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RESUMEN  

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa de gran 

relevancia en la actualidad, debido a su creciente prevalencia y su impacto 

socioeconómico. La EA está caracterizada por la degeneración progresiva de las células 

nerviosas, muchas veces de forma concurrente con la aparición de placas de beta-

amiloide  (A )̡ y ovillos neurofibrilares en el cerebro (ONF). A medida que la población 

envejece, la prevalencia de la EA continúa en aumento, lo que subraya la urgente 

necesidad de enfoques innovadores en la investigación y terapia de esta enfermedad 

neurodegenerativa. 

La EA posee dos presentaciones: La EA esporádica (EAe) y la familiar (EAf). Esta 

última  se caracteriza por la presencia de mutaciones genéticas específicas que se 

transmiten de generación en generación dentro de una familia. Estas mutaciones suelen 

estar alojadas en genes del procesamiento de la proteína precursora amiloide que genera 

los depósitos de amiloide; APP, PSEN1 y PSEN2. A diferencia de la forma esporádica de 

la EA, que suele desarrollarse en la edad avanzada, la EA hereditaria puede manifestarse 

en personas de entre 30 y 50 años. Los síntomas iniciales y la progresión de la 

enfermedad varían, pero en general, esta forma hereditaria suele tener un inicio más 

temprano y un curso más rápido, con un deterioro cognitivo más pronunciado.  

En ese sentido, las células madre pluripotentes inducidas humanas (CMPih) 

juegan un rol clave en el desarrollo de modelos de neurodegeneración que complementen 

los ya existentes por su potencialidad de generar modelos derivados de pacientes. Las 

CMPih son reprogramadas a partir de células adultas mediante la introducción de 

factores de transcripción específicos y, al ser obtenidas directamente del paciente a 

estudiar, mantienen casi intacto el contexto genético del mismo. Además, estas células 

poseen dos características fundamentales: la pluripotencia y la capacidad de 

autorrenovación. La pluripotencia se refiere a su capacidad para diferenciarse en una 

amplia gama de tipos celulares. Por otro lado, las CMPih pueden autorrenovarse 

indefinidamente en el laboratorio, lo que garantiza una fuente constante de células para 

investigaciones y aplicaciones terapéuticas.  

Recientemente, en Fleni se reportó una mutación novedosa en el gen de PSEN1 

(c. C356T p. T119I) en un paciente con EA de origen temprano. Aún no existe información 

acerca del rol de esta mutación en la progresión del proceso neurodegenerativo. Nuestra 

hipótesis de trabajo es que la mutación en sí es causal de la EAf en esta familia. En este 

trabajo nos propusimos generar modelos para estudiar en profundidad el perfil 

patogénico causado por esta mutación utilizando CMPih. Para ello, en una primera 
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instancia generamos mediante edición génica utilizando la tecnología CRISPR/Cas9 

células HEK293T PSEN1 Knock-Out (KO). Sobre estas células realizamos luego co-

transfecciones transitorias con plásmidos de expresión que codifican para APP wild-type 

(WT) y PSEN1 WT o mutantes (A246E y T119I) y cuantificamos mediante ensayos de 

ELISA espec²ficos los niveles de Aȁ40 y Aȁ42 intracelulares. Este experimento dio como 

resultado que la mutación PSEN1 p.T119I presentó un fenotipo intermedio (menor 

aumento de la relación Aȁ42/Aȁ40) al compararlo con una mutación previamente 

reportada y validada (PSEN1 p.A246E).  

Luego generamos una línea de CMPih a partir de la reprogramación de 

fibroblastos dérmicos (FD) de un paciente portador de la mutación PSEN1 c. C357T p. 

T119I. Con este propósito, primero transducimos los FD del paciente con el vector 

lentiviral STEMCCA que codifica para los factores de reprogramación de Yamanaka 

(OCT-4, KLF4, SOX2 y c-MYC) y obtuvimos 3 clones, denominados FFAD1.1c1, 

FFAD1.2c4 y FFAD1.2c8, los cuales fueron posteriormente validados. Se estudiaron las 

siguientes características típicas de CMPih: formación de colonias multicelulares 

compactas con una alta relación núcleo/citoplasma y bordes de colonias marcados, alta 

actividad de Fosfatasa Alcalina (AP), expresión de marcadores asociados a la troncalidad 

y la pluripotencia, es decir la capacidad de diferenciarse a tipos celulares de las 3 capas 

embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo). Corroboramos además el 

silenciamiento del casete de expresión STEMCCA, y que se conserve el cariotipo parental 

de los FD. Además, mediante estudios de filiación por análisis de microsatélites, 

demostramos que las CMPih reprogramadas y los FD parentales tenían el mismo perfil 

genético.  

Una vez seleccionado el clon para seguir trabajando, el FFAD1.2c4, renombrado 

FFAD1, a partir de ahora la línea de CMPih FFAD1, comenzamos a establecer modelos 

neuronales en 2 y 3 dimensiones para el estudio de la EA. A partir de este punto, además, 

se adicionaron 2 como control dos líneas de CMPih, OUWi003 -A y UOWi002 -A, las 

cuales fueron generadas desde FD de un paciente con EA portador de la mutación PSEN1 

p.A246E y un pariente cercano no portador de la variante y sin EA. Utilizando estas tres 

líneas se generaron 2 modelos neuronales en 2 dimensiones, uno de neuronas genéricas 

inmaduras y otro de neuronas corticales, los cuales fueron validados por 

inmunofluorescencia y RT-qPCR de marcadores neuronales (PAX6, TUJ1, TBR1, TBR2, 

entre otros). Para facilitar la observación de las placas amiloides, establecimos además 

un modelo neural en 3 dimensiones (también conocido como organoides cerebrales) el 

cual fue validado por inmunofluorescencia de marcadores neurales. 

Luego, cuantificamos los niveles de los péptidos Aȁ40 y Aȁ42 y Tau fosforilado 

[pT231] por ELISA en precipitados y sobrenadantes neuronales. Observamos que la línea 
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FFAD1 exhibió un incremento estadísticamente significativo en los niveles de p-Tau 

[T231] en comparación con las neuronas generadas a partir de la línea OUWi002 -A 

(PSEN1 WT). También, evaluamos los dep·sitos de Aȁ42 y P-tau [pT231] sobre cortes 

histológicos de los organoides cerebrales y medimos los niveles de Aȁ42 y Tau fosforilado 

[pT231] por ELISA . Los cortes histológicos revelaron que los organoides cerebrales 

derivados de CMPih de ambas mutaciones en PSEN 1 (p.T119I y p. A246E) mostraron 

depósitos de placas de Aȁ de forma generalizada como así también una disminución en 

los niveles de péptidos de Aȁ42 en los sobrenadantes de los organoides derivados de las 

líneas de CMPih OUWi003-A (PSEN1 A246E) y FFAD1 (PSEN1 T119I) con respecto a los 

organoides derivados de la línea control OUWi002-A (PSEN1 WT) y un aumento en la 

fosforilación en Tau para ambas líneas portadoras de variantes de EA.  

Por último, realizamos un RNA-seq para encontrar los ARNm diferencialmente 

expresados en neuronas corticales de la línea de CMPih FFAD1 (PSEN1 T119I) en 

comparación con las de la línea PSEN1 WT (UOW002i.A). Se analizó el transcriptoma y 

se identificaron 85 genes diferencialmente expresados, con 34 regulados negativamente 

y 51 positivamente. Un análisis de ontología génica reveló un enriquecimiento en genes 

asociados al equilibrio homeostático celular, la membrana plasmática y funciones 

moleculares como el transporte de sustancias y la homeostasis del hierro. Se 

seleccionaron 13 genes para validar los resultados mediante RT-qPCR, confirmando las 

regulaciones observadas en el análisis por RNA-Seq. Al incluir la línea UOW003i -A 

(PSEN1 A246E), se detectaron ciertos genes (ACP5, NOS3, PROKR2, GPD1, TRPC6, 

THSD1 y TUBA4A) que compartían un modo de regulación similar con la línea FFAD1, 

por lo que podrían estar involucrados en mecanismos moleculares comunes asociados a 

la EA, convirtiéndolos en blancos terapéuticos potencialmente prometedores. 

En conclusión, los hallazgos de este trabajo respaldan la hipótesis de que la 

variante PSEN1 (c. C356T p. T119I) posee un rol patogénico en la Enfermedad de 

Alzheimer de herencia autosómica dominante.  

 

Palabras clave:  Enfermedad de Alzheimer genética, CMPih, neuronas, organoides, 

neurodegeneración, ovillos neurofibrilares, placas amiloides. 
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ABSTRACT 

Study of the PSEN1 mutation (p.T119I), associated with familial 

Alzheimer's disease, using genetic editing techniques, and induced 

human pluripotent stem cells.  

 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative pathology of great relevance 

today, due to its increasing prevalence and socioeconomic impact. AD is characterized 

by the progressive degeneration of neurons, often concurrently  with the appearance of 

beta-amyloid plaques (A )̡ and neurofibrillary tangles  (NFT)  in the brain. As the 

population ages, the prevalence of AD continues to rise, emphasizing the urgent need for 

innovative approaches in the research and therapy of this neurodegenerative disease. 

AD has two presentations: sporadic AD (sAD) and familial AD (fAD). The latter 

is characterized by the presence of specific genetic mutations that are transmitted from 

generation to generation within a family. These mutations are often located in genes 

involved in amyloid precursor protein processing that generate amyloid deposits; APP, 

PSEN1, and PSEN2. Unlike in sAD, which typically develops in old age, fAD can manifest 

in individuals aged between 30 and 50. The initial symptoms and progression of the 

disease vary, but in general, this hereditary form tends to have an earlier onset and a 

faster course, with more pronounced cognitive decline. 

In this regard, human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) play a key role in 

the development of neurodegeneration models that complement existing ones due to 

their potential to generate patient -derived models. hiPSCs are reprogrammed from adult 

cells by introducing specific transcription factors and, by being obtained directly from 

the patient under study, they maintain almost intact the patient's genetic context. 

Additionally, these cells possess two fundamental characteristics: pluripotency and self-

renewal capacity. Pluripotency refers to their ability to differentiate into a wide range of 

cell types. On the other hand, hiPSCs can self-renew indefinitely in the laboratory, 

ensuring a constant source of cells for research and therapeutic applications. 

Recently, a novel mutation in the PSEN1 gene (c. C356T p. T119I) was reported 

at Fleni in a patient with early -onset AD. There is still  no information about the role of 

this mutation in the progression of the neurodegenerative process. Our working 

hypothesis is that the mutation itself is causative of fAD in this family.  In this work, we 

aimed to generate models to study in depth the pathogenic profile caused by this 

mutation using hiPSCs. To do this, we first generated PSEN1 Knock-Out (KO) HEK293T 

cells through genome editing using CRISPR/Cas9 technology. We then performed 

transient co-transfections on these cells with expression plasmids encoding for APP wild -
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type (WT) and PSEN1 WT or mutants (A246E and T119I) and quantified intracellular 

Aȁ40 and Aȁ42 levels using specific ELISA assays. This experiment resulted in the finding 

that the PSEN1 p.T119I mutation exhibited an intermediate phenotype (lower increase 

in the Aȁ42/Aȁ40 ratio) compared to a previously reported and validated mutation 

(PSEN1 p.A246E). 

Next, we generated a hiPSC line from the reprogramming of dermal fibroblasts 

(DF) from a patient carrying the PSEN1 c. C357T p. T119I mutation. For this purpose, we 

first transduced the patient's DF with the STEMCCA lentiviral vector encoding the 

Yamanaka reprogramming factors (OCT-4, KLF4, SOX2, and c-MYC) and obtained 3 

clones, named FFAD1.1c1, FFAD1.2c4, and FFAD1.2c8, which were subsequently 

validated. We studied the following typical characteristics of hiPSCs: formation of 

compact multicellular colonie s with a high nucleus/cytoplasm ratio and marked colony 

edges, high alkaline phosphatase (AP) activity, expression of markers associated with 

stemness and pluripotency, i.e., the ability to differentiate into cell types of the 3 

embryonic layers (ectoderm, mesoderm, and endoderm). We also confirmed the 

silencing of the STEMCCA expression cassette and the parental karyotype conservation 

of the DF. Additionally, through microsatellite analysis, we demonstrated that the 

reprogrammed hiPSCs and the parental DF had the same genetic profile. 

Once the clone FFAD1.2c4, re named FFAD1, was selected to continue working 

with . We began to establish neural models in 2 and 3 dimensions for the study of AD. At 

this point, two control hiPSC lines, OUWi003 -A and UOWi002 -A, were also added, 

which were generated from DF of an AD patient carrying the PSEN1 p.A246E mutation 

and a close relative without the variant and without AD. Using these three lines, we 

generated 2-dimensional neural models, one of immature generic neurons and another 

of cortical neurons, which were validated by immunofluorescence and RT-qPCR of 

neuronal markers (PAX6, TUJ1, TBR1, TBR2, among others). To facilitate the 

observation of amyloid plaques, we also established a 3-dimensional neural model (also 

known as cerebral organoids), which was validated by immunofluorescence of neural 

markers. 

We then quantified the levels of Aȁ40 and Aȁ42 peptides and phosphorylated Tau 

[pT231] by ELISA in neuronal precipitates and supernatants. We observed that the 

FFAD1 line exhibited a statistically significant increase in p -Tau [T231] levels compared 

to neurons generated from the OUWi002 -A line (PSEN1 WT). Additionally, we evaluated 

the deposits of Aȁ42 and P-tau [pT231] on histological sections of the cerebral organoids 

and measured the levels of Aȁ42 and phosphorylated Tau [pT231] by ELISA. The 

histological sections revealed that the cerebral organoids derived from hiPSCs with both 

PSEN1 mutations (p.T119I and p.A246E) showed widespread Aȁ plaque deposits as well 
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as a decrease in Aȁ42 peptide levels in the supernatants of the organoids derived from the 

OUWi003 -A (PSEN1 A246E) and FFAD1 (PSEN1 T119I) hiPSC lines compared to the 

organoids derived from the control line OUWi002 -A (PSEN1 WT) and an increase in Tau 

phosphorylation for both lines carrying AD variants.  

Finally, we performed RNA -seq to identify differentially expressed mRNAs in 

cortical neurons from the FFAD1 hiPSC line (PSEN1 T119I) compared to those from the 

PSEN1 WT line (UOW002i.A). The transcriptome was analyzed, and 85 differentially 

expressed genes were identified, with 34 downregulated and 51 upregulated. Gene 

ontology analysis revealed an enrichment in genes associated with cellular homeostatic 

balance, the plasma membrane, and molecular functions such as substance transport 

and iron homeostasis. Thirteen genes were selected to validate the results by RT-qPCR, 

confirming the regulations observed in the RNA -Seq analysis. By including the 

UOW003i -A line (PSEN1 A246E), certain genes (NOS3, ICAM4, HSPA6, TMEM87B, 

PROKR2, GRIN2A, TRP6, THSD1, and ADAMTS15) were detected to share a similar 

mode of regulation with the FFAD1 line, suggesting they could be involved in common 

molecular mechanisms associated with AD, making them potentially promising 

therapeutic targets. 

In conclusion, the findings of this study support the hypothesis that the PSEN1 

variant (c. C356T p. T119I) has a pathogenic role in autosomal dominant inheritance 

Alzheimer's disease. 

 

Keywords:  Genetic Alzheimer's disease, hiPSCs, neurons, organoids, 

neurodegeneration, neurofibrillary tangles, amyloid plaques .  
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INTRODUCCIÓN 

1. La Enfermedad de Alzheimer  

 

En 1906, el psiquiatra y anatomopatólogo alemán Alois Alzheimer presentó ante 

sus colegas el caso de una de sus pacientes que había transitado una ñpeculiar y severa 

enfermedad de la corteza cerebralò. Auguste Deter, una mujer  de solo 51 años había sido 

internada  en el hospital psiquiátrico de Frankfurt  por su marido en 1901 tras haber 

presentado síntomas de paranoia que fueron progresando durante su internación 

(sumando también desórdenes de sueño, pérdida de memoria, agresividad y confusión 

progresiva) hasta su posterior muerte en 1905. No solo la mujer presentaba síntomas de 

deterioro cognitivo típicos de la demencia, sino que, particularmente, tras el análisis 

anatómico del cerebro de dicha paciente, el Dr. Alzheimer descubrió la presencia de unos 

agregados proteicos extraños. Si bien el caso no llamó la atención de los psiquiatras 

presentes en dicha reunión, años después el diagnóstico de Auguste Deter se pasó a 

conocer como el primer caso reportado de demencia de tipo Alzheimer1.  

La demencia es un término general que abarca una serie de síntomas que se 

asocian al deterioro progresivo de las habilidades cognitivas (memoria, toma de 

decisiones, capacidad del habla, entre otras) del paciente afectado. Se estima que a nivel 

mundial existen aproximadamente 50 millones de personas que conviven con algún tipo 

de demencia y se prevé un incremento de este número a 152 millones para 20502,3.  En 

particular, la Enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo más común de demencia en 

personas adultas y no solo impacta sobre el paciente sino también sobre su familia, 

cuidadores y en las políticas de salud pública4ï7.  

La dificultad en el manejo clínico de esta patología radica en dos puntos 

particulares. Por un lado, la heterogeneidad presentada por los pacientes en cuanto a 

edad de inicio, severidad de la pérdida cognitiva, presentaciones clínicas diversas y la 

presencia de otras comorbilidades8,9. Por otro lado, la dificultad de diagnosticar la 

presencia de EA previo al inicio de los síntomas de forma tal de establecer estrategias de 

trabajo que mejoren el desempeño del paciente a lo largo de los años como así también 

preparar a las familias para afrontarlo 3.  

 Como se puede observar en la figura 1, el inicio de los síntomas no coincide con 

los cambios cerebrales, los cuales comienzan a ocurrir muchos años antes de que el 

paciente sienta la necesidad de acudir a un centro médico10,11. Las manifestaciones más 

tempranas se reconocen clínicamente como Deterioro  Cognitivo Leve (DCL) en el cual, 

uno o varios dominios cognitivos pueden verse afectados de forma leve, pero sin alterar 
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las capacidades funcionales de la persona12. Con el paso de los años y el avance de la 

enfermedad, los síntomas comienzan a agravarse y a interferir con la vida diaria del 

paciente, incapacitándolo. Ese cuadro se conoce como demencia por EA.  

Es importante destacar que, si bien el aumento en la edad es un factor de riesgo 

para padecer EA y todos vemos nuestro desarrollo cognitivo afectado levemente, esta 

patología no es propia del curso normal de la vejez13,14.  

 
Figura  1. Progresión sintomatológica de la EA . Se estima que los cambios biológicos que tienen lugar 

en el encéfalo comienzan años antes de que el paciente acuda a la clínica por sospecha de demencia. 

Modificado de 3 . 

 

Hoy en día se asocia a la EA con un síndrome de origen biológico, de carácter 

neurodegenerativo que presenta particularidades propias que permiten distinguirla de 

otras patologías neurodegenerativas. Entre ellas se destacan y son considerados más 

predominantes:  

Å Presencia de depósitos oligoméricos extracelulares de péptidos amiloide-beta 

(Aȁ) de distintas longitudes. Los mismos son derivados del clivaje de la 

proteína precursora del amiloide (APP, por sus siglas en inglés) y su 

acumulación se debe a un mayor clivaje y/o a una menor depuración de dichos 

péptidos.  

Å Presencia de inclusiones intracelulares de tau hiperfosforilado conocidas 

como ovillos neurofibrilares (ONF).  

 

Es importante destacar que, si bien por muchos a¶os la presencia de placas Aȁ 

como de ONF detectadas en cerebros post-mortem  han sido las características 

diagnóstico/ patológicas de esta enfermedad, el establecimiento de iniciativas que 

favorezcan un mejor diagnóstico en conjunto con los avances recientes en técnicas de 

imágenes y el desarrollo de biomarcadores en líquido cefalorraquídeo y sangre periférica 

han permitido establecer un nuevo panorama en relación con la progresión de esta 

enfermedad15.  

Como puede observarse en la figura 2, el desarrollo de la EA hacia un estadio 

clínico claro viene acompañado de la aparición temprana de cinco biomarcadores los 
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cuales pueden ser utilizados para realizar un diagnóstico temprano y establecer líneas de 

tratamiento tanto para el paciente como para la familia. Estos son:  

 

1. Medici·n de ȁ-amiloide en líquido cefalorraquídeo o por análisis de imágenes de 

tomografía por emisión de positrones de amiloide (PET scan por sus siglas en 

inglés, positron emission tomography )16,17. 

2. Medición de proteína tau en líquido cefalorraquídeo y PET de 

Fluorodesoxiglucosa, indicadores de disfunción neuronal y sináptica18. 

3. Medición de atrofia cerebral por resonancia magnética estructural19.  

 

Posteriormente, una vez iniciada la fase clínica de la patología el diagnóstico se 

complementa con tests cognitivos:  

  

4. Medición de pérdida de memoria. 

5. Medición de habilidades cognitivas generales (orientación, lectura, memoria, 

etc). 

 

 
Figura  2. Cambios en los biomarcadores en la progresión de EA. Se observa que las modificaciones 

a nivel biol·gico (deposici·n de placas Aȁ primero y ONF posteriormente) que producen muerte neuronal, 

inician 30 años antes que los síntomas cognitivos. Modificado de ADNI20.  
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En relación con la mortalidad, es difícil estimar el número total de fallecimientos 

asociados a EA puesto que muchas veces la causa de muerte registrada no indica la 

presencia de esta patología, sino que refiere a fallas en el funcionamiento de otros 

órganos. Es importante destacar que, en estadios avanzados de la EA, los pacientes 

presentan complicaciones asociadas a la movilidad y trastornos de deglución que llevan 

a un estado de malnutrición y deterioro corporal (revisado en 3). Si consideramos que 

aquellas personas que presentan EA como patología subyacente, mueren efectivamente 

de esta enfermedad, en los últimos años se puede observar un aumento en el porcentaje 

de muertes asociadas a esta patología en comparación con otras enfermedades en 

Estados Unidos (Figura 3).  

 

 
Figura 3. Cambios  en los porcentajes  de causa de muerte entre 2000 y 2018.  El gráfico muestra 

la diferencia entre las muertes reportadas asociadas a patologías específicas entre el periodo 2000 y 2018 en 

estados unidos. EC: Enfermedades cardíacas. HIV: Virus de la inmunodeficiencia humano. EA: Enfermedad 

de Alzheimer. Adaptado de 3.  
 

Resulta imperioso subrayar que la mayoría de los datos poblacionales 

presentados hasta el momento se basan en estudios realizados en Estados Unidos y 

Europa. La situación en América Latina con respecto al diagnóstico y al tratamiento de 

EA es un poco más compleja debido a la falta de datos epidemiológicos y unificación de 

procesos diagnósticos entre otros21.  

De acuerdo con datos provistos por el Ministerio de Salud de la Nación Argentina, 

en una cohorte compuesta por datos del 2010-2019, se estima que el 0,5% de las causas 

de muerte están registradas y asociadas con EA lo cual es un porcentaje bajo si se 
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compara con la mortalidad causas por enfermedades del sistema circulatorio y 

respiratorio o el cáncer (Figura 4). A pesar de estos datos, el mismo trabajo establece la 

importancia de mejorar el análisis y registro de causas asociadas a muertes por EA y 

encomienda una articulación con la dirección nacional de salud mental ya que reconoce 

la falta de claridad sobre este punto22. 

 

 
Figura 4. Tasa de mortalidad de por grupos de causas seleccionadas en personas de 60 años 

y más en Argentina, 2010 -2019 22. 
 

Con respecto a los tratamiento s disponibles, en la mayoría de los casos se 

prescribe un tratamiento con inhibidores de la acetilcolinesterasa (como Donezepil o 

Rivastigmina) pues se ha visto una disminución en la activación del sistema colinérgico 

en EA23,24. También es común el uso de memantina, un antagonista no competitivo del 

receptor glutamatérgico de N-metil -D-aspartato (NMDA ), como respuesta a la teoría de 

ñneurotoxicidadò en la cual se establece que una activaci·n excesiva de estos receptores 

promueve la muerte celular24,25. Estos tratamientos no frenan el avance de la enfermedad 

ni la revierten y, como se ha establecido anteriormente, el tratamiento sintomático se 

establece 30 años después del inicio de la EA.  

En los últimos años han aparecido en el mercado anticuerpos monoclonales que 

prometen enlentecer la deposici·n de Aȁ como el Aducanumab o el Lecanemab, pero 

falta constatar que los mismos realmente generen un cambio en la progresión de la 

patología y un costo-beneficio con respecto a sus efectos adversos26.  
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2. Enfermedad de Alzheimer ï Causas genéticas y factores 

de riesgo 

 

En 2006 se cumplieron 100 años del primer caso reportado de EA. A pesar de 

haber pasado todo ese tiempo, aún no se conocen las causas exactas que desencadenan 

el inicio de esta patología en la mayoría de los casos, pero se considera que existen un 

número de factores de riesgo tanto ambientales como genéticos que podrían contribuir 

a ello.   

La EA se destaca por poseer dos presentaciones: una forma esporádica (EAe) cuyo 

origen es multifactorial , de inicio posterior a los 65 años y que comprende 

aproximadamente al 95% de los pacientes y una forma hereditaria o familiar (EAf) , 

generalmente de inicio temprano (< 65 años), con presencia de mutaciones en genes que 

participan del procesamiento de APP (PSEN1 [MIM: 104311], PSEN2 [MIM: 600759] y 

APP [MIM: 104760]),  un patrón de herencia dominante y que representa al 5% restante 

de los pacientes27,28. Si bien las dos presentaciones de la enfermedad presentan 

características propias, ambas coinciden en la aparición de marcas neuropatológicas 

similares como así también en el impedimento cognitivo que son observables en los 

pacientes29. 

El factor de riesgo más importante  para la EAe es la edad, pero como se mencionó 

anteriormente, la EAe no forma parte del proceso normal del envejecimiento, sino que 

es considerado una presentación patológica del mismo. Por ello, es importante 

identificar qué factores podrían cumplir un rol predominante en su aparición. En la 

figura 5 se presentan variantes genéticas que han sido relacionadas con la aparición de 

esta enfermedad. 

Uno de los factores de riesgo genéticos de EAe más conocidos es el gen APOE, el 

cual codifica para la proteína Apolipoproteína -E (Apo-E), involucrada en el transporte y 

metabolismo de lípidos30. APOE presenta 3 isoformas diferentes: APOE Ů2, Ů3 y Ů4, con 

una frecuencia alélica de expresión de 8%, 77% y 15% respectivamente31. 

Actualmente se considera que la presencia de la isoforma APOE Ů4 genera una 

reducción en la capacidad de eliminar la proteína amiloide depositada y que esta podría 

ser la razón por la cual APOE Ů4 es el factor de riesgo genético más importante para la 

aparición de EAe de inicio tardío. Se estima que tener una copia de APOE Ů4 aumenta 

tres veces el riesgo de padecer la enfermedad, mientras que tenerla en homocigosis 

aumenta el riesgo entre ocho y doce veces32,33. Por otro lado, estudios poblacionales 

parecen indicar que APOEŮ2 confiere protección contra la EA34. Es importante destacar 

que la presencia de uno o dos alelos de la variante Ů4 no es condición sine qua non para 

que el individuo desarrolle EA, y que, a su vez, muchas personas que poseen la 
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enfermedad no presentan esta isoforma. Aunque APOE Ů4 es el factor gen®tico de riesgo 

principal que contribuye al desarrollo de la EAe de inicio tardío, su efecto solo explica el 

27,3% de la heredabilidad total de la enfermedad, la cual se estima en un 80%35. 

En los últimos años, los estudios de asociación de genoma completo (GWAS, por 

sus siglas en inglés Genome-wide association study ) han desempeñado un papel 

fundamental en la comprensión del análisis de la EA. Estos estudios implican el examen 

de variantes de secuencia en todo el genoma de individuos con y sin EA, con el objetivo 

de identificar varia ntes genéticas específicas asociadas con esta enfermedad. Mediante 

el análisis de conjuntos de datos compuestos por miles de participantes, los GWAS han 

identific ado con éxito numerosos loci genéticos que contribuyen a la susceptibilidad de 

la EA36ï38. Estos hallazgos han arrojado luz sobre las vías biológicas subyacentes 

involucradas en el desarrollo y la progresión de la enfermedad, resaltando genes clave y 

procesos biológicos implicados en la patogénesis de la EA (Figura 5).  

 

 
Figura 5. Descripción general de los genes asociados a la aparición de la Enfermedad de 

Alzheimer, correlación entre frecuencia poblacional y riesgo de generar EA . El riesgo de 

desarrollar EA (eje vertical) fue graficado contra la prevalencia de las variantes en la población general (eje 

horizontal) para genes descritos por ensayos genómicos. Los colores indican el o los procesos en los cuales 

están involucrados dichos genes. Adaptado de 39,40  

 

La figura 5 describe las componentes genéticas más notorias a tener en cuenta en 

la EA. La EAf sigue patrones genéticos mendelianos debido a mutaciones específicas en 

los genes PSEN1, PSEN2 y APP. Por otro lado, en la EAe los factores genéticos juegan un 

papel menos claro y se manifiestan a través de loci de riesgo, siendo el gen APOE el 

principal contribuyente a este riesgo. Esta dualidad refleja la complejidad inherente de 

la enfermedad, con una interacción entre factores genéticos y ambientales que moldean 
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su curso y presentación clínica. Así, las mutaciones presentes en las proteínas Presenilina 

1 (PSEN1), Presenilina 2 (PSEN2) y Proteína Precursora Amiloide (APP, por sus siglas 

en inglés) han sido implicad as en la aparición de la EAf.  

Hasta el momento, se han encontrado 88 mutaciones en PSEN2 y 114 en APP 

asociadas a la aparición de la EAf. En el caso de PSEN1 se han reportado 360 mutaciones 

distribuidas a lo largo de toda la proteína [Figura 6. Base de datos actualizada de 

Alzhforum  (consultada el 11/03/2024 )] . En los siguientes apartados se presentará 

evidencia de cómo estas proteínas se relacionan entre sí, con la aparición de las placas 

amiloideas y cómo esto ha dado lugar a la teoría de la cascada amiloide, la teoría que hoy 

domina el campo de cómo se desencadena la EA.  

