpenter et al., 2001), si bien se desconoce el 

papel específico de muchos de los componentes (como suplementos de 

medios de cultivo) en la promoción de la diferenciación. La diferenciación 

neural a partir de células troncales proporciona conocimientos sobre los 

mecanismos implicados en la diferenciación de células troncales permitiendo 

una mejor comprensión de la señalización global que subyace a dicha 

diferenciación in vitro. Los inductores y vías de señalización exploradas 

incluyen el ácido retinoico, Wnt/β-catenina, TGF/BMP, Notch, FGF, citocinas, 

Sonic Hedgehog, JNK/MAPK y la vía de las neurotrofinas, entre otros (Figura 

9) (Chuang et al., 2015), lo que permite la exploración de la biología de las 

células troncales y su aplicación en medicina regenerativa (Zimmerman et al., 

1996). 

4.1.10 Marcadores de diferenciación neuronal 

La neurogénesis en el hipocampo adulto es un proceso dado por la división 

de una célula precursora y un proceso de múltiples etapas (proliferación, 

diferenciación, migración, orientación e integración sináptica) que termina 

con la formación de una nueva neurona postmitótica funcionalmente 

integrada a un circuito neuronal. Durante los períodos específicos de la 

neurogénesis se expresan varios marcadores que se correlacionan con las 

etapas de diferenciación a lo largo del proceso, desde células progenitoras 

precoces hasta neuronas postmitoticas recién generadas. Los marcadores 

que se utilizan ampliamente para la investigación de la neurogénesis del 

hipocampo adulto son la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), Nestina, Pax6, 

NeuroD, molécula de adhesión celular neural polisialilada (PSA-NCAM), 

doblecortina (DCX), proteína de crecimiento axonal (TUC-4), βIII Tubulina, 

calretinina, calbindina, MAP2 y NeuN. El descubrimiento y desarrollo de 

marcadores específicos que permiten el seguimiento en tiempo y determinar 

el destino de las neuronas durante la neurogénesis de manera detallada y 
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precisa no sólo es útil para obtener información sobre la génesis de las 

nuevas neuronas en el hipocampo, sino también de utilidad en el proceso de 

maduración neuronal in vitro, permitiendo el desarrollo de estrategias para la 

intervención terapéutica y el estudio de modelos biológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Vías de señalización involucradas en la diferenciación neural de 

células troncales. Los inductores conocidos que inducen a las células troncales a 

diferenciarse en fenotipos neurales son el ácido retinoico (RA), la vía Wnt/β-

catenina, el factor de crecimiento transformante (TGF), la proteína morfogénica de 

hueso (PMB), la vía de Notch, el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), citocinas, 

Sonic Hedgehog (Hh), la vía JNK/MAPK, y las neurotrofinas, entre otros. Estos 

inductores median la señalización de moléculas que provocan la diferenciación de 

las células troncales a células neurales que pueden derivar en fenotipos neuronales 

(Chuang et al., 2015).  
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El proceso neurogénico en el adulto puede dividirse en seis etapas de 

desarrollo (Figura 10) (Kempermann et al., 2004; Ming et al., 2005). 

• Etapa 1. Las células tipo 1 son un grupo de células troncales neurales 

con morfología tipo glia-radial (Filippov et al., 2003), que expresan GFAP, 

un marcador astrocítico, y Nestina (Fukuda et al., 2003). 

• Etapas 2-4. Las células tipo 1 se dividen asimétricamente (o así se 

pensaba que ocurría, sin embargo, de acuerdo a Álvarez-Buylla 2017, 

comunicación personal (Obernier et al., en preparación), no existe 

evidencia de división asimétrica en las células troncales neurales, NSCs, 

y éstas se van consumiendo conforme se generan células tipo C y una 

pocas se dividen de forma simétrica. Además una vez divididas entran en 

un segundo período de quiescencia y son esporádicamente reactivadas 

para generar las neuronas del bulbo olfatorio meses después de 

autorenovarse), generando células hijas denominadas células tipo 2, que 

formarán posteriormente tres tipos consecutivos de células progenitoras, 

las que pueden caracterizarse por la capacidad de proliferación, 

morfología específica y diferenciación neuronal gradualmente creciente 

(Gould et al., 1992; Parent et al., 1997). Las células tipo 2 son GFAP 

negativas y más proliferativas (Kronenberg et al., 2003).  A partir de éstas 

se generan dos subtipos: las tipo 2a, Nestina  positivas y GFAP positivas 

o negativas (marcadores de neuronas inmaduras); las tipo 2b, Nestina y 

doblecortina (DCX) positivas (Brown et al., 2003), y las células tipo 3, las 

cuales expresan la molécula de adhesión de células neurales 

polisialiladas (PSA-NCAM), son DCX positivas y Nestina negativas 

(Brandt et al., 2003).  Así, los tres tipos de células (2a, 2b y 3) comparten 

algunas características durante las tres etapas que se clasifican dentro 

del linaje neuronal. 

• Etapa 5. Después de las tres etapas anteriores, las células son inducidas 

a finalizar el estado proliferativo y entrar a una etapa postmitótica 

iniciando el desarrollo neuronal temprano y expresando marcadores de 

neuronas inmaduras como DCX y calretinina (Li et al., 2002). 
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• Etapa 6. Esta es la etapa de las células maduras, que en última instancia 

expresan MAP2, calbindina y NeuN. Las nuevas células son positivas a 

calretinina y se transforman en células calbindina positivas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Marcadores de diferenciación neuronal en el hipocampo adulto. Los 

marcadores que se utilizan ampliamente en la investigación de la neurogénesis del 

hipocampo adulto son la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), Nestina, Pax6, NeuroD, 

PSA-NCAM, doblecortina (DCX), TUC-4, Tuj-1, calretinina, calbindina, MAP2 y 

NeuN. El descubrimiento y desarrollo de marcadores específicos que permiten el 

seguimiento del curso temporal y el destino de las células durante la neurogénesis 

de una manera detallada y precisa no sólo son útiles para obtener información sobre 

la génesis de las nuevas neuronas en el hipocampo, sino también para el desarrollo 

de estrategias para intervenciones terapéuticas mediante el estudio in vitro del 

proceso (von Bohlen Und Halbach, 2007). 
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4.1.11 Factores neurotróficos 

Las neurotrofinas son importantes reguladores de la supervivencia neuronal, 

el desarrollo, la función y la plasticidad (Huang et al., 2001). El factor de 

crecimiento neural (NGF), el primer factor que se caracterizó, fue descubierto 

durante una búsqueda de tales factores de supervivencia (Levi-Montalcini, 

1987). Hay cuatro neurotrofinas caracterizadas en mamíferos, el NGF, el 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3) y la 

neurotrofina-4 (NT-4), derivadas de un gen ancestral común y son similares 

en secuencia y estructura por lo que son denominadas colectivamente 

neurotrofinas (Hallbook, 1999). Los miembros de otras familias de proteínas, 

especialmente la familia del factor neurotrófico derivado de células gliales 

(GDNF) y las citocinas, también regulan la supervivencia, el desarrollo y la 

función de las neuronas en el sistema nervioso. 

Las neurotrofinas señalizan a través de los tres miembros de receptores de la 

familia de cinasas de tirosina (Trks, cinasas relacionadas con la 

tropomiosina; (Bothwell, 1995). Las neurotrofinas se unen directamente y 

dimerizan estos receptores dando como resultado su activación, por la 

autofosforilación de los residuos intracelulares del receptor. El NGF es 

específico para el receptor TrkA, BDNF y NT-4 son específicos para TrkB, 

NT-3 activa a TrkC y activa menos eficazmente a los otros receptores Trk. La 

señalización mediada por los receptores Trk promueve la supervivencia y/o la 

diferenciación en todas las poblaciones neurales (Barrett et al., 1994).  

La unión de las neurotrofinas a los receptores Trk induce la fosforilación de 

residuos de tirosina en los dominios citoplásmaticos de estos receptores. Los 

receptores Trk contienen diez tirosinas evolutivamente conservadas de las 

cuales tres (Tyr670, Tyr674 y Tyr675) controlan la actividad de cinasa (Inagaki et 

al., 1995). La fosforilación de estos residuos de tirosina activan al receptor, y 

la fosforilación de los otros residuos que promueve la señalización mediante 

la creación de sitios de reconocimiento por proteínas adaptadoras que 

contienen motivos de unión a fosfotirosina (PTB) o SH-2 (Pawson et al., 
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2000). Estas proteínas adaptadoras acoplan a los receptores Trk a cascadas 

de señalización intracelular, que incluyen la vía de las cinasas Ras/ERK, la 

ruta de la 3-cinasa de fosfatidilinositol (PI3K/Akt) y la fosfolipasa C (PLC) 

(Figura 11) (Kaplan et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Vías de señalización de los receptores Trk. La unión de neurotrofinas 

a receptores Trk conduce al reclutamiento de proteínas que interactúan con 

residuos de fosfotirosina en los dominios citoplásmicos de los receptores Trk. Estas 

interacciones conducen a la activación de vías de señalización, como las vías Ras, 

3-cinasa de fosfatidilinositol (PI3K) y fosfolipasa C (PLC), resultando en la activación 

de la expresión génica, la supervivencia neuronal y el crecimiento neurítico (Huang  

et al., 2001). 
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4.2 Demencia 

La demencia es un síndrome de naturaleza crónica y progresiva 

caracterizado por el deterioro de la función cognitiva (es decir, la capacidad 

para procesar el pensamiento), más allá de lo que podría considerarse una 

consecuencia del envejecimiento normal. La demencia afecta la memoria, el 

pensamiento, la orientación, la comprensión, el cálculo, la capacidad de 

aprendizaje, el lenguaje y el juicio. El deterioro de la función cognitiva suele ir 

acompañado, y en ocasiones es precedido, por el deterioro del control 

emocional, el comportamiento social o la motivación.  

