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RESUMEN 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo de mayor prevalencia 

en el mundo. Se caracteriza clínicamente por pérdida progresiva de la memoria y alteraciones 

cognitivas y neuropatológicamente, por la presencia de placas seniles, ovillos neurofibrilares 

y pérdida neuronal. Dentro de las causas genéticas de la enfermedad se ha identificado la 

mutación en el gen PRESENILINA 1 (PSEN1) que resulta en el cambio de un ácido glutámico 

por una alanina en la posición 280 de la proteína (E280A), dando origen a la EA familiar 

(EAF) en Antioquia. La EAF está asociada con la presentación de marcadores 

histopatológicos como las placas seniles, las cuales están compuestas por el péptido β-

amiloide de 42 aminoácidos (βA42) en la región cortical del cerebro, ovillos neurofibrilares 

intracelulares compuestos por la proteína Tau hiperfosforilada, pérdida progresiva de 

neuronas colinérgicas del hipocampo y la gliosis o activación de la glia. Todos estos 

hallazgos neuropatológicos involucran el fenómeno de estrés oxidativo (EO), que finalmente 

conduce a la muerte neuronal. Hasta el presente, no existe un modelo que reproduzca el 

espectro completo de la neuropatología de la EAF con la mutación E280A en la PSEN1 de 

forma natural. Adicionalmente, no existe ningún tratamiento terapéutico eficaz o definitivo 

destinado a reducir o retardar la presentación clínica de la EAF. En este sentido, durante los 

últimos años, se ha postulado el potencial efecto neuroprotector de algunas moléculas 

naturales y/o sintéticas, como los cannabinoides (v. gr. CP55940), la Epigalocatequina-3-

galato (EGCG) y la melatonina. Sin embargo, su efecto neuroprotector no se ha estudiado 

aún en modelos in vitro específicos de la EAF PSEN1 E280A. Por lo tanto, en la presente 

tesis nos propusimos establecer y analizar dos modelos de estudio de la EAF; un modelo 

planar de cultivos 2D y uno tridimensional 3D de la EAF (PSEN1 E280A) a partir de Células 

mesenquimales estromales (CME) -provenientes de donantes voluntarios- a las que se les 

tamizó en búsqueda de la mutación (PSEN1 E280A); lo que nos permitiría la recapitulación 

neuropatológica de la enfermedad y la evaluación del efecto neuroprotector de moléculas 

como el cannabinoide CP55940, la EGCG y la melatonina. En este contexto, las CME 

silvestres (PSEN1 WT) y con la mutación (PSEN1 E280A) fueron aisladas de cordón 

umbilical y sangre menstrual, caracterizadas y transdiferenciadas a neuronas colinérgicas 

(NCL) y esferoides cerebrales (EC). Una vez obtenidos los cultivos 2D de NCL PSEN1 WT 

y PSEN1 E280A, se evaluaron los marcadores neuropatológicos de EO y de apoptosis (v.gr. 

http://v.gr/
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sAPPβfi /βA42e, Tau-P/Tau-T y DJ-1Ox) en presencia o ausencia de CP55940 y la EGCG y 

posteriormente, se evaluaron marcadores de EO y muerte celular. De igual manera, en el 

modelo 3D, los EC PSEN1 WT y PSEN1 E280A fueron cultivados en presencia o ausencia 

de EGCG y melatonina, después de lo cual se evaluaron marcadores de EO y muerte celular.  

 

Como resultados de este trabajo, se logró el aislamiento de las CME de la gelatina de 

Wharton y sangre menstrual, la caracterización del fenotipo, diferenciación y 

transdiferenciación a NCL en 2D y 3D de las CME PSEN1 WT y PSEN1 E280A. Así mismo, 

se demostró, en ambos modelos, la recapitulación de la neuropatología de la EAF PSEN1 

E280A con el aumento del sAPPβf/βA42 endógeno y la fosforilación de Tau en las células 

PSEN1 E280A, comparadas con las silvestres. Además, se evidenció que las células PSEN1 

E280A poseen niveles altos de EO y de marcadores de muerte (v.gr. p53, c-JUN, PUMA y 

CASPASA3), junto con pérdida del potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) y 

fragmentación del ADN. Igualmente, los cultivos 2D y 3D mutados mostraron una 

desregulación del flujo de Ca2+ y una actividad deficiente de acetilcolinesterasa (AChE) en 

comparación con los WT. Destacándose en el modelo 3D la activación en un menor tiempo 

-y mucho más notoria- de los marcadores neuropatológicos de la EAF en tan solo 11 días. Se 

evidenció que el CP55940, la EGCG y la melatonina disminuyen el EO, los niveles de 

expresión del sAPPβf/βA42 y restituye el ΔΨm, y regula el flujo de Ca2+ en las células 

PSEN1 E280A. Estos resultados contribuyen, por primera vez con: 1) el establecimiento y 

validación de modelos preclínicos 2D y 3D derivados de CME con la mutación E280A 

PSEN1 para el estudio de la fisiopatología de la EAF 2) la validación del uso de estos 

modelos en el diseño de terapias alternativas en la EAF, con lo que adicionalmente, en estos 

modelos se evaluó y evidenció el potencial efecto neuroprotector de CP55940, EGCG y 

melatonina como antioxidantes y anti-amiloidogénicos reduciendo los niveles de los 

marcadores neuropatológicos, de EO y de muerte en este modelo pre-clínico de la EAF en 

Antioquia. 

 

Palabras clave: Células Mesenquimales Estromales, Enfermedad de Alzheimer Familiar, 

polifenoles, cannabinoides, melatonina, mutación E280A, Estrés oxidativo, cultivos 2D, 

esferoides cerebrales, organoides.  

http://v.gr/
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ABSTRACT 

Alzheimer's disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative disorder in the world. It is 

characterized clinically by progressive memory loss and cognitive alterations and 

neuropathologically, by the presence of senile plaques, neurofibrillary tangles and neuronal 

loss. Within the genetic causes of the disease has been identified the mutation in the gene 

PRESENILIN 1 (PSEN1) that results in the change of a glutamic acid by an alanine at 

position 280 of the protein (E280A) and gives rise to familial AD (FAD) in Antioquia. FAD 

is associated with the presentation of histopathological markers such as senile plaques, which 

are composed of the 42-amino acid peptide, β-amyloid (βA42) in the cortical region of the 

brain, intracellular neurofibrillary tangles composed of hyperphosphorylated Tau protein, 

progressive loss of cholinergic neurons of the hippocampus and gliosis or glia activation. All 

of these neuropathological findings involve the phenomenon of oxidative stress (OS), which 

ultimately leads to neuronal death. To date, there is no model that replicates the full spectrum 

of FAD neuropathology with the E280A mutation in PSEN1 naturally. Additionally, there is 

no effective or definitive therapeutic treatment aimed at reducing or delaying the clinical 

presentation of FAD. In this sense, in recent years, the potential neuroprotective effect of 

some natural and/or synthetic molecules, such as cannabinoids (e.g., CP55940), 

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and melatonin, has been postulated. However, its 

neuroprotective effect has not yet been studied in specific in vitro models of PSEN1 E280A 

FAD. Therefore, in this thesis we proposed to establish and analyze two models of study for 

the FAD, a planar model of 2D cultures and one three-dimensional (3D) (PSEN1 E280A) 

from mesenchymal stromal cells (MSC) -from voluntary donors- who had been tested for the 

mutation (PSEN1 E280A); that would allow us to recapitulate the neuropathological disease 

and evaluate the neuroprotective effect of molecules such as the cannabinoid CP55940, 

EGCG and melatonin. In this context, wild (PSEN1 WT) and mutated (PSEN1 E280A) MSC 

were isolated from umbilical cord and menstrual blood, characterized and transdifferentiated 

to cholinergic neurons (CLN) and cerebral spheroids (CS). Once the 2D cultures of WT and 

PSEN1 E280A CLN were obtained, the neuropathological markers of OS and apoptosis 

(v.gr. sAPPβfi /βA42e, TAU-P/TAU-T and Ox DJ-1) were evaluated in the presence or 

absence of CP55940 and EGCG and subsequently, markers of EO and cell death were 

evaluated. Similarly, in the 3D model, WT and PSEN1 E280A CS were cultured in the 
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presence or absence of EGCG and melatonin, after which markers of OS and cell death were 

evaluated.  