 

 
Figura 6. Secuencia aminoacídica de la proteína Presenilina -1 con sus mutaciones asociadas.  

Representación esquemática de PSEN1 mostrando sus 9 dominios transmembrana, las uniones de los exones 

codificantes, los sitios C-terminal y N -terminal de la proteína, los aspartatos catalíticos y el sitio de 

endoproteólisis. En rojo se muestran las mutaciones categorizadas como patogénicas, en naranja las 

probablemente patogénicas y en verde, las benignas. En azul, se presentan las mutaciones que aún no han 

sido clasificadas. Imagen extraída y modificada de Alzhforum.  

3. PSEN1, complejo gamma secretasa y enfermedad de 

Alzheimer 

 

Las primeras proteínas en ser asociadas al desarrollo de EA fueron las 

Presenilinas (PSENs). En la década de 1990, análisis de asociación realizados en varias 

familias que poseían EAf permitieron encontrar 2 loci, ubicados en los cromosomas 1 y 

14, relacionados con la aparición de EAf41,42. Pocos años después, se conoció la secuencia 
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de dos genes homólogos: PSEN1, ubicado en cromosoma 14 y PSEN2, ubicado en el 

cromosoma 143ï45. Como se expuso anteriormente, dichos genes codifican para PSEN1 y 

PSEN2 respectivamente y a su vez, ambas forman el sitio catalítico de un complejo 

transmembrana llamado complejo gamma secretasa (ɔ-secretasa) el cual se estima que 

se encarga de procesar más de 90 proteínas transmembrana, entre ellas APP revisado en 46ï

48. 

ɔ-secretasa actúa como una aspartil-proteasa transmembrana y está compuesta 

por 4 subunidades esenciales: PSEN, que incluyen a PSEN1 y PSEN2, Nicastrina, APH-1 

(del inglés anterior pharynx defective 1 ) y PEN-2 (del inglés, presenilin enhancer 2 )49ï

51. Las mismas deben presentarse en proporciones iguales en el complejo51 y, de faltar 

alguna de ellas, se ha visto la retención del resto en el retículo endoplasmático o su rápida 

degradación52ï54.  A su vez, es necesario que dichas proteínas se ensamblen en un orden 

específico para asegurar la funcionalidad del complejo (Figura 7).   

 

 
Figura 7. Estructura y ensamblaje del complejo gamma secretasa.  Primero, APH-1 (violeta)  y 

Nicastrina  (verde) se unen para formar el andamiaje enzimático. Luego, las presenilinas (naranja)  son 

incorporadas. Por último, PEN -2 (azul) es reclutada y las presenilinas son clivadas endoproteolíticamente 

en presenilina-NTF/CTF, lo cual activa la capacidad prote0lítica del complejo. EN negro se presentan los 

aspartatos catalíticos de las presenilinas. Adaptado de55.  

 

Inicialmente, tanto Nicastrina como APH-1 deben unirse entre sí y acoplarse a la 

membrana plasmática para funcionar como andamiaje para la correcta disposición 

espacial del resto del complejo56.  
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Nicastrina es una proteína altamente glicosilada la cual, además, cumple 

funciones en la interacción y el anclaje de los sustratos al complejo activo57ï59. Por su 

lado, APH-1 es una proteína que presenta 2 proteínas homólogas en humanos, APH-1a y 

APH-1b. A su vez, APH-1a posee al menos 2 variantes de splicing , APH-1aL y APH-1aS60. 

A pesar de esta complejidad, estudios recientes parecerían indicar que las diversas 

isoformas de APH-1 cumplen diferentes funciones y que en particular APH-1b parecería 

estar implicada en el procesamiento de APP61.  

Una vez establecido el subcomplejo APH-1-Nicastrina , se une PSEN1 o PSEN2 

por interacción del dominio C -terminal con el dominio transmembrana de Nicastrina 62. 

Las PSENs son holoproteínas de aproximadamente 50 KDa con 9 pasos 

transmembran a63,64, las cuales se encuentran inactivas y rápidamente son removidas por 

degradación proteica a menos que sean clivadas endoproteolíticamente65,66. Las PSEN 

contienen dos residuos aspartatos altamente conservados en los dominios 

transmembrana 6 y 7 (D257/D263 y D385/D366 en PSEN1/PSEN2 respectivamente) los 

cuales son indispensables para procesar los sustratos del complejo67.  

Finalmente, se incorpora PEN-2, la cual es necesaria para el clivado 

endoproteolítico de las PSEN68, como así también es indispensable para la actividad de 

ɔ-secretasa en sí69.  La endoproteólisis de las PSEN, un requisito ineludible para lograr 

la activación del complejo  genera la formación de fragmentos PSEN amino-terminal y 

carboxiterminal (PSEN-NT/CT) , los cuales continúan asociados formando un 

heterodímero70 (Figura 7).  

Se ha postulado que este ensamblaje se realiza en el ER para luego dar paso a su 

localización en la membrana plasmática por la vía secretoria mediada por el complejo de 

Golgi71,72. También, parecería ser que, si bien se localiza en membrana, no se encuentra 

activo, sino que deben acoplarse ciertas proteínas conocidas como GSMPs (del inglés, 

gamma -secretase modulatory proteins ) para promover su actividad73. Para sumar un 

mayor grado de complejidad, tras ensamblarse, el complejo ɔ-secretasa puede ser 

regulado por modificaciones post-traduccionales en PSEN1, PSEN2 y Nicastrina. En 

particular, modificaciones sobre las PSEN afectan la actividad del complejo 

directamente74,75.   

Es importante resaltar que, si bien ɔ-secretasa puede presentar tanto PSEN1 

como PSEN2 en su estructura (y no ambas al mismo tiempo), en la membrana plasmática 

de las células se observa la presencia de la PSEN1, mientras que en compartimentos 

intracelulares parecería presentarse PSEN276. Además, en experimentos en roedores, la 

ablación total de la proteína PSEN1 resulta deletérea mientras que el knock-out (KO) de 

PSEN2 no, evidenciando un rol clave de PSEN1 en la embriogénesis y el desarrollo 

neural77ï79. A su vez, la mayoría de las mutaciones asociadas a EAf se encuentran en 
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PSEN1, mostrando una fuerte relación entre PSEN1, ɔ-secretasa y el desarrollo de la 

enfermedad.  

4. Etiología de la enfermedad de Alzheimer 

 

Existen varias teorías que intentan explicar el desarrollo de la EA. A continuación, 

detallaremos brevemente las más difundidas . 

4.1 Hipótesis de la cascada amiloide 

 

Como se mencionó anteriormente , la mayor cantidad de mutaciones asociadas a 

EAf se encuentra en el gen PSEN1, el cual codifica para la proteína PSEN1 que forma 

parte del sitio  catal²tico de Ȃ-secretasa, enzima que procesa múltiples sustratos, entre 

ellos APP. Ahora bien, APP es susceptible de ser procesada por dos vías, comúnmente 

conocidas como, vías amiloidogénicas y no amiloidogénicas (Figura 8) y es en el 

desbalance entre estas dos vías en lo que se basa la teoría de la cascada amiloide.  

En la vía no amiloidogénica, APP primero es reconocida por Ŭ-secretasa, 

generando fragmentos solubles de APP (Ŭ-APPs) y un fragmento C-terminal  de 83 

residuos (C83) que queda inserto en membrana y posteriormente es clivado por Ȃ-

secretasa, produciendo fragmentos no tóxicos conocidos como P3 y un dominio 

intracelular (DIC) 80.  

Por otro lado, en la vía amiloidogénica, APP es clivada primeramente por ȁ-

secretasa (también conocida como BACE) generando otros fragmentos solubles de APP 

(ȁ-APPs) pero un fragmento C-terminal más largo, de 99 residuos, conocido como C99. 

C99, posteriormente es clivado por Ȃ-secretasa generando nuevamente DIC como así 

tambi®n fragmentos de distinto largo de p®ptido Aȁ (Aȁ38ï43). En particular se considera 

los mon·meros Aȁ40 y Aȁ42 como los más involucrados en el desarrollo de la EA, siendo 

Aȁ42 el más proclive a oligomerizar. Las células normalmente procesan APP por ambas 

v²as y los agregados oligom®ricos de Aȁ son removidos por los procesos de remoción 

(ñclearanceò) convencionales80. 
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Figura 8 . Vías de procesamiento de APP. En la vía amiloidogénica, APP se cliva primero por ȁ-

secretasa (BACE) para posteriormente ser clivada por Ȃ-secretasa. Este clivaje secuencial genera monómeros 

de Aȁ de tamaño variable Aȁ37-49. En particular la producción de los monómeros Aȁ1-40/1 -42 forman 

agregados de diferente peso molecular que terminan formando las placas amiloideas típicas de la EA. En la 

v²a no amiloidog®nica, APP es clivado en primera instancia por Ŭ dentro de las regiones que producir²an Aȁ, 

generando péptidos no oligomerizables. Adaptado de Biorender (Shreya Ramakrishnan y Eunice Huang) 

 

Hardy y Higgins propusieron en 1992 su teoría de la cascada amiloide que aún 

hoy, aunque puesta en duda, sigue siendo la teoría que lidera el campo en cuanto a 

producción de fármacos para combatir la EA. Esta teoría plantea que es el aumento de 

depósitos Aɓ, a causa de un procesamiento aberrante por parte de la -ɹsecretasa, el iniciador de 

la neurodegeneración observada en la EA81. 

Existen varias evidencias que apoyan la teoría de la cascada amiloide:  

¶ Por un lado, que el aumento de Aɓ a nivel cerebral inicia varios años antes del 

inicio de la patología, como fue descripto por el proyecto ADNI82.  

¶ Por otro, la variante APOE Ů4, que disminuye la capacidad de las células de 

eliminar correctamente los p®ptidos Aȁ, constituye el principal factor de riesgo 

genético de la EAe. 

¶ A su vez, APP es un gen ubicado en el cromosoma 21. Llamativamente, las 

personas adultas con síndrome de Down, que poseen una trisomía de dicho 

cromosoma, presentan EA de inicio temprano, similar a la EAf 83.  

¶ Finalmente, muchas de las mutaciones en PSENs y APP generan cambios en el 

procesamiento de APP, aumentando así los niveles de los distintos monómeros 

de Aȁ. En particular, disminuye la relaci·n Aȁ42/40 , la cual se usa como parámetro 

de diagnóstico clínico84. 

 

Esta teoría plantea que el desbalance entre estas vías se da en ambas 

presentaciones de EA, aunque de forma levemente diferente. Mientras que en EAf la 
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balanza se inclina hacia la vía amiloidogénica por mutaciones puntuales que aumentan 

la producción de Aɓ85, en EAe se considera que fallas en la remoción de estos péptidos 

generan su acumulación 86. Así, la acumulación de péptidos Aɓ se convierte en el puntapié 

inicial que desencadena el resto de los efectos neurodegenerativos. 

Esta hipótesis ha sentado las bases para el desarrollo de múltiples fármacos. 

Hasta marzo de 2023, se han realizado 298 ensayos clínicos para EA, 76 de los cuales 

tienen como blanco terapéutico los péptidos Aȁ o las placas amiloides. Los mismos, 

buscan reducir la generación de Aȁ, aumentar su remoci·n, inhibir la agregaci·n de los 

monómeros de Aȁ o neutralizar dichos mon·meros solubles. De estos, se han 

interrumpido los ensayos de 38 por falta de efectividad o efectos adversos y solamente 2 

drogas basadas en anticuerpos (Aducanumab y Lecanemab) han sido aprobadas por la 

Administración de Drogas y Alimentos ( FDA) para su uso en pacientes en Estados 

Unidos revisado en 87. Sin embargo, Aducanumab ya ha sido rechazado como tratamiento por 

la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) por presentar discrepancias en cuanto al 

beneficio presentado para los pacientes y ser considerado poco seguro para su 

administración 88,89. Por todo esto, esta hipótesis, si bien sigue siendo la que lidera el 

campo, es considerada hoy en día insuficiente para explicar el desencadenamiento de la 

patología. 

4.2 Hipótesis colinérgica  

 

La hipótesis colinérgica fue propuesta por Peter Davies y A. J. F. Maloney en 1976 

tras analizar la síntesis de diversos neurotransmisores en cerebros de pacientes con EA 

contra cerebros no afectados por esta enfermedad. En dicho estudio, observaron una 

reducción importante en la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (ChAT), encargada 

de la síntesis del neurotransmisor acetilcolina, en amígdala, hipocampo y corteza90ï92. 

Estos hallazgos se vieron reforzados por otros estudios que caracterizaron la muerte de 

neuronas colinérgicas del núcleo basal de Meynert en EA y la existencia de una 

correlación entre la severidad del déficit cognitivo y la pérdida significativa de la función 

colinérgica91,93ï95.  

Esta primera hipótesis dio lugar a la generación de inhibidores de la 

acetilcolinesterasa96, los cuales, si bien no detienen el deterioro cognitivo, reducen 

moderadamente los síntomas presentados por los pacientes97.  

4.3 Hipótesis de la homeostasis del calcio 

 

Esta hipótesis también surgió en 1992 y plantea que, si bien el iniciador puede ser 

Aȁ, lo que resulta t·xico para las c®lulas y desemboca en muerte neuronal es la presencia 
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de niveles elevados de calcio intracelular. En su trabajo seminal, reportaron que, en 

cultivos hipocampales fetales, la presencia y cantidad de p®ptidos Aȁ en conjunto con 

niveles ascendentes de glutamato, aumentaban la muerte neuronal pero no generaban 

cambios en los astrocitos98. En EA, el hipocampo es una de las primeras áreas en mostrar 

signos de neurodegeneración99.  

Glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia y su actividad está 

mediada por receptores inotrópicos catiónicos NMDA, AMPA y Kainato o 

metabotrópicos (mGluRs) 100. Sumado a este trabajo, se ha observado que el glutamato 

también es capaz de inducir el ingreso de Ca2+ en cultivos primarios de neuronas 

hipocampales de rata y humanas. A su vez, dicho aumento de Ca2+ produjo la 

degeneración de un grupo específico de neuronas donde también se observó presencia 

de marcas propias de los ONF101. Además, se ha observado que las neuronas 

hipocampales que presentan ONF poseen alta expresión de la quinasa dependiente de 

Calcio/Calmodulina tipo II (CaMKII), una de las enzimas que fosforilan Tau en estados 

patogénicos102ï104 revisado en105. 

En resumen, la aparici·n de placas Aȁ potenciar²a los efectos neurot·xicos 

generados por el ingreso de Ca2+ mediado por glutamato, llevando a un aumento de la 

actividad de la enzima CaMKII, lo que aceleraría la fosforilación patogénica de Tau y 

sensibilizaría a las neuronas con alta expresión de esta enzima, volviéndolas más 

proclives a la muerte. 

Esta hipótesis, que también integra los ONF y las placas amiloides ha tenido como 

resultado la formulación de uno de los fármacos de uso más regular para el manejo de la 

EA, en conjunto con los inhibidores de acetilcolinesterasa: Memantina.  

 La Memantina es un antagonista no competitivo de baja afinidad de los 

receptores de NMDA (NMDAR). De esta manera, logra disminuir los efectos de 

excitotoxicidad observados en pacientes de EA, pero sin bloquear completamente estos 

receptores, necesarios para funciones como el aprendizaje y la memoria, entre otros. 

Nuevamente, como ya hemos mencionado anteriormente, si bien este tratamiento 

apunta a disminuir los síntomas presentados por los pacientes, no logra frenar el avance 

de la enfermedad106.  

4.4 Hipótesis de la cascada mitocondrial  

 

Esta hipótesis fue introducida por primera vez en 2004 107. El modelo propuesto, 

representado en la Figura 9, consta de tres componentes principales. En primer lugar, la 

hipótesis de la cascada mitocondrial sostiene que la función mitocondrial basal de un 

individuo está determinada por la herencia genética (en particular, mitocondrial) 108. En 
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segundo lugar, factores heredados, en conjunto con los ambientales determinan la 

velocidad a la que se desarrollan y manifiestan los cambios mitocondriales asociados con 

la edad. De esta manera, la disminución de la función o eficiencia mitocondrial 

impuls arían los fenotipos asociados al envejecimiento. Así se plantea una relación 

proporcional entre la tasa de envejecimiento cerebral y la actividad mitocondrial. Un  

aumento en la disminución de la actividad mitocondrial se asociaría con un 

envejecimiento cerebral más rápido109ï111. En tercer lugar, la función mitocondrial basal 

de un individuo y la tasa de cambio funcional influyen en la cronología de la EA112ï116. 

Aquellos con una función basal baja y tasas rápidas de disminución mitocondrial, 

desarrollar ían síntomas y cambios histológicos asociados a EA a edades más tempranas 

que aquellos con una función basal alta y tasas más lentas de disminución mitocondrial 

revisado en 117.  

 

Figura 9. Hipótesis de cascada mitocondrial. De acuerdo con esta hipótesis, cada individuo posee una 

tasa de actividad mitocondrial basal que va disminuyendo por la interacción de componentes genéticos y 

ambientales. Si dicha disminución sobrepasa un umbral, desencadenaría los cambios histopatológicos 

propios de la EA, como las placas amiloides y los ONF. El signo de pregunta cuestiona si estos cambios 

histopatológicos podrían o no, a su vez, amplificar los cambios mitocondriales empeorando el fenotipo 

presentado por el paciente. Adaptado de117 .  
 

En este sentido, se ha observado que neuronas hipocampales y de la corteza de 

pacientes de EA han presentado una disminución en el número de mitocondrias en 

conjunto con localización de ADN y proteínas mitocondriales en vacuolas lisosomales 

asociadas a degradación118. También se ha observado un aumento de las especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y una disminución en los mecanismos antioxidantes, lo cual 

contribuye a un estado de estrés oxidativo119. Por último, se han realizado experimentos 

in vitro  e in vivo  que han logrado asociar este estado oxidativo anormal con el 

procesamiento de APP y la disfunción sináptica presente en EA120,121.  
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Estos mecanismos parecerían interrelacionarse con las hipótesis anteriores 

dando cuenta de la complejidad de la EA. 

4.5 Hipótesis de la propagación de Tau 

 

La segunda proteína que se observa depositada en los cerebros de pacientes de 

EA es la forma hiperfosforilada de Tau (p-Tau), en los ONF122,123. Se ha visto que, en EA, 

el número de ONF en la corteza correlaciona positivamente con la severidad del deterioro 

cognitivo , y que esto no parecería ser igual para las placas amiloides124,125.  

Tau es una proteína asociada a microtúbulos que permite  su polimerización 126,127.  

Los microtúbulos son esenciales para el crecimiento y transporte axonal de las neuronas 

y su hiperfosforilación genera su desacople de los microtúbulos, para luego empezar a 

agregarse128,129.  

Un factor en común dentro de las taupatías es que las mismas inician en áreas 

específicas del cerebro para luego dispersarse a otras áreas. La hipótesis de la 

propagación de Tau, propuesta en 2009, establece que los agregados de Tau plegados 

erróneamente se propagan a otras regiones cerebrales como si se tratara de una 

enfermedad priónica130. Esto quiere decir, que los agregados fibrilares hiperfosforilados , 

viajan dentro y entre neuronas, induciendo la fosforilación de otras proteínas Tau y la 

despolimerización de microtúbulos, contribuyendo al mal funcionamiento neuronal  

(Figura 10).   

 

Figura 10. Hipótesis de la propagación transcelular de Tau. De acuerdo con esta propuesta, 

inicialmente la hiperfosforilación de Tau, característica de los ONF, generaría cambios conformacionales en 

la proteína Tau de una neurona (1). Dichas formas aberrantes de Tau podrían propagarse por medio de 

exosomas y la microglía (2) y ser recibidas por neuronas no afectadas por endocitosis (3). Esto, induciría el 

plegamiento incorrecto de las proteínas Tau presentes en la neurona receptora, afectándola y propagando 

nuevamente las formas aberrantes (4).  

 

Esta hipótesis es compatible con la ya mencionada hipótesis de la cascada 

amiloide ya que p-Tau parece ser necesaria para la neurotoxicidad mediada por Aȁ a 
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nivel sináptico al presentarse en las dendritas131. A su vez, la isoforma APOE Ů4, asociada 

a fallas en la remoción de péptido Aȁ, también ha sido asociada a un aumento de p-Tau 

en modelos murinos132. También, el agregado de p-Tau y su desacople de los 

microtúbulos impide el correcto transporte axonal 133. Por último, se ha asociado la 

presencia de p-Tau a desregulaciones de los procesos de fisión y fusión mitocondrial, 

activando vías de respuesta a estrés mitocondrial134. Finalmente , APP y Tau parecen 

colaborar en la homeostasis del hierro135ï137. 

La presentación de esta hipótesis planteó una alternativa a la de la cascada 

amiloide , lo que desencadenó la generación de diversos medicamentos enfocados en 

inhibir la formación de Tau y su fosforilación aberrante, inhibidores  de quinasas de Tau 

e inmunoterapias contra Tau 138,139. 

 

5. Células madre humanas: clasificación, obtención y 

potenciales usos. 

 

Como ya fue establecido, la EA es una patología compleja que sigue sin tener una 

cura a pesar de haber sido descripta hace más de 100 años. Si bien se han propuesto 

muchos fármacos con potencialidad para combatirla, la mayoría no ha podido atravesar 

los ensayos clínicos correspondientes para asegurar su uso en la sociedad o garantizar un 

cambio sustancial en el desarrollo de la enfermedad139. 

Una de las dificultades más grandes que se presenta a la hora de estudiar en 

profundidad esta patología es la dificultad para acceder a muestras representativas de 

pacientes en diversos estadios de la enfermedad.  

En ese sentido, las células madre humanas (CMh), y en especial las células 

madre pluripotentes inducidas humanas (CMPih), se presentan como una herramienta 

clave para el estudio de las enfermedades neurológicas.  

 Las CMh están formadas por un grupo particular de células presentes en todos 

los estados de la vida, que poseen la habilidad de autorrenovarse y de diferenciarse a 

tipos celulares especializados. A su vez, pueden clasificarse según su capacidad de 

diferenciarse (totipotentes, plu ripotentes, multipotentes, oligopotentes o unipotentes) o 

su origen (embrionarias, adultas o pluripotentes inducidas)  revisado en 140 . 

Las CMh totipotentes tienen la capacidad de diferenciarse a las células que 

forman un organismo entero . Este es el caso del cigoto y hasta el estado de desarrollo de 

blastocisto, que está formado por un macizo celular interno  [del cual se aíslan las 

llamadas células madre embrionarias humanas (CMEh)]  y el trofoectodermo, el cual da 

lugar a la placenta141.   
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Las células madre pluripotentes humanas (CMPh), como su nombre lo indica, 

pueden formar todas las capas germinales, pero no las estructuras extraembrionarias. 

Dentro de estas se pueden encontrar las CMEh, las cuales se aíslan del macizo celular 

interno del blastocisto y se cultivan en condiciones que mantengan el estado 

indiferenciado 142. A su vez, las CMPih se obtienen gracias a la exposición de células 

somáticas a factores de transcripción  específicos (conocidos como los factores de 

Yamanaka) que reprograman la maquinaria transcripcional de la célula somática para 

devolverla a un estadio similar al de las CMEh. Y en particular, sin alteraciones 

genómicas importantes, un punto importante al considerar su uso para el estudio de 

enfermedades que pueden tener una carga genética significativa 143.  

Dada la importancia de las CMPih para el presente trabajo, más adelante se 

presentará una caracterización exhaustiva de las mismas, pero de momento 

continuaremos con la clasificación de las CMh.  

Las células multipotentes presentan un potencial de diferenciación reducido con 

respecto a las CMPh ya que solo pueden diferenciarse a un grupo específico de linajes 

celulares. Un ejemplo son las CMh hematopoyéticas, las cuales pueden diferenciarse a 

los diversos tipos de células sanguíneas, pero no a otros tipos de tejidos. Estas se 

consideran CMh adultas ya que se encuentran presentes aún en un cuerpo 

completamente desarrollado. Por su lado, las CMh oligopotentes solo pueden 

diferenciarse a una cantidad reducida de células, como las CMh neurales y finalmente las 

unipotentes, solo pueden diferenciarse a un único tipo celular (Figura 11) revisado en 144.  
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Figura 1 1. Capacidad de diferenciación de las células m adre  humanas  (CM h).  Antes de la 

implantación, el cigoto tiene una capacidad totipotente, de generar todas las células necesarias para formar 

un organismo. El macizo celular interno, tiene capacidad pluripotente, es decir que puede diferenciarse a las 

tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo). Cada una de las capas germinales en sí misma, 

tiene capacidad multipotente, es decir, solo de generar los tipos celulares asociados a su linaje. Cada una de 

estas capas germinales puede diferenciarse a su vez a una serie de CM oligopotentes que darán como 

resultado las células somáticas. Así, el endodermo puede generar el tracto digestivo, células pulmonares y 

diversos tipos y glándulas. El mesodermo puede generar tejido adiposo, óseo, muscular, cardíaco y 

sanguíneo. Por último, el ectodermo puede diferenciarse a tejido neuronal y células epiteliales.  
 

La figura 11 no solo ilustra la potencialidad que tienen las CMh de generar todo 

tipo de tejidos sino también el dilema ético que subyace al uso de CMEh en terapias 

regenerativas ya que su proceso de generación implica la utilización de embriones 

humanos145. Por su lado, las CMPih son un tipo particular de CM h ya que son generadas 

a partir de células somáticas (como por ejemplo fibroblastos o eritroblastos de sangre 

periférica)  lo que las vuelve ideal para resolver este problema.  
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La primera descripción de la obtención de CMPih fue realizada en 2006 por el 

grupo del investigador japonés Shinya Yamanaka, trabajo por el cual 6 años después 

recibió el premio Nobel de fisiología y medicina. En este trabajo, demostraron que era 

posible obtener células madre pluripotentes a partir de la reversión del estado de 

diferenciación de células somáticas terminalmente diferenciadas (fibroblastos dérmicos 

de ratón) mediante la sobre-expresión de cuatro factores de transcripción (OCT-4, KLF4, 

SOX-2 y C-MYC, abreviados como OKSM)146. Un año más tarde, el mismo grupo de 

investigación logró similares resultados partiendo de fibroblastos humanos 147, lo que 

generó multiplicidad de trabajos para la optimización de su obtención148. 

Las CMPih se pueden obtener desde fibroblastos, a partir de una perforación 

cutánea (también conocido como punch de piel) o resección quirúrgica149. Pero también 

se han desarrollado métodos de obtención menos invasivos que parten desde células 

mononucleares de sangre periférica (del inglés PBMC, peripheral blood mononuclear 

cells)150 o de células recolectadas de la orina151. Estas fuentes de CMPih, cuya obtención 

es más sencilla y produce menos dolor, resultan especialmente valiosas en el caso de 

enfermedades genéticas que muchas veces involucran tomar muestra de niños y/o 

personas con deterioro cognitivo, como es el que caso de EAf.  

No solo se ha progresado en la fuente de células a reprogramar a CMPih, sino 

también en los métodos de reprogramación. En la figura 12, se presenta un resumen de 

los métodos de reprogramación más utilizados revisados en 148. En primer lugar, se 

encuentran los métodos basados en transducciones con vectores virales integrativos, 

como vectores basados en retrovirus o lentivirus.  Estos vectores se integran en el genoma 

de las células somáticas y codifican para los cuatro factores de reprogramación (OKSM), 

los cuales al expresarse de forma estable facilitan la conversión a CMPih. Sin embargo, 

la integración de ADN viral en el genoma de las células somáticas podría implicar la 

disrupción de genes endógenos. Para solucionar estos problemas, se desarrollaron 

métodos de reprogramación basados en transducciones con vectores virales no 

integrativos, que incluyen el uso de adenovirus o el virus Sendai (uno de los más 

utilizados hoy en día), los cuales permiten la expresión transitoria de OKSM sin generar 

modificaciones genómicas permanentes.  

En tercer lugar, se encuentran los vectores removibles o auto-removibles, los 

cuales combinan la eficiencia de los vectores integrables con la seguridad de los no 

integrables. Estos están diseñados para integrarse en el genoma de las células somáticas 

inic ialmente, pero contiene elementos que permiten su remoción posterior gracias a 

mecanismos como la escisión por la recombinasa Cre (como es el caso del casete de 

reprogramación STEMCCA, utilizado en esta tesis doctoral) o el sistema transposasa 

PiggyBac. De esta manera, se retiran los genes exógenos luego de la reprogramación 
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minimizando el riesgo de inserciones no deseadas mientras se mantiene la expresión 

estable de los factores de reprogramación.  

Por último, se desarrollaron métodos no virales, los cuales apuntan a ser más 

seguros y simples. Éstos utilizan varios sistemas de ingreso de los OKSM como ser: 

plásmidos de expresión episomales incorporados mediante nucleofección, ARNm, 

proteínas recombinantes o la utilización de inhibidores farmacológicos. Aunque estos 

métodos evitan los riesgos asociados al uso de vectores virales, sobre todo considerando 

su posterior utilización en humanos, muchas veces poseen muy baja eficiencia de 

reprogramación en comparación con los otros métodos antes mencionados.  

En resumen, los métodos basados en la integración viral son muy eficientes, pero 

pueden generar modificaciones genómicas mientras que los métodos no integrativos o 

no virales priorizan la seguridad a costa de por lo general una menor eficiencia de 

reprogramación. Hoy en día se siguen desarrollando estudios y protocolos nuevos que 

permiten mejorar la eficiencia, seguridad y escalado en la generación de CMPih para su 

aplicación en medicina regenerativa y modelado de enfermedades.   