En el mundo entero existen 47 millones de personas que padecen demencia, 

y cada año se registran 7.7 millones de nuevos casos (Alzheimer´s 

Association, 2017; OMS, 2015). La OMS ha estimado que para el año 2025 

la población de personas con 60 y más años de edad será aproximadamente 

1.2 mil millones, un incremento del 223% de la población en 1970 y se 

espera que para el 2050 se triplique el número de casos de Demencia a nivel 

mundial (Snyder et al., 2016). La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa 

más común de demencia en países industrializados representando más del 

60% de los casos (Abdulrahman et al., 2014).  

La incidencia actual de demencia en México se estima en 860,000 casos, 

con base en la tasa de 25.55 por cada 1000 personas al año, detectando los 

casos de manera individual. Se espera que este número supere los 3.5 

millones de personas para el 2050, sin ninguna forma de detener o disminuir 

la progresión (Gutierrez-Robledo et al., 2015; Prince et al., 2012; Wong et al., 

2017). De acuerdo con la Sociedad Internacional de Alzheimer, se prevé que 

los países de América Latina presenten uno de los mayores aumentos en la 

prevalencia de demencia en los próximos 35 años, mayor al 400% en 

México, Brasil, Perú y Centroamérica entre los años 2010 y 2050 (Gutierrez-

Robledo et al., 2015). Este aumento de la prevalencia de demencia en 

América Latina y el Caribe se ve agravado por las deficiencias en 
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infraestructura de salud existentes, la falta de acceso a servicios de salud y 

servicios sanitarios, según la Organización Panamericana de Salud. 

La demencia afecta a cada persona de manera diferente, dependiendo del 

impacto de la enfermedad y de la personalidad del sujeto antes de empezar 

a padecerla. Los signos y síntomas relacionados con la demencia se pueden 

entender en tres etapas. 

Etapa temprana. A menudo pasa desapercibida, ya que el inicio es 

paulatino; los síntomas más comunes incluyen: 

➢ Tendencia al olvido 

➢ Pérdida de la noción del tiempo 

➢ Desubicación espacial, incluso en lugares conocidos 

Etapa intermedia. A medida que la demencia evoluciona a esta etapa, los 

signos y síntomas se vuelven más evidentes y más limitantes. En esta etapa 

las personas afectadas: 

➢ Empiezan a olvidar acontecimientos recientes, así como los 

nombres de las personas 

➢ Se encuentran desubicadas en su propio hogar 

➢ Tienen cada vez más dificultades para comunicarse 

➢ Empiezan a necesitar ayuda con el aseo y cuidado personal 

➢ Sufren cambios de comportamiento, por ejemplo, dan vueltas por 

la casa o repiten las mismas preguntas 

Etapa tardía. En la última etapa de la enfermedad, la dependencia y la 

inactividad son casi totales. Las alteraciones de la memoria son graves y los 

signos y síntomas físicos se hacen más evidentes. Los síntomas incluyen: 

➢ Una creciente desubicación en el tiempo y en el espacio 

➢ Dificultades para reconocer a familiares y amigos, e incluso 

dificultad para reconocer su propia imagen en el espejo. 
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➢ Una necesidad cada vez mayor de ayuda para el cuidado personal 

➢ Dificultades para caminar 

➢ Alteraciones del comportamiento que pueden exacerbarse y 

desembocar en agresiones 

4.2.1. Enfermedad de Alzheimer (EA) 

La EA está definida clínicamente por una pérdida progresiva de las funciones 

cognitivas, particularmente la memoria. Es un trastorno neurodegenerativo 

caracterizado por la pérdida de neuronas y sinapsis, lo que resulta 

en atrofia de las regiones afectadas, incluyendo degeneración en el lóbulo 

temporal, parietal, partes de la corteza frontal y la circunvolución cingulada 

(Figura 12).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Cambios morfológicos en el cerebro de una persona con 

enfermedad de Alzheimer. La corteza cerebral se encoge, dañando las áreas del 

cerebro usadas para pensar, planear y recordar. El encogimiento es especialmente 

severo en el hipocampo, un área de la corteza con una función clave en la 

formación de nuevos recuerdos, y los ventrículos se vuelven más grandes 

(Alzheimer´s-Association, 2017). 
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4.2.2. Etiopatogenia de la EA 

Histopatológicamente se caracteriza por la presencia de dos tipos de 

lesiones en el cerebro: las placas neuríticas (PN) y las marañas 

neurofibrilares (MNFs) (Figura 13). Las primeras son depósitos compuestos 

por un núcleo fibrilar del péptido amiloide β (Aβ), producto del procesamiento 

de la proteína precursora amiloidea (APP), rodeado por neuritas distróficas, 

mientras que el segundo tipo de lesión son depósitos de la proteína tau 

hiperfosforilada y truncada en el extremo carboxilo, en forma de filamentos 

helicoidales apareados. La acumulación de estas dos lesiones lleva a la 

pérdida de la función neuronal y a la muerte celular (De Strooper et al., 2010; 

Garcia-Sierra et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Etiopatogenia de la Enfermedad de Alzheimer. La histología cerebral 

muestra la presencia de marañas neurofibrilares intracelulares de proteína tau 

hiperfosforilada y agregados de la proteína amiloide β (placas amiloideas) (Pinterest, 

2017). 

 

Marañas 
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La fisiopatología de la EA está relacionada con la lesión y muerte de las 

neuronas, iniciando en la corteza entorrinal y progresando al hipocampo. La 

hipótesis de la cascada amiloidea sugiere que la deposición de Aβ provoca 

disfunción y como consecuencia, muerte neuronal en el cerebro. El Aβ, es un 

péptido corto, subproducto proteolítico de la proteína precursora amiloidea 

(APP), una proteína transmembranal cuya función no está clara, pero que se 

cree participa en el desarrollo neuronal (Figura 14) y la plasticidad neuronal 

(Cardenas-Aguayo et al., 2014). Los monómeros de Aβ son solubles y 

contienen regiones cortas hojas β plegada las cuales se agregan para formar 

oligómeros y luego fibrillas amiloideas. Estas fibrillas se depositan fuera de 

las neuronas en densas formaciones conocidas como placas seniles o placas 

neuríticas o en agregados menos densos placas difusas, y a veces en las 

paredes de los pequeños vasos sanguíneos en el cerebro, en un proceso 

llamado angiopatía amiloidea (Masters et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Procesamiento proteolítico de la proteína precursora amiloidea 

(APP). Vía no amiloidogénica con la escisión de APP por el complejo α y γ secretasa 

y vía amiloidogénica con la escisión de APP por el complejo β y γ secretasa. Esta 

última permite la generación del péptido amiloide β (Aβ) y la formación de placas 

amiloideas (Rius-Perez et al., 2015). 
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En la EA también ocurre la agregación anormal de la proteína tau, una 

proteína asociada a microtúbulos que también se expresa en las neuronas, 

donde estabiliza los microtúbulos en el citoesqueleto celular. Como la 

mayoría de las proteínas asociadas a los microtúbulos, tau está normalmente 

regulada por fosforilación. En los pacientes con la EA, la proteína tau 

hiperfosforilada se acumula como filamentos helicoidales apareados 

formando agregados dentro de los cuerpos de las células nerviosas 

denominados marañas neurofibrilares (Figura 15) (Cardenas-Aguayo et al., 

2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Hiperfosforilación de la proteína tau. La estabilización de los 

microtúbulos por la proteína tau está regulada por cinasas y fosfatasas. La 

hiperfosforilación anormal de las proteínas tau provoca una despolimerización de los 

microtúbulos y la formación de monómeros de tau citoplasmático insoluble, los 

cuales se agregan para formar oligómeros y posteriormente formar filamentos 

helicoidales apareados, que se ensamblan para producir las marañas neurofibrilares 

(Pinterest, 2017). 
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El mecanismo responsable de la formación de placas amiloideas y de las 

marañas neurofibrilares aún se desconoce. Sin embargo, se sabe que 

inducen la lesión y la muerte de las neuronas, y como consecuencia la 

pérdida de memoria y cambios sintomáticos de comportamiento, así como 

procesos anormales como la liberación de neurotransmisores, como el 

glutamato que contribuye a la muerte neuronal e inflamación. La 

neuroinflamación también se encuentra involucrada en la compleja cascada 

que conduce a la patología de la EA. La respuesta inmunológica asociada a 

la patología por aumento de la concentración de citocinas proinflamatorias en 

fluidos como la sangre y el líquido cefalorraquídeo pueden ser causa o 

consecuencia de la EA, pero aún no se entiende completamente la 

inflamación dentro del cerebro, que incluye aumento de la reactividad de la 

microglia residente a los depósitos de amiloide, la cual se ha implicado en la 

patogénesis y progresión de la EA (Hampel et al., 2011). 

4.2.3. Clasificación de la EA 

La EA es causada por interacciones complejas entre componentes 

genéticos, epigenéticos y factores ambientales. Mutaciones en tres genes 

(APP, presenilinas (PSEN) 1 y 2, y proteína tau), son responsables de la 

aparición temprana de la enfermedad o Alzheimer familiar (FAD; < 60 años), 

las cuales explican el 1% de los casos de la EA. El envejecimiento es el 

factor de riesgo no genético conocido más importante para la aparición tardía 

de la EA (EA esporádica, SAD) (Figura 16) (Bertram et al., 2012). Los 

posibles factores de riesgo ambientales para la aparición tardía de la EA 

incluyen traumatismos craneoencefálicos, hiperlipidemia, hipertensión, 

homocistinuria, diabetes mellitus y obesidad. Sin embargo, varias de estas 

asociaciones siguen siendo controversiales. Las combinaciones del alelo 

ApoE4 en forma homocigota, con uno o más de estos factores de riesgo 

ambientales pueden aumentar la probabilidad de aparición tardía de la EA y 

el deterioro cognitivo relacionado con la edad (Farrer et al., 1997).  
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Figura 16. Clasificación de la Enfermedad de Alzheimer. 