 

As a result of this work, the isolation of the MSC from Wharton's jelly and menstrual blood 

was achieved, the characterization of the phenotype, differentiation and trans-differentiation 

to CLN (2D) and CS (3D) of the WT and PSEN1 E280A MSC. Likewise, it was 

demonstrated, in this model, the recapitulation of the neuropathology of the PSEN1 E280A 

FAD with the increase of endogenous sAPPβf/ βA42 and the phosphorylation of TAU in 

PSEN1 E280A cells, compared to WT ones. In addition, it was shown that PSEN1 E280A 

cells have high levels of OS and death markers (v.gr. p53, c-JUN, PUMA and CASPASE3), 

along with loss of mitochondrial membrane potential (ΔΨm) and DNA fragmentation. 

Similarly, mutated 2D and 3D cultures showed dysregulation of Ca2+ flow and deficient 

acetylcholinesterase (AChE) activity compared to WT. Remarking in the 3D model the 

activation of FAD neuropathological markers in a shorter time -and more notably-. It was 

evidenced that CP55940, EGCG and melatonin decrease OS, sAPPβf/βA42 expression levels 

and restore ΔΨm, and regulate the flow of Ca2+ in PSEN1 E280A cells. These results 

contribute, for the first time, to 1) the establishment and the validation of a preclinical model 

of 2D and 3D neuronal models derived from CME with the E280A PSEN1 mutation for the 

study of the pathophysiology of FAD and 2) the validation  of the use of this model in the 

design of alternative therapies for FAD,  additionally, this model evaluated and evidenced 

the potential neuroprotective effect of CP55940, EGCG and melatonin as antioxidants and 

anti-amyloidogenic reducing the levels of neuropathological markers, OS and death in this 

pre-clinical model of FAD in Antioquia. 

 

 

Keywords: Mesenchymal Stromal Cells, Familial Alzheimer's Disease, polyphenols, 

cannabinoids, melatonin, E280A mutation, Oxidative stress, 2D cultures, brain spheroids, 

organoids 

 

 

 



14 
 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Placas amiloides formadas por el péptido A  

Figura 2. Ovillos neurofibrilares y su localización en el hipocampo 

Figura 3. Hipótesis de la cascada amiloide  

Figura 4. Hipótesis colinérgica de la EA 

Figura 5.  Hipótesis ultratemprana de la EA 

Figura 6. Estructura de la PSEN1 

Figura 7. Vías de procesamiento de la PPA y generación del péptido  A 

Figura 8. Retención del complejo -secretasa en endosomas tardíos/lisosomas y 

migración intracelular de la PPA para el corte y producción elevada de  A42 

intracelular 

Figura 9. Vía de señalización de apoptosis inducida por la fracción tóxica del βA42 

Figura 10. Estructura del cordón umbilical 

Figura 11. Localización de las células mesenquimales estromales de flujo menstrual 

Figura 12. Línea de tiempo de los descubrimientos y establecimientos de protocolos 

relacionados con el diseño de cultivos 3D 

Figura 13. Esquematización del cultivo celular en monocapa bidimensional tradicional 

(2D) y de los sistemas de cultivo celular tridimensional (3D) 

Figura 14. Cuatro técnicas utilizadas para la generación de cultivos en 3D 

Figura 15. Esferoides vs. Organoides 

Figura 16. Estructura química del ∆9-tetrahidrocanabinol 

Figura 17. La EGCG y sus efectos moduladores en los agregados del  βA producidos en 

la EA 

Figura 18. Principales funciones neuroprotectoras y neurorestauradoras de la EGCG 

Figura 19. Principales funciones neuroprotectoras de la aMT 

Figura 20. Análisis de Docking molecular entre el monómero de βA42 y la EGCG 

  



15 
 
 

LISTA DE TABLAS 

 

Tabla 1. Clasificación de las EROs 

Tabla 2. Protocolos de transdiferenciación colinérgica de CME obtenidas de varias 

fuentes 

Tabla 3. Estructuras 3D, técnicas de cultivo y fuentes 

Tabla 4. Cannabinoides sintéticos y su afinidad por los receptores CB1 y CB2 

 

  



16 
 
 

CAPÍTULO 1: ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA) 

1.1. Definición y Clasificación  

La EA (MIM #104300) es una enfermedad crónica, progresiva y el trastorno 

neurodegenerativo de mayor prevalencia en el mundo que afecta principalmente al adulto 

mayor, a partir de los 65 años en la mayoría de los casos. La EA es la causa más común de 

demencia. Se caracteriza por pérdida de la memoria, el lenguaje, la resolución de problemas 

y otras habilidades cognitivas que afectan la capacidad de una persona para realizar 

actividades cotidianas. Neuropatológicamente la EA se caracteriza por presentar ovillos 

neurofibrilares, pérdida neuronal y depósitos de placas de beta amiloide (A) acompañado 

de daño generado por estrés oxidativo (EO). La EA fue descrita por primera vez por el 

médico alemán Alois Alzheimer en 1906, a partir del caso de una paciente llamada Auguste 

Deter, una mujer de 55 años que había presentado de manera progresiva cambios de 

personalidad, desorientación espaciotemporal y lapsus durante los últimos meses [1,2]. 

Actualmente, la EA es considerada como el trastorno neurodegenerativo crónico más común 

representando el 60% de los casos de demencia en el mundo [3].  

 

Existen dos formas principales de Alzheimer: esporádico y genético. El Alzheimer 

esporádico es la forma más común y representa aproximadamente el 95% de todos los casos. 

Se cree que esta forma de Alzheimer es causada por una combinación de factores genéticos 

y ambientales. Los estudios epidemiológicos han identificado algunos factores de riesgo para 

el Alzheimer esporádico, como la edad avanzada, antecedentes familiares de la enfermedad, 

el género (las mujeres tienen un mayor riesgo) y ciertos factores de estilo de vida, como la 

falta de actividad física, la obesidad y el tabaquismo [4]. 

 

La apolipoproteína E (APOE) desempeña un papel crucial en el desarrollo del Alzheimer 

esporádico. El gen de la APOE tiene tres variantes principales: APOE2, APOE3 y APOE4. 

Estas variantes genéticas determinan la estructura de la proteína y están asociadas con 

diferentes riesgos de desarrollar la enfermedad de Alzheimer. La variante APOE4 se 

considera el factor de riesgo genético más importante para el Alzheimer esporádico. Las 

personas que heredan una copia de la variante APOE4 tienen un riesgo aumentado de 

desarrollar la enfermedad, y aquellos que heredan dos copias tienen un riesgo aún mayor. La 
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presencia de la variante APOE4 también está relacionada con una aparición más temprana y 

una progresión más rápida de los síntomas. La forma en que la APOE4 contribuye al 

Alzheimer esporádico no se comprende completamente, pero se cree que está involucrada en 

la acumulación y el procesamiento anormal de la proteína beta-amiloide en el cerebro. La 

APOE4 parece facilitar la formación de placas de beta-amiloide y también afecta la 

eliminación de estas placas, lo que contribuye a la neurodegeneración y la disfunción 

cognitiva observada en el Alzheimer. Además, se ha demostrado que la variante APOE4 

interactúa con otros factores de riesgo, como la inflamación crónica, el estrés oxidativo y la 

presencia de lesiones vasculares cerebrales, exacerbando el daño neuronal y la progresión de 

la enfermedad [3]. 

 

Por otro lado, el Alzheimer genético es una forma menos común pero más temprana y 

agresiva de la enfermedad. Se debe a mutaciones heredadas en los genes específicos 

relacionados con el Alzheimer, como el gen de la proteína precursora del amiloide (APP), de 

la presenilina 1 (PSEN1) y de la presenilina 2 (PSEN2). Estas mutaciones genéticas causan 

una acumulación anormal de proteínas beta-amiloide y Tau en el cerebro, lo que lleva a la 

formación de placas y ovillos neurofibrilares, características distintivas del Alzheimer. La 

epidemiología del Alzheimer genético se caracteriza por una aparición más temprana de los 

síntomas, a menudo antes de los 65 años, y una mayor probabilidad de que varios miembros 

de una familia se vean afectados debido a la herencia autosómica dominante de las 

mutaciones genéticas relacionadas con el Alzheimer [4]. 

 

1.2. Manifestaciones clínicas 

Los síntomas de la EA son heterogéneos y varían entre los pacientes. El síntoma inicial más 

común es el deterioro gradual de la capacidad para recordar información reciente o episódica. 