 

Figura 12. Métodos de reprogramación. Los cuatro métodos clave para incorporar a los factores de 

reprogramación OKSM a las células somáticas. Los sistemas virales integrativos (1) fueron los primeros en 

utilizarse para administrar factores de transcripción para obtener CMPih, pero tienen la de sventaja de 

incorporar su material genético y contribuir a la formación de teratomas. Al evitar la integración, los métodos 

novedosos (vectores no integrativos, vectores auto-escindibles y vectores no virales no integrativos) (2, 3 y 

4) representan mejoras iterativas con respecto a esta metodología inicial. Estos enfoques proporcionan 

avances significativos en la seguridad y eficacia de las CMPih, que luego pueden trasladarse a aplicaciones 

científicas y clínicas posteriores. Adaptado de 148 
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Las CMPih no solo resuelven el conflicto ético del uso de embriones para su 

generación, sino que, al ser capaces de ser generadas a partir de células somáticas de los 

mismos pacientes, permiten la creación de modelos in vitro  personalizados (lo que abre 

otro dilema ético acerca de la disponibilidad de estas técnicas para toda la población), 

que consideran las variaciones genéticas pertenecientes al paciente. Además, al 

autorreplicarse y ser pluripotentes, permiten la diferenciación  de CMPih a tipos celulares 

específicos, como neuronas152, astrocitos153 o microglia 154, lo que permite recapitular las 

condiciones de una enfermedad en condiciones controladas. Asimismo, estos modelos 

pueden ser utilizados para probar la eficiencia y seguridad de compuestos terapéuticos 

en un contexto celular relevante, complementando los modelos animales. Por último, 

estas células pueden ser manipuladas genéticamente155, lo que las vuelve un modelo 

excelente para el estudio de enfermedades determinadas genéticamente, como así 

también abre la puerta a terapias génicas regenerativas basadas en CMPih (Figura 13). 

 

 

Figura 1 3. Uso de células madre pluripotentes inducidas humanas (CMPih) derivadas de 

pacientes para estudios neurológicos . 1. Las CMPih son derivadas de pacientes y donantes sanos por 

alguno de los métodos de reprogramación celular explicados anteriormente. Además, utilizando técnicas de 

edición génica dirigida, es posible corregir mutaciones asociadas a una determinada enfermedad, de modo 

de generar líneas isogénicas wild -type (WT). Las CMPih son diferenciadas a tipos neurales relevantes para 

el estudio de la patología (neuronas, glía, etc.). 2. Las neuronas diferenciadas a partir de CMPih de son 

utilizadas para el estudio de fenotipos asociados a la patología a través de ensayos morfológicos, funcionales 

y moleculares. 3.  Una vez encontrados fenotipos patológicos, las neuronas diferenciadas de CMPih de 

pacientes pueden ser utilizadas para hacer testeo de drogas y desarrollo de tratamientos.  Modificado de 156 
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A pesar de sus ventajas y potenciales usos, resulta imperioso mencionar, que se 

trata de tecnologías aún en desarrollo, que siguen en constante proceso de optimización, 

que no recapitulan a un organismo en su totalidad y que deben superar estrictos 

controles de calidad para ser utilizad as en humanos157. Hasta el momento, el caso más 

extendido de ensayos clínicos en humanos para el tratamiento de enfermedades 

neurológicas consiste en el trasplante de neuronas dopaminérgicas derivadas de CMPih 

para el tratamiento de Enfermedad de Parkinson158,159. 

6. Modelos de diferenciación neural  

 

La aparición de las técnicas para la obtención de CMEh y CMPih abrieron la 

posibilidad de generar terapias de reemplazo para la mayoría de los tejidos. En el área de 

enfermedades neurológicas las CMPih derivadas de pacientes han facilitado su 

comprensión, sirviendo como una plataforma ideal para el estudio de mecanismos 

moleculares del desarrollo de las patologías como así también para probar enfoques 

terapéuticos160ï162.  

Hasta la fecha, se han publicado múltiples  protocolos para diferenciar CMPh en 

subpoblaciones celulares neurales específicas, incluyendo neuronas corticales, motoras, 

dopaminérgicas, GABAérgicas, colinérgicas y serotoninérgicas163ï171. Además, se han 

establecido protocolos de diferenciación para células microgliales, astrocitos172ï174 y 

oligodendrocitos 175ï177. 

Estos protocolos reproducen en 2 dimensiones (2D) algunos de los procesos 

observados durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) y recapitulan las 

poblaciones neurales presentes en el embrión humano. Si bien es posible realizar co-

cultivos de los diversos tipos celulares para generar modelos más complejos178, los 

mismos no son capaces de recapitular un tejido completo.  

En ese sentido, la aparición de cultivos neurales en 3 dimensiones (3D), 

com¼nmente llamados ñorganoides cerebralesò (OCs), permiten recapitular algunos 

aspectos generales del desarrollo tardío de un cerebro humano como la diversidad celular 

y la organización espacial de las células.  

Utilizando las capacidades intrínsecas de las CMPih en conjunto con pulsos 

controlados de estímulos externos, que imitan los gradientes de morfógenos presentes 

en el embrión y el agregado de sustancias como el matrigel que permiten emular la matriz 

extracelular, es posible generar tanto OCs heterogéneos como así también dirigirlos para 

modelar regiones encefálicas específicas como corteza, hipocampo, tálamo, hipotálamo 

y cerebelo entre otras179ï186,. 
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Estos modelos generan OCs de linaje más bien embrionario, pero es posible 

mantenerlos en cultivo por varios meses, dando como resultado organoides que se 

asemejan un poco más a un cerebro humano180,187,188. Si bien esto es una ventaja al 

momento de modelar enfermedades que requieren un OC más maduro, todavía se están 

desarrollando técnicas que permitan perfundir los mismo s para mantener niveles de 

oxígeno, nutrientes y factores de señalización a lo largo de todo el OC189ï191. A su vez, 

recientemente se han generado protocolos para generar organoides de linaje mixto como 

así también protocolos para ensamblar organoides de linaje específico entre sí (también 

conocidos como ñasembloidesò)192 lo que permite estudiar  conectividad entre regiones.  

Un tipo especial de modelado lo constituyen los llamados órganos en chip. Estos 

están formados por un dispositivo de cultivo celular que contiene micro canales capaces 

de ser perfundidos en continuo, donde habitan células. Son capaces de recapitular 

aspectos clave de tejidos u órganos al controlar el flujo de perfusión, el medio y los 

factores que irrigan las células y las interacciones célula-célula y célula-matriz 

extracelular revisado en189.   

El avance en los protocolos de diferenciación en 2D y 3D, sumado a las técnicas 

de edición génica dirigida, constituyen herramientas clave para el análisis de estos 

modelos en contextos fisiológicos normales y patológicos (Figura 14).  

 

 
Figura 1 4. Aplicaciones de los modelos neurales derivados de CMPih  para el estudio de 
enfermedades neurológicas . Las CMPih pueden diferenciarse en cultivos in vitro  en 2D (arriba) y 3D 
(abajo), los cuales pueden usarse para realizar múltiples ensayos. En el contexto de enfermedades 
neurológicas, se pueden utilizar técnicas multiómicas de alto rendimiento (HTMO, del inglés high-
throughput multi -omics), ensayos electrofisiológicos, estudiar vulnerabilidad neuronal selectiva , análisis de 
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imágenes de microscopía y evaluación de fármacos, entre otros.  Las CMPih se obtienen a partir de la 
reprogramación de células somáticas y pueden derivarse, siguiendo los protocolos adecuados, a las diversas 
células que conforman el SNC, como son microglía, astrocitos, neuronas post-mitóticas y oligodendrocitos. 
Estás, pueden ser utilizadas por separado o para realizar co-cultivos, estableciendo cantidades definidas de 
cada subtipo celular. A su vez, las CMPih pueden desarrollar modelos de organoides cerebrales complejos y 
no guiados o diferencialmente definidos que puedan ensamblarse entre sí (asembloides) y por último, los 
avances en microfluídica han permitido  la generación de organoides en chip. 
 

Los protocolos de diferenciación de CMPih a linajes específicos, ya sea en 2D o 

3D, se desprenden de años de estudio del proceso natural de neurogénesis embrionaria. 

Este proceso inicia luego de la gastrulación, un proceso embrionario que consiste en la 

migración específica y controlada de células de la blástula y termina en la formación de 

las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo. La regulación de este 

proceso está bajo la influencia de los factores BMP, WNT y Activina A/Nodal y sus 

inhibidores secretados por los tejidos circundantes. Estas interacciones también son 

influenciadas por señales mecánicas y la estructura física del tejido193. 

Luego de este proceso ocurre lo que se conoce como neurulación (Figura 15 A), 

gracias al cual se termina formando el tubo neural que va a dar lugar a la formación del 

sistema nervioso (SN). Brevemente, ciertas regiones del ectodermo continúan 

diferenciándose para formar la placa neural y sus bordes, los cuales posteriormente se 

conocen como crestas neurales. En el tercer mes de gestación se observa el plegado de la 

placa neural hacia el interior del embrión, gracias al acercamiento de las crestas neurales 

entre si hasta que se unen y terminan formando un tubo hueco: el tubo neural el cual se 

va cerrando progresivamente a lo largo de todo el organismo y va a dar lugar al sistema 

nervioso central (SNC). Asimismo, las células de la cresta neural se desprenden de 

ectodermo. Estas van a dar lugar a los ganglios y células neurales del sistema nervioso 

periférico (SNP)194.  

A medida que el desarrollo progresa se comienza a observar la determinación de 

las diversas divisiones del encéfalo (el prosencéfalo -el cual luego se subdivide en 

telencéfalo y diencéfalo-, el mesencéfalo y el rombencéfalo) y la médula espinal gracias a 

una serie de gradientes mediados por proteínas tales como bone morphogenetic proteins  

(BMP)- sonic hedgehog (SHH) y factores de la vía de WNT-Noggin que establecen los 

ejes dorsal-ventral y rostral -caudal, respectivamente revisado en 195 (Figura 15 B). En 

particular, la corteza cerebral se deriva principalmente de la parte dorsal del telencéfalo. 

No es el punto de esta tesis discutir en profundidad el desarrollo y maduración 

de la corteza cerebral, zona muy afectada en la EA, ni de los nichos de neurogénesis 

presente en el cerebro adulto, pero, dada la naturaleza de los modelos en 2D y 3D que 

estaremos utilizando más adelante, resulta pertinente explicarlo, aunque sea 

brevemente. 

Como se ha mencionado previamente, el tubo neural se origina a partir del 

neuroectodermo. Antes del inicio de la neurogénesis, definida como el proceso de 
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generación y maduración de neuronas desde el desarrollo prenatal hasta la adultez, el 

neuroepitelio está compuesto por células madre neuroepiteliales (CMNE). Estas células 

atraviesan divisiones simétricas que expanden la superficie del neuroepitelio y dan lugar 

a las células gliales radiales ventriculares (GRv), cuyos cuerpos celulares se localizan en 

la zona ventricular (ZV). En estas etapas tempranas, diversos gradientes de morfógenos, 

incluyendo el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) expresado por la cresta neural 

anterior, así como las señalizaciones de Wnt y BMP, entre otros, inducen la expresión de 

factores de transcripción en el neuroepitelio y las células GR. Estos factores, a su vez, 

regulan la expresión de factores de transcripción que ejecutan programas de 

diferenciación neuronal específicos de la región y controlan el destino celular de las 

neuronas nacidas en distintas regiones cerebrales. Mientras las células GRv proliferan 

para autorrenovarse también dan origen a otras células progenitoras, como las células 

gliales radiales externas (GRe, también conocidas en la literatura como glía radial basal) 

y las células progenitoras intermedias (CPI). Las células GRe externas y las CPI 

eventualmente forman la zona subventricular (SVZ). Estos subtipos celulares cambian 

su competencia temporal durante la corticogénesis y dan origen secuencialmente a 

diferentes neuronas y células gliales mediante divisiones asimétricas y migración 

neuronal. Las GRe primero producen neuronas de capa profunda (capa VI/V) y 

posteriormente neuronas de capa superficial (capa IV/III/II) principalmente a través de 

CPI. En etapas posteriores, las GR hacen la transición de la neurogénesis a la gliogénesis 

y dan origen a astrocitos, oligodendrocitos, interneuronas del bulbo olfatorio y células 

ependimarias. En la etapa postnatal, la mayoría de las GR están diferenciadas, y algunas 

de ellas permanecen como células madre neurales adultas (Figura 15 C)196.  

Tanto los progenitores neurales como las neuronas pueden ser distinguidas entre 

sí por la presencia de ciertos marcadores. Los progenitores presentan marcadores como 

PAX6 y TBR2197. Por su parte, las neuronas de proyección que han sido descriptas como 

neuronas excitatorias corticales se han clasificado en 3 grandes grupos: Las neuronas 

corticotal ámicas, las cuales se encuentran en la capa VI y expresan el factor de 

transcripción  TBR1, neuronas del tracto piramidal, las cuales poseen su soma en la capa 

V y expresan los factores de transcripción  FEZF2 y BCL11B (también conocido como 

Ctip2) 198. Y las neuronas intraencefálicas, que proyectan a diferentes áreas dentro del 

prosencéfalo, las cuales se localizan en las capas IIïVI y se caracterizan por la expresión 

del marcador SATB2199.  
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Figura 15. A proceso de neurulación . 1.  La diferenciación de una región del ectodermo da origen a la 

placa neural y sus bordes. 2. El plegado de la placa neural hacia el interior del embrión ocurre gracias al 

acercamiento de las crestas neurales entre sí hasta fusionarse y formar un tubo hueco: el tubo neural. 3. Este 

tubo se cierra gradualmente a lo largo del cuerpo y eventualmente da lugar al SNC. Simultáneamente, las 

células de la cresta neural se desprenden del ectodermo, originando el SNP. B. Esquema de la formación  

del tubo neural y establecimiento de la identidad de regiones del cerebro . La liberación espacial 

y temporalmente definida  de los factores SHH, BMP, WNT y Noggin establecen los ejes dorsoventral y 

rostrocaudal, respectivamente del tubo neural y definen las regiones del SNC y el cerebro embrionario. C. 

Representación esquemática del desarrollo cortical. Se muestran tres poblaciones diferentes de 

progenitores (células madre neuroepiteliales (CMNE) , células gliales radiales (GRv y GRe) y células 

progenitoras intermedias  (CPI)) y neuronas (tanto de capas profundas (verdes) como externas (rojas)). Los 

progenitores que residen dentro de la ZV llevan a cabo divisiones de auto-renovación para generar nuevos 

progenitores GRv así como divisiones para generar otros progenitores (GRe y CPI). A medida que avanza la 

corticogénesis, los progenitores inicialmente expanden su población, luego se desplazan hacia la producción 

de neuronas y progenitores intermedios. Los progenitores intermedios dentro de la ZSV también generan 

neuronas. Las neuronas migran a través de la ZVE hacia la CC para formar las capas de la corteza cerebral. 

CC, capas corticales; ZSV, zona subventricular; ZVE, zona ventricular externa, ZVE, zona ventricular interna. 

Adaptado de 195,196 

 

En resumen, los modelos neurales derivados de CMPih de pacientes representan 

modelos in vitro  únicos para el estudio de enfermedades neurológicas. En primera 

instancia, constituyen una fuente inagotable de células obtenidas de pacientes, las cuales 

conservan el perfil genético del donante y posibilitan la investigación de los mecanismos 

relacionados con la enfermedad. A su vez, proporcionan un modelo humano para poner 

a prueba tratamientos innovadores, con el potencial de agilizar la implementación de 

enfoques terapéuticos novedosos al complementar los modelos ya existentes. Por último, 

representan una fuente renovable de células para estrategias de reemplazo celular en el 

tratamiento de trastornos neurodegenerativos. 

7. Modelos de enfermedad de Alzheimer.  

 

Los primeros capítulos de esta introducción intentan explicar en parte la 

complejidad de esta patología y por qué la misma representa un desafío significativo para 

la salud pública en la actualidad. En el 5to y 6to capítulo, introducimos el concepto de 

CMPih y cómo estas son capaces de ser diferenciadas a linaje neural, volviéndolas una 

herramienta potente en el contexto de la medicina traslacional. En este último capítulo 

haremos un breve abordaje de los diversos modelos de estudio de la EA existentes hasta 

la fecha.  

La figura 16 ilustra un resumen de estos modelos. El primer modelo , que permiti ó 

la descripción histopatológica de la enfermedad y que aún hoy en día sigue siendo vital 
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para realizar comparaciones con el resto de los modelos es el del tejido post-mortem  de 

pacientes con EA. Las limitantes de este modelo a grandes rasgos son: que son finitos y 

escasos, que solamente muestran la faceta final de la enfermedad (y puede estar afectada 

por otras comorbilidades) y que no permiten realizar ensayos farmacológicos que puedan 

representar cambios en un fenotipo. Por eso, en los últimos años, se trabajó 

extensamente en la generación de diversos nuevos modelos de EA.  

 

 
Figura 1 6. Modelos de estudio de Enfermedad de Alzheimer . A. Estudios de cortes histológicos de 

pacientes afectados con EA como donantes no afectados. Permiten realizar estudios de ciertos aspectos 

celulares y moleculares de la patología. B. Modelos animales (vertebrados e invertebrados). Gracias al 

avance de técnicas de imágenes, edición génica, test comportamentales y farmacológicos, permiten no solo 

describir vías metabólicas involucradas sino también probar tratamientos . C. Modelos humanos, derivados 

de CMPih y CMEh. 

7.1 Modelos animales 

 

Existen modelos en Drosophila Melanogaster , Caenorhabditis elegans, rata, 

perro y primates no humanos, los cuales han servido para evaluar diversos aspectos de 

la EA revisado en200. Sin embargo, dentro de los modelos animales, los ratones han sido la 

piedra angular del estudio de la EA gracias a la cantidad de herramientas de 

manipulación génica disponibles y período de vida corto; como así también su cercanía 

y similitud  evolutiva con los humanos201. A su vez, poseen análogos de la mayoría de las 
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regiones encefálicas como así también los sistemas de neurotransmisores humanos lo 

que permite estudiar la función neuronal y los circuitos involucrados y realizarles 

ensayos comportamentales que permitan estudiar su cognición.  

La mayoría de estos modelos se basan en la sobre expresión de proteínas 

humanas portadores de mutaciones asociadas a EAf como es el caso del ratón 5xFAD el 

cual expresa APP con 3 mutaciones, Florida (I716V), London (V717I) y Swedish 

(K670N/M671L) bajo la regulación del promotor Thy1 , en conjunto con 2 mutaciones en 

el gen de PSEN1 (L286V y M146L)202. De acuerdo con la base de datos de Alzhforum, 

hasta el momento existen 204 modelos de EA en ratones 

(https://www.alzforum.org/research -models/alzheimers -disease), donde la mayoría de 

ellos se basan en generar mutaciones sobre genes asociados a EA, ya sea para modelar 

EAf o EAe. Estos modelos, al estar basados en mutaciones en distintos genes en paralelo 

o de a uno, han permitido diseccionar el aporte de las distintas proteínas involucradas 

contribuyendo  a generar y sostener las teorías presentadas en el capítulo 4. Estos 

modelos, capaces de recapitular el depósito de placas amiloides y la fosforilación y 

propagación de acúmulos de Tau, también son capaces de imitar otros fenotipos 

patológicos como son la disfunción  sináptica, neurodegeneración y alteraciones en las 

células gliales, entre otros revisado en 203 .   

De todas formas y como sucede con todos los modelos de estudio, es necesario 

destacar las limitaciones que tienen los modelos basados en animales. Si bien los ratones 

resultan ser más similares evolutivamente a los humanos que la mayoría de los otros 

sistemas genéticos, los procesos celulares y las vías de señalización como así también los 

niveles de expresión de proteínas relevantes a la patología son diferentes de los 

encontrados en los humanos y muchas veces el fenotipo obtenido es dependiente del 

constructo genético utilizado 204,205. Esto no quita que los modelos animales siguen siendo 

extremadamente útiles y necesarios para tratar de entender una enfermedad tan 

compleja como es la EA, en particular por su capacidad de recapitular el deterior 

cognitivo, pero por otro lado  es necesario ser conscientes de las limitaciones existentes.  

Siguiendo con esta idea, los modelos de CMPih derivados de pacientes superan 

la barrera de la especie, pero no es posible realizar ensayos cognitivos, con lo cual es ideal 

utilizar en conjunto los diversos modelos existentes con el fin obtener resultados 

prometedores.  

7.2 Modelos de células madre humanas 

 

Como se mencionó en el capítulo anterior, los avances en el desarrollo de modelos 

neurales partiendo de CMPih sigue en constante crecimiento y ha logrado la generación 
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de modelos en 2D y 3D. El modelado de enfermedades utilizando CMPih comienza con 

la derivación de estas desde células somáticas portadoras de mutaciones causales de la 

enfermedad (o factores de riesgo como es el caso de la EAe) para luego diferenciarlas a 

los tipos celulares correspondientes.  

En el contexto de EA se ha observado que las neuronas derivadas de CMPih de 

pacientes de EAe y EAf generalmente exhiben fenotipos asociados a la EA como un 

aumento en la producción de Aȁ, hiperfosforilación de Tau o cambios electrofisiológicos 

y activación de quinasas asociadas a EA206,207. Más aún, gracias al desarrollo de diversos 

protocolos de diferenciación se han logrado estudiar procesos involucrados en el 

desarrollo de la EAf y EAe no solo en el contexto neuronal sino también en el contexto 

de otros tipos celulares (Tabla 1). 

 

Mutación  Tipos 

celulares 

analizados  

Fenotipos observados en cultivo  

Alzheimer de tipo familiar    

PSEN1 (A246E), PSEN2 (N141I) Neuronas Incremento en la secreción de Aȁ42 

PSEN1 (A79V), APP (K724N)  Neuronas Incremento en la relación Aɓ42/40  

PSEN1 (ȹE9) Neuronas Incremento en la relación Aɓ42/40 , reducción 

de la actividad de ɔ-secretasa 

PSEN1 Neuronas Incremento en la secreción de Aȁ42, función 

autofágica dañada 

PSEN1 (A246E, H163R o M146L) Neuronas Incremento en la relación Aɓ42/40  

PSEN1 (A246E) Neuronas Incremento en la relación Aɓ42/40 , expresión 

aumentada de FOXG1, mGLUR1 y SYT1 

APP (V717I) Neuronas 

prosencefálicas 

Incremento en la relación Aɓ42/40 , 

localización subcelular de APP modificada, 

niveles totales de Tau total y p-Tau 

APP (V717I) Neuronas y glía Aumento en Aɓ y APPŬ secretados por 

ambos tipos celulares 

Alzheimer de tipo  esporádico    

desconocida Neuronas Interacción proteica observada entre APP y 

GSK3̡  

Variantes de SOR1 Neuronas Expresión de SOR1y producción de péptido 

A  ̡alteradas  

APOE(ʁ 3/ 4ʁ) Neuronas 

prosencefálicas 

colinérgicas 

Incremento en la relación Aɓ42/40 , 

vulnerabilidad a la muerte mediada por 

glutamato, incremento de Ca2+ intracelular 

tras la exposición a glutamato 

Tabla 1 Modelado de  la EA  utilizando CMPih  derivadas de pacientes. Extraído de208 

 

Una barrera del modelado de tipos celulares individuales en 2D es que, como se 

ha expuesto anteriormente, muchos tipos celulares están involucrados en la progresión 

de la EA. Por ello, la obtención de modelos neurales en 3D ha permitido un abordaje más 

integral de los mismos. Con los años, se han desarrollado múltiples protocolos tanto a 

corteza como a otros linajes celulares y qué además sean capaces de integrar otros tipos 

celulares derivados de las CMPih de pacientes. Además, los modelos neurales en 3D han 
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permitido observar los acúmulos de placas A̡  amiloide y los ONF, algo que no se logra 

observar directamente en los modelos en 2D209ï211.  

Desde la obtención de las CMPih en 2007 ha explotado el campo de generación 

de protocolos de diferenciación a diversos tipos celulares en 2D y 3D que permiten el 

estudio de enfermedades tan complejas como la EA. Dada la extensión de esta tesis, no 

voy a realizar un repaso exhaustivo por los mismos, pero, de estar interesados dejo a 

disposición los siguientes artículos de revisión de interés212,213. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Hipótesis del trabajo  

 

Nuestra hipótesis de trabajo es que la variante novedosa en PSEN1 p.T119I está 

implicada en la patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer de comienzo temprano.  

Objetivos generales y específicos 

El objetivo general de esta tesis fue generar modelos de neurodegeneración en 

dos y tres dimensiones para el estudio de la EA utilizando  células madre pluripotentes 

inducidas humanas (CMPih)  derivadas de fibroblastos dérmicos de un paciente 

masculino portador de la mutación PSEN1 T119I. Dicho paciente pertenece a una familia 

en la que se demostró herencia autosómica dominante de EA de comienzo temprano. La 

generación de estas CMPih y su posterior diferenciación constituye un modelo 

experimental valioso que permitió aportar datos sobre la patogenicidad de esta variante.   

Asimismo, estas células permitirán ser utilizadas en ensayos pre-clínicos de potenciales 

fármacos terapéuticos. 

  

A partir de este objetivo general se desprenden los siguientes objetivos específicos:  

 

Objetivo específico 1: Evaluar la producción de los péptidos amiloide -beta 

Aȁ40 y Aȁ42 a partir del procesamiento proteolítico de la proteína precursora de amiloide  

(APP), mediante inmunoensayos de tipo ELISA sobre los sobrenadantes y extractos 

proteicos de precipitados celulares, en ensayos de sobreexpresión de APP y PSEN1 WT y 

las variantes PSEN1 T119I y PSEN1 A246E  en células HEK293T PSEN1 knock-out. 

 

Objetivo específico 2:  Generar y validar una línea de CMPih a partir de 

fibroblastos dérmicos humanos obtenidos de un paciente portador de la mutación 

c.356C>T en el exón 5 (T119I) del gen de PSEN1. 

 

Objetivo específico 3:  Establecer y validar modelos experimentales in vitro  de 

diferenciación neural en dos y tres dimensiones a partir de CMPih.  

 

Objetivo específico 4:  Estudiar la presencia de marcadores de 

neurodegeneración característicos de la EA (producción de Aȁ40, Aȁ42 y P-Tau en 

sobrenadantes y extractos proteicos de precipitados celulares y detección de placas Aȁ 
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amiloides y ovillos neurofibrilares) en los modelos neuronales establecidos y comparar 

con líneas de CMPih control y derivada de un paciente portador de la mutación 

patogénica PSEN1 A246E.  

 

Objetivo específico 5: Identificar ARNm expresados diferencialmente en 

neuronas corticales derivadas de la línea de CMPih PSEN1 T119I con respecto a aquellas 

derivadas de CMPih PSEN1 WT mediante secuenciación masiva de ARNm. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Células utilizadas  

 

En el presente trabajo se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos dérmicos 

humanos (FDh) portadores de la variante en heterocigosis PSEN1 p.T119I 

[Chr14:73640291 C>T (GRCh37/hg19)] , a partir de los cuales se reprogramaron CMPih; 

fibroblastos embrionarios de ratón (MEF, de sus siglas en inglés) que sirvieron como 

soporte de las CMPih en los estadios más tempranos de su generación y células 

embrionarias de riñón humano que contienen el antígeno-T del Papovirus SV 

(HEK293T, de sus siglas en inglés), las cuales se utilizaron como empaquetadoras de 

partículas lentivirales como así también como modelos de expresión proteica transitoria.   

A su vez, se utilizaron las líneas de CMPih UOWi002 -A, OUWi003 -A (generosa 

donación de la Dra. Lezanne Ooi de la Universidad de Wollongong, Australia)214 y la línea 

FLENIi001 -A149.  

La línea OUWi003 -A fue reprogramada a partir de FDh de un paciente con EAf 

portador de una variante en heterocigosis en PSEN1 p.A246E [Chr14:73659540 C>A 

(GRCh37/hg19)] . La línea UOWi002-A fue reprogramada a partir de FDh de un pariente 

cercano no afectado por la EA y no portador de la variante214.  

La línea FLENIi001 -A, portadora de la mutación en heterocigosis p.T119I en el 

gen de PSEN1 fue generada como parte de este trabajo doctoral tal y como se describe en 

los siguientes apartados. 

Diseño de guías  - CRISPR/Cas9  

 

Para la obtención de células HEK293T editadas genéticamente se realizó el 

diseño de guías de ARN (gARN) que fueron clonados en el plásmido pSpCas9(BB)-2A-

Puro (PX459) V2.0215, el cual se modificó para insertarle la secuencia del gen GFP (del 

inglés, Green Fluorescent Protein) como segundo método de selección de células 

transfectadas, al cual llamaremos pSpCas9(BB)-2A-Puro-2A-GFP (Figura 17)216.  
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Figura 1 7. Esquema del plásmido CRISPR/Cas9 -Puro -GFP.  El plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro-2A-

GFP se encuentra integrado por una secuencia de replicación bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo) como 

así también por un casete de selección en bacterias de resistencia a ampicilina (AMPI. Violeta). A su vez, 

presenta una secuencia promotora U6 (Azul) que permite la expresión de la secuencia guía de la Cas9 hacia 

el sitio de corte deseado. También se encuentra presente un sitio de restricción tipo II para la enzima BbsI 

en donde se efectúa el clonado del ARN guía (sitio en azul pálido). A continuación, aparece la secuencia del 

promotor fuerte de mamíferos CBh (Verde claro), una secuencia FLAG y el gen de la proteína Cas9 (verde 

oscuro) de Streptococcus pyogenes, flanqueada por dos secuencias SLN (señal de localización nuclear. Gris 

claro) para que la proteína Cas9 se dirija al núcleo de la célula a editar. Asimismo, este plásmido codifica 

para un gen que confiere resistencia al antibiótico puromicina (PURO. naranja) flaqueado por dos secuencias 

del péptido de autoescisión 2A (gris oscuro) y la secuencia de expresión de la proteína fluorescente verde 

(GFP. Rosa) seguido por una secuencia poliA (negro). 
 

 

El diseño de los guías fue realizado utilizando la herramienta bioinformática 

Benchling Life Sciences R&D Cloud Software (http://www.benchling.com/ ) tomando en 

consideración los siguientes puntos:  

¶ Se importó  la secuencia del gen de PSEN1 desde la base de datos Ensembl (cod. 

ENSG00000080815), teniendo la consideración de que nosotros vamos a 

trabajar con una secuencia que se encuentra mutada en origen, aunque 

utilicemos una base de datos que presente datos de secuencia wild -type. 