 

4.2.4. Modelos de estudio de la EA 

La búsqueda e identificación de genes causales de la EA han resultado en la 

generación de más de 150 modelos de ratones transgénicos, por sobre-

expresión de uno o más genes mutados de la APP humana, PSEN 1/2 o 

tau. Estos modelos transgénicos han permitido la comprensión de algunos 

mecanismos involucrados en la patogénesis de la EA y han promovido 

nuevos blancos terapéuticos y estrategias para el tratamiento de la 

enfermedad. Sin embargo, ninguno refleja todas las características 

patogénicas y clínicas de la EA, en particular del tipo esporádico, que 

constituye el mayor número de los casos. Diferentes combinaciones y grados 

de mutaciones de genes conducen a una gran variedad de fenotipos de la 

EA (Bilkei-Gorzo, 2014).  

A pesar de la presencia de placas de Aβ y la pérdida neuronal que se 

observa en casi todos los modelos animales (pero que no es predominante 
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en la neuropatología de Alzheimer), las marañas neurofibrilares sólo pueden 

ser generadas en las líneas de transgénicos que sobre-expresan la proteína 

tau humana mutada (mutación de la demencia frontotemporal). Por otra 

parte, la pérdida neuronal colinérgica se puede observar en varias líneas de 

animales transgénicos, pero la pérdida neuronal masiva en el cerebro se 

observa raramente en estos modelos. Así, los modelos actuales de animales 

transgénicos no reproducen completamente la progresión de la EA 

humana. Además, los animales transgénicos portadores de genes 

autosómicos dominantes de la EA familiar pueden tener limitaciones en el 

modelado de la EA esporádica debido a que no existen mutaciones 

asociadas a este tipo de la enfermedad (Kuhn et al., 2007).  

Algunos fármacos promisorios han alcanzado la fase final de las pruebas 

clínicas (Fase III), pero no han prevenido el deterioro cognitivo (Doody et al., 

2013; Doody et al., 2014).  Las causas principales pueden ser dos: la falta de 

datos en individuos humanos para la estratificación con éxito (que separa la 

población de pacientes) de acuerdo con fenotipos de la enfermedad y/o 

perfiles de riesgo genético (Blennow, 2010; Wolozin, 2012), y las diferencias 

entre especies, ya que los factores de riesgo presentes en los seres 

humanos no se pueden modelar de manera adecuada en los roedores. Por 

ejemplo, mientras que las variantes en el gen ApoE son los factores de 

riesgo genético más fuertes para la EA esporádica identificados hasta la 

fecha (Bertram et al., 2008; Corder et al., 1993), el genoma de los roedores 

tiene sólo una versión de este gen. 

Un importante número de modelos murinos han permitido el estudio in 

vivo de los fenotipos de la EA en el cerebro, y son la base de nuestra actual 

comprensión mecanicista de la enfermedad. Sin embargo, un inconveniente 

común a estos modelos es que típicamente sólo reproducen aspectos 

específicos de fenotipos de la EA, tales como placas de Aβ o las marañas 

neurofibrilares, pero no todo el espectro de la enfermedad, ya que la EA no 

es una enfermedad propia de murinos y sólo se presenta en seres humanos 
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(Webster et al., 2014). Por otra parte, la mayoría de los modelos en el ratón 

se centran sólo en las mutaciones causantes de la EA familiar, tales como los 

genes que codifican las PSEN 1 y 2, y la APP. Estos casos representan un 

porcentaje muy pequeño de la carga general de la EA humana.  

Aunque los modelos derivados de la FAD son de gran valor la mayoría de los 

casos clínicos son de tipo esporádicos. Las bases genéticas de este tipo de 

EA pueden ser el resultado de un efecto combinatorio o aditivo de 

polimorfismos de nucleótido único (SNPs), identificados sólo en estudios de 

asociación de genoma completo (GWAS) (Lambert et al., 2013), mientras 

que la penetrancia de la enfermedad puede depender de una serie de 

factores de riesgo no genéticos, tales como la edad, traumatismos cefálicos, 

diabetes mellitus, el estrés cotidiano y los tóxicos ambientales, entre 

otros. Estudiar el impacto distinto de los SNPs asociados con la EA en 

modelos murinos es un reto, ya que estas variantes se encuentran a menudo 

en las regiones no codificantes del genoma humano. 

El uso de las más recientes y rápidas técnicas de edición genómica (como 

CRISPR) para insertar varios SNPs en regiones homólogas del genoma del 

ratón sería una alternativa para estos estudios, pero enfrentarían dificultades 

dada la ausencia de secuencias génicas en los modelos transgénicos 

propias de los humanos.  Se desconoce si un único SNP es la causa de la 

enfermedad, o si se trata de una combinación de varios SNPs. Por lo tanto, 

se necesitan modelos más representativos para facilitar la investigación de la 

EA y explorar estrategias terapéuticas más eficaces para su tratamiento 

(Mungenast et al., 2016). 

El estudio de las enfermedades del cerebro humano se ve obstaculizado por 

las dificultades inherentes a la obtención de material (biopsias de cerebro) in 

vivo. La capacidad para generar cultivos neuronales a partir de cerebros 

humanos post-mortem depende en gran medida de la calidad del tejido 

cerebral (Verwer et al., 2002), y situaciones como la hipoxia, el coma o el 

daño cerebral isquémico podrían añadir variables de confusión a estos 
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estudios, sin mencionar la enorme dificultad de acceder a fuentes confiables 

de tejido cerebral humano (con tiempos post-mortem cortos, no mayores de 8 

horas, que garanticen la integridad de la muestra).  

4.2.5. Ventajas del uso de DPSCs e iPSCs en la investigación de la EA 

La generación de células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs) de 

humanos a partir de células somáticas y la obtención de células 

mesenquimales humanas podrían superar las limitaciones de los modelos 

murinos. Se han desarrollado protocolos para diferenciar in vitro iPSCs a 

diferentes tipos de células que permiten examinar el inicio de la enfermedad 

y la progresión directa en un modelo de cultivo celular humano. Diversos 

estudios han mostrado que es posible la reprogramación de las iPSCs de 

fibroblastos derivados de pacientes de varias enfermedades neurológicas 

como la esclerosis lateral amiotrófica, la disautonomía familiar, la enfermedad 

de Parkinson, el síndrome de Rett, la esquizofrenia, la atrofia muscular 

espinal, la enfermedad de Gaucher tipo III, las distrofias musculares de 

Duchenne y de Becker, el síndrome de Down, la diabetes mellitus juvenil, el 

síndrome de Lesch-Nyhan y las enfermedades de Huntington y de Alzheimer 

(Liu et al., 2011; Park et al., 2008; Sandoe et al., 2013; Wren et al., 2015).  

El uso de la tecnología de iPSCs recientemente desarrollada por Shinya 

Yamanaka y Kazutoshi Takahashi (Premios Nobel de Medicina o Fisiología, 

2012), es un medio atractivo para superar estos retos de la investigación de 

la EA (Takahashi et al., 2006).  Lo más relevante de las iPSCs humanas 

derivadas de cualquier tipo de célula somática de pacientes con EA, familiar 

o esporádico, es que contienen un fondo patogénico específico del paciente, 

y por lo tanto pueden proporcionar información prometedora para el 

modelado molecular de la neurodegeneración de la EA. Así, las iPSCs son 

un puente entre los modelos animales y los ensayos clínicos, dado que las 

vías y las redes de señalización proporcionan un marco ideal para la 

integración de los mecanismos neurodegenerativos. Esta estrategia es 

extremadamente útil para la comprensión de la patogénesis de la EA, 
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permitiendo la identificación clínica de blancos terapéuticos y el posible 

desarrollo de nuevos fármacos candidatos contra la EA (Yang et al., 2016).  

Las DPSCs poseen varias ventajas sobre las células troncales 

mesenquimales de medula ósea (BM-MSC), como procedimientos menos 

invasivos para el aislamiento, mejor expansión ex vivo y un mayor potencial 

neurogénico (Govindasamy et al., 2010; Ibarretxe et al., 2012). En línea con 

lo anterior, las DPSCs aumentan la proliferación de células 

troncales/progenitoras neurales después de la inyección en el hipocampo de 

ratones. Además, dos estudios recientes mostraron que las DPSCs confieren 

más neuroprotección que las BM-MSC en modelos animales de lesiones de 

médula espinal e isquemia (Sakai et al., 2012). De manera interesante, 

medios de cultivo condicionados y secretomas derivados de las DPSCs 

podrían tener efectos neuroprotectores similares a los observados con los 

trasplantes directos de DPSCs (Inoue et al., 2013). Dado su origen en la 

cresta neural, la expresión del RNAm y la secreción de diversos factores 

neurotróficos como el factor neurotrófico derivado de la glia (GDNF), el factor 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), factor neurotrófico ciliar (CDNF) y 

la neutrofina 3 (NT-3) es mayor en DPSCs en comparación con las BM-

MSCs. 

Las DPSCs ya están siendo utilizadas como células troncales para terapias 

regenerativas de enfermedades óseas y en cirugías ortopédicas dada su 

capacidad de diferenciación en células óseas, como osteoblastos y 

condrocitos, procesos muy similares a los de las iPSCs para dichos 

tratamientos, por lo que el empleo de ambos tipos celulares (iPSCs y 

DPSCs) representa una estrategia prometedora para abordar y entender los 

mecanismos neurodegenerativos de enfermedades como la EA, en la que el 

acceso a  muestras y los modelos murinos no han permitido visualizar la 

totalidad de la patología, a diferencia de los modelos derivados de células 

humanas.  
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5. Planteamiento del problema 

El estudio de la EA se ha visto obstaculizado por la escases de muestras 

biológicas y de modelos animales que expliquen de manera adecuada y 

completa los efectos patológicos a nivel molecular de dicha enfermedad dada 

la ausencia del fondo genético en los pacientes con la enfermedad 

esporádica (que constituye la mayoría de los casos), por lo que aún no se 

tiene claro el mecanismo y las vías moleculares afectadas en la enfermedad. 

Los modelos experimentales derivados de roedores y muestras cerebrales 

humanas con tiempos post-mortem cortos, para garantizar la integridad de 

las células, plantean un reto en la comprensión molecular de la EA al añadir 

variables al proceso de estudio como los tiempos prolongados de obtención 

de la muestra cerebral, la sobre-expresión de genes, las mutaciones 

forzadas y el medio ambiental (o entorno) del paciente. 