Esto ocurre porque las primeras neuronas que inician el proceso de muerte están usualmente 

en la región del hipocampo encargada de la formación de nuevos recuerdos. A medida que 

la enfermedad avanza las neuronas en otras regiones del cerebro son afectadas y destruidas 

como la corteza cerebral. Los principales síntomas de la EA incluyen: i) la pérdida de 

memoria que interrumpe la vida cotidiana, ii) desafíos en la planificación o resolución de 

problemas, iii) dificultad para completar tareas familiares en el hogar, en el trabajo o en el 
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tiempo libre, iv) confusión con el tiempo o el lugar, v) dificultad para entender imágenes 

visuales y relaciones espaciales, vi) problemas con las palabras al hablar o escribir, ubicar 

mal las cosas y perder la capacidad de volver sobre los pasos vii) disminución del juicio o 

mal juicio, viii) ausentismo del trabajo o actividades sociales, ix) cambios en el estado de 

ánimo y la personalidad, incluyendo la apatía y la depresión, x) aumento de la ansiedad, 

agitación y trastornos del sueño. [3,5,6]. A medida que la enfermedad progresa, las 

capacidades cognitivas y funcionales disminuyen y los pacientes necesitan ayuda con las 

actividades básicas de la vida diaria lo cual los hace más vulnerables a las infecciones, como 

la neumonía que contribuye a la muerte de los pacientes con la EA [7]. 

 

1.3. Epidemiología de la EA  

Según la investigación del World Alzheimer Report en el año 2018, se estimó que más de 50 

millones de personas vivían con demencia, y que la cifra aumentará  a 152 millones para el 

año 2050 [8]. Lo alarmante de este reporte es que el 58% de las personas afectadas viven en 

países de ingresos bajos y medios, en donde el aumento será de 68% para el año 2050, lo 

cual constituye un grave problema de salud pública. En Estados Unidos se estimó que 5.4 

millones de personas tenían la EA en 2016 [9], cifra que ha aumentado en el último año a 6,7 

millones [10]. 

 

Colombia no es la excepción a esta dinámica epidemiológica. Investigaciones realizadas de 

manera colaborativa por el Grupo de Neurociencias de Antioquia (GNA) lograron identificar 

una mutación conocida como PSEN1 E280A (Glu280Ala) [11]. Dicha mutación afecta a la 

familia más grande conocida de EAF, ubicados en Antioquia, Colombia. Se estima que este 

grupo familiar tiene aproximadamente 5.000 miembros vivos, incluidos aproximadamente 

1.800 portadores de la mutación. Aproximadamente el 30% de los portadores de la mutación 

actualmente experimentan síntomas de la EA con edades promedio de 44 años para el inicio 

del deterioro cognitivo leve (DCL) y 49 años para el inicio de la demencia [12]. Estos 

portadores muestran evidencia de manifestaciones preclínicas de la EA varios años y décadas 

anteriores a su inicio clínico estimado, incluido niveles del A cortical elevado, tasas 

metabólicas cerebrales más bajas para la glucosa, volúmenes más pequeños del hipocampo, 

signos característicos de la EA [13].  
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1.4. Patología de la EA 

Se ha demostrado que la neuropatología de la EA inicia a los 20 años antes de que aparezcan 

los primeros síntomas de quejas de memoria [14,15]. Sin embargo, estos primeros síntomas 

no son detectados tempranamente, debido a que el cerebro tiene mecanismos de 

compensación y plasticidad, lo que permite que las personas continúen cognitivamente 

normales. A medida que avanza la enfermedad, los individuos muestran un deterioro 

cognitivo evidente, incluidos síntomas como la pérdida de la memoria y las funciones 

corporales básicas hasta que el individuo queda completamente dependiente de sus familiares 

o acompañantes. 

 

La EA se caracteriza neuropatológicamente por lesiones cerebrales que pueden ser 

detectables en tejido post mortem a nivel tanto macroscópico como microscópico. A nivel 

macroscópico se observa reducción del volumen del cerebro con predominio del lóbulo 

temporal medio, y ensanchamiento de los cuernos temporales [16]. A nivel microscópico, los 

principales cambios histopatológicos en la EA son los depósitos de βA o placas seniles 

(Figura 1), los ovillos neurofibrilares y la pérdida neuronal [17]. Las placas seniles son 

estructuras que se forman por la acumulación del péptido βA, el cual es su principal 

componente y al que se le ha atribuido la hipótesis del beta amiloide. Esta hipótesis propone 

que los depósitos de βA son el evento iniciador y desencadenante de la enfermedad, 

argumentando con evidencias experimentales que: i) el βA es el principal componente de las 

placas seniles, que su ii) acúmulo ocurre previo a otros eventos neuropatológicos como la 

formación de ovillos neurofibrilares y la pérdida neuronal; asimismo, que iii) el βA de 42 

aminoácidos es capaz de inducir EO y la muerte neuronal in vitro [18,19]. De hecho, se ha 

demostrado que el βA es importante en la fisiopatología de la EA, debido a que su 

acumulación induce alteración de la homeostasis iónica, EO y activación de cascadas de 

muerte celular. El péptido βA es un fragmento proteico con una estructura secundaria 

predominante de lámina plegada beta que le confiere la capacidad de unirse al colorante rojo 

Congo y producir refringencia cuando se ilumina con luz polarizada; ajustándose a la 

definición física de un amiloide, de ahí su nombre [20]. El βA se acumula en los espacios 

extracelulares, formando depósitos parenquimatosos. Adicionalmente, se ha demostrado que 
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las placas seniles no son la única forma en que el péptido βA se involucra en la 

neurodegeneración, este también tiende a depositarse y acumularse en las paredes de arterias 

pequeñas y arteriolas, y dentro de la sustancia gris de la corteza cerebral. Este tipo de depósito 

causa una lesión denomina angiopatía amiloide, reconocida en los últimos años como otra 

presentación patológica importante de la enfermedad [21].  

 

 

 

Figura 1. Placas amiloides formadas por el péptido A. Las imágenes fueron tomadas de 

la ref. [22]. 

 

Otra de las principales características neuropatológicas principales de la EA son los ovillos 

neurofibrilares [23]. Estos consisten en estructuras en forma de haces citoplasmáticos que se 

extienden por la dendrita en las neuronas piramidales, cuando el ovillo neurofibrilar se 

produce dentro de una neurona con una configuración más redondeada, la inclusión aparece 

como fibras entrelazadas en forma de remolino, y aquí adquieren el nombre de ovillo 

neurofibrilar [24] (Figura 2). 
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Figura 2. Ovillos neurofibrilares y su localización en el hipocampo. (A) microfotografía 

de la inmuno-reactividad (color marrón) del tejido para la identificación de fosfo-Tau con el 

anticuerpo AT8 (Ser202, Thr205). (B) Ampliación que muestra la reactividad intraneuronal 

Las imágenes en fueron tomadas de la ref. [25].  

 

Estudios ultraestructurales han revelado que la confirmación de los ovillos neurofibrilares 

son fibras entrelazadas en forma de remolino cuyo principal componente son las fibrillas de 

la proteína asociada a microtúbulo denominada Tau. Dichas fibrillas miden alrededor de 10 

nm de diámetro, se presentan en pares y están enrolladas de forma helicoidal con una 

periodicidad regular de 80 nm, llamados filamentos helicoidales pareados. Adicionalmente, 

se han identificado otros componentes proteicos asociados a los ovillos neurofibrilares, como 

la ubiquitina, la enzima colinesterasa y el βA [26,27].  

 

La proteína Tau se encuentra normalmente en el sistema nervioso central (SNC) asociada a 

la tubulina estabilizando el citoesqueleto neuronal. La proteína Tau puede sufrir 

modificaciones post-traduccionales como fosforilación, acetilación, metilación, glicosilación 

y ubiquitinación. La modificación post-traduccional más frecuente de la proteína Tau es la 

fosforilación que se debe a que Tau contiene 85 sitios de fosforilación, 45 residuos de serina, 

35 residuos de treonina y 5 residuos de tirosina, que corresponden al 53, 41 y 6% de los 

residuos fosforilables, respectivamente. Dado el gran número de posibles sitios de 

fosforilación en Tau, no es sorprendente que la fosforilación tenga un impacto dramático en 

A B
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su función fisiológica. De hecho, en condiciones patológicas, la fosforilación de Tau 

aumenta, lo que reduce su afinidad por los microtúbulos y a su vez se incrementa la 

desestabilización del citoesqueleto. En el proceso de fosforilación de Tau han sido implicadas 

varias enzimas como la glucógeno sintasa quinasa-3 (GSK3), la quinasa 5 dependiente de 

ciclina y la quinasa reguladora de la afinidad de microtúbulos. Se ha demostrado en estudios 

in vitro que Tau se acumula en el compartimento somatodendrítico cuando la neurona está 

expuesta a oligómeros de βA. La acumulación de Tau fosforilada en las espinas dendríticas 

tiene consecuencias perjudiciales sobre la plasticidad sináptica [28].  