¶ Con el fin de evitar posibles sitios de iniciación de la traducción alternativos, se 

optó por descartar sitios de corte en los primeros exones.  

¶ Dada la probabilidad  de generación de mutaciones no deseadas en genes con 

zonas de reconocimiento de la Cas9 con cierto grado de homología con el guía 

clonado (off target ), se seleccionaron aquellos guías que tuvieran puntajes 

estimados de sitios de corte off target  bajos y que además no fueran genes 

esenciales para la supervivencia celular.  

¶ Se corroboró la presencia de los mismos guías por softwares diferentes: CHOP 

(https://chopchop.cbu.uib.no/ ) y CRIPOR (http://crispor.tefor.net/ ). 
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Figura 1 8 . Secuencia parcial del exón 5 y alrededores del gen de PSEN1  con guías diseñados. 

Esquema del gen de Presenilina-1 (porción parcial del intrón 4 -5 y porción parcial del exón 5) con secuencia 

genómica y aminoacídica asociada. En colores claros (verde y naranja), se detallan las secuencias de los guías 

1 y 2, respectivamente. En colores oscuros (verde y naranja), sus PAMs asociados. En la caja roja se marca el 

sitio de interés en la hebra WT.  

  

Una vez seleccionadas las secuencias, se buscaron sus secuencias complementarias y 

se solicitó su síntesis en la empresa Macrogen (http://dna.macrogen.com / ). Al momento 

de realizar el pedido de síntesis, se hicieron las siguientes modificaciones sobre las 

secuencias:  

¶ Como el plásmido de expresión del sistema guía de ARN se encuentra bajo 

regulación de promotor U6, se adicionó una base G (C en la complementaria) en 

el extremo 5ô de la hebra forward (inmediatamente adyacente al inicio de la 

secuencia) para que la secuencia sea reconocida por dicho promotor. 

 
¶ Además, con el objetivo de insertar este oligonucleótido  en el plásmido mediante 

corte por la enzima BbsI, se agregaron las secuencias adaptadoras CACC y CAAA 

en la hebra forward  y reverse respectivamente.  

 
A continuación  (Tabla 2), se presenta el listado de oligonucleótidos guía 

sintetizados: 

 
NOMBRE SECUENCIA DEL OLIGO  

 (5ô a 3ô) 
HEBRA On-

target 
Score 

Off-
target 
Score 

PSEN1_1 REV aaacCATTCACAGAAGATACCGAGC - 65,5 66,6 
PSEN1_1 FWD CACCGCTCGGTATCTTCTGTGAATG 
PSEN1_2 REV aaacACAGTCTCGGTATCTTCTGTC + 57,4 81,5 
PSEN1_2 FWD CACCGACAGAAGATACCGAGACTGT 

Tabla 2. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para la expresión de guías de ARN d e corte 

por la enzima Cas9. En rosa se destacan las modificaciones hechas para poder insertar correctamente los 

mismos en el casete de expresión plasmídico y su transcripción bajo la regulación del promotor U6.  

 

Clonado de guías  en el plásmido pSpCas9(BB) -2A -Puro -2A -GFP 
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La inserción de las secuencias guía en el plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro-2A-

GFP se realizó en paralelo, siguiendo el protocolo publicado por F. Ann Ran y 

colaboradores 215.  

Con ese fin, se realizó un paso de fosforilación y apareamiento de secuencias. Para 

ello, se utiliz· el enzima polinucle·tido quinasa T4 (T4 PNK) la cual fosforila los sitios 5ô 

de oligonucleótidos. La utilización de esta enzima, en conjunto con un buffer  ligasa y un 

programa de ciclado adecuado promueve las fosforilación y apareamiento de las 

secuencias complementarias para dejarlas listas para su inserción en el plásmido de 

expresión. 

Para realizar este protocolo se utilizó un equipo de ciclado térmico (Verity 96 well 

Fast Thermal Cycle. Applied Biosystems) el cual se configuró  con los siguientes 

parámetros para promover, en primera instancia la fosforilación y posteriormente el 

apareamiento: 37 ºC por 30 minutos, 95  ºC por 5 minutos  y descenso gradual de 1 

ºC/minuto hasta 25  ºC.   

Los reactivos, sgRNA Fw (10 µM), 1 sgRNA Rev (10 µM), 1 µl buffer ligasa T4, 10 

U de enzima T4 PNK y H2O milli Q hasta llegar a volumen final indicado por el fabricante  

fueron  colocados en tubos aptos para PCR de 0,2 ml de capacidad y sometidos al 

protocolo de ciclado previamente descripto. Al terminar, se realizó una dilución 1:200 en 

H2O milli Q  y se guardaron a -20 °C para su posterior utilización. 

Para corroborar el correcto apareamiento de los guías, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa 4% comparando cada set apareado contra una mezcla de 

los oligonucleótidos diluidos  previo al protocolo de la enzima T4 PNK (Figura 17).  
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Figura 1 9. Evaluación del 

apareamiento de las secuencias guía. 

Electroforesis en gel de agarosa 4% m/v, en 

la calle 1 se presenta el marcador de peso 

molecular (M) de 100 pb. Calles 1 y 2, guía 

PSEN1_1 y PSEN1_1 apareado. Calles 3 y 4 

guía PSEN1_2 y PSEN1_2 apareado, 

Respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se observa en la figura 19, la banda correspondiente a los oligos no 

apareados corre electroforéticamente el equivalente a una banda de menor peso 

molecular (presumiblemente la mitad) que su contraparte alineada. Además, ambos 

productos están por debajo de los 100 pb (lo cual es correcto considerando que cada guía 

posee 25 pb). 

Posteriormente, se procedió al clonado de las mismas en el plásmido 

pSpCas9(BB)-2A-Puro-2A-GFP el cual previamente había sido amplificado y purificado 

por Midi prep.  

En este caso, se utilizó una vez más el equipo de ciclado térmico (Verity 96 well 

Fast Thermal Cycle. Applied Biosystems) el cual se programó con los siguientes 

parámetros para promover, en primera instancia , el clivaje por la enzima BbsI y 

posteriormente el ligado por la enzima Ligasa T4: 6 ciclos de 37 ºC por 50 minutos 

(Temperatura óptima  de actividad de la enzima BbsI), 21 ºC por 5 minutos (T emperatura 

óptima de actividad de la enzima T4 ligasa). 

Los reactivos, 100 ng plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro-2A-GFP, 2 µl sgRNA 

alineados (dil 1:200), 2 µl buffer Tango (10x), 0.1 Unidad Weiss enzima T4 ligasa, 10 U 

enzima BbsI, 10 µM DTT, 10 µM ATP y H2O milli Q  a volumen, fueron colocados en tubos 
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aptos para PCR de 0,2 ml de capacidad y sometidos al protocolo de ciclado previamente 

descripto.  

Al finalizar, se procedió a realizar una transformación de bacterias competentes 

de la cepa E. coli STBL3, utilizando como antibiótico de selección ampicilina (100 µg/µl), 

y se realizó un screening de las colonias transformadas mediante colony-PCR utilizando 

los primers  U6-Fw y PSEN1_1REV y PSEN1_2REV (figura 20).  

 

 
Figura 20 . Evaluación de la inserción de los guías en el plásmido pSpCas9(BB) -2A -Puro -2A -

GFP. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% m/v, en la calle 1 se presenta el marcador de peso molecular (M) 

de 100 pb. Calles 2-5, el amplicón obtenido con los primers U6 FW y PSEN1_1 REV. Calles 8-10, el amplicón 

obtenido con los primers U6 FW y PSEN1_2 REV. Calles 6 y 11, los respectivos controles sin ADN molde. 

Las flechas naranjas indican la zona amplificada. El tamaño estimado de ambos amplicones es 120pb. El * 

indica una banda inespecífica de mayor movilidad electroforética. 

 

Se seleccionaron las colonias 1 y 2 (C1 y C2) para cada uno de los guías, ya que 

presentaban una banda de amplificación para los primers  utilizados, se purificó el 

producto de PCR utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System de Promega 

(previo chequeo del producto de PCR mediante corrida electroforética en gel de agarosa 

1,5%) y se corroboró la presencia de la secuencia guía mediante secuenciación de Sanger 
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(utilizamos el servicio de la empresa Macrogen, https://dna.macrogen.com). 

Finalmente, realizamos una Midi prep para amplificar el plásmido clonado.  

Colony - PCR 

 
La colony-PCR es una técnica de alto rendimiento para determinar la presencia 

o ausencia de un inserto de ADN en construcciones de plásmidos. En este caso lo que se 

realiza es una PCR para cada guía y se utilizan como primers  FW el oligonucleótido que 

contiene la secuencia promotora del guía (primer  U6FW). De esta manera, se amplifica 

el guía si y solo sí está inserto dentro del plásmido que contiene el promotor U6.  

Partiendo de la placa de selección con ampicilina que se mencionó en el inciso 

anterior se picaron colonias de forma individual y se colocaron en tubos de 0,2 mL aptos 

para PCR en los cuales previamente se pipetearon los reactivos correspondientes a una 

PCR tiempo final (Ver sección PCR a tiempo final). El protocolo se realizó en el equipo 

de ciclado térmico (Verity 96 well Fast Thermal Cycle, Applied biosystems) el cual se 

programó con los siguientes parámetros: 10 minutos a 95 ºC para promover el lisado 

celular, 40 ciclos de 95 ºC por 15 segundos (desnaturalización), 60 ºC por 20 segundos 

(apareamiento de los primers) y 72 ºC por 2 minutos (elongación) y un periodo de 

elongación final de 72 ºC por 5 minutos.  

Plásmidos de expresión en células de mamíferos  

 

Además de la generación del sistema de corte guiado por el sgARN por la Cas9, 

se utilizaron 3 plásmidos de expresión en mamíferos para los ensayos realizados en 

células HEK293T PSEN1 KO. A continuación, se presentan los esquemas de dichos 

plásmidos (Figura 21):  
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Figura 21. Esquema de los plásmidos utilizados para el ensayo de sobreexpresión del sistema 

APP/PSEN1 en la línea HEK297 PSEN1  KO.  A. pEGFP -N1.  El plásmido pEGFP-N1 se encuentra 

integrado por una secuencia de replicación bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo) como así también por un 

casete de selección en bacterias y mamíferos de resistencia a kanamicina y neomicina (Kan/Neo. Violeta 

claro) bajo el control de la secuencia promotora del virus de simio 40 (SV40. Violeta oscuro). A su vez, 

presenta una secuencia promotora del citomegalovirus (CMV. Verde claro) que controla la expresión del gen 

de la proteína verde fluorescente mejorada (EGFP. verde oscuro).  B. pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ 

myc -his. El plásmido pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ myc-his se encuentra integrado por una secuencia de 

replicación bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo)  como así también por un casete de selección en bacterias 

y mamíferos de resistencia a kanamicina y neomicina (Kan/Neo. Violeta claro) bajo el control de la secuencia 

promotora del virus de simio 40 (SV40. Violeta oscuro). A su vez, presenta una secuencia promotora del 

citomegalovirus con su potenciador (CMV y CMV ENH. Verde claro) que controla la expresión del gen de 

presenilina1 wild -type (PSEN1 WT. Naranja) seguida de las secuencias tag Myc- 6x His (Rosa y amarillo) y 

un casete de selección por ampicilina (AMPI prom y AMPI R celeste y azul, respectivamente). C. pCMV 

APP695_WT.  El plásmido pCMV APP695_WT se encuentra integrado por una secuencia de replicación 

bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo) como así también por un casete de selección en bacterias y mamíferos 

de resistencia a kanamicina y neomicina (Kan/Neo. Violeta claro) bajo el control de la secuencia promotora 

del virus de simio 40 (SV40. Violeta oscuro). A su vez, presenta una secuencia promotora del citomegalovirus 

con su potenciador (CMV y CMV ENH. Verde claro) que controla la expresión de la isoforma 695 del gen de 

APP wild -type (APP 695 WT. rosa) y un casete de selección por ampicilina (AMPI prom y AMPI R celeste y 

azul, respectivamente). 

 
El plásmido pEGFP-N1 ya se encontraba en el laboratorio mientras que los 

plásmidos pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ myc-his y pCMV APP695_WT fueron una 

generosa donación de la Dra. Celeste Karch de la Washington University217.  Los mismos 

fueron amplificados y purificados en bacterias Escherichia coli de la cepa Dh5Ŭ.   
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Evaluamos la integridad de los plásmidos a utilizar mediante una corrida 

electroforética en un gel de agarosa 0,8% (Figura 22 A) y realizamos un ensayo de 

sobreexpresión en células HEK293T wild -type para asegurarnos la correcta 

funcionalidad de los plásmidos de expresión (Figura 22 B). 

 

  

Figura 22 . Evaluación de calidad de plásmidos utilizados.  A. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% 
para evaluar la integridad de los plásmidos. Se observan las 3 bandas características correspondientes a las 
formas lineales, circularizadas y superenrolladas. M: marcador de peso molecular 1 Kb. APP: plásmido 
pCMV APP695_WT PSEN1: plásmido pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ MYC-HIS CRISPR: plásmido 
pSpCas9(BB)-2A-Puro -GFP- gRNAPSEN1.1 B.  Gráficos de expresión de ARNm en células HEK293T WT 
sin transfectar (control) y transfectadas con los plásmidos pCMV APP695_WT (APP) y pcDNA3.1 PSEN1 
WT + VRSQ MYC-HIS (PSEN1). N=3. Se utilizó RPL7 como gen de referencia para normalizar y los 
resultados se expresan como las veces de inducción en comparación con la condición control. Se realizó la 
prueba estadística de t-Student y los valores se consideraron significativamente diferentes cuando (*) p 
<0,0 5 vs. control.  
 

Generación de bacterias competentes  

 

Con el fin de amplificar los plásmidos utilizados durante esta tesis, generamos 

bacterias ultra competentes de las cepas de Escherichia coli Stbl3 y Dh5Ŭ. Para ello, 

picamos una UFC (unidad formadora de colonia) por cepa, que generamos a partir de 

una estría bacteriana realizada en placa de LB agar e incubada en estufa de cultivo 

bacteriano ON a 37 °C. Dicha UFC fue transferida con un tip de 10 µl a un Erlenmeyer 

que contenía 25 ml de medio SOB estéril (20 gr de peptona de carne, 5 gr de extracto de 

levadura, 0,5 gr de NaCl, 10 mM de MgCl2 para un volumen final de 1 litro) y se cultivó 

en agitación a 300 rpm a 37 °C durante un lapso de 6-8 horas.  

A continuación, se prepararon 3 erlenmeyer con 250 ml de medio SOB, se les 

agregaron 2, 6 y 10 ml del cultivo inicial de cada cepa y se mantuvieron a 18-22 °C ON 

con agitación moderada (200 rpm). Al día siguiente se midió la densidad óptica (DO) a 

600 nm en un espectrofotómetro (DU 530. Beckman Coulter) hasta observar una DO de 
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0,55 para alguno de los 3 cultivos inoculados. Una vez obtenido el cultivo con la densidad 

óptica necesaria, lo colocamos en baño frío a 0 °C durante 10 minutos.  

Posteriormente, se realizó una centrifugación a 2500 x g durante 10 minutos a 4 

°C, se descartó el sobrenadante y se dejó secar el pellet al aire por 5 minutos. Dicho pellet 

se resuspendió gentilmente en 80 ml de buffer Inoue (MnCl 2 55 mM, CaCl2 15 mM, KCl 

250 mM) a 0 °C y se centrifugó nuevamente a 2500 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se 

descartó una vez más el sobrenadante y se resuspendió suavemente el pellet en 20 ml de 

buffer Inoue a 0 °C. Se agregaron 1,5 ml de DMSO a la resuspensión bacteriana, se 

homogeneizó de forma orbital y se incubó en hielo durante 10 minutos. Finalmente, se 

alicuotaron las bacterias competentes obtenidas de a 100 ȉl en tubos de 1,5 ml 

previamente enfriados en freezer y se conservaron a -80 °C. La eficiencia de 

transformación de dichas bacterias fue de aproximadamente 1x109 UFC/µg de ADN. 

Transformación de bacterias competentes  

 

Si bien trabajamos con dos cepas distintas de acuerdo con el protocolo a realizar, 

en todos los casos se procedió de igual manera para poder introducir  los plásmidos 

deseados a la cepa bacteriana correspondiente.  

En fr ío, se colocaron 50 ȉl de bacterias competentes de la cepa de Escherichia coli 

requerida en un tubo eppendorf de 1,5 ml y se adicionaron 10 ng de plásmido. Luego, 

incubamos las bacterias y el plásmido durante 30 minutos en hielo y posteriormente se 

sometió la mezcla a 42 °C por 90 segundos (Heat  shock). Se realizó una nueva incubación 

durante 5 minutos en hielo y se agregaron 500 ȉl de medio Luria Bertani (LB) (0,5% 

NaCl; 0,5% Extracto de levadura; 1% Peptona de caseína, pH=7,2) fresco al cultivo. A 

continuación, se realizó una incubación de 30 minutos en estufa a 37 °C. Al retirar de la 

estufa, se centrifugó a 300 x g durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió el pellet bacteriano en 150 ȉl de medio LB, que luego fueron plaqueados en 

una placa de LB agar conteniendo el antibiótico de selección adecuado. 

 

Extracción de ADN plasmídico (Midi prep y Mini prep)  

 
Para la obtención de ADN plasmídico se utilizó el kit Wizard Plus Midipreps DNA 

purification System de Promega con modificaciones de acuerdo con el equipamiento del 

laboratorio.  

Brevemente, el día previo se realizó el cultivo de E. coli (cepa Stbl3 o DH5Ŭ seg¼n 

corresponda) previamente transformada con el plásmido de interés en 100 ml de medio 
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LB con el antibiótico de selección correspondiente. El mismo se cultivó ON en agitación 

a 37 °C. Al día siguiente se realizó una centrifugación a 4000 × g durante 20 minutos a 4  

°C para precipitar las células, se descartó el sobrenadante y se colocaron las botellas 

sobre una servilleta de papel para absorber el exceso de líquido.  

Posteriormente, se resuspendió completamente el precipitado en 3 ml de solución 

de resuspensión [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A] y se 

añadieron 3 ml de solución de lisis celular (0.2 M NaOH, 1% SDS). Se homogeneizó por 

inversión del tubo 4 veces y se dejó incubando por 4-5 minutos hasta observar el aclarado 

total o parcial de la suspensión celular. Finalmente, se añadieron 3 ml de solución de 

neutralización [1.32 M acetato de potasio (pH 4.8)]  o 6 ml en caso de partir de un cultivo 

de la cepa Stbl3 la cual es EndA+. Se mezcló nuevamente por inversión 4 veces y se dejó 

incubando a TA por 10 minutos.  

Tras lisar las células, se realizó una centrifugación a 14000 × g durante 20 

minutos a 4 °C y se transfirió el sobrenadante a un tubo de centrifugación limpio 

filtrando a través de una gasa estéril para evitar el pasaje del precipitado blanco, el cual 

se descarta. A continuación, se añadieron 10 ml de la resina de purificación de ADN al 

lisado y se trasvasó al reservorio de la columna provista por el kit (reservorio y midi  

columna) previamente acoplada a un equipo de generación de vacío. Se aplicó vació y se 

empaquetó la resina por medio de aspiración. En caso de tratarse de un cultivo 

bacteriano de la cepa Stbl3, se agregaron 15 ml de una solución 40% isopropanol/4.2  M 

Guanidina-HCl y se dejó pasar por la columna por 30 segundos.  

Luego, se realizaron 2 lavados consecutivos con 15 ml de solución de lavado [80 

mM acetato de potasio, 8.3 mM Tris -HCl (pH 7.5), 40  µM EDTA] aplicando vacío tras el 

agregado de solución. Al finalizar el segundo lavado, se continuó con aspiración por 30 

segundos para secar la columna y se separó la midi columna del reservorio para colocarla 

en un tubo de 1,5 ml estéril. Dicho acople de tubo y midi columna fue centrifugado por 2 

minutos a TA a 10000 x g para retirar los restos de solución de lavado que quedaron en 

la midi  columna.  

Finalmente, se añadieron 100-200 µl de agua estéril libre de ARNasas y ADNasas 

previamente calentada a 70 ºC, se esperó 1 minuto y se centrifugó a 10000 x g por 30 

segundos. Se descartó la midi columna vacía, se centrifugó nuevamente a 10000 x g por 

5 minutos y se traspasó el contenido líquido a un nuevo tubo de 1,5 ml estéril para 

remover residuos de resina de la midi  columna que pudieran haber eluído con el 

plásmido. La cuantificación de la concentración de ADN plasmídico obtenido se realizó 

utilizando el equipo Nanodrop 2000.  

También se realizó una extracción plasmídica en pequeña escala (Mini prep) 

partiendo de mini cultivos de 2 ml utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA 
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purification System (Promega). Este protocolo es similar al mencionado anteriormente, 

considerando que los volúmenes utilizados de los reactivos se adecuan al volumen de 

partida del cultivo inicial, salvo por la adición de 10  ȉl de soluci·n de proteasa alcalina 

entre los pasos de adición de la solución de lisis y la solución de neutralización.  

Diseño de  oligonucle·tidos ñprimers ò para realizar mutagénesis 

dirigida del plásmido PSEN1 wild -type  

 

Para el diseño de los primers requeridos para realizar las mutaciones puntuales 

correspondientes (c.C356T y c.C737A, respectivamente) se utilizó la herramienta 

bioinformática NEBase Changer (https://nebasechanger.neb.com/ ). En la misma, se 

introdujo la secuencia completa del plásmido pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ myc-his217  

y se le indicó al programa el sitio donde se realizaría la sustitución como así también el 

cambio nucleotídico deseado.  

En la tabla 3 se presentan los primers  devueltos por el programa, como así 

también la temperatura de hibridación óptima para que ocurra la amplificación.  

 

 

NOMBRE SECUENCIA (5´a  3ô) TEMPERATURA DE 
HIBRIDACION  

MD.PSEN1 p.T119I -Fw ACCCCATTCAtAGAAGATACC 60 ºC 
MD.PSEN1 p.T119I -Rev ATAGATTAGCTGCCCATC 60 ºC 
MD.PSEN1 p.A246E-Fw GAATGGACTGaGTGGCTCATC 59 ºC 
MD. PSEN1 p.A246E-Rev AGGGAGGTACTTGATAAA 59 ºC 

Tabla 3. Secuencias y temperaturas de hibridación de los primers utilizados en el ensayo de 

mutagénesis dirigida. En minúscula y rojo se presenta el sitio y nucleótido modificados.  

 

Ensayo de mutagénesis dirigida  

 

La mutagénesis de sitio dirigida por PCR es una técnica ampliamente utilizada 

para introducir mutaciones en posiciones específicas dentro de una secuencia de ADN 

218. Para introducir las mutaciones c. C356T y c. C737A en sendos plásmidos pcDNA3.1 

PSEN1 WT + VRSQ myc-his, se utilizó el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (New 

England BioLabs). 

Brevemente, para cada ensayo se colocaron 15 ng de plásmido pcDNA3.1 PSEN1 

WT + VRSQ myc-his, 1, 25 µl de primer forward (10 µM), 1, 25 µl de primer reverse (10 

µM) , 12, 5 µl Master Mix Q5 Hot Start High-Fidelity (2x) y 9 µl de agua libre de nucleasas 

en tubos aptos para PCR de 0,2 ml de capacidad de forma tal de obtener un volumen 

final de 25 µl. Se utilizó el equipo de ciclado térmico (Verity 96 well Fast Thermal Cycle. 
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Applied biosystems) con el siguiente protocolo: 98 ºC por 30 segundos para promover la 

desnaturalización inicial del plásmido, 25 ciclos de 98 ºC por 10 segundos para 

desnaturalizar el ADN, 59-60 ºC (temperatura de hibridación de acuerdo con el set de 

oligonucleótidos utilizados) por 20 segundos para permitir la hibridación de los primers 

al plásmido y 72 ºC por 5 minutos para la elongación del plásmido modificado por la 

enzima Q5 Hot Start High -Fidelity y posteriormente una elongación final de 2 minutos 

a 72 ºC.  

Una vez obtenidos los productos de PCR, se confirmó la presencia del amplicón 

corriendo 5 µl de la mezcla resultante en un gel de agarosa 0,8%. Solo en caso de ver la 

banda correspondiente se procedió a realizar el tratamiento con el mix enzimático KLD 

por 5 minutos a TA. El mismo está compuesto por una combinación de enzimas quinasa, 

ligasa y DpnI  en un buffer optimizado para el correcto funcionamiento de estas. De esta 

manera, se permite la fosforilación y circularización de los plásmidos modificados en 

paralelo a la eliminación del templado por la enzima DpnI . Esta enzima reconoce y cliva 

secuencias 5ô-GATC-3ô metiladas, solamente presentes en el molde y no en los productos 

de PCR modificados. 

Posteriormente se procedió a realizar una transformación bacteriana de las 

bacterias NEB 5-alpha Competent E.coli de alta eficiencia provistas por el kit de forma 

similar a lo descripto en el apartado Transformación de bacterias competentes 

(solamente se reemplazó el LB por el medio SOB provisto por el fabricante). Es 

importante realizar este paso con las bacterias de alta eficiencia provistas ya que, si bien 

la eficiencia de la mutagénesis es del 80%, la eficiencia de transformación bacteriana es 

muy baja y no logramos obtener colonias con las bacterias obtenidas por el método 

INOUE explicado anteriormente.  

Se cultivaron 5 colonias obtenidas por ensayo de mutagénesis y tras realizar una 

mini  prep se procedió a corroborar la correcta inserción de la mutación por 

secuenciación de Sanger (Macrogen. http://dna.macrogen.com/ ). Se seleccionó 1 colonia 

por ensayo de mutagénesis para realizar un cultivo de mayor volumen y realizar una midi 

prep de los mismos para obtener el plásmido modificado purificado.  

 

Cultivo de células HEK293T  

 

Las HEK293T son células humanas provenientes de tejido embrionario de riñón 

las cuales fueron inmortalizadas utilizando adenovirus. En particular, la HEK293T es 

una línea derivada que contiene el gen del antígeno SV40T y resistencia a neomicina. 
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El cultivo en estas células para su amplificación se realizó en adherencia en placas 

tratadas para cultivo celular, sin agregado de matrices extracelulares utilizando  medio 

DMEM [Dulbecco's Modified Eagle Medium alta glucosa pH 7.2 (Gibco)]  suplementado 

con 44 mM NaHCO3, 25 mM HEPES, 2 mM aminoácidos no esenciales, 50 U/ml de 

penicilina/estreptomicina  (P/E), 2 mM L-Glutamina  y 10% v/v SFB (Gibco). Las células 

se crecieron en incubadora de cultivo a 37°C con una atmósfera al 5% CO2. 

El pasaje de esta línea celular para su amplificación o su criopreservación se 

realizó mediante el uso de la enzima peptidasa Tripsina. Brevemente, una vez alcanzada 

la confluencia en placa deseada, se retiró y descartó el medio de cultivo, se realizó un 

lavado suave con 500 µL de PBS en un pocillo de placa de 6 pocillos y se agregó 500 µl 

ml de solución 0,25% Tripsina-EDTA-rojo Fenol. Se realizó una incubación a 37 °C por 

5 minutos hasta observar la disociación total de las células. Luego, se colocaron 4,5 ml 

de medio DMEM suplementado con 10% v/v SFB y se transfi rieron  los 5 ml de solución 

a un tubo de 15 ml apto para centrífuga y se realizó una centrifugación a 300 x g por 5 

minutos a TA. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió en volumen suficiente para 

pasar a nuevos pocillos donde se continuó su cultivo. Es crucial la adición de DMEM 

completo suplementado con 10% v/v SFB para neutralizar la acción de la tripsina y evitar 

que la misma siga fragmentando proteínas clave para la supervivencia celular.  

Para la criopreservación de las HEK293T, las mismos se colocaron en 1 ml de 

DMEM suplementado con 20% v/v SFB y 10% v/v dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma 

Aldrich). La suspensión celular suplementada con 10% SFB fue agregada en un criotubo 

de 1 ml e inmediatamente después se procedió al agregado del DMSO el cual se colocó 

lentamente y en gotas, de forma de disminuir la muerte celular. Los criotubos fueron 

rápidamente colocados en un recipiente apropiado para congelar las células, el cual 

contenía isopropanol y se colocó por 24 horas a -80 °C. De esta manera, se permitió un 

descenso controlado de la temperatura a razón de 1°C/minuto lo que aumenta la 

viabilidad celular. Pasadas las 24 horas, se guardaron los viales en un tanque de 

nitrógeno líquido para su almacenamiento a largo plazo.  

Para descongelar las células, los viales fueron removidos del tanque de nitrógeno 

líquido y rápidamente calentados a 37 °C en un baño térmico hasta observarse líquido 

dentro del tubo. Inmediatamente se transfirió el contenido de cada criotubo a un tubo 

cónico con 10 ml de DMEM, se centrifugó la suspensión durante 5 minutos a 300 x g, se 

removió el sobrenadante, se resuspendió el pellet en 5 ml de DMEM suplementado con 

10% v/v SFB, y se sembró las células en los pocillos correspondientes. 
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Transfección de células HEK293T  

 

Para la transfección de células HEK293T, tanto para la generación de la línea 

PSEN1 KO como para la expresión transitoria de los plásmidos de expresión de APP y 

PSEN1 mutados y wild -type (WT) , se utilizó el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

siguiendo las indicaciones del proveedor. 

Brevemente, se resuspendieron las células utilizando 0,25% Tripsina-EDTA-rojo 

Fenol y se plaquearon 2 x 106 células por pocillo  de una placa multipocillo de 6 wells en 

medio DMEM + 10% SFB. Al día siguiente se realizó un lavado con 500 µl de PBS 1x y se 

colocó con suavidad 1,7 ml de medio DMEM + 10% SFB sin antibiótico. Por otro lado, se 

colocaron en un tubo de microcentrífuga estéril 150 µl de medio reducido en suero opti-

MEM (Gibco) y 15 µl de Lipofectamine 2000. En paralelo, se colocó en otro tubo de 

microcentrífuga estéril 150 µl de medio opti-MEM y 2000 -2500 ng del plásmido o set de 

plásmidos a transfectar (ver tabla 4). Se colocó el contenido del primer tubo en el 

segundo tubo y se incubó a TA por 10 minutos. Una vez finalizada la incubación, se 

reti raron las células de la estufa, se agregó a cada pocillo  el contenido de cada tubo por 

goteo y se devolvieron nuevamente a la estufa. 