El advenimiento de modelos neuronales derivados de pacientes a través de 

la reprogramación de células somáticas para la generación de iPSCs y de 

nichos mesenquimales humanos como las DPSCs, permitirán comprender 

mejor los procesos moleculares no esclarecidos de la enfermedad, así como 

el posible diseño de estrategias terapéuticas para el tratamiento de la EA. 

Basado en lo anterior, el presente proyecto plantea el uso de células 

troncales (iPSCs y DPSCs) derivadas de pacientes, para la generación de 

modelos neuronales que permitan evaluar proteínas de señalización 

intracelular y la expresión de marcadores de neurodegeneración en 

pacientes de la EA y controles sanos. 
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6. Hipótesis 

La generación de modelos neuronales derivados de células pluripotentes 

inducidas y de células troncales mesenquimales permitirá evaluar diferencias 

en la expresión de marcadores de neurodegeneración y proteínas de 

señalización intracelular en pacientes con la Enfermedad de Alzheimer y 

controles sanos. 

7. Objetivo general 

Generar y caracterizar modelos neuronales derivados de células 

pluripotentes inducidas y de células troncales de pulpa dental, para evaluar 

proteínas de señalización intracelular y marcadores de neurodegeneración 

en células derivadas de pacientes con la EA y controles sanos. 

8. Objetivos particulares 

1. Establecer el cultivo de MSCs a partir de células de pulpa dental 

(DPSCs) de un paciente. 

2. Caracterizar como células troncales y mesenquimales a las DPSCs 

mediante inmunodetección de marcadores específicos y PCR. 

3. Generar mediante el uso de medios de cultivo definidos la 

reprogramación de las DPSCs a linaje neural. 

4. Caracterizar la reprogramación a linaje neural de las DPSCs mediante 

inmunodetección de marcadores específicos y PCR. 

5. Establecer y reprogramar cultivos de fibroblastos de pacientes con 

enfermedad de Alzheimer y controles de una familia italiana con una 

mutación en presenilina 1 (M146L) mediante transfección. 

6. Establecer un cultivo de células troncales embrionarias de ratón y 

caracterizar su expresión de marcadores de troncalidad. 
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9. Materiales y métodos 

9.1. Células troncales de la pulpa dental 

Las DPSCs fueron de obtenidas del primer molar producto de una exodoncia 

rutinaria en una paciente mexicana de 46 años (sin deterioro cognitivo 

aparente), con consentimiento informado de la misma. 

9.2. Fibroblastos de pacientes con la Enfermedad de 

Alzheimer y controles 

Los fibroblastos de una familia italiana (1079) con la mutación M146L en la 

presenilina 1 y una línea de células troncales embrionarias (Tabla 3) fueron 

obtenidos del banco de células “Coriell Institute”. 

 

Tabla 3. Líneas celulares obtenidas del “Coriell Institute”. 

Cátalogo Célula Afectado o 

No Afectado 

Especie Género y 

edad 

Factor de 

riesgo 

AG07885 Fibroblasto Afectado Humano Mujer-21 25 % 

AG07928 Fibroblasto Afectado Humano Mujer-47 50 % 

AG07936 Fibroblasto No Afectado Humano Mujer-69 0 % 

AG08110 Fibroblasto Afectado Humano Mujer-41 100 % 

AG07872 Fibroblasto Afectado Humano Hombre-53 100 % 

AG08125 Fibroblasto No Afectado Humano Hombre-64 0 % 

AG23205 mESCs No Afectado Ratón - 0 % 
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9.3. Cultivo de células troncales de pulpa dental 

La pieza dental de la paciente se trasladó y mantuvo en suero fisiológico a 4° 

centígrados antes de la digestión para preservar el contenido celular. La 

pulpa dental se aisló y se sumergió en una solución de digestión (3 mg/ml de 

colagenasa tipo I/dispasa en DMEM-F12). Después de incubar por 45 

minutos a 37 °C, con agitación cada 10 minutos, las enzimas se inactivaron 

con 10% de SFB y se resuspendió en medio fresco, la suspensión celular se 

colocó en botella de 25 cm2 en medio de cultivo (DMEM-F12 con suero fetal 

bovino inactivado al 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 

mg/ml de estreptomicina) y la botella se colocó en una incubadora a 37 °C y 

5 % de CO2 en aire. Las DPSCs se expandieron hasta alcanzar 70 % de 

confluencia. Los pasajes celulares se realizaron con tripsina-EDTA al 0.05 %. 

La criopreservación se realizó en medio DMEM-F12 completo más 10 % de 

DMSO a -70 °C. 

9.4. Cultivo de fibroblastos humanos 

Los fibroblastos humanos se cultivaron en medio MEM Sales de Earl con 

aminoácidos no esenciales (1X), 25 mM de Hepes, 2.2 g/l de bicarbonato de 

sodio, 15 % de SFB no inactivado, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de 

penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina. Los pasajes celulares se realizaron 

con 0.04% de tripsina/0.53 mM de EDTA. La criopreservación se realizó en 

MEM Sales de Earl completo más 5 % de DMSO A -70 °C. 

9.5. Diferenciación neural de DPSCs 

Las DPSCs se cultivan en DMEN-F12 completo más 10 % de SFB hasta 

alcanzar una densidad de 106 células por botella de 25 cm2 (70-80 % de 

confluencia). Posteriormente se realiza un subcultivo a una densidad de 

200,000 células por botella de 25 cm2 en medio de cultivo DMEM-F12 

completo con 10 % de SFB durante 24 h, después de lo cual se cambia el 

medio por medio ITS 1 % (basado en el medio de cultivo reportado por Weiss 
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et al., 1986) (DMEM-F12, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 

mg/ml de estreptomicina, 0.1 M de putresina, 10 μM de progesterona y 1 % 

de una mezcla de Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) suplementado con 5 

ng/ml de bFGF y 5 ng/mL de EGF durante 3 d. A este proceso se le 

denomina transición y transcurridos los 3 d se realiza un subcultivo y cambio 

al medio de diferenciación ITS 1% más la combinación de factores 

neurotróficos como se indica: 

 

• Medio ITS 1 % + 20 ng/mL de BDNF 

• Medio ITS 1 % + 20 ng/mL de GDNF 

• Medio ITS 1 % + 20 ng/mL de BDNF + 20 ng/mL de GDNF 

• Medio ITS 1 % 

Las células se mantuvieron en este medio por 5 o 35 d, con cambio de medio 

cada tercer día (Figura 17). 

 

 

 

 

 

Figura 17. Protocolos empleados en la diferenciación de DPSCs a tipos 

neurales. 

9.6. Protocolo de generación de iPSCs a partir de fibroblastos 

humanos 

Las células obtenidas del Coriell Institute se crecieron y expandieron hasta 

obtener un número suficiente de pasajes en resguardo y comenzar la 
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experimentación con fibroblastos en pasajes 7 y 8 (Figura 18) de todas las 

siguientes condiciones: 

• No afectado 1 (AG07936) 

• No Afectado 2 (AG08125) 

• Riesgo de padecer la enfermedad en un 25 % (AG07885) 

• Riesgo de padecer la enfermedad en un 50 %(AG07928) 

• Afectado 1 por la EA (AG08110) 

• Afectado 2 por la EA (AG07872) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Protocolos empleados en reprogramación de fibroblastos humanos 

y la generación de iPSCs. 

 

La expresión de marcadores intracelulares de vías de señalización 

relacionadas con la patología de la EA fue analizada por Western Blot. Las 

células provenientes de los individuos afectado II y no afectado 2 fueron 

caracterizadas por inmunocitofluorescencia para el marcador de Vimentina. 

9.7. Extracción de RNA  

La extracción de RNA de las DPSCs diferenciadas se realizó con el KIT 

Quick-RNA ™ MicroPrep (Plus) de Zymo Research (número de catálogo 

R1057). A las células adherentes se les retiró el medio y se agregaron 100 μl 

de solución de lisis. Los lisados se colectaron y se centrifugaron a 12,000 

rpm por 1 min. El sobrenadante se transfiere a un tubo libre de RNasas, se 

añade 1 volumen de etanol al 100%, se mezcla y se transfiere a una columna 
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Zymo-Spin con tubo colector y se centrifuga por 30 s a 12,000 rpm. Se 

descarta el líquido del colector, la columna se pre-lava con 400 μL de 

solución de lavado RNA y se centrifuga por 30 s a 12,000 rpm. Se descarta 

el líquido del colector y se añaden 40 μL de DNasa I (DNasa I2 5 μl + 

solución de digestión de DNA 35 μL) a la columna, se incuba a 25 °C por 15 

min, se centrifuga por 30 s a 12,000 rpm, se desecha el líquido del tubo 

colector, se añaden 400 μL de solución Prep RNA a la columna, centrifugar 

por 30 segundos a 12,000 rpm y desecar el contenido del tubo colector. A la 

columna se añaden 700 μl de solución de lavado RNA, se centrifuga por 30 s 

a 12,000 rpm y se descarta el tubo colector. Se añaden 400 μL de solución 

de lavado RNA y se centrifuga por 2 min a 12,000 rpm hasta remover por 

completo la solución de lavado. La columna se transfiere a un tubo libre de 

RNasa y se colocan 15 μL de agua libre de RNasa de manera directa a la 

columna y se centrifuga por 30 s. El RNA eluído se almacena a -70 °C. 