 

Otro de los principales hallazgos en los cerebros de los pacientes con la EA es la atrofia 

cerebral causada por la pérdida excesiva de neuronas colinérgicas, especialmente en el 

hipocampo y la neocorteza que se ha relacionado directamente con el declive cognitivo en la 

EA [29]. De igual forma, a esta pérdida neuronal, se ha asociado la disminución de la enzima 

colina acetiltransferansa, -enzima encargada de la síntesis del neurotransmisor acetilcolina- 

(ChAT), durante las diferentes etapas de progresión de la EA [30]. La acetilcolina se considera 

uno de los neurotransmisores más importantes en la fisiopatología de la enfermedad por su 

íntima relación con la memoria. Asimismo, aunque hay una reducción generalizada en varios 

tipos celulares que contienen neurotransmisores en la etapa final de la EA, las pérdidas más 

consistentes a lo largo de la progresión de la EA se observan en las neuronas colinérgicas del 

cerebro anterior basal. Las neuronas colinérgicas dentro del núcleo basal y el complejo de la 

banda diagonal septal proporcionan la mejor fuente de inervación colinérgica para la corteza 

cerebral y el hipocampo, que son regiones importantes en los procesos de la memoria [31-33]. 

 

La investigación de los mecanismos de la pérdida de neuronas colinérgicas asociados a la 

reducción de ChAT, ha sido uno de los principales retos científicos en los estudios 

neuropatológicos de la EA.  Observaciones experimentales realizadas en modelos in vitro de 

cultivos primarios de neuronales colinérgicos demostraron la susceptibilidad y 

vulnerabilidad a la neurodegeneración por inductores citotóxicos como βA y el daño 

oxidativo [34]. Se ha demostrado, en modelos in vitro e in vivo de la EA, la existencia de 

marcadores de EO y de muerte neuronal, por ejemplo: i) el daño en el ADN, ii) la inducción 

de vías moleculares de muerte celular y iii) la inducción de formación de cuerpos apoptóticos. 



23 
 
 

De hecho, se ha demostrado que el exceso de βA desempeña un papel central en la muerte 

neuronal puesto que desencadena EO y la activación de cascadas de muerte celular [35-37].  

 

1.5. Hipótesis que explican la patología de la EA 

1.5.1. Hipótesis amiloide 

Una de las principales hipótesis que se ha planteado para dar respuesta al inicio y progresión 

de la EA es la hipótesis amiloide, cuya materialización inició con los hallazgos de Glenner y 

Wong en los años 1980s, gracias al aislamiento de una proteína purificada, derivada de las 

fibrillas laminares plegadas en forma beta, provenientes de cerebros con amiloidosis 

cerebrovascular asociada con la enfermedad de Alzheimer mediante cromatografía líquida 

de alta resolución. Cuyo posterior análisis reveló que esta proteína no tenía homología con 

ninguna proteína secuenciada hasta el momento. Interesantemente, ellos propusieron que esta 

proteína pudiera derivarse de un precursor único que podría proporcionar una prueba de 

diagnóstico para la enfermedad de Alzheimer y un recurso para comprender su patogénesis. 

Sin embargo, solo hasta la década de los 1990s (1992), Hardy y Higgins consolidaron lo que 

hoy conocemos como la “Hipótesis de la cascada amiloide”, señalando que el procesamiento 

de la PPA ocurre por dos vías, una de las cuales producía un péptido que no precipitaba para 

formar amiloide, y otra mediante la cuál se precipitaba el péptido amiloide, conllevando ello 

a la producción de ovillos neurofibrilares y la muerte celular [35]. Esta hipótesis tuvo su punto 

más álgido con la identificación de mutaciones en la PPA que aumentaban la frecuencia de 

los cortes amiloidogénicos e inducían EA de inicio temprano[38]. 

 

Con posterioridad, se ha podido identificar que mutaciones en la proteína precursora de 

amiloide (PPA) y las presenilinas codificada en humanos por el gen PSEN1 y PSEN2, 

favorecen su clivaje amiloidogénico que promueve la acumulación patológica de péptidos 

Aβ, generando fibrillas y activación microglial y astrocítico en un proceso neuroinflamatorio. 

Esta hipótesis está basada en múltiples investigaciones a nivel genético, molecular, 

bioquímico y neuropatológico. Sin embargo, su principal fundamento deriva de estudios 

genéticos con mutaciones EAF que mantienen un fenotipo similar: nivel incrementado de βA 

cerebral en la posición 42, siendo el βA42 más tóxico y proclive a la formación de amiloide 

fibrilar. Es decir, según esta hipótesis, el desarrollo de la patología de la EA es consecuencia 



24 
 
 

de la acumulación y deposición de agregados de placas Aβ en el cerebro como resultado del 

desequilibrio sostenido entre la producción y la remoción de fragmentos Aβ40-42 por la β- 

y γ- secretasa que desencadenan una serie de eventos negativos que desembocan en taupatías, 

procesos de neuroinflamación, pérdida sináptica y muerte neuronal [38]. De acuerdo con la 

hipótesis de la cascada amiloide, la EA comienza en el cerebro acumulando y agregando 

péptidos Aβ y formando fibrillas de β-amiloide. Sin embargo, en ensayos clínicos, la 

reducción de la producción de péptido Aβ y la formación de amiloide en el cerebro no 

desaceleró el deterioro cognitivo ni mejoró la vida diaria en pacientes con EA. Los estudios 

de prevención en personas sin deterioro cognitivo con alto riesgo o genéticamente destinadas 

a desarrollar EA tampoco han frenado el deterioro cognitivo. Estas observaciones 

argumentan en contra de la hipótesis amiloide de la etiología de la EA, su desarrollo y los 

mecanismos de la enfermedad [39]. 

 

Figura 3. Hipótesis de la cascada amiloide. La Proteína Precursora del Amiloide (PPA) es 

procesada en el péptido βA, que se acumula dentro de las células neuronales y 

extracelularmente, donde se agrega en placas.  En la hipótesis de la cascada amiloide, estos 

depósitos de Aβ son tóxicos y causan disfunción sináptica y muerte de células neuronales. 

La imagen fue adaptada de la ref. [40]. 
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1.5.2. Hipótesis de la taupatía 

Otra de las hipótesis vinculadas a la EA es la que postula que la proteína Tau es el centro del 

deterioro neuronal. Esta, propone que la lesión cerebral más característica de la enfermedad 

de Alzheimer es la acumulación de filamentos helicoidales pareados (PHF) en las neuronas 

afectadas. En este sentido, según la solubilidad en los detergentes, existen dos poblaciones 

generales de PHF, los tipos fácilmente solubles (PHF I) y escasamente solubles (PHF II). 

Los principales polipéptidos de PHF son la proteína Tau asociada a microtúbulos. Tau en 

PHF está presente en formas anormalmente fosforiladas. Además de los PHF, la Tau anormal 

también está presente en forma no polimerizada en el cerebro de pacientes con EA. Sumado 

a ello, pequeñas cantidades de ubiquitina están asociadas con PHF II, pero no con PHF I ni 

con la Tau anormalmente fosforilada no polimerizada en el cerebro con EA. Además, las 

neuronas pre-enredadas pueden inmunomarcarse fácilmente para Tau anormalmente 

fosforilada pero no para ubiquitina. Finalmente, el nivel de Tau en el neocórtex es varias 

veces más alto que en los casos de control de edad avanzada con EA, pero este aumento es 

en forma de proteína anormalmente fosforilada [41].  

 

En individuos sanos, las neuronas del sistema nervioso central expresan en una mayor 

proporción la proteína asociada a microtúbulos (MAP) denominada proteína Tau, codificada 

por el gen MAPT en el cromosoma 17 y localizada usualmente en el axón. La función de esta 

fosfoproteína es el favorecimiento del ensamblaje a partir de subunidades de tubulina y la 

estabilización de los microtúbulos para el transporte axonal de proteínas, vesículas y/o demás 

sustancias. La proteína Tau es altamente hidrofílica y flexible; usualmente se encuentra de 

manera desplegada, pero interacciones entre sus dominios con distinta carga pueden inducir 

plegamientos y conformaciones de lámina β que actúan como impulsadores del 

autoensamblaje anormal de la proteína. Además, la funcionalidad de Tau está mediada por 

su grado de fosforilación, por el equilibrio entre la acción de las kinasas y fosfatasas sobre la 

proteína; lo que puede ocasionar que una alteración de esta homeostasis aumente la 

hiperfosforilación de Tau y la patología de la EA. 
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De hecho, en la EA, Tau está hiperfosforilada de manera anómala en sus seis isoformas de 

Tau que se agregan intracelularmente en forma de ovillos neurofibrilares de filamentos 

helicoidales apareados (PHF) y en ocasiones, se presenta en conjunto con filamentos rectos 

(SF). Estos agregados se disponen en las neuritas distróficas alrededor de su núcleo amiloideo 

que generan cambios neurofibrilares en la corteza entorrinal y la región de CA1 en el 

hipocampo [42]. En el envejecimiento cerebral normal existe la misma cantidad de Tau 

citosólico que en el envejecimiento cerebral de un paciente con la EA, la diferencia radica en 

que, en este último, el nivel de Tau total está incrementado hasta ocho veces. Una vez Tau 

está polimerizada en la EA (p-Tau), esta es aparentemente inerte y puede ensamblarse a la 

tubulina para promover la estabilización de microtúbulos, pero secuestra a la Tau normal y a 

otras proteínas asociadas (MAP1 A/B y MAP2) para inhibir su ensamblaje y promover la 

formación de agregados amorfos (PHF/SF) [41]. Además, los núcleos estructurales de los 

ovillos neurofibrilares con formación de Tau presentan truncamientos característicos en las 

regiones C y N-terminal, con tres repeticiones de separación y un desplazamiento de 15 

aminoácidos en comparación con sus repeticiones nativas, lo que resulta producto de la 

interacción Tau-Tau presente en los PHF de los núcleos de los ovillos. Este patrón inhibe la 

proteólisis por proteasas citosólicas, facilitando su transporte a terminales axónicas, su 

propagación y subsecuente desestabilización citoesquelética que reduce la expresión de 

proteínas presinápticas y generan un daño cognitivo asociado con muerte celular [43]. 