24 horas post transfección se realizó un cambio de medio (DMEM + 10% SFB) y 

48 horas post transfección se iniciaron los tratamientos correspondientes. 

 

ENSAYO PLASMIDO MAS UTILIZADA  
(ng) 

Generación de línea KO pSpCas9(BB)-2A-Puro -GFP-gRNAPSEN1 2000  

Expresión proteica pCS2-6MT APP695 WT 1000 

Expresión proteica pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ myc-his 1000 

Expresión proteica pcDNA3.1 PSEN1 p.T199I + VRSQ myc-his 1000 

Expresión proteica pcDNA3.1 PSEN1 p-A246E + VRSQ myc-his 1000 

Expresión proteica  pEGFP-N1 500 

Tabla 4. Plásmidos utilizados para los ensayos realizados en células HEK293T.  

Obtención de colonias HEK293T editadas mediante CRISPR/Cas9 

por método de dilución límite  

 

Al realizar mutaciones en el genoma de cualquier línea celular, se deben obtener 

colonias puras, provenientes de un único evento de edición génica. Para obtener líneas 

que fueran clonales (es decir, que la colonia formada provenga de una única célula 

formadora inicial) optamos por realizar el método de dilución límite  en placa 

multipocillo de 96.  
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Una vez pasadas 48 horas post transfección, se inició el tratamiento con 

puromicina (2 µg/m l) y tras 48 horas de tratamiento, al observar la supervivencia de solo 

aquellas células que hayan introducido por transfección el plásmido pSpCas9(BB)-2A-

Puro -GFP-gRNAPSEN1 que les confiere resistencia al antibiótico, se procedió a levantar 

las células con 0,25% Tripsina-EDTA-rojo Fenol (Gibco) y por recuento celular con hemo 

citómetro , se diluyó la cantidad de células obtenidas hasta generar una solución que 

contuviera 2 x 104 células/m l.  

Luego, se colocaron 100 µl de medio DMEM + 10% SFB en todos los pocillos de 

la placa multipocillo salvo por la posición A1 (Figura 23). En esa posición se agregaron 

200 µl de la suspensión celular y se procedió a realizar diluciones seriales al medio tal y 

como se presenta en la figura. Primero, una dilución al medio en cada pocillo de la 

columna 1 y posteriormente, diluciones seriales sobre cada una de las filas A a H, en 

sentido horizontal (Figura 23). Al terminar, se colocó la placa en la incubadora a 37 °C 

por 24 horas. Se tuvo cuidado de cambiar de tip al cambiar de hilera y no sobrepasar los 

20 minutos por fuera de la estufa para evitar la muerte celular.   

   

 
Figura 23. Orden de sembrado de placa de M W 96 por método de dilución serial.  

 

Se realizaron cambios de medio fresco día de por medio hasta comenzar a 

observar células en los pocillos, momento en que se pasó a cambiar el medio diariamente. 

Una vez que las células alcanzaran una confluencia total en el pocillo, se las disoció con 

Tripsina y se las pasó a 2 pocillos de placa de 24. Una vez obtenida confluencia 

nuevamente, uno de los pocillos se congeló para realizar stock y del otro se extrajo 

material genómico para secuenciar. 
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Extracción de material genómico  

 

Con el fin de corroborar la presencia de mutaciones en las líneas celulares por 

secuenciación de Sanger se disociaron 2 x 105 células utilizando la enzima apropiada en 

cada paso, se realizó un lavado con PBS 1x y se las resuspendió en buffer de lisis (Tris-

HCl pH=8,3 10 mM; KCl 50 mM; MgCl 2 2 mM; 0,001% gelatina; 0,5% NP40; 0,5% 

Tween-20) homogenizando hasta obtener una suspensión unicelular homogénea. 

Posteriormente, se agreg· 10 ȉg/ȉl de Proteinasa K (Thermo Fischer Scientific) y se 

incubó a 60 °C durante 1 h con agitación intermitente para el correcto lisado de las 

c®lulas. Al finalizar la incubaci·n se agregaron 600 ȉl de isopropanol 100% y se incubó a 

-20 °C durante 30 minutos para luego centrifugar la muestra a velocidad máxima 

durante 30 minutos a 4  °C de forma tal de precipitar el ADN presente en la muestra. Una 

vez finalizada la centrifugación se descartó el sobrenadante, se lavó el pellet con etanol 

70%, se volvió a centrifugar la muestra en frío durante 2 minutos, se descartó el 

sobrenadante nuevamente y se dejó secar el pellet al aire. Para terminar, se resuspendió 

el pellet en 50-100 ȉl de agua milli  Q y se dejó rehidratando en baño seco a 65 °C durante 

1 hora. El último paso consistió en cuantificar el ADN genómico por NanoDrop 

observando que las muestras presentaran una relación 260/280 y 260/230 mayor a 1,8. 

Se conservaron las muestras de ADN genómico a -20 °C hasta su posterior utilización. 

Recolección de sobrenadantes  

 

Para la cuantificación de péptidos secretados por los cultivos de neuronas 

corticales en dos dimensiones (2D), HEK293T u organoides cerebrales, se realizó la 

recolección de sus sobrenadantes. Para ello, una vez terminados los protocolos (70 y 90 

días de cultivo, respectivamente), se colocó el medio de cultivo (sin Matrigel ® , en caso 

de los organoides cerebrales) y se procedió a su recolección 48 horas después. Para ello, 

se pasaron los ml de medio condicionado a eppendorfs y se centrifugaron a 3000 x g por 

10 minutos para su posterior transferencia a eppendorfs de a 200 µl, cuidando de no 

arrastrar el precipitado ( desecho celular). Es necesario realizar alícuotas de a 200 µl para 

prevenir ciclos de congelado y descongelado, que pueden degradar las muestras a 

evaluar. 

Preparación y cuantificación de extractos proteicos  

 

Para el análisis mediante Western Blot, las muestras de proteínas totales se 

extrajeron a partir de la lisis de los cultivos celulares incubando en hielo con buffer de 
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extracción de proteínas RIPA frío conteniendo cóctel de inhibidores de proteasas (EDTA-

free Protease Inhibitor Cocktail, ROCHE) durante 10 minutos en agitación y 

centrifugando a 200 x g durante 5 minutos. Para la cuantificación de proteínas totales se 

utilizó el método del ácido bicinconínico (BCA, del inglés Bicinchoninic Acid Protein 

Assay) (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando albúmina de suero 

bovino (ASB) como patrón. Las muestras fueron leídas a 595 nm con un lector de placas. 

Para su utilización en los ensayos de ELISA, las muestras se extrajeron utilizando un 

buffer de lisis específico (10 mM Tris pH  7,4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 

1 mM NAF, 20 mM Na4P2O7, 2 mM de Na3VO4, 1 % Triton X -100, 10 % glicerol, 0,1 % 

SDS y 0,5 % deoxicolato) con el agregado en el momento de inhibidores de proteasas 

(EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, ROCHE y PMSF 1mM), para posteriormente 

realizar 3 sesiones de 10 minutos de incubación en hielo más 30 segundos de agitación 

en vortex, antes de guardar a -80 ºC para su posterior cuantificación y análisis . En este 

caso la cuantificación  se realizó por el método de Bradford (Sigma Aldrich) siguiendo las 

instrucciones del fabricante y utilizando albúmina de suero bovino (ASB) como patrón. 

Las muestras fueron leídas a 595 nm con un lector de placas. 

Western blot  

 

Las células HEK293T que fueron modificadas por la técnica de CRISPR/Cas9 

fueron lisadas para la obtención de proteínas y cuantificadas, como se mencionó 

anteriormente . A 50 µg de proteínas totales se les agregó solución de siembra (Tris-HCl 

40 mM pH=6,8, glicerol 6%, azul de bromofenol 0,006%, SDS 1% y ȁ-Mercaptoetanol 

0,1%) y se las calentó 5 minutos a 100 °C para completar el proceso de desnaturalización.  

Posteriormente, las proteínas se separaron electroforéticamente por SDS-PAGE en un 

gel de 12% de acrilamida durante 2:30 horas a 100 Volts en solución de corrida (Tris-HCl 

25 mM pH=8,3, glicina 192 mM). Las muestras se electrotransfirieron a una membrana 

de PVDF (General Electric) durante 90 min utos a 150 Volts mediante transferencia 

húmeda (Tris -HCl 25 mM pH=8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1%, Metanol 20%, PBS-

Tween: Tween20 0,1% v/ v en PBS.). 

Finalizada la electrotransferencia, se bloqueó la membrana durante 1 hora a 

temperatura ambiente en solución PBS-Tween conteniendo 5% m/v de leche 

descremada para disminuir el pegado inespecífico del anticuerpo primario sobre la 

membrana. La membrana se incubó durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos 

primarios específicos, preparados en PBS-Tween más el agregado de 3% de leche. Luego 

se realizaron 3 lavados de 20 minutos PBS-Tween. Seguidamente se incubaron las 

membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios 
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correspondientes (acoplado a la enzima peroxidasa) (Tabla 5). Por último, se realizaron 

3 lavados de 20 minutos con PBS-Tween. El revelado de las proteínas se realizó mediante 

quimioluminiscencia utilizando el reactivo comercial Super Signal West Femto (Thermo 

Scientific), reacción que fue captada por un detector de quimioluminiscencia 

(ImageQuant LAS 4000mini).  

 

ANTICUERPO MARCA Nº 
CATALOGO 

ESPECIE-
TIPO 

DILUCION 
DE USO 

Presenilina 1 (D39D1) 
 

Cell Signaling 
Biology 

5643S Conejo 
monoclonal  

1:1000 

GADPH (G-9) Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-365062 Ratón 
monoclonal  

1:10000 

Ŭ-IgG de conejo HRP Santa Cruz 
Biotechnology 

sc-2357 Conejo 
monoclonal  

1:5000 

Ŭ-IgG de ratón HRP Abcam ab205719  
 

Ratón 
monoclonal  

1:5000 

 

Tabla 5. Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de 

western blot  

 

Análisis  cuantitativo de proteínas mediante  ensay o de  

inmunoadsorción ligado a enzima  (ELISA ) 

 

Los ensayos de ELISA permiten cuantificar la cantidad de moléculas presentes 

en un medio líquido con alta sensibilidad, por esto, es uno de los métodos más utilizados 

para la cuantificación de los péptidos involucrados en la patogénesis de EA219.  

A lo largo de esta tesis doctoral se utilizaron 4 kits de ELISA [Aȁ42 (ab289832, 

Abcam), Aȁ42 ultrasensible (KHB3544, Thermo Fisher Scientific), Aȁ40 (ab193692, 

Abcam) y p-Tau [T231] (KHB8051, Thermo Fisher Scientific)]. Si bien es necesario 

realizar el ensayo de acuerdo con las especificaciones de cada fabricante, a continuación,  

se presenta un ensayo genérico.  

Las muestras previamente extraídas (ya sean sobrenadantes o extractos 

proteicos) se dejaron descongelando lentamente a TA por 45 minutos antes de proceder 

a su utilización. Se procedió a realizar la curva de calibración con el patrón presentado 

por el kit y a diluir las muestras según una puesta a punto realizada previamente.  

Luego y para cada ensayo realizado se colocaron 50-100 µl (según 

especificaciones del kit) de curva patrón, blanco y muestras en los pocillos de las placas 

multipocillo de 96 provistas  y se incubó por 1:30-3 horas en condiciones adecuadas (37 

ºC o a TA, sellado y resguardado de la luz). Una vez pasado ese tiempo se realizaron 4 

lavados con el buffer de lavado, asegurándonos de retirar el líquido por golpeteo contra 
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una servilleta limpia. Incubamos luego por 1-2 horas con el anticuerpo primario  

correspondiente.  

Posteriormente, se realizaron nuevamente 4 lavados y se añadió el anticuerpo 

secundario marcado a cada pocillo y se incubó por 1-2 horas en condiciones adecuadas 

(37 ºC o a TA, sellado y resguardado de la luz). Finalizado ese tiempo se volvieron a 

realizar 4 lavados con la solución de lavado y se retiró el líquido excedente.  

Para revelar, se agregaron 100 Õl de soluci·n de 3,3ô,5,5`-tetrametilbencidina 

(TMB) a cada pocillo y se incubó en oscuridad a TA o 37 ºC durante 30 minutos. Pasado 

ese tiempo se detuvo la reacción con la solución de frenado (por ejemplo, ácido sulfúrico 

2N). Inmediatamente se procedió a leer la absorbancia a 450 nm en un lector de placas.  

  

Aislamiento de fibroblastos  dérmicos ( FD )  

 

Los FD fueron derivados a partir de tejido sano de un paciente varón de 72 años 

al momento de la donación, que había sido previamente diagnosticado con EAf siendo 

su edad de inicio 49 años y el cual, mediante un estudio de panel de secuenciación de los 

exones (y regiones intrónicas proximales) de los genes PSEN1, PSEN2, y APP se encontró 

presentaba una variante al momento no reportada en el aminoácido 119 (p.T119I) del gen 

de PSEN1220. 

El paciente fue sometido a un procedimiento quirúrgico para extraer la muestra 

biológica, bajo el consentimiento informado del donante y aprobación del comité de ética 

institucional, y luego se procedió a su procesamiento y expansión. Brevemente, la 

porción (punch) de piel fue cortada en trozos pequeños, de aproximadamente 2 mm y 

colocada en una placa de cultivo de 100 mm de diámetro, la cual fue pre-tratada durante 

una hora a temperatura ambiente con una solución estéril de gelatina bovina 0,1% v/v 

en PBS (NaCl 8 mg, KCl 200 mg, KH2PO4 200 mg y Na2HPO4 1,14 mg, por litro de 

solución, pH 7,4). Los explantes fueron cultivados con medio de cultivo DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium alta glucosa pH 7.2 suplementado con 44 mM 

NaHCO3, 25 mM HEPES, 2 mM aminoácidos no esenciales, 50 U/ml P/E y 2 mM L-

Glutamina  y 20% v/v SFB). Éstos se mantuvieron en incubadora de cultivo a 37 °C y 5% 

CO2 hasta que los fibroblastos provenientes de la dermis alcanzaron un crecimiento 

exponencial y cubrieron en un 80% la superficie de la placa. Luego, dichos explantes 

fueron removidos y se procedió a la amplificación y/o criopreservación de los 

fibroblastos.   
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Amplificación y criopreservación de fibroblastos dérmicos humanos 

y fibroblastos embrionarios murinos  

 
Una vez obtenido el cultivo primario  de FD, se procedió a la amplificación de los 

mismos para obtener un stock adecuado. Para ello, se crecieron las células en frascos de 

cultivo de 25 cm2 (T25) en medio DMEM suplementado con 10% v/v SFB. Se realizaron 

cambios de medio cada 2 o 3 días, hasta llegar a confluencia máxima. El pasaje de estos 

para abrir a nuevas placas y seguir amplificando o su criopreservación se realizó 

mediante el uso de la enzima peptidasa Tripsina. Brevemente, una vez alcanzada la 

confluencia en placa deseada, se retiró y descartó el medio presente en la T25, se realizó 

un lavado suave con 2 ml de PBS y se agregó 1 ml de solución 0,25% Tripsina-EDTA-rojo 

Fenol. Se realizó una incubación a 37 °C durante 5 minutos hasta observar la disociación 

total de las células. Luego, se colocaron 9 ml de medio DMEM suplementado con 10% 

v/v SFB y se transfiri eron los 10 ml de solución a un tubo de 15 ml apto para centrífuga 

y se realizó una centrifugación a 300 x g por 5 minutos a TA. Se descartó el sobrenadante 

y se resuspendió en volumen suficiente para pasar a nuevas T25 donde se continuó su 

cultivo. Es crucial la adición de DMEM completo suplementado con 10% v/v SFB, el cual 

contiene suero, para neutralizar la acción de la Tripsina y evitar que la misma siga 

fragmentando proteínas clave para la supervivencia celular.  

Para la criopreservación de los FD, los mismos se colocaron en 1 ml de DMEM 

suplementado con 20% v/v SFB y 10% v/v dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma Aldrich). La 

suspensión celular suplementada con 10% SFB fue agregada en un criotubo de 1 ml e 

inmediatamente después se procedió al agregado del DMSO el cual se colocó lentamente 

y en gotas, de forma de disminuir la muerte celular. Los criotubos fueron rápidamente 

colocados en un recipiente apropiado para congelar las células, el cual contenía 

isopropanol y se colocó por 24 horas a -80 °C. De esta manera, se permitió un descenso 

controlado de la temperatura a razón de 1 °C/minuto lo que aumenta la viabilidad 

celular. Pasadas las 24 horas, se almacenaron los viales en un tanque de nitrógeno líquido 

para su almacenamiento a largo plazo.  

Para descongelar las células, los viales fueron removidos del tanque de nitrógeno 

líquido y rápidamente calentados a 37 °C en un baño térmico hasta observarse líquido 

dentro del tubo. Inmediatamente se transfirió el contenido de cada criotubo a un tubo 

cónico con 10 ml de DMEM, se centrifugó la suspensión durante 5 minutos a 300 x g, se 

removió el sobrenadante, se resuspendió el pellet en 5 ml de DMEM suplementado con 

10% v/v SFB, y se sembró las células en 2 T25. 

Los procedimiento s descriptos en los párrafos anteriores son los mismos que se 

utilizaron para amplificar y criopreservar fibroblastos embrionarios murinos ( MEF). 
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Generación de partículas lentivirales - Empaquetado de casete 

STEMMCA  

 

El uso de vectores lentivirales fue de vital importancia para el desarrollo de esta 

tesis doctoral ya que tienen la capacidad de infectar tanto células que se encuentran en 

fase de división celular como células que no. En particular, nuestro objetivo era 

empaquetar el casete de reprogramación STEMMCA150,221, el cual codifica para los genes 

de reprogramación de Yamanaka (OCT3/4, KLF-4, C-MYC y SOX-2).  

Para ello, adaptamos un protocolo de preparación de virus que evita el uso de 

ultracentrífuga  222 ya que no contamos con la misma en nuestra institución. Brevemente, 

se plaquearon 6,17 x 105 células/cm2 HEK293T en 8 placas de cultivo p100 con medio 

DMEM + 10% SFB. A la mañana siguiente, se realizaron dos lavados con PBS 1x y se 

colocaron 10 ml de medio DMEM suplementado con 20% SFB y se incubaron a 37 ºC y 

5% CO2 hasta el momento de la transfección. Por la tarde, se diluyó el reactivo de 

transfección X-tremeGene9 (Sigma-Aldrich) en DMEM sin P/ S ni SFB en una relación 

3:1 considerando 3 µl X-tremeGene9 cada 100 µl de DMEM. En un tubo eppendorf 

aparte, se mezcló el plásmido STEMCCA junto a los plásmidos empaquetadores (psPAX2 

y pMD2.G) en una relación 4:3:1. Se agregó la mezcla de plásmidos a la del XtremeGene9, 

se mezcló suavemente y se incubó durante 30 minutos a TA. Luego, se agregaron 750 µl 

de la mezcla por placa en forma de gotas, se movió la placa con suavidad para 

homogeneizar el medio y se colocaron nuevamente en la incubadora de cultivo. Al día 

siguiente, se realizó un cambio de medio de las placas descartando el medio colocado 

previamente y se agregaron 10 ml de medio DMEM suplementado con 10% SFB sin P/ S 

por placa y se incubaron durante  48 horas. Puesto que la generación de partículas virales 

ya ha iniciado, se deben tener todas las consideraciones para el apropiado descarte de los 

reactivos y material utilizado. A las 48 horas, se recogieron los sobrenadantes (SN) en 

tubos falcon de 50 ml, se realizó una centrifugación a 3000  x g por 10 minutos y se filtr ó 

utilizando un filtro de jeringa de 0.45 µm. Luego, se vertieron  8 ml de buffer Sacarosa 

10% (50 mM Tris -HCl pH7,4; 100 mM NaCl2; 0,5 mM EDTA) en tubos de precipitación 

para centrifugación y por encima se colocaron, descargando con lentitud e inclinando el 

tubo para dejar caer el sobrenadante por la pared interna del tubo, 32 ml del SN 

previamente filtrado. Reservamos el SN restante en heladera para su posterior 

utilización. Centrifuga mos luego a 10000 x g por 4 horas a 4 ºC. Finalizada la 

centrifugación, descartamos el SN y agregamos los 32 ml restantes de SN filtrado que 

había sido reservado. Centrifugamos nuevamente a 10000 x g por 4 horas a 4 ºC. Al 
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finalizar, descartamos el sobrenadante, dejamos escurriendo la botella boca abajo por 3 

minutos a TA y resuspendimos el pellet en 100 µl de DMEM con 20% SFB sin P/S. 

Dejamos la suspensión ON a 4 ºC para finalmente preparar y guardar a -80 ºC alícuotas 

de 10 µl.  

 

Verificación del título viral por citometría de flujo  

 

Se plaquearon 7,8 x 104 células/cm2 HEK293T en 6 pocillos de una placa 

multi pocillo  de 6 (MWx6) con medio DMEM suplementado con 10% SFB. Al día 

siguiente, se disgregaron las células de uno de los pocillos con tripsina (incubación a 37 

ºC por 3 minutos, dilución con medio DMEM con 10%  SFB, centrifugación a 300 x g por 

5 minutos y posterior resuspensión en 1 ml del mismo medio) y se procedió a contar por 

el número de células mediante tinción con  el colorante vital azul de tripán (Número de 

células totales al momento de la infección).  

A los pocillos restantes se les realizaron los siguientes tratamientos:  

¶ Control. Solamente se renueva el medio.  

¶ 2,5 µl virus STEMCCA (por duplicado). Se agregan 4 ml de medio DMEM + 10% 

SFB sin P/S + 5 ng/ µl polybrene + virus STEMMCA 

¶ 5 µl virus STEMCCA (por duplicado). Se agregan 4 ml de medio DMEM + 10% 

SFB sin P/S + 5 ng/ µl polybrene + virus STEMMCA 

 

El polybrene, o bromuro de hexadimetrina , es un reactivo que favorece el ingreso 

de vectores retro o lentivirales células de mamíferos dado que actúa como carrier.  

A los dos días post-transducción viral se realiza el protocolo de inmuno marcación 

contra la proteína OCT-4 (codificada en el vector STEMCCA), lo que nos permitirá 

realizar la titulación del virus. Para ello, las HEK293T se disgregaron con Tripsina como 

fue explicado anteriormente y, luego de la centrifugación, fijadas en suspensión con 

formaldehido 4% (pH 7 ,20) en agua bidestilada a TA por 30 minutos. Posteriormente, se 

realizaron 3 lavados con PBS/BSA 0,1%, se permeabilizaron a TA por 45 minutos con 

una solución que contiene 1% BSA, 10% Suero Normal de Cabra (del inglés, NGS) y 0,1% 

Triton X -100 y se incubaron por 2 horas con el anticuerpo primario contra OCT-4 (1:50 

en una solución conteniendo 1% BSA, 10% suero normal de cabra). Luego, se 

centrifugaron nuevamente las células y se las incubó por 45 minutos a TA, en oscuridad, 

con el anticuerpo secundario IgG Alexa Fluor 488-conjugado de cabra anti-ratón 

(1:400). Al terminar la segunda incubación, se realizaron 3 lavados con PBS/BSA 0,1%, 

se resuspendieron en la misma solución y se analizaron en un citómetro de flujo BD 

Accuri C6 (BD biosciences) utilizando IgG normal de ratón como control y el filtro  FL-1. 
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Para una óptima reprogramación es deseable obtener un título viral de  alrededor de 1 x 

107 viriones/m l. 

Para el cálculo del título viral  se utiliza la siguiente fórmula de acuerdo con el 

protocolo obtenido del laboratorio del Dr. Gustavo Mostoslavsky del CReM (Center for 

Regenerative Medicine. Boston University):  

 

ὲĭάὩὶέ ὨὩ ὧὩὰόὰὥί ὺὭὺὥί ὼ Ϸ ὧïὰόὰὥί ὕὅὝτ  
ὲόά ὨὩ ὺὭὶὭέὲὩί

όὰ ὨὩ ὺὭὶόί όὸὭὰὭᾀὥὨέ
 

 

 

Obtención de CMPih  desde FDh por inserción del casete  de 

reprogramación STEMCCA  

 

Una vez obtenidas partículas lentivirales con un título adecuado para la 

reprogramación, estas fueron utilizadas para la infección de los FDh portadores de la 

mutación p.T119I en el gen de PSEN1. Para ello, los FDh fueron plaqueados en una 

densidad de 8,6 x 103 células/cm2 en un pocillo de una placa MWx6 previamente tratada 

con una solución de gelatina 0,1% a TA por 1 hora. Al día siguiente se procedió a la 

infección realizando los cálculos para obtener una MOI de 1 considerando el título viral 

obtenido previamente. Para ello utilizamos la siguiente fórmula:  

 

ὓὕὍ
ὝὭὸόὰέ ὺὭὶὥὰ ὼ ὺέὰόάὩὲ ὥ όὸὭὰὭᾀὥὶ

ὔĭάὩὶέ ὨὩ ὧïὰόὰὥί ὥ ὭὲὪὩὧὸὥὶ
 

 

Se consideró que el número de células disponibles en el pocillo  al momento de la 

infección fue de 100000 habiendo analizado previamente la tasa de división de los FDh 

y considerando la cantidad de células que habría luego de un día de crecimiento.  

El día de la infección se renovó el medio DMEM + 10% SFB sin P/S y se 

adicionaron 5 ng/ µl polybrene + virus STEMCCA. Se dejó incubando ON a 37 ºC. Del día 

2 a 5 post infección se cambió el medio diariamente, descartando el medio DMEM y 

pasando a cultivarlas con medio hES [DMEM/F12 (Gibco) suplementado con 20% Knock 

Out Serum replacement (KSR, Gibco), 2 mM aminoácidos no esenciales (Gibco), 2mM 

GlutaMAX (Gibco) 50U/mL P /S, 55 mM ȁ-mercaptoetanol y 8 ng/ml factor básico de 

crecimiento de fibroblastos (bFGF, por sus siglas en inglés)] , el cual favorece el 

mantenimiento del estado indiferenciado  propio de las CMPih. Al día 6 los FDh fueron 

levantados con Tripsina y re-plaqueados, en distintas diluciones, en placas de cultivo 

p100 previamente plaqueadas con MEFi (fibroblastos murinos embrionarios inactivados 
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mitóticamente) 24 horas antes de depositar los FDh infectados. Las MEFi son 

importantes como soporte y como capa nutricia y fueron preparadas siguiendo 

procedimientos estándar147. Se continuó cambiando el medio día de por medio con hES 

hasta empezar a observar potenciales colonias de CMPih (entre los días 10 y 15), 

momento en el cual se pasó a renovar el medio diariamente hasta el momento del 

aislamiento clonal  (selección mecánica) de las mismas.  

Tres de los clones asilados, aquellos de mejor morfología y mayor tasa de 

proliferación, fueron caracterizados mediante ensayos de fosfatasa alcalina (FA), el perfil 

de expresión génica de marcadores de pluripotencia (OCT-4, NANOG y SOX2), la 

evaluación de expresión de las proteínas OCT-4, NANOG, SSEA-3/4, TRA1-60 y TRA 1-

81 por medio de ensayos de inmunofluorescencia, la evaluación de la capacidad 

pluripotente  mediante ensayos de diferenciación in vitro . Se evaluó además el cariotipo 

y se analizaron los patrones de expresión de microsatélites para asegurar la correcta 

derivación de los clones obtenidos de la línea FDh parental (examen de filiación). 

Co-cultivo con MEFi. Amplificación y criopreservación  

 

Como se mencionó anteriormente, los MEFi se utilizan como capa nutricia y, al 

co-cultivar las CMPh sobre ellos, son capaces de mantener las propiedades 

indiferenciadas de las mismas. Una vez establecida la línea de CMPih y con la finalidad  

de amplificar su cantidad para realizar un stock y/o ensayos, se deben realizar sucesivos 

pasajes. Los mismos se realizaron de la misma manera:  

El día previo al pasaje (cuando las células están en un 50/60% de confluencia) 

realizamos el descongelado y plaqueo de los MEFi sobre placas de cultivo celular pre-

tratadas durante una hora a temperatura ambiente con una solución estéril de gelatina 

bovina 0,1% v/v en PBS. Al momento de descongelar, colocamos el criotubo 

recientemente extraído del tanque de nitrógeno líquido en un baño térmico a 37 °C por 

unos segundos, hasta observar que solo se mantienen congelados pequeños fragmentos 

de medio, luego pasamos el contenido del criotubo a un tubo para centrífuga que 

previamente contenía 4 ml de PBS 1x a TA y centrifugamos a 300 x g por 5 minutos a TA. 

Al finalizar la centrifugación, descarta mos el sobrenadante y resuspendimos el contenido 

del criotubo en DMEM suplementado con 20% SFB, extrajimos una alícuota para contar 

por hemocitómetro y resuspendimos las células restantes en volumen necesario para 

plaquear 1,7 x 104 células/cm 2. Colocamos inmediatamente las células en incubadora a 

37 °C y 5% CO2 hasta su posterior utilización.  

Al día siguiente, si las células llegaron a la confluencia deseada para su pasaje 

(70/80 % de la placa cubierta) removimos el medio de cultivo (hES), realizamos un 
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lavado con PBS 1x e incubamos por 1 hora a 37 °C con la enzima Colagenasa (2 mg/ml). 

Al terminar la incubación, agregamos a la placa PBS 1x con pipeta serológica en cantidad 

suficiente como para levantar las colonias presentes en la placa. Pasamos luego la 

suspensión a un tubo de centrifuga y dejamos decantar por 5 minutos a TA. Con cuidado 

de no aspirar las colonias decantadas, retiramos el sobrenadante y resuspendimos en 1 

ml de medio hES fresco, disgregando levemente las colonias con un tip p1000. 