9.8. Retro-transcripción  

Se empleó el sistema de Tetro reverse transcriptase de BIOLINE (número de 

catálogo BIO-65050). Las muestras se mezclaron de acuerdo con el 

siguiente esquema: 

RNA total 5 μg μL 

Ramdom hexámeros (40 μM) 1  

10 mM mezcla de dNTPs 1 

5x Buffer RT 4 

RiboSafe Rnase Inhibitor 1 

Tetro Reverse Transcriptase (200 u/μL) 1 

Agua tratada DEPC c.b.p. 20 
μL 

Incubar a 10 minutos a 25 °C seguido por otra incubación a 45 °C por 30 

minutos, la reacción se detiene incubando a 85 °C por 5 minutos y se 

almacena a -20 °C o se emplea en la PCR. 
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9.9. PCR 

La amplificación de los genes de caracterización de DPSCs y de 

diferenciación neuronal se realizó mediante el KIT de PCR de BIOLINE 

MyTaq™ DNA Polymerase (número de catálogo BIO-21105), bajo la 

siguiente reacción:  

 
5x Taq Reaction Buffer BIOLINE 4 μL 

cDNA El requerido 

Primer forward (0.1 μg/μL) (Tabla 4) 1 μL 

Primer reverse (0.1 μg/μL) (Tabla 4) 1 uL 

DNA polimerasa BIOLINE 0.3 μL 

H2O estéril grado biología molecular  c.b.p. para 20 μL 

Total para 1 reacción 20 μL 

 

Siguiendo el siguiente de ciclo de amplificación: 

Paso Temperatura Tiempo Ciclo 

Desnaturalización inicial 95 °C 5 min 1 

Desnaturalización 95 °C 45 s 2-35 

Alineación Usar la determinada 45 s 

Extensión 72 °C 45 s 

Las reacciones se visualizaron en geles de agarosa teñidos con bromuro de 

etidio. 

9.10. Extracción de proteínas 

Se retiró el medio de cultivo, las células se lavaron con GBS (solución salina 

con glucosa) a 4 °C O CON PBS (solución salina amortiguada con fosfatos, 

pH 7.4). Se añadió RIPA frío directamente a la placa (100-150 µl por pozo 

para una placa de 6 pozos, o 200 µl para una caja T-25). Se incubó por 5 min 

sobre hielo, agitando manualmente para desprender completamente la 
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monocapa. El lisado se transfirió a un tubo de 1.5 ml y se congeló -20 °C por 

16 h. Al siguiente día la muestra se descongeló y se resuspendió antes de 

centrifugar a 14,000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirió a 

un tubo limpio y se tomó una alícuota para determinar el contenido de 

proteínas (BCA). 

9.11. Western Blot 

Las células se lisaron en tampón RIPA (PBS al 4X, SDS al 0.4%, NP-40 al 

4%, deoxicolato de sodio al 2%, AEBSF a 1000x, aprotinina a 10 mg/ml, 

leupeptina a 10 mg/ml, pepstatina a 2 mg/ml, benzamidina a 500 mM, β-

glicerofosfato a 50x, NaF a 1M, O-vanadato a 250 mM, EDTA a 0.5 M pH 8, 

EGTA a 0.5 M pH 8). Cada muestra de 10 μg de proteína se sometió a SDS-

PAGE (geles de SDS-poliacrilamida con concentración de 8 a 10%), las 

proteínas separadas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa. Las 

membranas se incubaron con anticuerpos primarios (Tabla 5), seguidos de 

anticuerpos secundarios de acuerdo a la especie del primario, y se 

visualizaron usando quimiolumiscencia (ECL). Las imágenes fueron 

adquiridas en MicroChemi (DNR). La intensidad de la banda de proteína o 

mancha se analizó utilizando el software Fiji ImageJ.  

9.12. Inmunocitofluorescencia 

Las células se fijaron en paraformaldehído al 4 % (m/v) en buffer de fosfatos 

(PBS) durante 15 min y se lavó 2 veces con GBS durante 10 minutos. Las 

células fijas se permeabilizaron mediante incubación en Tritón X-100 

al 0.25% (m/v) en PBS durante 10 minutos, la unión no específica se bloqueó 

incubando con albúmina de suero bovino (BSA) al 1% (m/v) en PBS durante 

30 minutos. Posterior las células se incubaron con anticuerpo primario toda la 

noche en PBS tritón y 1% BSA, posterior se lavó e incubaron los anticuerpos 

secundarios fluoresceínado Alexa 488 o Alexa 546 en PBS más 1% de 

BSA por 1 hora y los núcleos se tiñeron con DAPI a 10 μg/ml durante o 10 
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minutos. Los cubreobjetos fueron montados con Fluorogel (Electron 

Microscopy Sciences) y se dejaron secar durante la noche. 

9.13. Microscopía confocal 

En cada grupo experimental, se analizaron un mínimo de 5 campos de tres 

experimentos de una réplica las células seleccionadas aleatoriamente, 

extraídas de tres diferenciaciones separadas. Las imágenes fueron 

capturadas bajo microscopia confocal microscopio Leica TCS SP8 los 

secciones en z se procesaron y analizaron utilizando FIJI ImageJ. Todas las 

imágenes presentadas aquí son proyecciones de intensidad máxima de 

estas secciones z a menos que se indique lo contrario. 
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Tabla 4. Oligonucleótidos de estado mesenquimal y de diferenciación 

neuronal 

Fenotipo mesenquimal 

Primer Secuencia 5´-3´ Amplificado 

CD105_F TGCACTTGGCCTACAATTCCA  

CD105_R AGCTGCCCACTCAAGGATCT 

CD73_F GCCTGGGAGCTTACGATTTTG  

CD73_R TAGTGCCCTGGTACTGGTCG 

CD13_F GACGCTGAGACCGTACCTC  

CD13_R TCAGTCTTGTCAATGTCGGGG 

CD146_F GGACCTTGAGTTTGAGTGG  

CD146_R CAGTGGTTTGGCTGGAGT 

CD166_F AACATGGCGGCTTCAACG  

CD166_R GACGACACCAGCAACGAG 

CD31_F GGTCTTGTCGCAGTATCAG  

CD31_R ATGGCAATTATCCGCTCT 

Fenotipo Neural 

Primer Secuencia 5´-3´ Amplificado 

NESTIN_F CGCTCGGGAGAGTCGCTT  

NESTIN_R CCAGTTGCTGCCCACCTTC 

TUB3_F ACGCATCTCGGAGCAGTT  

TYB3_R CGGACACCAGGTCATTCA 

GFAP_F CCTCTCCCTGGCTCGAATG  

GFAP_R GGAAGCGAACCTTCTCGATGTA 

NEUN_F CCAAGCGGCTACACGTCTC  

NEUN_R CGTCCCATTCAGCTTCTCCC 

GAPDH_F CAACGGCACAGTCAAGG  

GAPDH_R AAGGTGGAAGAGTGGGAG 
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Tabla 5. Anticuerpos mesenquimales y fenotipo neuronal 

Fenotipo mesenquimal  

Anticuerpo Empresa Catálogo Dilución (WB, IF) 

CD105 Genetex GTX100508 (1:1000) (1:500) 

CD73 Genetex GTX101140 (1:1000) (1:500) 

CD13 Genetex GTX102788 (1:1000) (1:500) 

 

Fenotipo neural 

Anticuerpo Empresa Catálogo Dilución 

Nestina Genetex GTX30671 (1:1000) (1:500) 

GFAP Sigma Aldrich G3893 (1:1000) (1:500) 

βIII Tubulina Genetex GTX5078 (1:1000) (1:500) 

NeuN Genetex GTX30773 (1:1000) (1:500) 

MAP2 Genetex GTX27756 (1:1000) (1:500) 
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10. Resultados 

10.1. Cultivo de DPSCs 

Se aislaron células troncales de pulpa dental de un primer molar de una 

donadora sana 46 años de edad, mediante digestión enzimática (colagenasa 

y dispasa, las cuales se cultivaron en superficie de material plástico de 

poliestireno en medio DMEN-F12 y 10 % de SFB. Las células presentaron 

morfología ahusada, consistente con su naturaleza fibroblástica, con 

citoplasmas grandes, poco confluentes y con disposición de orientación 

parcialmente homogénea a densidades altas, y proliferación a través de los 

pasajes celulares (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Cultivo de células troncales de pulpa dental. A. Después de tres días 

in vitro (DIV), la morfología de las DPSCs es fibroblástica, ahusada y alargada, con 

proyecciones citoplásmicas. B. La disposición de las DPSCs en confluencia muestra 

organización y crecimiento orientado a 7 DIV. Pasaje 3, 20x. 

 

10.2. Caracterización mesenquimal de las DPSCs 

Las DPSCs expresan el marcador de proliferación Ki67 y los tres marcadores 

de células mesenquimales para células de pulpa dental, CD105 (Endoglina), 



67 
 

CD73 (5´-nucleotidasa), y CD13 (alanil-aminopeptidasa) (Figura 20), así 

como marcadores neurales (Nestina, GFAP y βIII Tubulina) evidenciando 

características neurales sin ser sometidas a un proceso de diferenciación 

neuronal (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Marcadores mesenquimales expresados por las células troncales 

de pulpa dental.  Las DPSCs son positivas a los marcadores CD73 (5´-

nucleotidasa), CD105 (Endoglina) y CD13 (alanil-aminopeptidasa), cuya 

inmunorreactividad se observa en color verde. evidenciando linaje mesenquimal. 

Los núcleos teñidos con DAPI se observan en color azul. DPSCs p5, 5 días in vitro, 

20x. 
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Figura 21. Marcadores neurales expresados por las DPSCs. Las células de 

pulpa dental presentan proliferación indicada por la expresión del marcador nuclear 

Ki67 (rojo), así como la expresión de marcadores tempranos de tipo neural (Nestina 

y βIII Tubulina, verde). No se observa inmunorreactividad a GFAP. Los núcleos 

teñidos con DAPI se observan en color azul. DPSCs p5, 5 días in vitro, 50 μm, 20x. 
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La Figura 22 muestra que la estabilidad cromosómica de la línea celular fue 

es normal en el pasaje 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Cariotipo de las DPSCs en el pasaje 7. Se observa el cariotipo normal 

de un individuo de 46 años de sexo femenino, con número cromosómico normal (46) 

y aumento de heterocromatina centromérica normal en el cromosoma 16 (16qh+). 

Cariotipo de bandas G. 