Finalmente, aunque la hiperfosforilación de Tau se ha considerado un evento previo a la 

formación de los ovillos neurofibrilares como consecuencia de la acumulación de βA, 

recientes estudios preclínicos con neuroimagen funcional han sugerido que la patología Tau 

puede progresar de manera independiente de la patología amiloide y presentar una mayor 

implicación en la neurodegeneración y el deterioro cognitivo [44]. 

 

1.5.3. Hipótesis inflamatoria 

Se ha postulado que los procesos inflamatorios ocurren en los cerebros de los pacientes con 

la EA como respuesta a las placas neuríticas y los ovillos neurofibrilares. La respuesta 

inflamatoria está mediada predominantemente por células de la microglia, que son los 

macrófagos específicos del cerebro y que constituyen aproximadamente el 15 % de todas las 

células cerebrales. Se ha demostrado que la respuesta inflamatoria de la microglia desempeña 
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un papel importante en el desarrollo de la neuropatología de la EA [45]. Estas observaciones 

en los pacientes, se evidenciaron, con el aumento en la concentración de microglía agregada 

cerca de las neuronas, de 2 a 5 veces, indicativo de una mayor actividad de las células de 

microglia en la EA [46]. Así mismo, el βA puede unirse a las células de la microglía, a través 

del complejo del receptor CD36-TLR4-TLR6 (del inglés Toll-Like Receptors) y el complejo 

inflamatorio NLRP3 (del inglés NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3), y 

liberar factores de inflamación y provocar respuestas inmunitarias [47]. Los niveles de 

factores inflamatorios como TNF-a, IL-1β, TGF-β, IL-12 e IL-8 se han vinculado al aumento 

del daño en los cerebros de los pacientes con EA [48]. Adicionalmente, se ha demostrado que 

los genes que codifican los receptores de las células inmunitarias, como el receptor del 

complemento tipo 1: CR1, CLU, Siglec-3 o CD33 y TREM2, están asociados con la EA 

[49].También, se ha identificado que la respuesta inmune innata mediada por el complejo 

IFITM3 (proteína transmembrana 3 inducida por interferón)-γ-secretasa  puede contribuir a 

la producción de βA [50].  

 

1.5.4. Hipótesis Colinérgica 

La hipótesis colinérgica de la enfermedad de Alzheimer se centra en la pérdida progresiva de 

la inervación colinérgica límbica y neocortical. Se cree que la degeneración neurofibrilar en 

el cerebro anterior basal es la causa principal de la disfunción y muerte de las neuronas 

colinérgicas del cerebro anterior, dando lugar a una denervación colinérgica presináptica 

generalizada [51]. Se ha demostrado en neuronas colinérgicas en el prosencéfalo basal (NCPB 

de la sigla en inglés, BFCN) inmunopositividad intraneuronal para el βA42, incluido el 

amino terminal de βA, estaba presente en estas neuronas de cerebros jóvenes (de 20 a 66 

años), así como en casos mayores de la EA en ausencia de demencia. La tinción con un 

anticuerpo βA42 reveló una tinción punteada granular consistente con la presencia de βA42 

en el interior del compartimento vesicular (Figura 4A) y altamente reactiva en las regiones 

corticales y la magnocelular en el globo pálido. Interesantemente, los homogeneizados de 

NCPB demostraron especies oligoméricas de βA de tamaños entre ~35 y 44 kDa de cerebros 

con la EA [52]. La presencia de βA en el interior del endosoma primario sugiere este evento 

como el inicio de la patogénesis que esta acompañado de la alteración del tamaño del 

endosoma por el aumento de los niveles de APP y de los fragmentos de C99. Estos últimos 
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eventos moleculares producen una reducción en el tráfico endosomal [53] y el transporte 

retrógrado de los endosomas alterando la señalización del factor de crecimiento nervioso 

(FCN, de su sigla en inglés NGF) y su función trófica en las NCPB (Figura 4B. Adicional, 

a esta señalización alterada también se pueden generar eventos tóxicos mediados por el βA 

y Tau, en donde la microglía se activaría en respuesta al βA, migrando hacia a las placas para 

fagocitar  y eliminar el βA. 

 

Es importante resaltar que otros factores de las NCPB amplifican el efecto de los niveles de 

oligómeros tóxicos de βA y Tau durante la progresión de la patogénesis. Estos factores son: 

En primer lugar, la imposición para las NCPB de  demandas metabólicas considerables por 

su participación  en la neurotransmisión sináptica [54]. En segundo lugar, la exigencia de una 

señalización continua del NGF para mantener el estado diferenciado de las NCPB [55]. En 

tercer lugar, la notable longitud de los axones de las NCPB y su arborización generalizada 

en los sitios blanco crea la necesidad de mover señales tróficas a distancias muy largas en 

axones no mielinizados relativamente delgados, de hecho, una NCPB humana, con quizás 

más de 1000 puntos de ramificación por árbol, cubre un volumen muy grande de corteza. 

Sumado a esto, los árboles convergen en un único axón proximal relativamente largo (10 cm) 

cuyo diámetro es de ~0,3 μm [56]. En cuarto lugar, las arborizaciones axonales complejas 

conllevarían al tráfico de señales del NGF dentro de endosomas anormales agrandados. En 

quinto lugar, la presencia del receptor p75NTRdescribir la sigla en los axones de las NCPB 

y la evidencia puede servir de unión e internalización de βA soluble e insoluble y oligómeros 

de βA [57]. Sexto, con el transporte retrógrado fallido de las señales del NGF y la expresión 

reducida de los receptores TrkA, como se ha demostrado, compromete aún más la capacidad 

de respuesta de las NCPB a la síntesis del NGF y su señalización. Todos estos eventos 

conducirían a un compromiso significativo y cada vez más grave de la capacidad de las 

NCPB para mantener la señalización sináptica de los árboles axonales. Otro de los factores 

importantes  en esta etapa de la enfermedad, que se han sugerido es la activación sostenida 

de las células microgliales, a través de una combinación de fagocitosis defectuosa de βA y 

liberación de citocinas proinflamatorias que podrían exacerbar la EA [58]. El efecto 

acumulativo de estos cambios moleculares y estructurales conducirían a la atrofia y eventual 

pérdida de las NCPB.  
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Uno de los argumentos mas fuertes de la hipótesis colinérgica que trata de explicar la 

vulnerabilidad de las NCPB se fundamenta en su fenotipo colinérgico como productor del 

neurotransmisor acetilcolina (ACh). Este neurotransmisor regula la excitabilidad neuronal en 

todo el sistema nervioso al actuar sobre los canales del receptor de ACh nicotínico activado 

por ligando (nAChR) y los receptores de ACh muscarínicos acoplados a proteína G 

(mAChR). Especialmente en el hipocampo que es un área importante del cerebro por ser la 

entrada colinérgica primaria que surge del tabique medial y la banda diagonal de Broca, cuya 

activación puede activar a su vez tanto los nAChR como los mAChR y regular la 

comunicación sináptica y la función cognitiva, el aprendizaje y la memoria [59]. Es por esto 

que, la disfunción en el sistema colinérgico del hipocampo se ha relacionado con déficits 

cognitivos y una variedad de trastornos y enfermedades neurológicas, incluida la EA. En este 

sentido, en la EA temprana, existe un deterioro en la memoria episódica basada en el 

hipocampo que mejora a través de la mejora de la transmisión colinérgica, lo que indica que 

el compromiso de la conectividad septo-hipocampal subyace a la sintomatología temprana 

[60]. En condiciones normales, las neuronas de proyección colinérgica del prosencéfalo basal 

proporcionan la principal fuente de inervación colinérgica a estas regiones y desempeñan un 

papel clave en la mediación de la atención y la función de la memoria. En la EA, las NCPB 

acumulan preferencialmente péptido amiloide mal plegado y ovillos neurofibrilares que 

contienen Tau, lo que posiblemente explique la vulnerabilidad selectiva de esta población 

neuronal [51,61].  