Finalm ente, llevamos a 5 ml con medio hES fresco/placa con 10 µM Y-27632 y 

distribuimos  los agregados celulares (clumps) en las placas con MEFi. Colocamos 

inmediatamente las células en incubadora a 37 °C y 5% CO2 y cambiamos el medio de 

cultivo hES diariamente. Se ha demostrado que la adición de la molécula Y-27632, 

inhibidor de la vía de señalización de ROCK (Rho associated coiled coil protein kinase), 

promueve la supervivencia de las CMPh luego de su criopreservación y pasaje223,224. 

En caso de querer criopreservar las CMPh, realizamos el disgregado de las 

colonias con Colagenasa como fue descripto previamente, pero luego de resuspender y 

disgregar suavemente las células en medio hES fresco procedimos a colocarlas en un 

criotubo junto con 20%  SFB y 10% DMSO (depositado suavemente en gotas) y 10 µM Y-

27632. Una vez homogeneizado el contenido del criotubo, se colocó este en un recipiente 

con isopropanol y se dejó en un freezer -80 °C por 24 horas para luego ser pasado a una 

caja contenedora en un tanque de nitrógeno líquido para su almacenamiento definitivo .  

 

Cultivo y criopreservación de CMPih  utilizando medios comerciales 

definidos (condición feeder -free )  

 

Tradicionalmente, las CMPih se co-cultivaron sobre una capa nutricia de MEFi 

como fue descripto previamente. Sin embargo, el avance en el uso de estas con un 

enfoque terapéutico llevó al desarrollo de matrices y medios de cultivos comerciales 

definidos que presentaban ciertas ventajas con respecto al cultivo sobre MEFi, asociados 

a la reproducibilidad experimental y las buenas prácticas de manufactura225,226.  Si bien 

las condiciones de cultivo no afectan las características de las CMPh 225,227, se presentan 

diferencias en la metodología y le manejo de las células que se describirán a continuación.  

Cuando las CMPih fueron cultivas en condiciones ñfeeder-freeò fueron crecidas 

sobre placas de cultivo de múltiples pocillos pre -tratadas por una hora a 37 ºC con la 

matriz extracelular comercial  Geltrex LDEV-free (Gibco) (1/100)  utilizando  medios de 

cultivo comerciales totalmente definidos como es el mTeSR1 (Stem Cell Technologies) 

en incubadora de cultivo a 37 ºC y 5% CO2.  Una vez alcanzada una confluencia del 70-

80% se procedió al pasaje de las CMPih a un nuevo pocillo. Esto se puede realizar de 

varias maneras de acuerdo con el ensayo a realizar:  
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- Rutinariamente, para la amplificación o mantenimiento del cultivo, las CMPih se 

disgregaron incubándolas con 1 ml de una solución PBS-EDTA (Versene, Thermo 

Fisher Scientific) durante 4-5 minutos. Se aspiró luego el Versene y se 

resuspendieron las células en la cantidad de medio necesaria adicionado con 10 

µM Y-27632, y se repartieron en los nuevos pocillos previamente pre-tratados 

con Geltrex con pipeta serológica para mantener la integridad de los cúmulos de 

células. 

- Cuando los experimentos requirieron plaquear las células de forma unicelular, 

realizamos un lavado con PBS 1x y se disgregamos las CMPih incubándolas con 1 

ml de Acutasa 1x (Stemcell Technologies) por 4-7 minutos a 37 ºC hasta observar 

el desprendimiento de las células de la placa de cultivo. Luego, se diluyeron las 

células en 4 ml de PBS 1x, realizamos una centrifugación a 200 x g por 5 minutos 

y las resuspendimos en 1 ml de medio mTeSR1. Contamos las células con 

hemocitómetro y una vez obtenida la cantidad total  de células agregamos 

mTeSR1 suplementado con 10 µM Y-27632 hasta el volumen necesario y 

plaqueamos el número deseado de CMPih en las placas multipocillo.  

 

Por otro lado, para criopreservar las CMPih, las levantamos con el método de 

preferencia y realizamos una mezcla con 700 µl de suspensión celular en medio mTeSR1, 

20% SBF (200 µl), 10% DMSO (100 µl) y 10 µM Y-27632. Al descongelar, luego de la 

centrifugación resuspendimos siempre las células en medio mTeSR1 suplementado con 

10 µM Y-27632 para mantener la viabilidad celular 223,224,228 . 

PCR a tiempo final  

 

Para la PCR a punto final se prepar· una reacci·n en un volumen final de 25 ȉl, 

conteniendo 100 ng del ADN a testear, 0,2 ȉM de los primers forward y reverse, 0,4 mM 

de dNTPs (mezcla equimolar de los cuatro desoxinucleótidos trifosfatados), 1x de buffer 

de PCR (Easy taq. Trans), 0,25 unidades de Taq ADN Polimerasa (Easy taq. Trans) y se 

llevó a volumen con agua milliQ filtrada.  

Las condiciones de PCR fueron una desnaturalización inicial a 94 °C durante 30 

segundos; luego una serie de 35 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, 

annealing a 53-62 °C (dependiendo del set de oligonucleótidos o primers  utilizados , 

Tabla 7), durante 30 segundos, elongación a 72 °C durante de 1 minuto por cada 1000 

pb; finalizando en un ciclo único de elongación final de 72 °C durante 5 minutos. 

 

NOMBRE DEL PRIMER  SECUENCIA (5ôa 3ô) 
PSEN1 EX 5-Fw GTGGTAATGTGGTTGGTGAT 
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PSEN1 EX 5-Rev CCCAACCATAAGAAGAACAG 
PSEN1 EX 7-Fw GGGAGCCATCACATTATTC 
PSEN1 EX 7-Rev CCTGTGACAAACAAATTATCAG 

Tabla 6. Secuencias de los oligonucleótidos utilizados  para la secuenciación de la región 
genómica de PSEN1 . 

 

Ensayo de fosfatasa alcalina  

 

Se ha demostrado que las CMPh, entre ellas las CMEh y las CMPih, presentan 

una alta tasa de actividad de la enzima fosfatasa alcalina (FA), la cual va disminuyendo a 

medida que las células cambian de un estado pluripotente hacia un linaje definido229. 

Para evaluar la actividad de la FA utilizamos el kit de Fosfatasa alcalina (86R-1KT. Sigma 

Aldrich) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, una vez obtenidas 

colonias con morfología adecuada en condiciones feeder-free o en co-cultivo con MEFi, 

procedimos a realizar el ensayo como se describe a continuación.  

Preparamos una solución de sal diazodium (nitrito de sodio, solico+on FRV 

provista por el fabricante en una relación 1:1) y dejamos incubar, post mezclar por 

inversión, por 2 minutos a TA. Una vez pasados los 2 minutos, se adicionaron 0,2 ml de 

esta sal a 4,5 ml de agua bidestilada, se agregaron 0,1 ml de solución AS-BL naphthol 

alcalino (provisto por el fabricante) y se mezcló por inversión (Solución de reacción).  

Por otro lado, se realizó un lavado con PBS 1x a la placa que contiene las células 

y se fijaron las mismas por 30 segundos con una solución de fijación [solución citrato 

(provista por el fabricante) con acetona y formaldehido 37% en una relación 3,1:8,1:1] . 

Transcurridos  los 30 segundos, realizamos un lavado con agua bidestilada por 45 

segundos y luego incubamos por 15 minutos a TA en oscuridad con la solución de 

reacción. Luego de realizar un nuevo lavado con agua bidestilada por 2 minutos 

incubamos las células durante 2 minutos, en agitación, con 1 ml de solución 

Hematoxilina GIII No.3 (provista por el fabricante) . Realizamos un último lavado con 

agua bidestilada, dejamos secar al aire y observamos al microscopio invertido . 

 

Ensayo de  diferenciación in vitro  de CMPih  basado en la formación 

de cuerpos embrioides generados en condiciones de cultivo feeder -

free  

 

Para demostrar la pluripotencia de las CMPih se procedió a realizar un ensayo de 

diferenciación in vitro  no dirigida, en suspensión, partiendo de condiciones libres de 

MEFi puesto a punto en nuestro laboratorio 230. 
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Brevemente, se crecieron las células adheridas con medio mTeSR1 sobre Geltrex 

en un pocillo  de placa de cultivo multipocillo de 6 hasta obtener una confluencia del 80%. 

En ese momento se realizó un lavado con PBS 1x y se incubó durante 3 minutos a 37 ºC 

con 500 µl de Dispasa (0,5 mg/ml, Thermo Fisher Scientific). Al finalizar , se levantaron 

las células raspándolas con un raspador de células plástico estéril (cell scraper), 

dejándolas en agrupaciones de células (cell clumps), y se las pasó gentilmente a un tubo 

para centrífuga de 10 ml utilizando  medio KSR-EB (DMEM/F12 suplemen tado con 200 

mM GlutaMAX, 20% KSR, 10 mM aminoácidos no esenciales y 0,1 mM ȁ-

mercaptoetanol). Se realizó una centrifugación a 200 x g durante 5 minutos a TA y luego 

se resuspendieron las células gentilmente en medio KSR-EB con una pipeta serológica, 

de modo de no disgregar los grupos celulares, los cuales se colocaron en una placa no 

adherente de 60 mm y se incubaron a 37 ºC con 5% de CO2. Los agregados celulares 

crecidos en suspensión generan estructuras en forma de esferas llamadas cuerpos 

embrioides o embryoid bodies (EB). El cambio de medio del cultivo de los EB se realizó 

cada 2 días y al llegar al día 4 se adhiri eron los mismos a una placa de cultivo multipocillo 

completa de 24 pocillos pre-tratada por 1 hora a TA con gelatina bovina 0,1% v/v en PBS. 

Utilizamos medio KSR-EB suplementado con 20% SFB asegurándonos de colocar 1-2 

cuerpos embrioides por pocillo. El cambio de medio se realizó día de por medio con 300 

µl de medio KSR-EB + 20% SFB fresco hasta el día 21, momento en el cual los EB 

diferenciados se fijaron para realizar la posterior inmunomarcación de proteínas 

específicas de linaje (endodermo, ectodermo y mesodermo). 

 

Inmunomarcaciones y microscopía de fluorescencia  

 

Para realizar inmunomarcaciones las células se cultivaron en placas de cultivo de 

24 pocillos (Corning) pretratadas con Geltrex por 1 hora a 37 ºC hasta llegar a la 

confluencia óptima. En ese momento, se retiró el medio de cultivo, se realizó un lavado 

con PBS 1x y se procedió a fijar las mismas colocando en cada pocillo 300 µl de 

formaldehido 4% (pH 7,20) en agua bidestilada, a TA por 30 minutos. Luego, se 

realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS/BSA 0,1%, se permeabilizaron las 

células a TA por 45 minutos con una solución que contiene 1% BSA, 10% NGS y 0,1% 

Triton X -100 y se incubaron  ON a 4 ºC con el anticuerpo primario correspondiente 

(1:200/400 en una solución conteniendo 1% BSA, 10% suero normal de cabra) (Tabla 8). 

Al día siguiente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS/BSA 0,1%, y se 

las incubó por 45 min a TA, en oscuridad, con el anticuerpo secundario correspondiente 

(1:400) (Tabla 7). La tinción de los núcleos se realizó con 4-6-diamidino -2-fenil -indol 

(DAPI) (Sigma) a una concentración final de 200 ng/ml, incubado en simultaneidad con 
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los anticuerpos secundarios. Al terminar la segunda incubación, se realizaron 3 lavados 

con PBS/BSA 0,1%, se colocó volumen apropiado de PBS 1x y se guardó en oscuridad a 4 

°C hasta el momento de observación y análisis. 

El análisis de las imágenes se realizó con el microscopio invertido de 

fluorescencia con lámpara de mercurio (Nikon Eclipse TE2000 -S). Las imágenes fueron 

obtenidas con una cámara Nikon DXN1200F acoplada al microscopio y controlada por 

el software EclipseNet versión 1.20.0 Build 61.  

   

ANTICUERPO  ESPECIE -
TIPO  

MARCA  Nº 
CATALOGO  

DILUCION DE 
USO  

Nanog  Conejo 
policlonal  

Abcam ab21624 1:200 

Oct  3/4  Ratón 
monoclonal  

Santa Cruz sc-5279 1:400 

SSEA-4  Ratón 
monoclonal  

Santa Cruz sc-21704 1:400 

Tra 1 -60  Ratón 
monoclonal  

Santa Cruz sc-21705 1:400 

ǥctina de 
m¼sculo liso (Ŭ-
SMA)  

Conejo 
monoclonal  

Abcam ab124964  
 

1:400 

ȁ-tubulina III  
(TUJ -1)  

Ratón 
monoclonal  

Covance  
 

MMS-435P  
 

1:1000 

Alfafetoproteína 
(AFP)  

Ratón 
monoclonal  

Santa Cruz  
 

sc-166325  
 

1:400 

Nestina  Ratón 
monoclonal  

Millipore  
 

MAB5326  
 

1:400 

Sox2  Conejo 
policlonal  

Abcam ab97959  
 

1:400 

Sox1  Ratón 
monoclonal  

US biological  
 

S5364-01  
 

1:400 

Pax6  Conejo 
policlonal  

Abcam ab5790  
 

1:400 

Map2  Ratón 
monoclonal  

Sigma  
 

M1406  
 

1:400 

Map5 (MAP1B)  
 

Ratón 
monoclonal  

Sigma  
 

M1406  
 

1:200(O)-
1:400(C) 

TBR2  Conejo 
monoclonal  

Abcam ab216870 1:200(O)-
1:400(C) 

TBR1  Conejo 
monoclonal  

Invitrogen  MA532564 1:200(O)-
1:400(C) 

CTIP2  Rata 
monoclonal  

Abcam ab18465 1:200(O)-
1:400(C) 

SATB2  Conejo 
monoclonal  

Abcam ab92446 1:200(O)-
1:400(C) 

GFAP  Ratón 
monoclonal  

Cell signaling 3670S 1:200(O)-
1:400(C) 

NeuN  Conejo 
monoclonal  

Abcam ab209898 1:200(O)-
1:400(C) 

Aȁ-42  Conejo 
policlonal  

Abcam ab12267 1:200(O)-
1:400(C) 

Ŭ-IgG de Ratón 
Alexa 488  
 

Cabra policlonal Invitrogen  
 

A-11029  
 

1:400 
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Ŭ-IgM de Ratón 
Alexa 598  
 

Cabra policlonal Invitrogen  
 

A-21042  
 

1:400 

Ŭ-IgG de Conejo 
Alexa 594  

Cabra policlonal Invitrogen  
 

A-11012 1:400 

Ŭ-IgG de Conejo 
Alexa 488  

Cabra policlonal Invitrogen  
 

A-11008  
 

1:400 

Ŭ-igG de Ratón 
Alexa 647  

Cabra policlonal Invitrogen  
 

A-21235 1:400 

 

Tabla 7. Anticuerpos primarios  y secundarios  utilizados en las inmunomarcaciones  por 

fluorescencia. (O) organoides cerebrales (C) Cultivos 2D.  

 

Extracción de ARN total  

 

Las muestras de ARN total se extrajeron utilizando el reactivo TRIzol 

(Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Para ello, se removió el medio de 

cultivo celular, se realiz· un lavado con PBS 1X a TA y se agregaron 800 ȉl de TRIzol por 

muestra directamente en la placa para lisar las células. Se incubaron durante 5 minutos 

a TA con el fin de permitir la correcta disociación de los complejos núcleo-proteica, se 

homogeneizaron con micropipeta y se procedió a guardarlas a -20 °C o se continuó con 

su procesamiento.  

 La extracción de ARN se continuó agregando 200 ȉl de cloroformo por cada 1 ml 

de TRIzol y homogeneizando las muestras por inversión durante al menos 10 segundos. 

Se procedió luego a realizar una incubación de 2-3 minutos a TA para luego centrifugar 

en frío a 4 °C durante 15 minutos a 12000 x g. Al culminar la centrifugación se observó 

la presencia de 3 fases (fase acuosa que contiene el ARN, interfase que contiene ADN y 

proteínas y fase orgánica que contiene proteínas) y se procedió a transferir 

cuidadosamente la fase acuosa superior transparente a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 

ml. Posteriormente, se agregaron 500 ȉl de isopropanol 100% por cada 1 ml de TRIzol, 

se homogeneizó nuevamente por inversión y se realizó una incubación durante 10 

minutos a TA para precipitar el ARN. Seguidamente, centrifugamos a 12000 x g durante 

10 minutos a 4 °C. Se removió el sobrenadante y se lavó el pellet con 1 ml de etanol 75% 

por cada 1 ml de TRIzol, se agitó con vortex brevemente para luego centrifugar los tubos 

a 7500 x g durante 5 minutos a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se secó el pellet 

durante 10 minutos. Finalmente, se resuspendió el ARN en 10-30 ȉl de agua milliQ libre 

de ARNasas, se incubó en baño seco a 55 °C durante 15 minutos, para luego cuantificar 

su concentraci·n (ng de ARN/ȉl de soluci·n) utilizando un espectr·metro NanoDrop 

1000 controlado por el software ND -1000. Verificamos también que la relación 

DO260/D O280 fuese de entre 1,7 y 2 para asegurarnos una elevada pureza del ARN 

obtenido. El ARN fue conservado a -80 °C hasta su utilización.  
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Retrotranscripción de ARNm  

 

El ADN copia (ADNc) se sintetizó utilizando la enzima transcriptasa reversa 

MMLV a una concentraci·n de 200 U/ȉl (Promega). Se utilizaron 1000 ng de ARN total 

como templado de la retrotranscripción (RT), oligonucleótidos al azar ( random primers . 

Invitrogen) a una concentraci·n de 10 ng/ȉl y 0,4 mM de dNTPs (mezcla equimolar de 

los cuatro desoxinucleótidos trifosfatados). Se incubó la mezcla a 65 °C durante 3 

minutos para desnaturalizar las moléculas de ARN y posteriormente se incubó en hielo 

durante 5 minutos para evitar la formación de estructuras secundarias. Luego, se 

agregaron 5 ȉl de mezcla conteniendo: 1 ȉl de transcriptasa reversa MMLV (200U, 

Promega) y 4 ȉl de buffer de MMLV 5X (Promega). La RT consisti· en un ciclo de 25 ÁC 

durante 5 minutos, un cic lo de 37 °C durante una hora y un ciclo final de 70°C durante 

15 minutos. Al finalizar la muestra se llev· a un volumen final de 100 ȉl (diluci·n 1/5), 

mediante el agregado de 80 ȉl de agua milliQ libre de ADNasas. 

 

PCR cuantitativa (qPCR)  

 

Para los análisis de expresión de mensajeros por PCR cuantitativa, se colocaron 

1,5 Õl de la muestra previamente diluida de ADNc, 7,5 ȉl de Mastermix SYBR green 2X 

(ROCHE) y 1,5 ȉl de cada secuencia de oligonucle·tidos (primers) 5 ȉM forward y reverse 

en un volumen final de 15 ȉl. Para los ciclos de temperatura se utiliz· el termociclador 

StepOne Plus (Applied Biosystems). Brevemente, tras un primer paso de activación de la 

enzima UDG (uracil-DNA glycosylase) a 50 °C durante 2 minutos para degradación de 

posibles amplicones contaminantes (que contienen uracilo), se procedió a realizar la 

desnaturalización inicial a 94 °C durante 10 minutos; y luego una serie de 40 ciclos de 

desnaturalización a 94 °C durante 15 segundos, annealing  y extensión a 60 °C durante 1 

minuto. Al final de cada uno de estos ciclos, el equipo realizó la lectura de los niveles de 

fluorescencia.  

Para los análisis del capítulo 2, para cada uno de los ADNc analizados se 

realizaron curvas de temperatura de apareamiento para verificar la presencia de un único 

producto de amplificación, lo que fue corroborado luego mediante corridas en geles de 

agarosa (1,5%) teñidos con bromuro de etidio. Para la cuantificación se utilizó el software 

libre LinReg, para el cual se calcularon las eficiencias de cada par de ñprimersò en cada 

PCR realizada, calculando los niveles teóricos de ADNc iniciales en cada condición. Los 
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valores fueron normalizados utilizando la expresión del gen RPL7 (ñhousekeepingò) y 

cada experimento se realizó con al menos tres réplicas biológicas independientes. 

En la Tabla 8 se listan los oligonucleótidos (primers) utilizados para amplificar y 

cuantificar por qPCR los niveles de expresión de ARNm de los genes estudiados. 

 

GEN FORWARD (5ôa 3ô) REVERSE (5ôa 3ô) 
RPL7 AATGGCGAGGATGGCAAG  TGACGAAGGCGAAGAAGC  
PSEN1 GACGACCCCAGGGTAACTC ACTGACTTAATGGTAGCCACGA 
APP TCTCGTTCCTGACAAGTGCAA GCAAGTTGGTACTCTTCTCACTG 
NANOG AAAGAATCTTCACCTATGCC  GAAGGAAGAGGAGAGACAGT 
OCT-4 CTGGGTTGATCCTCGGACCT  CACAGAACTCATACGGCGGG 
SOX2 GGCAATAGCATGGCGAGC TTCATGTGCGCGTAACTGTC 
OCT4-KLF4 
(STEMCCA) 

CAACGAGAGGATTTTGAGGC ATCGTTGAACTCCTCGGTCTCTCT 

SOX2-c-MYC 
(STEMCCA) 

TTGGCTCCATGGGTTCGGTG AAGGGTGTGACCGCAACGTAGG 

AFP ACTATTGGCCTGTGGCGAGGGA AAGCATGGCCTCCTGTTGGC 
SMA TTGAGAAGAGTTACGAGTTG GGACATTGTTAGCATAGAGG 
NESTINA CAGCTGGCGCACCTCAAGATG AGGGAAGTTGGGCTCAGGACTGG 
TUJ-1 TGGGCGACTCGGACTTGC CCACTCTGACCAAAGATGAAATTG 
MAP2 CTCAGCACCGCTAACAGAGG CATTGGCGCTTCGGACAAG 
SATB2 GCAGTTGGACGGCTCTCTT CACCTTCCCAGCTTGATTATTCC 
CTIP2 TCCAGCTACATTTGCACAACA GCTCCAGGTAGATGCGGAAG 
TBR1 CCGCCTACCAGAACACGGAT TCAGGCGGTCCATGTCACAG 
TBR2 CGGGATCTTGCGGAGGACTGG AGTGGGCAGTGGGATTGAGTC 
CUX1 GAAGAACCAAGCCGAAACCAT AGGCTCTGAACCTTATGCTCA 
ACP5 GATCCCACAGACCAATGTGTC CCAGCACGTAGTCCTCCCT 
ICAM4  GGTGGGCTACTTGGTGGTG GCAAACTCGTAGGTCAAGGTCA 
HSPA6 CAAGGTGCGCGTATGCTAC GCTCATTGATGATCCGCAACAC 
NOS3 TGATGGCGAAGCGAGTGAAG ACTCATCCATACACAGGACCC 
TUBA4A CGGCTCTCTGTTGACTATGGC GGCGCTCGATGTCTAGGTT 
OPRM1 CAGTGCTCATCATTACCGTGT CTGGGATTGTAACCAAGGCTTTA 
TMEM87B  CTGCATCAGATTGGCCCCTAA TCGCAGAAATCAACTCCGCAA 
ADAMTS15 CCTGGACCCTTACAAGCCG GGAACTTGACCATTGACTCGTC 
TRPC6 GTGATCGCTCCACAAGCCTAT CTGCCAACTGTAGGGCATTCT 
GRIN2A GACCCCAAGAGCCTCATCAC CTGGATGGACGCTCCAAACT 
PROKR2 GTCTGCGGCATCGGTAACTTT CCGTACCACGTAGTAGTCCAT 
RGPD2 CAGCTAACGTGGAACACTTGA GGAAGAAGGCTCTCTCTCTCA 
GPD1 CCAGGGACAACTCCTGAAAGA TTGGCGAAGGCTATCATCTCC 
THSD1 TGTGACTATGTTCTTGGAGAAGC GTGTCCCATTAGCACCATCAAAA 

 
Tabla 8 . Secuencias de los oligonucleótidos utilizados en qPCR . 

 

Cosecha de células en metafase para citogenética  

 

Para evaluar la presencia o ausencia de anomalías cromosómicas causadas por el 

proceso de reprogramación celular, preparamos las células para su posterior análisis de 

cariotipo, el cual fue realizado por la citogenetista María Ziembar en el Laboratorio de 

Citogenética Kromos (Ciudad de Buenos Aires, Argentina).  
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Para ello, se colocaron 3 x 105 células en una placa de cultivo de 35 mm de 

diámetro previamente tratada con Geltrex (Gibco) y se realizaron cambios de medios 

diarios hasta alcanzar una confluencia de aproximadamente el 70%. Ese día, se 

agregaron 4 gotas de Colchicina (50 µg/ml)  utilizando una jeringa de 1 ml y se dejó 

incubar las células por 5 horas. Al finalizar, se retiró el medio y se levantaron las células 

utilizando Tripsina. Una vez levantadas, las células se recolectaron en un tubo estéril y 

se centrifugaron a 300 x g por 15 minutos a TA. Se descartó el sobrenadante y se 

agregaron 5 ml de solución de citrato de sodio y se homogeneizó gentilmente para dejar 

incubando por 10 minutos a 37 ºC. Al finalizar, se agregaron 10 gotas de fijador Carnoy 

(3:1 partes de metanol: ac. Acético glacial) en campana y se homogeneizó por inversión. 

Se centrifugó una vez más a 300 x g por 15 minutos a TA y se descartó el sobrenadante. 

Para finalizar, se resuspendieron las células en 5 ml de fijador Carnoy y se mantuvieron 

a -20 ºC hasta el momento del análisis citogenético.  

 

Extracción de muestras para análisis de filiación por estudio de 

microsatélites  

  

Tanto las CMPih como los fibroblastos de los que se obtuvieron se cultivaron en 

1 pocillo de placa multipocillo de 6 de acuerdo con cómo fue descripto anteriormente. 

Una vez obtenida una confluencia del 90-100%, las células fueron levantadas 

unicelulares utilizando la enzima Acutasa 1x y se realizó una centrifugación a velocidad 

máxima por 90 segundos. Se retiró el sobrenadante y se lavaron con PBS 1x a TA para 

volver a centrifugarlas a máxima velocidad por 90 segundos. Finalmente, se retiró el 

sobrenadante y se guardaron a -80 ºC hasta su análisis. El análisis de filiación fue 

realizado por el servicio del Laboratorio de Huellas Digitales Genéticas (Facultad de 

Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires). 

Diferenciación de CMPih  a células madre neurales (CMN) utilizando 

un método comercial  

 
La derivación a CMN a partir de las líneas de CMPih se realizó mediante la 

utilización del kit comercial PSC Neural Induction Medium (Núm. Cat. A1647801, 

Thermo Fisher Scientific), en dos etapas. Durante la primera etapa de inducción neural, 

se plaquearon CMPih previamente disgregadas con Versene 1x en un pocillo de una placa 

de cultivo de 6 pocillos previamente tratada con Geltrex en presencia del inhibidor de la 

vía de ROCK Y-27632 a una concentraci·n final de 10 ȉM y se dejaron crecer en mTeSR1 

hasta alcanzar una confluencia del 50% de la placa. Se realizó luego un cambio a medio 
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de inducción neural (Neurobasal más el agregado de un 2% del suplemento de inducción 

neural provisto por el kit) y se renovó el medio día de por medio hasta que las células 

llegaran a una confluencia del 100% (Día 6), limpiando el cultivo de fenotipos celulares 

no deseados. Por los siguientes dos días, se procedió a cambiar el medio diariamente. En 

día 7, las células fueron disgregadas con Acutasa 1x y plaqueadas nuevamente en un 

pocillo de placa de 6 pocillos pre-tratadas con Geltrex a una densidad de 2 x 106 células 

por pocillo agregando Y-27632 (5 ȉM) al momento del pasaje. El cambio de medio se 

realizó día de por medio con medio de expansión neural [Neurobasal/DMEM-F12 (1:1) y 

2% del suplemento del kit PSC Neural Induction Medium]. En este punto, las CMN 

obtenidas se amplificaron, validaron y criopreservaron en criotubos de 2 ml con 10% de 

DMSO (Sigma) y Y-27632 (5 ȉM).  

Una vez obtenidas, el mantenimiento de las CMN se realizó cultivándolas en 

placas de cultivo pre-tratadas con el sustrato comercial Geltrex utilizando el medio de 

cultivo para CMN [DMEM/F12, B27 1 x, N2 1x, P/S 2 mM, GlutaMAX 2 mM, aminoácidos 

no esenciales 2 mM, factor de crecimiento epidérmico (EGF) 20 ng/ml y factor de 

crecimiento fibroblástico básico (bFGF) 20 ng/ml (Gibco)] con cambio día de por medio. 

Al llegar a una confluencia máxima del 80% se procedió a su apertura con Acutasa 1x por 

4 minutos a 37 °C y 5% CO2. 

En el caso de observar la aparición de una segunda población celular no deseada 

adaptamos el protocolo de pasaje para priorizar la selección y supervivencia de CMN. 

Brevemente, se realizó un lavado con PBS 1x, se colocó Acutasa 1x por 1 minuto, se 

removieron las células que se levantaron y se volvió a incubar con Acutasa 1x por 4 

minutos más. Las células que se recuperaron luego de la segunda incubación se 

mantuvieron para su posterior utilización.  

 

Diferenciación de CMN a neuronas  

 

Para la obtención de neuronas a partir de CMN, disgregamos las CMN con 

Acutasa 1x, las sembramos a una confluencia del 30% en placas de cultivo adherentes 

pre-tratadas con Geltrex (1 hora a 37°C) y las cultivamos durante 30 días. El cambio de 

medio se realizó día de por medio utilizando un medio de diferenciación neuronal 

conteniendo Neurobasal, B27 1x, Ácido Ascórbico (35,2 ng/mL), GlutaMAX (2 mM), 

aminoácidos no esenciales (2 mM), P/S (2 mM), factor neurotrófico derivado de cerebro 

(BDNF) (20 ng/mL) y factor neurotrófico derivado de glía (GDNF) (20 ng/mL) (Gibco).  
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Diferenciación directa de CMPih  a neuronas corticales  

 

La diferenciación de CMPih a células corticales se realizó siguiendo el protocolo 

descripto por Shi et al170, con algunas modificaciones231,232 .  