 

10.3. Diferenciación neuronal de las DPSCs 

La incubación de las DPSCs en Insulina Transferrina Selenio 1% más 5 

ng/ml de bFGF y 5 ng/ml de EGF, induce cambios en la morfología de las 

DPSCs (Figura 23) y el posterior subcultivo e incubación con factores 

neurotróficos (BDNF o GDNF) muestra morfologías de tipo precursor neural a 

los 5 días in vitro (Figuras 24 y 25). 
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Figura 23. DPSCs cultivadas en medio de transición (ITS 1 %, 5 ng/ml de EGF y 

5 ng/ml de bFGF). Las células presentan cambios morfológicos con prolongaciones 

de tipo neurítico, disminución del área citoplásmica y formas estrelladas. A, B. 

DPSCs en transición, 3 DIV, 20x. C. DPSCs en transición, 3 DIV, 20 μm, 40x.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. DPSCs subcultivadas en medio de diferenciación y factores 

neurotróficos (BDNF y GDNF). A. El BDNF induce morfología bipolar y 

prolongaciones de apariencia semejante a neuritas. 5 DIV, 100 μm, 10x. B. El GDNF 

induce en menor proporción crecimientos finos y neuríticos y el desarrollo de células 

bipolares con la presencia de formas fibroblásticas. 5 DIV, 10x. 
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Figura 25. DPSCs subcultivadas en medio de diferenciación con factores 

neurotróficos (BDNF + GDNF y Medio Base ITS 1 %). A. En la combinación de los 

factores tróficos (BDNF + GDNF) se pueden observar morfologías neuroblasticas y 

fibroblastoides. DPSCs 5 días in vitro, 100 μm, 10x. (b) El ITS 1 % induce en menor 

proporción las formas neurales y coexisten con la presencia de formas 

fibroblásticas, DPSCs 5 días in vitro, 100 μm, 10x. 

 

10.4. Caracterización por inmunofluorescencia de la 

expresión de marcadores de diferenciación neuronal  

Las DPSCs sometidas a diferenciación durante 5 DIV con factores 

neurotróficos y medio basal de diferenciación (ITS 1%), mantienen la 

expresión de Nestina (Figura 26), βIII Tubulina (Figura 27) y muestran una 

modesta expresión de Neurofilamento (Figura 28). Por otra parte, pierden la 

expresión del marcador de proliferación Ki67, y no se observa presencia del 

marcador glial GFAP. En las cuatro condiciones de diferenciación (BDNF, 

GDNF, BNDF + GDNF, ITS 1%) se observan células con prolongaciones 

similares a las neuritas y formaciones neuroesféricas (características de 

precursores neurales). 
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Figura 26. Inmunodetección de Nestina y Ki67 en las DPSCs a 5 DIV en medios 

de diferenciación. En presencia de las 4 condiciones de diferenciación (Medio ITS 

1 % o medio suplementado con factores neurotróficos) la expresión de Nestina 

(verde) se mantiene mostrando un cambio morfológico de tipo neuroblasto, mientras 

que el marcador de proliferación Ki67 nuclear (rojo) desaparece, señalando un 

compromiso hacia la diferenciación; 20x.  
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Figura 27. Inmunodetección de βIII Tubulina y GFAP en las DPSCs a 5 DIV en 

medios de diferenciación. Las DPSCs mantienen la expresión de βIII Tubulina 

(verde) en las 4 condiciones de diferenciación mostrando crecimientos finos, 

alargados y la formación de esferas. No se observa expresión de GFAP (rojo); 20x.  
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Figura 28. Inmunodetección de Neurofilamento en las DPSCs a 5 días in vitro 

en medios de diferenciación. Las DPSCs mantienen la expresión variada del 

marcador Neurofilamento en verde en 3 de las 4 condiciones de diferenciación 

mostrando mayores formas de tipo neural en la condición con el factor neurotrófico 

BDNF, 50 μm, 20x.  

 

 

En experimentos preliminares se utilizó Western blot para identificar la 

expresión de marcadores. Las Figuras 29 y 30 muestran la detección de los 

marcadores de células mesenquimales CD105 y CD73 en extractos de 

células sometidas a diferenciación con medio definido y factores 

neurotróficos o medio basal (ITS 1%). 
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Figura 29. Expresión de CD105 por DPSCs (5 DIV). A. Inmunoblot con 

determinaciones pro triplicado. B. Promedio  SEM de las determinaciones por 

triplicado. La densitometría se realizó con el programa ImageJ. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 30. Expresión de CD73 por DPSCs (5 DIV). A. Inmunoblot con 

determinaciones pro triplicado. B. Promedio  SEM de las determinaciones por 

triplicado. La densitometría se realizó con el programa ImageJ.  
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La Figura 31 muestran la detección de Nestina en extractos de células 

sometidas a diferenciación con medio definido y factores neurotróficos o 

medio basal (ITS 1%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Expresión de Nestina en DPSCs con tratamientos de diferenciación 

y no diferenciadas (5 DIV). A. Inmunoblot con determinaciones pro triplicado. B. 

Promedio  SEM de las determinaciones por triplicado. La densitometría se realizó 

con el programa ImageJ.  

 

 

La Figura 32 muestra la expresión del marcador βIII Tubulina en las células 

incubadas en medios de diferenciación y el medio basal, mientras que la 

Figura 33 muestra la expresión de GFAP bajos las mismas condiciones.  

El marcador para la isoforma c de MAP2 muestra un incremento en las 

cuatro condiciones de diferenciación respecto al grupo no diferenciado en 

menor expresión para el factor neurotrófico BDNF y en aumento para las 

demás condiciones (Figura 34).  
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Figura 32. Expresión de βIII Tubulina en DPSCs con tratamientos de 

diferenciación y no diferenciadas (5 DIV). A. Inmunoblot con determinaciones pro 

triplicado. B. Promedio  SEM de las determinaciones por triplicado. La 

densitometría se realizó con el programa ImageJ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Expresión de GFAP en DPSCs con tratamientos de diferenciación y 

no diferenciadas (5 DIV). A. Inmunoblot con determinaciones pro triplicado. B. 

Promedio  SEM de las determinaciones por triplicado. La densitometría se realizó 

con el programa ImageJ.  
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La Figura 34 muestra la expresión de la isoforma C de la MAP2 en las 

células incubadas en medios de diferenciación y el medio basal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Expresión de MAP2c en DPSCs con tratamientos de diferenciación 

y no diferenciadas (5 DIV). A. Inmunoblot con determinaciones pro triplicado. B. 

Promedio  SEM de las determinaciones por triplicado. La densitometría se realizó 

con el programa ImageJ.  

 

 

Resultados preliminares a 35 días de diferenciación in vitro de las DPSCs 

muestran la presencia y preservación de células con morfología neuronal 

predominantes en las condiciones de medio definido y factor neurotrófico 

individual BDNF o GDNF (Figura 35), y la evaluación de expresión de NeuN 

por PCR punto final se evidencia en las condiciones anteriores, así como la 

disminución de marcadores mesenquimales CD166 y CD146 (Figura 36). 
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Figura 35. Diferenciación de las DPSCs (35 DIV). El medio basal Insulina 

Transferrina Selenio 1% suplementado con factores neurotróficos BDNF y GDNF 

inducen cambios en la morfología de tipo neuronal con respecto al medio basal y a 

la combinación de los 2 factores de crecimiento (BDNF y GDNF). Pasaje 4. 20x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Expresión de NeuN, CD166 y CD146 por RT-PCR punto final en 

condiciones de diferenciación (35 DIV). La expresión de NeuN se visualiza en las 

condiciones de diferenciación con los factores neurotróficos individuales BDNF o 

GDNF producto de amplificación de 190 pb, mientras que los marcadores 

mesenquimales CD166 y C146 disminuyen bajo las condiciones de diferenciación. 

Pasaje 5. 
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10.5. Cultivo de fibroblastos humanos 

 

Los fibroblastos procedentes de individuos controles y de pacientes con la 

enfermedad de Alzheimer de una familia italiana con una mutación puntual 

(M146L) en la presenilina 1 fueron cultivados sobre superficies de material 

plástico de poliestireno (tratado para cultivo) en medio MEM con sales de 

Earl y 15 % de SFB no inactivado. A los 3 DIV las células mostraron 

citoplasmas lamelares y de gran tamaño, así como morfologías alargadas y 

ahusadas. Las células de individuos controles y de los individuos afectados 

mostraron crecimiento normal y proliferación (Figuras 37 y 38), salvo las 

células de uno de los pacientes de Alzheimer (EA1), que mostraron una taza 

de proliferación más lenta, además 2 líneas de fibroblastos la del individuo 

NA2 y EA2 expresan Vimentina marcador para fibroblastos (Figura 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Fibroblastos de dos individuos control (sanos).  A. Fibroblastos del 

individuo no afectado AG07936 (NA1). B. Fibroblastos del individuo AG08125 (NA2).  

Pasaje 7, 3 DIV, 20x. 
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Figura 38. Fibroblastos de cuatro miembros de una familia italiana con una 

mutación en presenilina 1 (M146L). A. Fibroblastos del individuo AG07885 con 

25% de riesgo de desarrollar EA. B. Fibroblastos del individuo AG07928 con 50 % 

de riesgo de desarrollar EA. C. Fibroblastos del individuo AG08110 afectado por la 

EA (EA1). D. Fibroblastos del individuo AG07872 afectado por la EA (EA2).  Pasaje 

7, 3 DIV, 20x. 
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Figura 39. Expresión de Vimentina en fibroblastos del individuo no afectado 2 

y del afectado con EA2. La expresión de Vimentina en verde muestra morfologías 

fusiformes Pasaje 7, 3 días in vitro, 20x. 