 

Interesantemente, en los últimos años se ha demostrado que el subtipo 7 de receptores 

nAChR, nAChR 7, al menos durante la etapa temprana de la enfermedad, cumplen una 

función neuroprotectora al preservar el fenotipo colinérgico en el prosencéfalo basal (PB) y 

en el hipocampo que es una de sus regiones de proyección. Sin embargo, en los estadios 

avanzados de la EA, cuando la acumulación del péptido A a evolucionado a oligómero -por 

el mal plegamiento- estos cambios conducen a la desregulación de los mecanismos de 

señalización en donde los nAChR 7 ya no pueden cumplir con el mantenimiento asociado 

con el fenotipo colinérgico, lo que conlleva a la disfuncionalidad de este grupo poblacional 



30 
 
 

neuronal colinérgico [62-64].  Otros de los receptores relacionados con la EA son los AChR 

muscarínicos. Estos se han dividido en cinco subtipos de receptores, M1-M5. Los subtipos 

de receptores muscarínicos M1, M2 y M4 están adecuadamente presentes en el cerebro, 

mientras que M3 y M5 están escasamente distribuidos. Los receptores M1, M3 y M5 son 

receptores estimulantes que interactúan con la familia de proteínas Gq y están involucrados 

en la estimulación de la fosfolipasa C y la instigación de la cascada de trifosfato de 

fosfatidilinositol, lo que resulta en la movilización del Ca2+ intracelular y la activación de la 

proteína quinasa C. Por el contrario, los receptores inhibidores M2 y M4 interactúan con la 

familia Go/i (proteína G reguladora inhibitoria (Gi)) de proteínas G. Este conjunto de 

receptores es responsable de inhibir la adenilil ciclasa y de activar los canales de potasio 

activados por proteínas G [65]. La acción inhibitoria de la adenilato ciclasa reduce los niveles 

de proteína quinasa A, lo que finalmente disminuye los niveles de AMPc (monofosfato de 

adenosina cíclico) en la célula. Dentro del grupo de receptores muscarínicos, el receptor del 

subtipo M1 se extiende por todo el cerebro y se encuentra principalmente en el hipocampo, 

la corteza cerebral, la amígdala y el cuerpo estriado. Debido a que las placas amiloide y los 

ovillos neurofibrilares se desarrollan en la corteza cerebral y el hipocampo y dado que los 

receptores M1 se expresan mucho en estas secciones, el receptor muscarínico M1 ha sido un 

objetivo terapéutico potencial para restaurar la señalización colinérgica. Mas aún cuando los 

receptores muscarínicos M1 están asociados con numerosas funciones fisiológicas, incluida 

la excitación neuronal, la plasticidad sináptica, el aprendizaje y la memoria basada en el 

hipocampo, la diferenciación neuronal durante el desarrollo temprano, la modulación de la 

cognición y la memoria a corto plazo [66,67], es por ello que varios estudios han sugerido a 

los agonistas muscarínicos M1 como posibles candidatos para el tratamiento de la EA [68]. 

La cantidad de eventos que podrían afectar a las neuronas colinérgicas pone de manifiesto la 

importancia de contar con modelos in vitro de neuronas colinérgicas como población de 

estudio en el objetivo de buscar cambios patológicos tempranos en la EA. 
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Figura 4. Hipótesis colinérgica de la EA. El βA bloquea la acción de los receptores 

colinérgicos nicotínicos y muscarínicos (A), conllevando a la degeneración colinérgica que 

se amplifica por la incapacidad de sintetizar el NGF (B). La imagen fue adaptada de la ref. 

[69]. 

 

1.5.5. Hipótesis emergente: Hipótesis ultratemprana 

La hipótesis amiloide propone que la agregación del βA (placa senil) en el espacio 

extracelular del cerebro humano está en la parte superior de la cascada patológica y que la 

eliminación del βA extracelular debería mejorar y/o revertir el proceso patológico y disminuir 

los síntomas en los pacientes con EA [18]. Desafortunadamente, varios anticuerpos anti‐βA 

con diferentes propiedades de interacción para monómeros, oligómeros y polímeros de βA 

desarrollados por grandes compañías farmacéuticas no han logrado mejorar los síntomas de 

los pacientes con EA, aunque, a juzgar por los estudios de PET, la mayoría de estos 

anticuerpos anti‐βA han reducido con éxito la carga de Aβ en los cerebros de los pacientes 

[70], no obstante, los registros clínicos de dichos pacientes no respaldaron mejoría de los 

síntomas [71,72].  

 

En la búsqueda de una comprensión de la patogenia de la EA y el desarrollo de tratamientos, 

el análisis de fosfoproteomas para la determinación de procesos de fosforilación previos a la 

agregación extracelular de Aβ, como MARCKS (Sustrato de la quinasa C rica en alanina 

miristoilada, por la sigla del inglés,  Myristoylated alanine-rich C kinase substrate, 
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MARCKS) han indicado claramente que la "patología de etapa ultra temprana de la EA" se 

inicia antes de la aparición de la agregación extracelular de βA cuando no debería ocurrir 

nada  de acuerdo con la hipótesis amiloide. Dicho proceso está relacionado con una necrosis 

en etapa ultra temprana que no fue detectada por otros métodos anteriores y que ocurre en 

múltiples tipos de ratones con EA [73]. Además, se ha analizado en detalle la relación entre 

la necrosis en etapa ultra temprana y la acumulación de βA intracelular mediante el uso de 

imágenes de lapso de neuronas derivadas de iPSC y mediante imágenes de medidas en el 

tiempo de neuronas corticales vivas en cerebros de ratones con microscopía de dos fotones. 

Los análisis revelaron que el βA intracelular interactúa con la proteína asociada a Yes 

(Proteína asociada al sí, de la sigla en inglés, Yes-associated protein, YAP), altera la función 

de YAP para promover la viabilidad celular y, finalmente, induce la necrosis. El βA 

intracelular residual permanece en el espacio extracelular y se convierte en la semilla para el 

crecimiento de las placas de βA [73]. 

 

En conjunto, los análisis de necrosis activa en los dos tipos de modelos de ratones con EA 

con un nuevo marcador (pSe46-MARCKS) indicaron que la acumulación de amiloide 

intracelular causa necrosis neuronal, lo que lleva a la agregación de amiloide extracelular. En 

otras palabras, esa agregación de amiloide extracelular es el resultado de la necrosis neuronal 

provocada por el amiloide intracelular [74]. 
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Figura 5.  Hipótesis ultratemprana de la EA. Mientras que en la cascada clásica amiloide, 

se plaentaea que el βA tiene un efecto tóxico al formar placas seniles extracelulares (A), la 

hipótesis ultratemprana indica que existen eventos tempranos desencadenados por la 

acumulación intracelualr del βA, con lo que se produce una necrosis temprana que sirve como 

semilla para la formación de la placa amiloide (B). La imagen fue adaptada de la ref. [74]. 

 

1.6. Etiología de la EA 

1.6.1. Factores de riesgo de la EA 

Los mayores factores de riesgo para el Alzheimer esporádico de inicio tardío son la edad 

avanzada, los antecedentes familiares de Alzheimer y ser portador de la variante genética del 

gen APOE ɛ4.  

 

1.6.1.1. Edad 

La edad es uno de los mayores factores de riesgo asociados al desarrollo de la EA. A medida 

que aumenta la edad, también aumenta la probabilidad de tener la EA. Aunque la edad 
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avanzada es un factor de riesgo para la EA, esta no hace parte del envejecimiento normal, lo 

que significa que la edad avanzada por sí sola no es suficiente para causar la EA [3]. 

 

1.6.1.2. Genotipo APOE ɛ4 

El gen APOE codifica para una proteína que transporta el colesterol en el torrente sanguíneo. 

Todos heredamos una de las tres isoformas del gen APOE ɛ2, ɛ3 o ɛ4, de cada padre. La 

forma ɛ3 es la más común, y la ɛ2 es la menos común. La forma ɛ4 es algo más común que 

la forma ɛ2. Tener la forma ɛ4 aumenta el riesgo de desarrollar Alzheimer en comparación 

con tener la forma ɛ3, mientras que tener la forma ɛ2 puede disminuir el riesgo en 

comparación con tener la forma ɛ3. Los que heredan una copia de la isoforma 4 tienen un 

riesgo tres veces mayor de desarrollar EA que aquellos que no tienen la forma ɛ4, mientras 

que los que heredan dos copias de la forma ɛ4 tienen un riesgo 8 a 12 veces mayor [75-77]. 