Se disociaron unicelularmente CMPih utilizando Acutasa 1x, se sembraron 5 x 105 

células en placas multipocillo de 12 pre-tratadas con Geltrex (1 hora a 37 °C) y se 

cultivaron con  mTeSR1 suplementado con 10 µM Y-27632. A la mañana siguiente, se 

observó la presencia de una monocapa, se renovó el medio mTeSR1 sin Y-27632 y por la 

tarde se inició la diferenciación neural.  

El cambio de medio se realizó diariamente utilizando un medio de inducción 

neural conteniendo DMEM -F12 y Neurobasal (1:1), B27 0,5x, N2 0,5x, Insulina (5 

µg/mL), GlutaMAX  (2 mM), aminoácidos no esenciales (2 mM), P/S (2 mM), 2-

mercaptoetanol (100 µM) de base y agregando los suplementos SB431542 (10 µM) y 

LDN193189 (10 nM).  

Al observar la aparición de neurorosetas definidas, se procedió a remover el 

medio, realizar un lavado con PBS 1x y a incubar con Acutasa 1x a 37 ºC por 3 minutos. 

Luego, se levantaron las neurorosetas por spray -off de PBS 1x dirigido , levantándolas y 

pasándolas a un eppendorf estéril. Se realizó una centrifugación a 160 x g por 4 minutos 

a TA, se retiró el PBS y se resuspendió en el medio de inducción neural sin SB431542 ni 

LDN193189. Se disgregaron levemente las neurorosetas, se plaquearon en un pocillo de 

placa multipocillo de 6 pre -tratada con Geltrex y se colocaron en estufa de cultivo a 37 

°C.  

Iniciando al día siguiente y continuando por 4 días, se realizó un cambio de medio 

diario con el agregado de bFGF (20 ng/mL)  para promover la expansión de las 

neurorosetas. Pasados esos 4 días, se procedió al cambio de medio día de por medio hasta 

finalizar el protocolo. Se procuró abrir las células como se explicó anteriormente una vez 

cada 10 días aproximadamente hasta llegar a día 50, momento en que se mantuvieron en 

el mismo pocillo hasta la finalización del protocolo  (Día 70).  

Protocolo generación de organoides cerebrales  

 

La diferenciación de CMPih a células corticales se realizó siguiendo los 

protocolos de Lancaster et al., actualizados179,180. 

Se disociaron unicelularmente las CMPih utilizando Acutasa 1x y se sembraron 

2,1 x 104 células en placas multipocillo de 96 de ultra baja adherencia (Corning) en medio 

hES con bajo bFGF (4 ng/ml) y sin P/S, en conjunto con microfibrillas de hilo de sutura 

(Vicryl. Ethicon) generadas manualmente por raspado con bisturí en condiciones de 
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esterilidad. Se realizó un único cambio de medio a los 3 días del inicio del protocolo, 

inclinando la placa y renovando parcialmente el medio para evitar la pérdida de los 

cúmulos celulares asociados a las microfibrillas.  

En el día 6, utilizando un tip de p200 cortado, estéril, se pasaron los cúmulos 

individualmente a placas de multipocillo de 24 pre -tratadas con una solución de anti-

adherencia (StemCell Technologies) (45 minutos a 37 ºC y posterior lavado con PBS 1x) 

que contenían 500 µL de solución de inducción neural [DMEM -F12, N2 1x, solución de 

heparina en DMEM-F12 (1 µg/ml), GlutaMAX (2 mM) y aminoácidos no esenciales (2 

mM)] y se procedió a realizar cambios de medio día de por medio.  

En el día 11, se embebieron los organoides en Matrigel (Corning) puro. Para eso, 

y considerando que los medios no contienen antibiótico hasta el día 13, se esterilizó un 

cuadrado de Parafilm (Sigma-Aldrich) del tamaño de una placa de 60 mm de diámetro 

con alcohol y UV y se la dispuso sobre una caja estéril de tips de p200 para generar un 

molde. En cada uno de los pocillos generados se colocó un único organoide utilizando un 

tip de p200 cortado  y se retiró el líquido excedente con un tip p20 para evitar la dilución 

del Matrigel. Acto seguido, se colocó una gota de 30 µl en cada pocillo y se ubicó el 

organoide en el centro de la gota de Matrigel, utilizando un tip de p10. Se dejó polimerizar 

por 30 minutos a 37 ºC y se colocó en una placa p100 con solución de inducción neural 

(Figura 24). 

 

Figura 2 4. Embebido de organoides en Matrigel. El esquema muestra el proceso de embebido de los 

organoides cerebrales a día 11. Adaptado de 233. 

 

2-3 días después (día 13-14) se pasó a medio de diferenciación neural sin vitamina 

A [DMEM -F12, Neurobasal, N2 1x, B27 sin Vitamina A 2x, Insulina, 2-mercaptoetanol, 

P/S (2mM), GlutaMAX (2 mM) y aminoácidos no esenciales (2 mM)] suplementado con 

CHIR99021 (3 µM) por los primeros 3 días, para luego continuar con medio de 

diferenciación sin vitamina A hasta el día 25, cambiando el medio día de por medio. En 

día 18, las placas se colocaron sobre un agitador orbital resistente a altas concentraciones 

de CO2 y humedad apto para uso continuo en incubadoras de cultivo (Thermo Fisher 

Scientific, modelo 88881102. Cat. Fisher # 88-881-102). En día 25, se cambió el medio a 

medio de diferenciación neural con Vitamina A [DMEM -F12, Neurobasal, N2 1x, B27 2x, 



86 
 

Insulina, HEPES (0,01M) 2 -mercaptoetanol, ácido ascórbico (0,4mM), P/S (2mM), 

GlutaMAX (2 mM) y aminoácidos no esenciales (2 mM)]. A partir de este momento, el 

cambio de medio se realizó dos veces a la semana y a partir del día 40 se agregaron 100 

µl de Matrigel puro cada 5 ml de medio hasta el fin del protocolo (día 90). 

Fijación de organoides cerebrales y corte en criostato  

 

Al llegar al día 90, se seleccionaron 2/3 organoides por placa y se les realizó un 

lavado con PBS 1x y se los pasó con cuidado, utilizando un tip de p1000 cortado a un 

eppendorf estéril, donde se los dejó 24 horas en PFA 4%. Pasadas las 24 horas, se removió 

el PFA 4% y se los dejó ON en PBS 1x. Al finalizar, se realizó un pasaje gradual de sacarosa 

a medio de montaje (CRYOPLAST, Biopack) dejando embeber ON los organoides en las 

soluciones:  

Sacarosa 15% Ą Sacarosa 30% Ą Sacarosa: CRYOPLAST Ą Armar taco con 

cryoplast. 

Para el armado del taco, se tomó una pila de monedas de 50 centavos, las cual se 

recubrió parcialmente con papel aluminio de forma de generar una base. Sobre esta, se 

colocaron los organoides, se los recubrió con CRYOPLAST asegurándose de no generar 

burbuj as y se los acomodó con una pinza de punta roma en el centro. 

Seguidamente, se colocaron los tacos sobre un ladrillo de hielo seco de forma de 

congelarlos rápidamente y se los dejó mínimo 24 horas a -80 ºC antes de proceder a su 

corte.  

El corte se realizó utilizando un criostato Leica CM1860UV, con un grosor de 

corte de 17 µm y se colocaron sobre portaobjetos cargados positivamente (Biotraza). 

Rápidamente se incubaron a -20 ºC por al menos 1 hora y luego se guardaron a -80 ºC 

hasta el momento de realizar las inmunotinciones.  

Inmuno marcaciones de organoides cerebrales  

 

Para la tinción de organoides cerebrales en portaobjeto, se retiraron los 

portaobjetos del -80 ºC, se los colocó horizontalmente sobre una servilleta y se permitió 

que llegaran a TA por 10 minutos. Se marcó los alrededores de los cortes con una barrera 

hidrofóbica PAP-PEN (Merck) y se lo dejó secar durante 3-5 minutos. Una vez seca la 

tinta hidrofóbica, se cubrieron los organoides en PBS con el agregado de 0,1% Tween20 

(PBS-T) a 37 ºC por 10 minutos para retirar el medio de montaje de los organoides. 

Luego, se colocaron 1 hora en cámara húmeda con solución de bloqueo (NGS 5% en PBS-

T), se aspiró la solución de bloqueo suavemente con tip de p200 y se colocaron los 
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anticuerpos preparados previamente en solución de anticuerpos (BSA 5% en PBS-T). Se 

incubó ON a TA en cámara húmeda.  

Al día siguiente, se retiraron los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados 

con PBS-T y se realizó la incubación de anticuerpos secundarios (preparados a la dilución 

adecuada en PBS-T) por 2 horas en cámara húmeda, en oscuridad. Inmediatamente, se 

colocó DAPI 1x por 30 minutos a TA en oscuridad para permitir la tinción de los núcleos 

y se realizaron 3 lavados con PBS-T, en oscuridad.  

Para finalizar, se retiró el último lavado de PBS-T, se dejaron secar los organoides 

por 15 minutos a TA, se colocó medio de montaje (Vectashield, Vector Laboratories) y se 

colocó cuidadosamente el cubreobjeto, asegurándose de no generar burbujas y evitando 

estropear el tejido. Se dejó secar otros 15 minutos y se selló con esmalte transparente. En 

la Tabla 8, se encuentran listados los anticuerpos primarios y secundarios utilizados. Las 

fotos fueron sacadas utilizando un microscopio de fluorescencia inverti do EVOS floid 

(Thermo Fisher Scientific).  

Cuantificación de depósitos de A ȁ por inmunotinción  

 

El procesamiento de las imágenes fue realizado utilizando software libre FIJI.  

Antes de comenzar con la cuantificación de estructuras neuronales, realizamos la 

calibraci·n de las fotograf²as en ȉm, mediante la medici·n de cuadrantes fotografiados 

con los mismos aumentos de una cámara de Neubauer. A su vez, realizamos el mismo 

tratamiento de brillo y contraste para todas las imágenes para evitar artefactos de la 

medición. Además, la morfometría de los depósitos se realizó exclusivamente en zonas 

que tuvieran una expresión homogénea del marcador neuronal ß-III  Tubulina (TUJ -1).  

Se realizaron 2 cuantificaciones:  

¶ Por un lado, se contaron manualmente la cantidad de depósitos presentes en cada 

campo 

¶ Por el otro, se midió el área de intensidad de fluorescencia media. Esto se hizo 

seleccionando la herramienta de selección polígono y seleccionando el contorno 

de la estructura manualmente. Desde la barra del menú de FIJI determinamos la 

configuración de las mediciones para que nos arroje los valores de mean grey 

area. Luego, seleccionamos nuevamente ñmedirò para cuantificar los valores del 

área de los acúmulos de Aɓ seleccionados.  

Secuenciación masiva del ARN  (RNA -seq)  

 



88 
 

La secuenciación masiva (High Throughput Sequencing ) del ARN total se realizó 

en la empresa Macrogen (Corea del Sur) utilizando una plataforma Illumina 

NovaSeq6000. La cantidad de lecturas (reads) totales por muestra fue mayor a 60 

millones y en single-end. Cada condición experimental (línea PSEN1 WT o portadora de 

la mutación PSEN1 p.T119I) se analizó por triplicado, con muestras generadas de pasajes 

y diferenciaciones a 70 días independientes. El armado de las librerías fue realizado con 

una cantidad de 4 ȉg de muestra preparada con TruSeq stranded para ARN total con 

depleción del ARN ribosomal. El ARN extraído fue evaluado por su RIN (del inglés, RNA 

integrity number ), que es un valor que estima la integridad del ARN presente en la 

muestra. Este valor oscila del 1 al 10, siendo 1 una muestra totalmente degradada y 10 

una muestra en perfectas condiciones de integridad, se consideran como aceptables 

valores de RIN mayores a 7. Nuestras muestras obtuvieron valores de RIN mayores a 8.5 

(Tabla 9), indicando que se encontraron en condiciones óptimas para su secuenciación. 

 

MUESTRA RIN  
UOWi002 -A 1 (WT) 9.6 
UOWi002 -A 2 (WT) 9.2 
UOWi002 -A 3 (WT) 9 
FFAD1.2C4 (PSEN1 P.T119I) 1 8.7 
FFAD1.2C4 (PSEN1 P.T119I) 2 9.8 
FFAD1.2C4 (PSEN1 P.T119I) 3 9.7 

 
Tabla 9. RIN para las muestras analizadas  

 

Análisis  de  secuenciación  masiva  de  ARNm  

 

Las lecturas obtenidas se procesaron siguiendo el protocolo descrito en la figura 

25. La calidad de las lecturas se evaluó utilizando  FastQC v0.11.9234, y se controlaron 

posibles duplicaciones y artefactos generados por PCR en la preparación de las librerías. 

El procesamiento inicial de las lecturas se realizó con la herramienta Fastp v0.22.0235 

para eliminar  secuencias adaptadoras residuales, lecturas de baja calidad o muy cortas, y 

lecturas no pareadas. 

Dado que la preparación de las librerías involucra la eliminación de ARN 

ribosomal, se controló la abundancia de estos transcriptos en las muestras. Se utilizó la 

secuencia de ARN ribosomal humano disponible  en las bases de datos NCBI y Silva como 

referencia, y se construyó un índice utilizando la herramienta bowtie2 v2.3.5 [140]. Las 

lecturas que no se alinearon con esta referencia se utilizaron en las etapas de análisis 

posteriores. El alineamiento al genoma humano de referencia (versión GRCh38) se llevó 

a cabo utilizando la herramienta STAR v2.6236, y solo se conservaron las lecturas que se 

alinearon de forma única con hasta dos errores de emparejamiento entre bases. Esta 
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herramienta también incluye un módulo para ensamblar las lecturas en transcriptos y 

cuantificar su abundancia a nivel de genes. 

 

Figura 2 5. Esquema del protocolo  de análisis de datos de RNA -seq. El procesamiento de los datos 

para el análisis del RNA-seq constó de dos grandes etapas: una primera parte de preparado y filtrado de los 

datos de la secuenciación y una segunda etapa exploratoria de los datos. 

 

Se realizó un gráfico de dispersión como diagnóstico para confirmar que no se 

presentaran fallas en el análisis como consecuencia de falsos positivos causados por falta 

de datos de cada gen en particular.  En la figura 26 observamos un gráfico de 

estimación de la dispersión genética de las muestras versus la media de los counts 
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normalizados (niveles de expresión del gen). Este gráfico nos permite conocer si la 

dispersión de los valores se ajusta al modelo utilizado  en el análisis. Los valores de la 

estimación de la dispersión de cada gen al inicio se encuentran representados en color 

negro, luego se realiza un ajuste al modelo en donde se determina una media de los datos 

(en rojo)  y en la segunda ronda, se analizan los datos respecto de la media ajustada, dando 

lugar a las estimaciones de la dispersión finales para cada dato que se corresponden con 

los puntos graficados en color azul. Aquellos puntos negros que se encuentran marcados 

con un círculo en azul son valores cuya dispersión es mayor a la esperada con el ajuste. 

De acuerdo con lo esperado, observamos que los valores finales (en azul), se encuentran 

comprimidos significativamente a lo largo de los valores ajustados respecto de su valor 

inicial (en negro).  

Figura 2 6. Gráfico de estimación de la dispersión de los datos del RNA -seq. En negro se observa 

la estimación de los datos del RNA-seq por cada gen, en rojo el ajuste para los datos y en azul, los datos 

ajustados a la media de la dispersión calculada. Los puntos negros dentro del círculo azul son valores fuera 

de rango de la media ajustada. 

 

La cuantificación  sin modificar  fue analizada en DESeq2 (Bioconductor versión 

3.14) en el software Rstudio (versión 2022.02.1). La clasificación en genes inducidos, 

reprimidos o no regulados se hizo de acuerdo con el valor umbral  definido  por log2 (veces 

de cambio) = ±1 y el p-valor ajustado por el FDR (false discovery rate ) menor a 0,1 (p-

valor ajustado = q < 0,01). La identificación de los términos ontológicos sobre-

representados se realizó por medio del software online ShinyGO 

(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/ ). 
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Análisis  estadístico  

 

Las comparaciones experimentales se realizaron utilizando la prueba t de Student 

en el caso de comparaciones de dos grupos o la prueba de análisis de varianza (ANOVA) 

unidireccional para comparaciones múltiples. Se consideró significativo un valor de p < 

0,05 entre las condiciones ensayadas. El análisis de datos se llevó a cabo con el software 

GraphPad Prism 8. 
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RESULTADOS 

Capítulo 1. Estudio de mutaciones en el gen PSEN1 utilizando 

el modelo in-vitro  de células HEK293T modificadas 

genéticamente.  

 

En primera instancia y ante la falta de una demostración experimental de la 

patogenicidad de la variante PSEN1 c.C356T (NM_000021.4) p. T119I, decidimos 

realizar una primera serie de experimentos exploratorios de sobreexpresión de 

plásmidos codificantes de mutaciones en PSEN1 en la línea HEK293T. Si bien esta línea 

celular difiere del tipo celular ideal para realizar estos experimentos, siendo más 

apropiado el uso de neuronas o subtipos celulares neuronales, optamos por utilizarla de 

igual manera dada su alta tasa de crecimiento, alta reproducibilidad entre experimentos 

y su facilidad para ser transfectadas y expresar de forma rápida y robusta los plásmidos 

deseados.  

1.1 Generación de la línea HEK293T PSEN1 Knock-Out (KO). 

 
Para evitar tener resultados que puedan verse afectados por la expresión 

endógena de PSEN1 wild-type decidimos generar una línea HEK293T KO para dicho gen 

utilizando el sistema de edición génica CRISPR/Cas9, metodología que permite realizar 

ediciones en el ADN de forma precisa. El mecanismo de edición requiere un ARN guía 

sintético complementario al sitio a modificar en ADN y una nucleasa Cas9 (del inglés, 

CRISPR-associated protein 9). Para diseñar el ARN guía (ARNg) es necesaria la 

presencia de una secuencia PAM (del inglés, Protospacer Adjacent Motif ) en la secuencia 

genómica a editar. La secuencia PAM es reconocida por el complejo ARNg-Cas9 y permite  

a la proteína Cas9 realizar un corte doble cadena en la secuencia blanco (Figura 27). La 

célula intentará reparar el corte en el ADN realizado por la proteína Cas9 mediante el 

mecanismo de reparación de unión de extremos no homólogos (NHEJ, del inglés non 

homologous end joining ) o mediante recombinación homóloga (HDR, del inglés 

homology directed repair ). La reparación mediante NHEJ es propensa a cometer 

errores, lo que genera sustituciones, remociones o inserciones de nucleótidos (conocidos 

como indels) en la secuencia de ADN. Este hecho provoca en ocasiones cambios en el 

marco de lectura y generación de codones STOP prematuros, lo que se termina 

traduciendo en proteínas no funcionales o truncadas. 
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Figura 2 7. Mecanismo de edición génica CRISPR/Cas9. Los componentes importantes para la 

edición génica son la nucleasa Cas9 y el ARN guía (ARNg). La Cas9 actúa como una tijera  molecular para 

cortar  las cadenas de ADN. El ARNg permite  guiar a la Cas9 para escindir el ADN en el sitio  blanco. La 

reparación del ADN luego ocurre por las vías de NHEJ o HDR. 

 

PSEN1 es un gen que contiene 12 exones, cuyo transcripto primario codifica para 

una proteína de 467 aminoácidos y posee varias isoformas producto de splicing  

alternativo 45,237,238. La secuencia codificante para esta proteína de 9 pasos 

transmembrana inicia en el exón 3, siendo los primeros dos exones transcriptos, no 

codificantes. Dada la presencia del exón 5 en todos los transcriptos codificantes de 

PSEN1238, la necesidad de evitar sitios de inicio de la transcripción alternativos, 

generalmente ubicados en los primeros exones y la alta tasa de mutaciones asociadas a 

estados patogénicos de EA en el loop generado entre el exón 4 y exón 5 (Figura 6) 239ï242, 

consideramos que era razonable que, las inserciones o deleciones (Indels) producidas 

por el sistema CRISPR/Cas9 en el exón 5 serían capaces de inducir cambios en la 

secuencia proteica que la volverían no funcional (KO)243.  

1.1.1 Elección  del  sitio  blanco  ( target ),  diseño  in  sílico  y clonado  de  

ARN  guías  para  la  edición génica . 

 

Para el diseño de los ARNg in  silico ut ilizamos la secuencia del gen de PSEN1 

presente en la base de datos NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5663 ) del 

genoma de Homo sapiens de referencia GRCh37.p13 considerando el transcripto 1 

(NM_000021.4 ). Se utilizaron tres softwares gratuitos online: Benchling 

(https://www.benchling.com/ ), CHOP CHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/ ) y 

CRIPOR (http://crispor.tefor.net/ ) para la elaboración y corroboración de estos. En la 



95 
 

figura 28, se presentan los ARNg utilizados. Las secuencias de estos son las siguientes: 

ARNg 1:  foward PSEN1.1-gRNA-Fw 5ô- CACCGCTCGGTATCTTCTGTGAATG -3ô y reverse 

PSEN1.1- gRNA-Rev 5ô-AAACCATTCACAGAAGATACCGAGC-3ô; y ARNg 2: PSEN1.2-

gRNA-Fw 5ô- CACCGACAGAAGATACCGAGACTGT -3ô y reverse PSEN1.2-gRNA-Rev 5ô- 

AAACACAGTCTCGGTATCTTCTGTC -3ô.  

 

 

Figura 2 8 . Sitios blancos de  los ARNg diseñado s para el gen de PSEN1 . En la figura se encuentra 

esquematizado el gen de PSEN1 conformado de sus exones (rectángulos verdes) e intrones. Los sitios 

elegidos para la edición génica se ubicaron en el quinto  exón del gen. En naranja, se encuentra el PSEN1.1-

gRNA y en violeta PSEN1.2-gRNA. 

 

Los pares de guías se aparearon y se clonaron en el plásmido pSpCas9(BB)-2A-

Puro-2A-GFP utilizando bacterias competentes Escherichia coli  de la cepa Stbl3. 

Realizamos el screening de 4 colonias transformadas por guía mediante colony-PCR. 

Amplificamos por PCR un producto de 150 pb con los primers U6-Fw y PSEN1.1-gRNA-

Rv y PSEN1.2-gRNA-Rv, respectivamente y corroboramos el correcto clonado de cada 

ARNg mediante secuenciación de Sanger (para más detalle ver materiales y métodos).  

 

1.1.2 Obtención de la línea HEK293T deficiente en PSEN1. 

 

En primera instancia, se evaluó la cantidad óptima de células HEK293T a 

plaquear para realizar la transfección a las 24 horas (Figura 29). Para ello, se levantaron 

las células con Tripsina y se plaquearon 5 x 105, 2 x 106, 3 x 106 y 4 x 106 células/pocillo 

de placa multipocillo de 6  y se tomaron fotos a las 24 horas post plaqueo. Se optó por 

realizar el experimento con 2 x 106 células/pocillo considerando la especificación de 

transfectar con un grado de confluencia del 70-90%.  
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Figura 2 9. Puesta a punto de cantidad de células HEK293T a transfectar.  Microf otografías 

representativas en campo claro de 5 x 105, 2 x 106, 3 x 106 y 4 x 106 células HEK293T plaqueadas en pocillos 

de placa de 6 pocillos visualizadas con microscopio óptico invertido a las 24 horas post-plaqueo. Barra de 

escala: 50 µm. 

 

El plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro-GFP-gRNAPSEN1.1 codifica para resistencia 

al antibiótico puromicina, por lo que realizamos a su vez una puesta a punto de la 

cantidad de puromicina necesaria para seleccionar las células que hayan incorporado el 

plásmido (Figura 30). En este caso, elegimos la concentración mínima (1 µg/µl) en la cual 

observamos cualitativamente la muerte de todas las células HEK293T no transfectadas. 
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Figura 30 . Curva de concentración de puromicina.  En la figura se observan imágenes 

representativas de campo claro obtenidas con un microscopio invertido de cultivos celulares de HEK293T 

luego de 48horas de tratamiento con las concentraciones indicadas de puromicina: 0,5 µg/µl, 1 µg/µl, 2 µg/µl 

y 4 µg/µl. Vehículo: H2O mq. La escala representa 50 µm. 

 

Una vez realizada la puesta a punto correspondiente se procedió a realizar el 

experimento de edición génica (knock-out) del gen PSEN1. Para ello, transfectamos de 

manera transitoria las HEK293T con el plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro-GFP con el guía 

gRNAPSEN1.1 con Lipofectamina 2000 (Thermo  Fischer Scientific) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Realizamos, además, la transfección utilizando el guía   

gRNAPSEN1.2, pero observamos una elevada tasa de muerte celular aun utilizando  bajas 

concentraciones del plásmido.   

Brevemente, el día previo a la transfección plaqueamos 2 x 106 células con medio 

DMEM+ 10% SFB en placa de cultivo de 6 pocillos. Utilizamos 2 pocillos por 

experimento, un pocillo lo transfectamos (utilizando medio DMEM sin antibiótico) con 

2 ȉg del pl§smido pSpCas9(BB)-2A-Puro-GFP-gRNAPSEN1.1 (utilizamos esta cantidad 

de plásmido basándonos en experimentos previos del laboratorio) y otro pocillo lo 

dejamos sin transfectar (control negativo).  24 horas posteriores a la transfección 

iniciamos un tratamiento  con el antibi·tico puromicina (1 ȉg/ȉl) para seleccionar a 

aquellas HEK293T que incorporaron el plásmido y mantuvimos el agente de selección 

hasta no observar células vivas en el control negativo (aproximadamente 48 horas).  

En ese momento, se levantaron las células y se plaquearon en placas multipocillo 

de 96 por el método de dilución límite y se continuó su cultivo en medio DMEM + 10% 

SFB sin el agregado de puromicina. Crecimos las células transfectadas y procedimos a su 

expansión clonal como se describe en materiales y métodos. Amplificamos por PCR a 
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punto final el sitio de edición en el quinto  exón del gen PSEN1 utilizando los primers 

PSEN1 EX 5-Fw y PSEN1 EX 5-Rev, a partir de ADN genómico extraído de las 10 colonias 

seleccionadas y realizamos una secuenciación por Sanger de todos los amplicones 

obtenidos.  

Comparamos luego las secuencias de los amplicones obtenidos con la secuencia 

control de nuestras líneas celulares. Para el análisis, utilizamos el software on-line ICE 

Analysis de Synthego (Figura 31). El software nos permitió observar si en la 

secuenciación se encontraban más de un tipo de modificación en el ADN genómico por 

muestra. Idealmente se deberían seleccionar aquellos clones en los que en la 

secuenciación se obtuviera un porcentaje mayor al 90% de un solo tipo de modificación 

génica, lo que indicaría que la línea editada es clonal y no una mezcla de poblaciones 

celulares. No tuvimos en cuenta aquellos porcentajes menores al 10% en los cambios en 

las secuencias de las líneas editadas, debido que esos datos pueden atribuirse al ruido de 

la técnica de secuenciación. Al analizar los resultados de la secuenciación, concluimos 

que las colonias obtenidas no eran clonales, sino que se habían formado luego del 

crecimiento de más de una célula en dicho pocillo.  

 

Figura 31. Análisis de secuencias editadas genéticamente . En la figura se observan resultados 

representativos de las colonias analizadas por el software Synthego ICE (colonia 10). En el panel superior se 

observan las secuencias provistas por Sanger, con el guía subrayado por una línea negra y el PAM en línea 

punteada roja. En el panel de abajo se observa la proporción de los diversos indels para el pool estudiado.  

 

Decidimos luego analizar los pooles de células editados genéticamente aislados 

mediante ensayos de western blot (WB) para evaluar si en alguno de ellos se encontraba 
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un knock-out de la proteína PSEN1 o en su defecto una disminución de esta de forma tal 

de utilizarla en los subsecuentes ensayos de sobre expresión transitoria de APP y PSEN1, 

WT o sus formas mutadas (Figura 32). 

 

 
Figura 32. Cuantificación  de la proteína PSEN1 en homogenatos de células HEK293T editadas 
genéticamente por CRISPR/Cas9.  A.  Imágenes representativas de membranas de WB de las proteínas 
Presenilina 1 (PSEN1) y Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) B.  Veces de inducción de 
expresión de la proteína Presenilina 1 normalizado al control de carga GADPH. Se graficó el promedio de las 
veces de inducción relativas a las líneas wild type (WT) ± error estándar de tres experimentos 
independientes. Se utilizaron los niveles de expresión de GADPH para normalizar los datos. Se realizó la 
prueba estadística de ANOVA de un factor y los valores se consideraron significativamente diferentes cuando 
(* *** ) <0,0001  vs. WT. 

 

Como puede observarse en la figura 32, en los 5 pooles de células evaluados se 

observó una disminución de los niveles de expresión de la proteína PSEN1 endógena. 

Optamos por continuar los experimentos con la colonia 10 que presentó 
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consistentemente una ausencia total de expresión de la proteína PSEN1 y la cual, según 

el análisis realizado por Synthego, no presentaba secuencias WT.  

 

1.2 Obtención de plásmidos de expresión de PSEN1 con mutaciones 

asociadas a EA p.T119I y p.A246E. 

 
Se realizó la mutagénesis dirigida (c. C356T p. T119I y c. C737A p. A246E) en un 

plásmido de expresión pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ MYC-HIS que posee la secuencia 

salvaje (wild -type) del transcripto 1 de PSEN1244,245, generosa donación de la Dra. 

Celeste Karch (Washington University in St Louis). Decidimos además incorporar la 

variante en PSEN1 A246E, de conocida patogenicidad (resumido en 

https://www.alzforum.org/mutations/psen1 -a246e. También es posible referirse a la 

tabla 1 en el apartado Introducción), sobre la relaci·n Aȁ42/Aȁ40, considerándola como 

un control de variante patogénica en nuestros experimentos.  