 

10.6. Evaluación de vías de señalización de fibroblastos 

afectados con la Enfermedad de Alzheimer y no afectados 

El análisis de la expresión del marcador GSK3 en sus dos isoformas entre los 

individuos controles y los afectados por la enfermedad de Alzheimer 

evidenció que la fosforilación de la serina 21 de la isoforma GSK3α 

(fosforilación inhibitoria) disminuye en el individuo EA2 en comparación con 

los 2 controles no afectados, pero presenta variabilidad entre los demás 

individuos, mientras que para la isoforma GSK3β entre los 2 individuos no 

afectados con respecto al individuo con un riesgo del 50% y los 2 individuos 

afectado con EA presentan una disminución en la fosforilación de la serina 9 

en estos 3 grupos, efecto no observado en el individuo con  un 25 % de 

riesgo (Figura 39). La evaluación de las fosforilaciones de la proteína tau 

serina 404 y treonina 231 muestran para el primer caso un aumento entre el 
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individuo no afectado 1 con respecto a los 4 individuos con riesgo y 

afectados por la EA, mientras que para el no afectado 2 solo se observa una 

diferencia entre el individuo EA2 (Figura 40). La fosforilación de la proteína 

tau en t231 no muestra cambios entre los diferentes individuos (Figura 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Fosforilaciones en las isoformas de GSK3α (Ser21) y GSK3β (Ser9) 

en inviduos no afectados, con riesgo y afectados por la enfermedad de 

Alzheimer. A. Inmunoblot con determinaciones pro triplicado. B. Promedio  SEM 

de las determinaciones por triplicado. La densitometría se realizó con el programa 

ImageJ. 
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Figura 41. Fosforilación de tau serina 404 en individuos no afectados, con 

riesgo y afectados por la enfermedad de Alzheimer. A. Inmunoblot con 

determinaciones pro triplicado. B. Promedio  SEM de las determinaciones por 

triplicado. La densitometría se realizó con el programa ImageJ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 42. Fosforilación de tau treonina 231 en individuos no afectados, con 

riesgo y afectados por la enfermedad de Alzheimer. A. Inmunoblot con 

determinaciones pro triplicado. B. Promedio  SEM de las determinaciones por 

triplicado. La densitometría se realizó con el programa ImageJ. 
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11. Discusión 

El término célula troncal puede aplicarse a un grupo diverso de células que 

comparten dos propiedades: 1) capacidad de auto-renovación prolongada o 

ilimitada bajo condiciones controladas; y 2) potencial para diferenciarse en 

una variedad de células especializadas.  

La diferenciación neural eficaz a partir de DPSCs e iPSCs podría ser 

clínicamente relevante debido a la posibilidad de producir células específicas 

de pacientes para el tratamiento de déficits neurológicos.  Las células 

troncales de la pulpa dental y las derivadas a partir de la reprogramación de 

células somáticas tienen una naturaleza multipotente, por lo que la 

diferenciación neural debería ser, en principio, alcanzable, con la producción 

sólida de células neuronales con propiedades electrofisiológicas y 

propiedades funcionales adicionales.  

11.1. Caracterización y diferenciación de las DPSCs 

En este trabajo, las células troncales mesenquimales se aislaron de la pulpa 

dental  de un primer molar de una paciente  sin deterioro cognitivo mediante 

tratamiento enzimático (Gronthos et al., 2000). Posterior a la siembra las 

DPSCs aisladas mostraron adherencia al poliestireno. Sin embargo, las 

propiedades de adhesión no son suficientes para clasificar esta población 

celular como MSCs (Bertassoli, 2016). De hecho, existen estudios en los que 

los fibroblastos, los macrófagos y algunas líneas celulares hematopoyéticas 

pueden adherirse al plástico y presentar también características morfológicas 

similares a las MSCs (Schrepfer et al., 2007). Además, la densidad celular 

también puede ser un factor influyente en la capacidad de las MSCs para 

adherirse al plástico, ya que la baja densidad permite que las células 

mesenquimales se adhieren más rápido al plástico (Deans et al., 2000). 

En el pasaje 3 las DPSCs mostraron morfología de tipo fibroblastoide y 

adquirieron orientación homogénea a alta confluencia. La morfología similar 
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a fibroblastos se ha reportado en células troncales mesenquimales derivadas 

de medula ósea y en diversos tejidos dentales dando un perfil característico 

a las DPSCs (Gronthos et al., 2002; Gronthos et al., 2000; Jesus, 2011) . 

Se han reportado diferentes métodos de aislamiento y expansión de las 

MSCs. El "Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee" de la Sociedad 

Internacional de Terapia Celular, propuso los criterios mínimos para definir a 

las MSCs humanas: 1) capacidad de adherirse al plástico;  2) el patrón de 

expresión de los marcadores de superficie conocidos como "Cluster of 

Differentiation", siendo positivas para CD105, CD73 y CD90, y negativas 

para CD45, CD34, CD14 O CD11b, CD79 o CD19 y moléculas de superficie 

como HLA-DR; y 3) el potencial para diferenciarse in vitro a osteoblastos, 

adipocitos y condroblastos (Dominici et al., 2006).  

La caracterización fenotípica de las DPSCs ha sido ampliamente 

documentada (Gronthos et al., 2002; Hadaegh, 2014; Luisi, 2017).  En el 

presente estudio, se detectó la expresión de CD105, CD73 y CD13, 

empleando inmunofluorescencia y Western blot.  

Uno de estos marcadores, CD105 o endoglina es una glicoproteína de 

membrana tipo I localizada en la superficie de las células formando parte del 

receptor a TGF-β. Esta proteína consiste en un homodímero de 180 KDa con 

puentes disulfuro, y se ha encontrado en células endoteliales, macrófagos 

activados, fibroblastos y células de músculo liso. El comité de células 

troncales mesenquimales establece que un 95% de las MSCs deben 

expresar dicho marcador y al mismo tiempo expresar CD73 o 5´-

ectonucleotidasa, enzima que consiste de un dímero de 2 subunidades 

idénticas de 70 KDa, unidas por un enlace glucosil-fosfatidil-inositol a la cara 

externa de la membrana plasmática, que convierte AMP a adenosina y ha 

sido empleada para caracterizar la diferenciación linfocítica. CD13 

o aminopeptidasa N, es un antígeno CD propio del sistema inmune de los 

mamíferos con un peso molecular de 150-170 KDa. La enzima es una 

metaloproteasa dependiente de zinc, se expresa altamente en células 
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mielomonocíticas y se ha descrito como marcador de desarrollo temprano de 

las DPSCs (Kerkis et al., 2006). La expresión de estos marcadores en las 

DPSCs concuerda con hallazgos previos que indican que estos tres 

marcadores (CD105, CD73 y CD133) se expresan en las MSCs (Alsulaimani 

et al., 2016; Gronthos et al., 2002; Vishwanath et al., 2013). 

Cuando se investiga el potencial de diferenciación neural de las MSCs, el 

éxito de la diferenciación se basa a menudo en la expresión de ciertos 

marcadores neurales como Nestina, βIII Tubulina, Neurofilamento y GFAP 

(Alexanian et al.,, 2008; Karaoz et al., 2010; Safford et al., 2002; Tropel et al., 

2006). Mediante inmunofluorescencia e inmunodetección por Western blot en 

las DPSCs humanas se identificó que algunos marcadores neuronales como 

Nestina y βIII Tubulina están altamente expresados en estructuras neurales 

dentro del tejido pulpar. La expresión de estos marcadores también se ha 

observado en cultivos.  

Se ha informado que las MSCs de la médula ósea son capaces de expresar 

genes neurales bajo la incubación en medios de cultivo con un alto 

porcentaje de suero y factor de crecimiento epidérmico llevando a la 

expresión de Nestina y Neurofilamento (Blondheim et al., 2006). En el 

presente estudio, las DPSC indiferenciadas expresaron uniformemente 

Nestina, βIII Tubulina y GFAP. Además de la expresión de marcadores 

neurales por las DPSCs, varios estudios indican la producción y secreción de 

factores neurotróficos como el BDNF, GDNF y el factor de crecimiento 

nervioso o NGF (Nosrat et al., 2004; Nosrat et al., 2001).  

Debe tenerse en consideración que la pulpa dental deriva del tejido de la 

cresta neural, lo que implica predisposición de diferenciación hacia los linajes 

neurales. Sin embargo, el potencial de diferenciación depende en parte de la 

composición del medio de cultivo. El uso de altas concentraciones de suero 

y/o suplementos, como factores de crecimiento en los medios de cultivo 

basales podría conducir a una expresión temprana de los marcadores 

neurales en las MSCs. Además, durante el cultivo celular se usaron medios 
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de crecimiento que contenían altas concentraciones de suero (10% de SFB), 

lo que podrían conducir a la expresión de marcadores neurales en las 

DPSCs in vitro.  Esto lleva a concluir que la consideración y la selección 

cuidadosa de la composición del medio o de las condiciones de cultivo 

celular como la densidad celular, es necesaria y esencial para estudios de 

diferenciación, ya que ciertas condiciones de cultivo celular pueden interferir 

con el potencial de diferenciación de las DPSCs. Dado que este estudio 

muestra claramente que las DPSCs indiferenciadas expresaron marcadores 

neurales como βIII Tubulina, Nestina y GFAP al ser cultivadas con 10 % de 

SFB, estos marcadores no pueden usarse para confirmar la diferenciación 

neural o glial de las DPSCs. Por lo tanto, debe evaluarse la expresión del 

marcador antes y después de los estudios de diferenciación y evaluar un 

amplio número de marcadores de fenotipos de diferenciación. 

El cultivo libre de suero (medios químicamente definidos) para las células 

troncales se ha empleado como una estrategia para diferenciar las DPSCs a 

linaje neurogénico, con la finalidad de evitar la influencia de los distintos 

componentes presentes en el SFB y la diferenciación 

estocástica (Bonnamain et al., 2013; Jung et al., 2016; Osathanon et al., 

2014).  Se han diferenciado DPSCs a linaje neurogénico mediante el empleo 

de factores mitogénicos neuronales tales como EGF y bFGF y se ha 

propuesto el uso de factores neurotróficos exógenos como un requisito 

crucial para la supervivencia in vitro de los tejidos nerviosos periféricos y 

centrales (Rochlin et al., 2000). Se ha reportado que el medio libre de suero 

suplementado con Insulina-Transferrina-Selenio (medio ITS) induce cambios 

fenotípicos neurales en células troncales embrionarias representando un 

medio óptimo para la diferenciación hacia a estirpes neuronales (Pachernik 

et al., 2002: Weiss et al., 1986). Así mismo, la proporción de factores 

neurotróficos en el medio de cultivo permite una regulación positiva continua 

para la supervivencia, la diferenciación a largo plazo y la función de las 

células neurogénicas. Diversos estudios han mostrado que los factores 
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neutróficos como el BDNF y el GDNF son importantes para la supervivencia 

y la diferenciación neuronal de las células de MSCs.  