Además, aquellos con la forma ɛ4 son más propensos a desarrollar la enfermedad a una edad 

más temprana que aquellos con las formas ɛ2 o ɛ3 del gen APOE [78] y se estima que del 

40% al 65% de las personas diagnosticadas con la EA tienen una o dos copias del gen APOE 

ɛ4. A pesar de estas observaciones, no es claro el mecanismo con que se vinculan los 

diferentes alelos de APOE con la EA. Sin embargo, se han propuesto algunas hipótesis para 

explicar su efecto: i) la primera postula que la APOE podría influir en la producción, 

distribución y eliminación del βA, en donde el alelo ε4 sería menos eficiente en cumplir esta 

función [79], ii) la segunda propone que existe la evidencia de que la eliminación de βA se 

realiza de forma competitiva con las diferentes lipoproteínas (LP) empleando un solo 

receptor relacionado con cada una de las lipoproteínas  (LRP), lo que dificultaría la remoción 

del βA, y la iii) tercera hipótesis que sugiere que existe una posible relación entre el 

metabolismo del colesterol y el metabolismo de la Proteína Precursora Amiloide (PPA) 

considerando que algunos pacientes que han tomado estatinas para reducir la 

hipercolesterolemia presentaron una incidencia reducida de la EA [80].  

 

1.6.2. Factores genéticos causales de la EA 

Estudios genéticos empleando técnicas avanzadas de análisis de ligamiento han permitido la 

dilucidación de los genes que codifican para las proteínas, precursora del amiloide (PPA), 



35 
 
 

Presenilina 1 (PSEN1) y Presenilina 2 (PSEN2)  relacionados con un patrón de herencia 

autosómico dominante de la EAF [81] 

 

1.6.2.1. Mutaciones en la PPA                                   

El gen de la PPA está ubicado en el cromosoma 21q21 y codifica para una proteína 

transmembrana de tipo 1 que se expresa de forma ubicua. La PPA por procesamiento de 

modificaciones post-traslacionales alternativas produce tres tipos de transcritos: PPA695, 

PPA751 y PPA770. La isoforma PPA695 es la principal isoforma de la PPA que se expresa 

en las neuronas, mientras que la isoforma PPA751 se expresa más en los astrocitos [82]. El 

procesamiento proteolítico de la PPA en condiciones neuronales normales conduce a la 

producción de fragmentos a través de las vías no patógenicas amiloidogénicas. La mayor 

parte de la PPA está proteolizada por α- y γ-secretasas, lo que lleva al corte de la PPA dentro 

del dominio βA. El resultado de este corte es la producción de fragmentos no patógenos: 

sPPAα y el fragmento C-terminal (FCT) [83]. La PPA puede ser proteolizada secuencialmente 

de manera alterna por la β- y γ-secretasas generando los péptidos βA, sPPAβ y β-FCT. La 

PPA de la superficie celular se internaliza permitiendo que se genere βA en la vía endocítica 

y se secrete en el espacio extracelular [83]. Actualmente, se han identificado 61 mutaciones 

en este gen (http://molgen-www.uia.ac.be/ADMutations). La mayoría de estas mutaciones 

están ubicadas en el exón 16 y 17, cerca de los sitios de reconocimiento por las α, β y 𝛾 

secretasas, afectando su procesamiento y metabolismo normal, del mismo modo que la 

producción de βA y su tendencia a agregarse. Interesantemente, dos mutaciones recesivas de 

PPA, A673V y E693Δ, también causan EA de inicio temprano [84]. De hecho, las mutaciones 

en PPA han revelado muchos aspectos importantes de los mecanismos moleculares 

subyacentes a la patogénesis de la EA, por ejemplo, la mutación sueca (KM670/ 671NL), 

aumenta los niveles plasmáticos de βA de dos a tres veces al aumentar la eficacia de la 

actividad enzimática de la β-secretasa [85]. El estudio del efecto de las mutaciones en la PPA 

proporciona evidencia que la agregación del βA es un proceso crítico en la patogénesis de la 

EA.  
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1.6.2.2. Mutaciones en los genes de las presenilinas (PSEN1 y PSEN2)   

El gen PSEN1 se encuentra en el cromosoma 14q24.3, mientras que su homólogo, PSEN2, 

se encuentra en el cromosoma 1q31q42. Estos genes codifican para las proteínas PSEN1 y 

PSEN2 que  forman parte integral de la membrana plasmática y poseen estructuras similares 

con nueve dominios transmembranas y con una región de bucle intracelular hidrófila [84]. 

Estas proteínas hacen parte de la unidad catalítica del complejo multiproteico de la 𝛾-

secretasa compuesta de 3 proteínas adicionales (nicastrin, Aph 1, PEN-2 de las siglas en 

inglés nicastrin, anterior pharynx defective 1 (Aph-1), and presenilin enhancer2), que corta 

la PPA en fragmentos incluyendo el  βA [86]. Las proteínas PSEN1 y PSEN2 se localizan en 

el retículo endoplásmico y en el aparato de Golgi, donde desempeñan un papel importante en 

el procesamiento de proteínas [87,88]. Hasta el presente, más de 300 mutaciones patogénicas 

han sido identificadas en PSEN1, las que representan aproximadamente el 80% de los casos 

de EAF de aparición temprana (https://www.alzforum.org/mutations/psen-1) y más de 80 

mutaciones patógenas dominantes en PSEN2, que representan aproximadamente el 5% de 

los casos familiares de EA de aparición temprana 

(https://www.alzforum.org/mutations/psen-2).  

 

En Colombia, y en especial en la Región del noroeste de Antioquia, se reportó en 1995 la 

mutación E280A, que consiste en el cambio de un ácido glutámico por una alanina en el 

codón 280 (g.50024 A > C, c.839A>C, exón 8) en la PSEN1 causal de la EAF precoz o 

temprana con un patrón de herencia autosómica dominante [11]. Estos hallazgos, aportaron 

información importante de la genética, biología celular y molecular y de la neuropatológica 

de la mutación E280A-PSEN1. De hecho, esta mutación que se presenta en uno de los grupos 

familiares más grandes del mundo con 6.000 miembros y 2.000 afectados (diagnosticados 

con la mutación), conocida como la "mutación Paisa”, incrementa los niveles del βA en 

líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con esta forma EAF temprana  [89] y   por 

consiguiente  apoya la hipótesis de la cascada del beta amiloide, la cual propone que los 

depósitos del péptido βA son la causa del inicio de la pérdida neuronal como factor 

desencadenante del deterioro cognitivo en los pacientes con la EAF [11]. 
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CAPITULO 2: LA EA FAMILIAR (EAF) PRODUCIDA POR LA MUTACIÓN 

E280A EN EL GEN DE PSEN1 

2.1. La PSEN1 

2.1.1. Estructura molecular de la PSEN1 

El gen PSEN1 está compuesto de 50 a 75 kb y está organizado en 12 exones. La secuenciación 

de este gen condujo a una proteína de 467 aminoácidos. La PSEN1 es una proteína 

transmembranal politópica de ~50 kDa y 467 aminoácidos, posee una topología de 9 

dominios transmembrana helicoidales, con un extremo C-terminal extracelular y un extremo 

N-terminal citosólico (Figura 6) [90]. La PSEN1 sufre un procesamiento 

endoproteolítico para producir un fragmento N-terminal de ~27-28 kDa y uno C-terminal de 

~16-17 kDa. La PSEN1 es una proteína, con actividad enzimática de proteasa, y constituye 

la unidad catalítica del complejo multiproteico biológicamente activo de la γ-secretasa que 

está compuesta por 3 proteínas adicionales (nicastrin, Aph 1, PEN-2 de las siglas en inglés 

nicastrin anterior pharynx defective 1 (Aph-1), and presenilin enhancer2)) [91]. La función 

de la PSEN1 es cortar principalmente la Proteína Precursora del Péptido beta-amiloide (PPA) 

y regular su proteólisis intramembranal, lo que significa que mutaciones en el gen PSEN1 

afectan directamente la función proteolítica y por consiguiente la producción del βA.  

Interesantemente, ninguna de las mutaciones lleva a una disminución o ausencia de la 

proteína, más bien, las diferentes mutaciones identificadas en la PSEN1 conducen a una 

ganancia específica de toxicidad inducida por su función catalítica de corte de la PPA y la 

generación del péptido βA42 [91]. 