Nos propusimos generar las modificaciones deseadas sobre el plásmido 

pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ MYC-HIS. Para realizar dichas modificaciones se utilizó 

el kit de mutagénesis dirigida Q5®  Site-Directed Mutagenesis Kit (New England 

Biolabs). Este kit permite realizar mutaciones puntuales en plásmidos de forma 

altamente eficiente (Explicado brevemente en la figura 33) utilizando sets de primers 

específicos generados con la herramienta bioinformática NEBase Changer 

(https://nebasechanger.neb.com/  Para más detalle ver materiales y métodos). 

 
Figura 3 3. Diagrama de la mutagénesis sitio dirigida basada en amplificación por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR).  En este método, se realizó una reacción de PCR utilizando primers no 

superpuestos. El producto fue fosforilado y ligado y se removió el templado gracias a la acción de la enzima 

Dpn I en una reacci·n ¼nica. Posteriormente, se transformaron bacterias DH5Ŭ ultracompetentes para 

amplificar los plásmidos obtenidos. El primer conteniendo la X indica la base modificada. Adaptado de New 

England Biolabs, Inc (NEB).  
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Tras obtener los plásmidos y transformar bacterias NEB 5-alpha Competent E. 

coli provistas por el kit , las cuales tiene una alta competencia y permiten obtener un alto 

número de colonias post transformación, se procedió a la purificación del material 

plasmídico por miniprep, amplificación de regiones colindantes a la zona modificada y 

análisis de la región por secuenciación de Sanger (Figura 34). Finalmente, se realizó una 

amplificación a mediana escala (Midiprep) de los plásmidos portadores de la variante 

para su posterior transfección.  
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Figura 3 4. Secuenciación de plásmidos modificados por mutagénesis dirigida. Resultado del 

fenograma emitido tras realizar secuenciación de Sanger. Para ambas mutaciones, en el panel superior se 

encuentra la secuencia original del plásmido y en el panel inferior la secuencia modificada. El asterisco marca 

el nucleótido modificado . 
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1.3 Estudio de marcadores de neurodegeneración en HEK293T 

PSEN1 KO que expresan el gen PSEN1 con las mutaciones p.T119I y 

p.A246E por ensayos de ELISA. 

 
Como se comentó anteriormente en la introducción, se ha observado que las 

mutaciones en genes asociados al clivaje de la proteína APP, como son APP, PSEN1 y 

PSEN2, producen cambios en la procesividad del complejo gamma secretasa sobre sus 

sustratos, generando as² un aumento de la isoforma Aȁ42 y un aumento en el cociente 

Aȁ42/Aȁ40, considerados marcadores de las placas amiloides característicos de EA42ï

45,47,80. Por este motivo y con el fin de estudiar si la variante en PSEN1 p. T119I es capaz 

de generar, in vitro  en células HEK293T, modificaciones en la producción de las 

isoformas de Aȁ, decidimos realizar ensayos de ELISA de las isoformas Aȁ42 y Aȁ40 en 

los sobrenadantes y extractos proteicos de células HEK293T PSEN1 KO que expresan 

plásmidos portadores de las mutantes antes generadas. 

Una vez obtenidas las células y plásmidos a utilizar se procedió a realizar los 

ensayos de co-transfección transitoria con plásmidos de expresión de APP y PSEN1 WT 

o bien con plásmidos de expresión de APP WT y las variantes de PSEN1 que generamos 

mediante mutagénesis dirigida: p. T119I y A246E (control positivo) . El plásmido pCMV 

APP695_WT también fue donado por la Dra. Karch. Se agregó además en todos los casos 

un plásmido de expresión de la proteína fluorescente GFP (pGFP-N1), que se utilizó para 

calcular la eficiencia de transfección. En la tabla 9 se muestran las condiciones de 

transfección.   

 

Condición Plásmidos cantidades 

Control negativo de 
transfección  

- - 

WT GFP-N1 + APP-695 WT + 
PSEN1 WT 

0,5 µg : 1 µg : 1 µg 

p. A246E GFP-N1 + APP-695 WT + 
PSEN1 A246E 

0,5 µg : 1 µg : 1 µg 

p. T119I GFP-N1 + APP-695 WT + 
PSEN1 T119I 

0,5 µg : 1 µg : 1 µg 

 

 Tabla 9. Ensayos de transfección en líneas HEK293T PSEN1 KO . 

 

Brevemente, se sembraron 4 pocillos de placa de cultivo de 6 pocillos con 2 x 106 

células HEK293T PSEN1 KO por condición en medio DMEM + 10% SFB. Al día siguiente, 

se procedió a la co-transfección de estas utilizando 2,5 µg totales de plásmido (GFP-N1 + 

APP-695 WT + PSEN1 correspondiente, siguiendo las indicaciones de la tabla 10) 

utilizando Lipofectamina 2000  (Thermo Fischer Scientific) de forma análoga a lo 

explicado en el apartado 1.1.2.  
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24 horas post-transfección se renovó 1 ml de medio DMEM + 10% SFB sin 

antibiótico s, sin agregado de plásmidos ni Lipofectamina  y 48 horas post-transfección, 

se recolectó el sobrenadante luego de centrifugarlo a 3000 x g durante 10 minutos.  

Asimismo, se tomaron muestras para evaluar el porcentaje de células eficientemente 

transfectadas por citometría de flujo. Para ello, el cultivo celular se disoció utilizando 

Tripsina, se centrifugó y se resuspendió en 1 ml de PBS 1x. 50 µl de esa suspensión celular 

fueron pasados rápidamente por un citómetro de flujo BD Accuri C6 (BD biosciences) 

con el fin de establecer que el porcentaje de células transfectadas era suficientes (> 60 % 

células GFP+) para realizar los ensayos de ELISA. Los 950 µl restantes se centrifugaron 

nuevamente a alta velocidad y se resuspendieron en 200 µl de buffer de extracción de 

proteínas totales como se describe en la sección de materiales y métodos. 

Dado que la cantidad de plásmido GFP-N1 co-transfectado era la mitad que de 

los dos plásmidos de interés se deduce que, como mínimo, deberían haberse 

transfectarse de igual manera los plásmidos de interés.  

Posteriormente cuantificamos los p®ptidos Aȁ42 y Aȁ40 en los extractos proteicos 

(niveles intracelulares) y en los sobrenadantes mediante ensayos de ELISA utilizando 

kits de Abcam (ver materiales y métodos). Analizamos en primera instancia los niveles 

de Aȁ42 y Aȁ40 en los sobrenadantes. Lamentablemente, los valores obtenidos dieron por 

debajo del límite detectable por los kits y optamos entonces por medir los valores 

presentes en los extractos proteicos. En el caso de las muestras analizadas con el kit de 

ELISA para Aȁ42 se diluyeron los lisados proteicos 1/5 utilizando el buffer provisto por el 

kit. En cambio, en el caso del kit de ELISA para Aȁ40, las muestras se diluyeron 1/8 

utilizando también el buffer provisto por el kit. En ambos casos, se realizaron puestas a 

punto previas que nos permitieron conocer el índice de dilución apropiado. 

Como puede observarse en la Figura 35, la presencia de la variante en PSEN1 

p.A246E parecería inducir un aumento en los niveles de producci·n de Aȁ42 y una 

tendencia a la disminuci·n de la isoforma Aȁ40, generando así un aumento en la relación 

Aȁ42/Aȁ40 intracelular , tal y como se describe en la bibliografía246. Este aumento se puede 

observar mejor al analizar las veces de inducción de la relación Aȁ42/Aȁ40 con respecto 

al control PSEN1 WT.  Por otro lado, en el caso de la variante en PSEN1 p.T119I no 

observamos cambios significativos en la relaci·n Aȁ42/Aȁ40. 
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Figura 3 5. Estudio del clivaje de la proteína precursora amiloide (APP) y generación de 

isoformas de Aȁ. Concentraci·n de Aȁ42 (A)  y Aȁ40 (B)  en los pellets celulares proteicos. El valor obtenido 

fue normalizado a la cantidad total de proteína derivada de cada ensayo y a la eficiencia de transfección 

(%GFP+) C. Veces de inducción relativo a la condición control (en este caso PSEN1 WT) de la relación del 

cociente de la concentración obtenida de los péptidos Aȁ42/Aȁ40. Análisis estadístico, ANOVA de un factor 

comparando con el WT *p-valor <0.05.  
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Resultados parciales de este capítulo 

 

En este primer capítulo pudimos generar un modelo in vitro  humano basado en 

células HEK293T que nos permitió estudiar, en lisados celulares, la presencia de los 

péptidos asociados a la producción de placas amiloides, Aɓ40 y Aɓ42. 

En primer lugar, diseñamos una estrategia de edición génica por CRISPR/Cas9, 

utilizando como blanco el exón 5 del gen de PSEN1 y pudimos obtener pooles de células 

PSEN1-/ -. 

Luego, realizamos ensayos de mutagénesis dirigida sobre el plásmido pcDNA3.1 

PSEN1 WT + VRSQ MYC-HIS para introducir, de manera independiente, las mutaciones 

PSEN1 p.T119I (c. C356T) y PSEN1 p. A246E (c. C737A). A su vez, se realizaron las 

puestas a punto correspondientes para los ensayos de co-expresión de los plásmidos 

pcDNA3.1 PSEN1, ya sea en su versión WT o con las respectivas mutaciones, en conjunto 

con un plásmido pCMV APP695_WT, de forma de emular el procesamiento de APP que 

ocurre naturalmente en los pacientes portadores de estas mutaciones.  

Posteriormente, se realizó la co-transfección transtitoria de los plásmidos y se 

tomó muestra de sobrenadante para ser analizados por ensayo de inmunoadsorción 

ligado a enzima (ELISA) . De acuerdo con la bibliografía pre-existente, el procesamiento 

de APP genera la liberación de los péptidos Aɓ40 y Aɓ42 al espacio extracelular (ver 

introducción, capítulos 3 y 4).  

Lamentablemente, los kits utilizados [Aȁ42 (ab289832, Abcam) y Aȁ40 (ab193692, 

Abcam)] no nos permitieron cuantificar los niveles de los péptidos en los sobrenadantes, 

a pesar de estar validados para ensayos de cultivo celular, según especificaciones del 

fabricante. Por este motivo, optamos por medir las cantidades de Aȁ42 y Aȁ40 presentes 

únicamente en los lisados celulares.  

Se pudo observar que la variante PSEN1 p.A246E tiende a un aumento en la 

relación Aɓ42/Aɓ40 en cultivo celular graficado como las veces de inducción comparado 

con la transfección realizada con el plásmido WT, como se espera por bibliografía. Con 

respecto a la variante de estudio PSEN1 p.T119I, la misma no parecería producir 

diferencias significativas con respecto a PSEN1 WT. A su vez, como puede observarse en 

la figura 33, ambas mutaciones tienen a presentar una disminución del péptido Aɓ40 y 

esta disminución se hace más evidente para la variante PSEN1 p.A246E. 

Si bien los resultados obtenidos para la variante PSEN1 p.A246E van de la mano 

de lo esperado por la bibliografía, el uso de células epiteliales inmortalizadas, derivadas 

de riñón embrionario y transformadas (HEK293T), no es un modelo tan fidedigno para 

estudiar la patología de EA. Por ese motivo, y en vista de la disponibilidad de fibroblastos 

portadores de la variante PSEN1 T119I decidimos generar una línea de CMPih derivada 
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de este paciente y diferenciarla posteriormente a células neurales para modelizar la EA y 

estudiar la posible patogenicidad de la variante en un modelo más adecuado.  
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Capítulo 2. Generación de la línea celular pluripotente 

inducida humana FFAD1 (o FLENI -001A), portadora de la 

mutación PSEN1 p.T119I 

 

El estudio de cualquier fenómeno natural en el laboratorio se ve limitado por  la 

similitud que puedan tener las técnicas utilizadas para modelar el fenotipo a estudiar, 

una restricción que se extiende a todos los ámbitos de la investigación científica. En 

particular, es en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas, como la EA, donde 

esta limitación se vuelve especialmente evidente. Esto se debe a la compleja naturaleza 

de estas patologías y a las dificultades inherentes a la hora de obtener muestras de 

pacientes en etapas tempranas de la enfermedad. A su vez, es común encontrar que las 

muestras disponibles tienden a representar la fase final de la enfermedad.  

En este contexto, el desarrollo del proceso de reprogramación celular 146,147 y la 

rápida expansión del campo de la diferenciación de las CMPih a diversos tejidos nos 

permite  obtener modelos en 2 y 3 dimensiones provenientes de pacientes afectados que 

complementen los modelos ya descriptos247ï249.  

Como se mencionó en la introducción las CMPih se obtienen a partir de células 

somáticas adultas diversas como fibroblastos o células mononucleares de sangre 

periférica y pueden ser reprogramadas por medio de la transducción in vitro  de 

partículas virales que portan secuencias codificantes para OCT-4, SOX-2, KLF-4 y c-

MYC, factores de trascripción cruciales para el mantenimiento de l estado indiferenciado 

(también conocidos como factores de Yamanaka). Así, las CMPih obtenidas presentan 

patrones de expresión génica y proteica muy similares a las CMEh; se autorenuevan y 

tienen la capacidad de diferenciarse a las tres capas germinales. De esta manera, las 

CMPih derivadas de pacientes portadores de mutaciones resultan una herramienta 

potente a la hora de estudiar estas enfermedades.   

2.1 Reprogramación de fibroblastos dérmicos (FD)  de paciente 

portador de la mutación en PSEN1 (c.C356T; p. T119I) 

 

Considerando las limitantes observadas en el capítulo 1 y ante la disponibilidad 

de muestras biológicas, nos resultó pertinente generar una línea de células madre 

pluripotentes inducidas humanas ( CMPih) a partir de fibroblastos dérmicos (FD) del 

paciente caso índice en el cual se descubrió dicha mutación con el fin de mejorar el 

modelado de la patología. Los mismos fueron derivados a partir de tejido sano del 

paciente extraído tras un procedimiento quirúrgico, bajo el consentimiento informado 

del donante y siguiendo los lineamientos del comité de ética de la institución.  
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Una vez obtenidos, amplificados y congelado un stock de los FD, se procedió a 

analizar que los mismos mantuvieran la mutación de interés como así también realizar 

un análisis citogenético para detectar posibles anomalías cromosómicas que pudieran 

haberse generado durante el establecimiento del cultivo primario. Es común encontrar 

variaciones cromosómicas producidas por el proceso de reprogramación celular 250ï252, 

por eso es clave determinar a priori  si el paciente contaba, además de la mutación 

reportada, con algún tipo de variación citogenética para poder comparar con las líneas 

generadas. 

 

 

Figura 3 6. Análisis de  los  FD del paciente portador de la mutación  en PSEN1  p.T119I. A. 

Análisis del cariotipo de 50 metafases de los fibroblastos portadores. Resultado: cariotipo normal, masculino 

(46, XY) Método de análisis: convencional, bandas WTG B.  Secuencia mutada en heterocigosis (C>T) en el 

exón 5 del gen de PSEN1 C. Foto en campo claro de fibroblastos dérmicos cultivados en placa en medio 

DMEM + 10% SFB. Barra de escala = 20 µm.  

 

Como puede observarse en la figura 36A, el análisis del cariotipo reveló que los 

FD presentaron un cariotipo masculin o (46, XY) sin ningún tipo de anomalía 
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cromosómica. A su vez, la muestra de material genético obtenida por el paciente y 

analizada por secuenciación de Sanger, presentó la variante nucleotídica c.356C>T, en 

heterocigosis, en el exón 5 del gen PSEN1 (NM_000021.4)  (Figura 36B). Además, el 

cultivo primario tenía  un fenotipo ahusado, típico de células fibroblástic as (Figura 36C). 

Estos resultados nos indicaron que los FD mantenían las características propias del 

paciente del cual se extrajeron y decidimos iniciar con el proceso de reprogramación 

celular, para el cual realizamos la transducción de los FD con partículas lentivirales que 

contenían el casete de reprogramación STEMCCA (ver materiales y métodos).  

El casete STEMCCA (Figura 37) posee un promotor míni mo CMV (mini CMV) r ío 

arriba de la secuencia de los genes OCT-4 y KLF4 con una secuencia de autoescisión 

peptídica (F2A) que permite su co-expresión. A su vez, posee una secuencia IRES que 

permite el inicio de la traducción de los otros 2 genes de Yamanaka (SOX-2 y c-MYC, 

respectivamente) intercalados por la secuencia de autoclivaje peptídico E2A. 

Adicionalmente, este casete presenta el agregado de otras secuencias (PSI, RRE, HIV cp 

pu, TetO y WPRE) que permiten que la expresión de estos genes sea la adecuada.  

Finalmente, el casete de expresión está rodeado por las secuencias loxP que permiten 

escindir el mismo del genoma al expresar exógenamente la proteína recombinasa CRE. 

Dado que el método de reprogramación con el que se realizó este trabajo se basó en el 

uso de partículas lentivirales las cuales modifican células quiescentes por integración en 

el genoma del huésped, es importante destacar la posibilidad  posterior de eliminar la 

construcción insertada en el genoma mediante el sistema Cre-lox, especialmente si 

consideramos la potencialidad de las CMPih en el contexto de las terapias regenerativas. 

Dado que no era el eje central de este trabajo plantear un enfoque terapéutico para el 

paciente una vez obtenidas las CMPih, decidimos continuar trabajando con  el casete 

integrado en el genoma.  

 

 
Figura 3 7. Casete de reprogramación STEMCCA. Esquema de las secuencias que componen el 

plásmido que se utilizó para realizar las reprogramaciones de FD. En rosa claro se encuentran las secuencias 

5ô y 3ô LTR con sus respectivos sitios LoxP. En lila, las secuencias regulatorias. En violeta los genes que 

codifican para los factores de transcripción inductores de la reprogramación conocidos como ñgenes de 

Yamanakaò y en naranja, las secuencias de autoclivaje (F2A y E2A) y de reinicio de la traducci·n proteica 

(IRES). En verde se representa el grupo de secuencias que van a ser transcritas y traducidas comúnmente 

conocidas como STEMCCA. 
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El proceso de reprogramación está explicado en detalle en la sección ñMateriales 

y Métodosò. Brevemente, se transdujeron  FD y luego se procedieron a realizar los 

cambios de medio correspondientes. En el día 6, los FD fueron tripsinizados y 

plaqueados en placas de cultivo  de 100 mm con MEFi. Se cambió el medio regularmente 

hasta empezar al observar la aparición de colonias compactas, con bordes definidos con 

células que presentan una relación núcleo/citoplasma elevado. En ese momento se 

marcaron las potenciales colonias y se mantuvo el cambio de medio diario hasta obtener 

colonias lo suficientemente grandes para poder ser pasadas de forma clonal y 

amplificarlas para criopreservarlas y comenzar su validación. Para evitar el co-cultivo 

con MEFi decidimos pasar rápidamente a cultivar las CMPih en condiciones ñfeeder 

freeò, sin MEFi, sobre una matriz extracelular comercial (Geltrex) y utilizando medios de 

cultivos totalmente definidos ( mTeSR1) (Figura 38).   

 
Figura 38 . Protocolo de reprogramación celular.  A. Esquema del protocolo de reprogramación 

celular, adaptado de 222 para obtener CMPih a partir de FD portadores de la mutación c.356C>T p.T119I en 

el gen de PSEN1. B. Imágenes representativas de campo claro de las diferentes etapas del proceso de 

reprogramación. D0: FD previo a la infección D18: Colonias pequeñas, rodeadas de MEFi D45: Colonia 

grande que presenta características morfológicas propias de CMPih, rodeada de MEFi Pasaje 1: Colonia 

pasada a condiciones feeder-free (cultivo definido , libre de MEFi ) sobre una matriz extracelular comercial 

(Geltrex) y medio de cultivo mTeSR1. La escala representa 20 µm.  

 

Realizamos dos veces el protocolo ejemplificado en la figura 38. De los mismos, 

picamos 31 colonias las cuales inicialmente mantuvimos en medio hES sobre MEFi hasta 

poder pasarlas exitosamente a medios definidos [matriz celular de Geltrex (Thermo 
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Fischer Scientific) y medio de cultivo mTSeR1 (StemCell Technologies)]. Es importante 

destacar que este es un proceso laborioso y que no todas las colonias (Figura 38B. D45) 

sobreviven los sucesivos pasajes y se adaptan a las condiciones de cultivo feeder-free 

(Figura 38B. pasaje 1). Esto se debe a que gran parte de las reprogramaciones son 

parciales y las células de muchas de las colonias terminan muriendo, diferenciándose o 

bien perdiendo adherencia al sustrato.  

De las 31 colonias iniciales únicamente pudimos amplificar, criopreservar y 

validar a 3 clones a los cuales llamamos FFAD1.1c1, FFAD1.2c4 y FFAD1.2c8.  

2.2 Validación de la troncalidad  de los clones FFAD1.2c1, FFAD1.2c4 

y FFAD1.2c8 

 
Las células madre pluripotentes inducidas poseen propiedades similares a las de 

las CMEh 142,146,147, como son su capacidad de auto renovación y de diferenciación a los 

tres linajes celulares, entre otras (Tabla 10). La validación de algunas de estas 

propiedades en las colonias obtenidas se mostrará en los siguientes apartados.  

 

Propiedad CMEh CMPih 

Origen Macizo celular 

(blastocisto) 

Células somáticas 

Relación núcleo/citoplasma Alta Alta 

Formación de cuerpos embrioides, 

diferenciación a las tres capas germinales 

Si Si 

Formación de teratomas en ratones nude Si Si 

Actividad de fosfatasa alcalina + + 

Expresión de SSEA3/4, OCT4, NANOG, 

SOX2, TRA 1-60 

+ + 

Capacidad de crecimiento independiente 

de una capa nutricia  

Si Si 

Actividad de Telomerasa Si Si 

Cariotipo estable, idéntico al de las 

células parentales 

Si Si 

Tabla 10 : Características compartidas entre las  CMEh y las CMPih.   

 

2.2.1 Secuenciación de Sanger: Presencia de la mutación PSEN1  

(NM_000021.4) c.356C>T  
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En primer lugar, nos aseguramos haber realizado el proceso de reprogramación 

de los fibroblastos correctos, garantizando el no haber cometido errores metodológicos 

ni que, por el procedimiento de reprogramación , se haya perdido o modificado la 

mutación. Para ello, se extrajo muestra de material genómico completo de cada una de 

las líneas obtenidas, se amplificó la región que contiene el exón 5 (PSEN1 EX 5-Fw y 

PSEN1 EX 5-Rev. Materiales y métodos, sección PCR a tiempo final) y alrededores y se 

realizó una secuenciación por el método de Sanger (Figura 39).  
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Figura 39. Análisis de la secuencia de la región de la mutación en el exón 5 en  las líneas CMPih  

generadas. Secuencias mutadas en heterocigosis (C>T) en el exón 5 del gen de PSEN1 para las líneas 

FFAD1.1c1(A) , FFAD1.2c4 (B)  y FFAD1.2c8(C) . El asterisco marca la base que se encuentra modificada. 

 



116 
 

Como puede observarse en la figura 39, los tres clones mantuvieron la mutación 

c.356C>T en el exón 5 del gen de PSEN1, lo que nos permitió avanzar con el resto del 

análisis. 

2.2.2 Morfología celular  

 

Una de las maneras de cultivar in vitro  CMPih es en co-cultivo con fibroblastos 

murinos embrionarios irradiados (MEFi por sus siglas en inglés. Irradiated Murine 

Embryonic Fibroblasts ). En estos casos, se observa que las CMPih se agrupan formando 

colonias de forma redondeada y bordes definidos y que, a nivel celular, las CMPih 

presenten una relación núcleo/citoplasma.  

Como puede observarse en la figura 40, cuando fueron cultivados en una placa 

con MEFi, los clones se observaron como colonias compactas, redondeadas, de bordes 

definidos, que fueron rodeadas por MEFi las cuales soportan y mantienen el estado 

indiferenciado de las CMPih.  

 

Figura 40 . Morfología de las colonia s de los clones en co -cultivo sobre MEFi . Se muestran 

imágenes representativas de campo claro de las colonias de los diferentes clones obtenidos, cultivados sobre 

una capa nutricia de MEFi con medio hES. La línea de escala representa 20 µm. 

 

El cultivo in vitro  de células madre pluripotentes, tanto de CMEh como CMPih, 

debe ser cuidadoso y preciso ya que, por su capacidad pluripotente, la presencia de 

morfógenos específicos o cambios en las condiciones de cultivo (como pueden ser el 

porcentaje de CO2 utilizado o la temperatura de cultivo) son capaces de inducir la 

diferenciación de estas células. 

A su vez, considerando su potencial uso en medicina regenerativa, el cultivo de 

las CMPih en condiciones feeder free, es decir sin el co-cultivo sobre la capa nutricia de 

origen murino, es importante para evitar el rechazo por parte de los pacientes en terapias 

de reemplazo y para evitar la posible contaminación con patógenos de origen animal. En 

los últimos años se han desarrollado múltiples medios de cultivo totalmente definidos 

que permiten sostener el estado indiferenciado de la CMPih253. En este proyecto se utilizó 

como medio de cultivo el medio mTSeR1, el cual esta formulado con componentes 
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proteicos derivados de fuentes recombinantes o materia prima humana, de forma de 

generar condiciones xeno-free254.  

En dicho sentido, observamos una morfología y disposición de colonia similar al 

realizar el pasaje a cultivo feeder free, utilizando matrices extracelulares comerciales 

(Geltrex) y medio de cultivo definido (mTeSR1) en el caso de los clones FFAD1.2c4 y 

FFAD1.2c8 (Figura 41). Al final del capítulo se discutirá la omisión del pasaje a medios 

definidos de la línea FFAD1.2c1 (ver resultados parciales del capítulo 2). 

 

Figura 41. Morfología de las colonia s de los clones en condiciones de cultivo feeder -free . Se 

muestran imágenes representativas de campo claro de las colonias de los diferentes clones cultivadas sobre 

una matriz extracelular comercial (Geltrex) con medio mTSeR1. La escala representa 20 µm. 

 

Finalmente, es importante destacar que, a lo largo de los pasajes en medios 

definidos, tanto la morfología de las colonias como la elevada relación núcleo/ citoplasma 

se mantuvieron (Figura 42A). En algunos casos, se presentaron ocasionales zonas de 

diferenciación, distinguibles por un cambio morfológico de las células (figura 42B), 

demostrando la pluripotencia de las colonias. Como se mencionó en materiales y 

métodos, antes de realizar protocolos de diferenciación dirigidos y para mantener el 

estado indiferenciado general, se procedió a retirar las áreas diferenciadas por 

aspiración.  
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Figura 42. Morfología de colonia s, estado indiferenciado y diferenciado. Se muestran imágenes 

representativas de campo claro de las colonias de los diferentes clones cultivados sobre una matriz de Geltrex 

con medio mTSeR1. A. Colonia compacta sin signos de diferenciación. B.  Borde de una colonia de CMPih 

que presenta signos de diferenciación. La flecha indica las células que han iniciado un proceso de 

diferenciación. La escala representa 20 µm. 

 

 2.2.3 Actividad de la enzima fosfatasa alcalina  

 

Una de las características propias de las CMPih es su capacidad intrínseca de 

desfosforilar múltiples sustratos debido a la alta expresión de un subgrupo de fosfatasas 

alcalinas que se encuentran activas en el estado indiferenciado de las CMEh como así 

también de las CMPih142,147.  

Evaluamos la actividad de fosfatasa alcalina utilizando un kit comercial (Sigma 

Aldrich) y como se muestra en la figura 43, en los tres clones observamos elevada 

actividad enzimática. A su vez, los FD parentales no presentaron actividad de dicha 

enzima. Esta propiedad es intrínseca de las CMPih generadas y no del método de cultivo 

ya que se observó tanto en co-cultivo  sobre MEFi como en condiciones feeder-free. 

 
Figura 4 3. Ensayo de actividad de fosfatasa alcalina.  Se muestran imágenes representativas de 

campo claro de los fibroblastos dérmicos parentales (FD) y los diferentes clones en condiciones de co-cultivo 

sobre MEFi (FFAD1.1c1) o cultivadas en condiciones feeder-free (FFAD1.2c4 y FFAD1.2c8) tras realizar el 
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ensayo de actividad de fosfatasa alcalina. Como se puede observar, ni en lo FD ni en los fibroblastos murinos 

se observó actividad de fosfatasa alcalina. La escala representa 20 µm. 

2.2.4  Estudio de la expresión  de marcadores de pluripotencia  

 
Dentro de las características principales de las CMPih se destaca la expresión de 

marcadores clave en la manutención del estado indiferenciado como son los factores de 

transcripción NANOG y OCT4, y las proteínas de membrana SSEA-4 y TRA1ï60. La 

meticulosa evaluación de estos marcadores es crucial para garantizar la pureza y calidad 

de las CMPih. 

En particular,  la expresión regulada de NANOG y OCT4 ha sido muy estudiada 

en el campo de la embriología ya que juegan un rol central en el mantenimiento de la 

naturaleza pluripotente de las CMPih255. Estos factores de transcripción activan genes 

asociados al estado indiferenciado, mientras que reprimen genes asociados a la 

determinación de linajes celulares256.  Por su parte, se ha demostrado que TRA1-60 y 

SSEA 4 son marcadores de linaje de CMEh y CMPih257.     

Analizamos entonces los niveles de expresión de los transcriptos y de las 

proteínas mencionadas anteriormente por RT-qPCR e inmunomarcación con 

anticuerpos específicos (Figuras 44 a 46).  
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Figura 4 4. Detección de marcadores de pluripotencia en el clon  FFAD1.1c1. Detección por 

inmunofluorescencia indirecta de los marcadores de pluripotencia OCT-4, NANOG, SSEA4, y TRA-1-60. Las 

células fueron cultivadas sobre Geltrex con medio definido mTeSR1. Los núcleos celulares fueron teñidos 

con el intercalante DAPI. La escala representa 20 µm. 

 










































































































































































































