Se ha confirmado la diferenciación neuronal de las MSCs con base en la 

expresión de Nestina, Neurofilamento, NeuN, Enolasa y otros marcadores 

neuronales (Hermann et al., 2006). Nuestro estudio muestra que las DPSCs 

en cultivo expresan espontáneamente marcadores neuronales inmaduros.  

Bajo condiciones permisivas especiales estas células deben adquirir rasgos 

neuronales y exhibir la expresión de βIII Tubulina, GFAP y Nestina, por lo 

que es importante inducir la diferenciación neural a su etapa final de 

maduración. Nuestros resultados indican que en las DPSCs cultivadas en 

presencia de BDNF o GDNF indujo la diferenciación evidenciada por la 

presencia de marcadores neuronales como NeuN al día 35 de tratamiento 

con dichos factores de crecimiento.  La presencia de marcadores tempranos, 

intermedios y maduros pueden confirmar el potencial de los factores 

neurotróficos para la diferenciación neuronal. La capacidad de diferenciación 

neuronal de las DPSCs se confirmó no sólo por las características 

morfológicas de las células e inmunocitofluorescencia para la evaluación de 

la expresión de marcadores de fenotipo, sino también por Western blot, que 

permitieron confirmar de forma semicuantitativa la expresión de marcadores 

de fenotípicos. La eficacia del BDNF y el GDNF como factores neurogénicos, 

depende de las concentraciones empleadas ocasionando supervivencia, 

diferenciación o actividad antiapoptótica. Se ha reportado mediante 

evaluación morfológica que las concentraciones de BDNF y NGF entre 12.5 

ng/ml y 100 ng/ml promueven la supervivencia celular, el mantenimiento y la 

inducción neuronal en las MSCs (Jahan et al., 2017). 

En este trabajo se muestra que las DPSCs diferenciadas con BDNF o GDNF 

generan células diferenciadas a los 35 días in vitro dada la expresión de 

NeuN, que potencialmente podrían ser funcionales, lo cual requerirá ser 

confirmado con ensayos electrofisiológicos. Dicho proceso ha reportado que 

las vías de señalización involucradas son AKT y MAP cinasas (MAPK) vías 
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intracelulares utilizadas por los factores neurotróficos (BDNF y GDNF) 

implicadas en la supervivencia y diferenciación neuronal (Frebel y Wiese, 

2006).  

Las DPSCs originadas a partir de la cresta neural podrían ser candidato ideal 

de fuente de células troncales para el tratamiento de enfermedades 

neurológicas y neurodegenerativas. Las células troncales de la pulpa dental 

tienen varias ventajas como aislamientos menos invasivos, proliferación ex 

vivo y propensión inherente a diferenciarse en neuronas y glía. Hoy día se 

justifican los estudios para explorar el potencial terapéutico de las DPSCs en 

el tratamiento de diversas enfermedades neurodegenerativas, como la EA, 

buscando las causas y alteraciones involucradas en la señalización 

intracelular. 

11.2. Fibroblastos de individuos controles y de pacientes de 

la EA 

Hasta la fecha, los fibroblastos han sido difíciles de identificarse 

fenotípicamente como tales. En algunos casos, se identifican con base a su 

forma de huso combinada con tinción positiva para el marcador mesenquimal 

Vimentina y la ausencia de tinción para tipos epiteliales u otros tipos de 

células mesenquimatosas, como células musculares, astrocitos o células 

hematopoyéticas (Chang et al., 2002). Aunque este enfoque no es definitivo 

ya que los fibroblastos pueden adoptar una amplia gama de formas en 

diferentes tejidos, y que las células positivas a Vimentina no son únicamente 

fibroblastos, lo que hace difícil identificar los fibroblastos solo a través de la 

expresión de Vimentina, por lo que deben utilizarse otros marcadores de este 

linaje celular, como son SA100A4, 1B10, 5B5 y TE-7. 

Los fibroblastos son células fáciles de mantener y propagar in vitro. En los 

años 2006 y 2007 Yamanaka et al. mostraron que las iPSCs se podrían 

generar a partir de MEFs y de fibroblastos humanos adultos mediante la 

transducción mediada por retrovirus de cuatro factores de 

transcripción, OCT-3/4, SOX2, C-MYC y KLF4, adquiriendo importancia 
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como modelos de estudio de diferentes enfermedades y como puentes hacia 

su reprogramación y la generación de células troncales pluripotentes 

inducidas. Su bajo estado de metilación de las regiones promotoras de OCT4 

y NANOG, así como la resultante baja expresión endógena de estos factores 

pueden estar involucrados en la buena capacidad de reprogramación 

asociada con estados transcripcionales y epigenéticos favorables a la 

reprogramación (Souza et al., 1986). 

La caracterización molecular y de señalización en los fibroblastos de 

pacientes con diversas patologías, previo al proceso de reprogramación a 

iPSCs y su subsiguiente diferenciación hacia el fenotipo de interés en las 

patologías estudiadas, ha resultado ser un abordaje de estudio válido que 

aporta información valiosa a cerca de los mecanismos fisiopatológicos 

relevantes para la identificación de nuevas dianas terapéuticas. Y da pauta 

para los estudios posteriores, que involucran la reprogramación de dichos 

fibroblastos hacia los fenotipos de interés como es el caso de las neuronas 

para las enfermedades neurodegenerativas. En concordancia con lo anterior, 

está el caso de la EA, en donde se ha reportado cambios en la producción de 

Amiloide Beta en fibroblastos de pacientes con EA (similar a lo que ocurre en 

las neuronas) y dichos cambios se ven incrementados en las líneas 

neuronales diferenciadas a partir de iPSCs derivados de células somáticas 

de pacientes afectados (Sproul et al., 2014). 

En el presente trabajo se reportan resultados preliminares de la expresión de 

marcadores propios de neurodegeneración en la EA en los fibroblastos de 

individuos control y afectados por la EA, siendo los principales cambios 

observados las fosforilaciones de GSK3 y la proteína tau fosforilada. 

GSK3 tiene un papel central en la EA y su desregulación es responsable de 

muchos de los signos patológicos de la enfermedad tanto en los casos 

esporádicos como familiares, lo cual ha llevado a formular la hipótesis de que 

GSK3 juega un papel importante en la EA y a la vez involucrada con la 

hiperfosforilación de tau dada su actividad de cinasa, asociada al deterioro 
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de la memoria, el aumento de la producción de Aβ y en las respuestas 

inflamatorias. GSK3 también reduce la síntesis de acetilcolina, lo que está de 

acuerdo con el déficit colinérgico presente en la EA, y es un mediador clave 

de la apoptosis y por lo tanto puede contribuir directamente a la pérdida 

neuronal (Hooper ET AL., 2008). La disminución de la fosforilación de la Ser9 

correlaciona con una menor inhibición de la actividad de cinasa de GSK3β y 

un aumento en la fosforilación de moléculas blanco, como la proteína tau 

(Kim et al., 2009). Y se sabe que un incremento en la fosforilación de la 

proteína tau, favorece su auto-agregación y la desestabilización de los 

microtúbulos, afectando así las vías de transporte axonal y contribuye a la 

pérdida de la función y muerte neuronal. La caracterización de proteínas 

involucradas en vías de neurodegeneración (sobrevivencia, autofagia, 

proteosoma, apoptótica e inflamación) permiten identificar marcadores con 

valor diagnóstico y terapéutico con enfoque de éxito hacia la comprensión y 

tratamiento de la EA. 
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12. Conclusiones 

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son consistentes con reportes 

previos en los que las DPSCs son clasificadas como positivas para los 

marcadores CD166, CD 146, CD105, CD73 y CD13 y de proliferación como 

Ki67, así como la expresión basal de marcadores neurales como Nestina, βIII 

Tubulina y GFAP, dado su origen de cresta neural. También se mostró que 

las DPSCs son capaces de diferenciarse hacia linaje neuronal y expresar 

NeuN mediante el tratamiento con neurotrofinas a tiempos largos de cultivo 

(35 días in vitro). La diferenciación de las DPSCs hacia fenotipo neuronal, 

representa una herramienta con aplicabilidad para la Medicina regenerativa y 

la Ciencia Básica. Sin embargo, se requiere caracterizar completamente 

poblaciones de DPSCs con un perfil de marcadores específicos de utilidad 

terapéutica en las enfermedades neurodegenerativas, a la par de ensayos de 

diferenciación y de determinación del perfil funcional. Por otra parte, los 

estudios realizados en el presente trabajo con fibroblastos de pacientes con 

la enfermedad de Alzheimer muestran la expresión de marcadores propios 

de dicha enfermedad. 
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13. Perspectivas 

1. Aumentar el número de réplicas en diversos experimentos, con el fin de 

evaluar la significancia estadística de los resultados obtenidos. 

2. Establecimiento de DPSCs de un paciente con la EA, su caracterización y 

diferenciacóin hacia fenotipos neuronales 

3. Evaluar la expresión entre los modelos neuronales derivados de la pulpa 

dental entre individuos controles y afectados por EA. 

4. Reprogramación y diferenciación neuronal de fibroblastos humanos de 

pacientes con EA y controles. 

5. Evaluar las vías de señalización de los grupos afectados y no afectados 

con EA en las neuronas derivadas de iPSCs, reprogramadas a partir de 

los fibroblastos de pacientes y controles sanos. 

6. Planteamiento y valoración de estrategias terapéuticas en las células 

neuronales derivadas de iPSCs, reprogramadas a partir de los fibroblastos 

de Pacientes y controles sanos, o en las neuronas derivadas de las 

DPSCs de pacientes y controles. 
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