 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/C-terminus&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700253,15700255,15700259&usg=ALkJrhhxou2rJo9gpf35EGob5tWwuz45hg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Extracellular&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700253,15700255,15700259&usg=ALkJrhgecujM_Ls-HUjwI7d3AcMax3xRsg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/N-terminus&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700253,15700255,15700259&usg=ALkJrhiY9Le4aeRt2tyMKrXFLWCCDSNOPA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/N-terminus&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700253,15700255,15700259&usg=ALkJrhiY9Le4aeRt2tyMKrXFLWCCDSNOPA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Cytosolic&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700253,15700255,15700259&usg=ALkJrhgdEoKRMUiALjN-E4yBKkq4vixlKw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Proteolytic&xid=17259,15700019,15700186,15700190,15700253,15700255,15700259&usg=ALkJrhjXSn7sW9Y9B83tayyCuCJMbzwYZQ
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Figura 6. Estructura de la PSEN1. Imagen tomada de la ref. [92] 

 

2.1.2. La PSEN1 y el péptido beta Amiloide (βA) en la EAF 

Como se mencionó anteriormente, la acumulación y oligomerización del péptido βA juega 

un papel central en la patogénesis de la EA. El péptido βA es un producto natural del 

metabolismo de la PPA. La PPA se expresa en numerosas células y tejidos del organismo, 

incluidas las neuronas, las células musculares lisas de la pared vascular y las plaquetas. Una 

vez sintetizada la PPA en el retículo endoplásmico rugoso, pasa por el aparato de Golgi donde 

es glicosilada y empaquetada en vesículas de transporte, atraviesa el citoplasma y, por último, 

se inserta en la membrana celular. Esta proteína puede ser procesada por dos vías conocidas 

como: i) la vía no-amiloidogénica y ii) la vía amiloidogénica, siendo ambas vías metabólicas 

parte de la fisiología normal celular. Estas vías son reguladas intracelularmente a favor de la 

vía no-amiloidogénica [93]. En esta vía, la PPA es procesada por la 𝛼-secretasa y la 𝛾-

secretasa. Inicialmente, en el procesamiento de la PPA actúa la 𝛼-secretasa entre la Lys-16 y 

Leu-17 y como resultado de la proteólisis se dan dos productos, un fragmento 𝛼-PPA soluble 

(𝛼-PPA) que es liberado al espacio extracelular y un segundo fragmento C-terminal que se 

queda anclado en la membrana (CTF-83). El fragmento 𝛼-PPA no está sujeto a un 

metabolismo adicional, mientras CTF-83 es procesado por la 𝛾-secretasa dando lugar a dos 
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nuevos fragmentos, uno que es un dominio intracelular amiloide (de la sigla en inglés, 

amyloid precursor protein intracellular domain, AICD) y el otro un fragmento p3 con un peso 

molecular de 3 kDa [94] (Figura 7A). A diferencia de la vía no-amiloidogénica, en la vía 

amiloidogénica, los cortes en la PPA son realizados por la β-secretasa y la 𝛾-secretasa. El 

sitio de corte de la β-secretasa ocurre en el residuo de aminoácidos de la Met/Asp de la PPA, 

generando un fragmento β-PPA inferior en tamaño respecto al fragmento 𝛼-PPA pero 

igualmente soluble. En la membrana queda anclado un fragmento correspondiente a la 

porción C-terminal (CTF-99) que es posteriormente procesado por la 𝛾-secretasa, generando 

así un fragmento AICD y el fragmento de 4 kDa que corresponde al péptido βA de 42 

aminoácidos (aa) [94,95] (Figura 7B). 
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Figura 7. Vías de procesamiento de la PPA y generación del péptido  A. Vías 

moleculares no-amiloidogénica (A) y amiloidogénica (B). Imagen adaptada de: 

https://www.abcam.com/neuroscience/beta-amyloid-and-tau-in-alzheimers-disease. 

 

En la EA el péptido βA42 tiene un cambio conformacional que lo hace insoluble y por 

consiguiente se deposita en el parénquima. Inicialmente el péptido βA se deposita en placas 

difusas amorfas asociadas con algunas neuritas distróficas, es compactado por algunas 

proteínas asociadas y crece poco a poco hasta que toma una conformación de hoja β [35]. 

Acumulaciones de proteínas βA dan lugar a una serie de eventos neurotóxicos que pueden 

ocasionar la hiperfosforilación de la proteína Tau y conducir a una disfunción y muerte 

neuronal. 

 

2.2. La PSEN1 y la actividad de la -secretasa en la EAF  

La γ-secretasa escinde más de 90 proteínas transmembrana de tipo I dentro de su dominio 

transmembrana en un proceso llamado Proteólisis intramembrana regulada (de su sigla en 

inglés, Regulated intramembrane proteolysis, RIP), que implica a la γ-secretasa en muchos 

procesos biológicos [96].  Durante el RIP, primero se elimina el ectodominio de los sustratos 

mediante una sheddasa, dejando los fragmentos C-terminales (CTF) incrustados en la 

membrana restantes como sustratos directos para la γ-secretasa. La escisión ocurre dentro de 

su dominio transmembrana, liberando un fragmento citosólico intracelular y un péptido más 

pequeño dentro del espacio extracelular.  

 

La γ-Secretasa al ser un complejo tetramérico formado por nicastrina (NCT), faringe anterior 

defectuosa 1 (APH1), potenciador de presenilina 2 (PEN-2) y presenilina1 (PSEN-1); 

requiere un ensamblaje estequiométrico de las 4 subunidades para obtener un complejo 

maduro y funcional [97] y la ausencia de una subunidad da como resultado la retención de las 

subunidades restantes en el retículo endoplásmico (RE) o su rápida degradación [98]. PSEN-

1 es la subunidad catalítica con dos residuos de aspartato responsable de catalizar la escisión 

del sustrato. La función de APH1 es menos clara, aunque se sugiere que desempeñe un papel 

estabilizador en el ensamblaje complejo y la interacción del sustrato. NCT tiene un 
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ectodominio fuertemente glicosilado y está involucrado en la interacción del sustrato y/o el 

anclaje. PEN-2 interactúa directamente con el fragmento N-terminal de PSEN-1 (NTF) y es 

esencial para la endoproteólisis de PSEN y la estabilidad del complejo. Para agregar a la 

complejidad de la biología de la γ-secretasa, la existencia en humanos de dos PSEN 

homólogos (PSEN1 y 2) y dos isoformas de APH1(APH1A y B) da lugar a un mínimo de 

cuatro complejos distintos de γ-secretasa que coexisten en células y tejidos [99].  

 

Las cuatro subunidades del complejo γ-secretasa se translocan cotraduccionalmente en el RE. 

Las subunidades monoméricas no ensambladas se degradan rápidamente en el RE, en 

contraste con el complejo γ-secretasa estable, de vida prolongada y completo. En este sentido, 

mientras que los complejos PSEN1 están presentes de manera prominente en la superficie 

celular y en los compartimentos endosómicos tempranos, los complejos PSEN2, por otro 

lado, están restringidos a endosomas tardíos y lisosomas en células (neuronas) y tejido 

cerebral [100]. Esta distribución restringida está mediada por un motivo ERTSML altamente 

conservado en el extremo N de PSEN2, que no está presente en PSEN1, ya que la eliminación 

o el cambio de uno o más residuos críticos es suficiente para anular su orientación a los 

lisosomas. Este motivo ERTSML se une selectivamente al complejo Adapter-Protein 1 (AP1) 

que clasifica la carga entre la red trans-Golgi y los endosomas/lisosomas tardíos, 

proporcionando así el mecanismo para dirigir PSEN2/γ-secretasa a estos compartimentos, 

probablemente a través de la clasificación de endosomas.  

 

Curiosamente, en situaciones normales se encuentra poca PSEN1/γ-secretasa en 

endosomas/lisosomas tardíos, pero esto aumenta notablemente en algunas mutaciones de 

EAF, incluidas PSEN1 L166P y G384A. Ambas mutaciones se encuentran entre las agresivas 

con una edad de inicio muy temprana [101]. Como PSEN1 carece del motivo de selección que 

se encuentra en PSEN2, estos hallazgos sugieren que los cambios conformacionales, como 

los mediados por mutaciones causales de EAF, también pueden afectar la selección y 

localización normales, impactando directamente en los niveles de tóxicos más largos de 

βA42 en estos compartimentos. Es por esto que la clasificación de los endosomas y la 

subsiguiente orientación a los lisosomas puede conducir a un aumento en la producción de 

βA intracelular, específicamente, del βA42, el péptido más tóxico [102] (Figura 8). Todo esto 
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pone de manifiesto la potencial trascendencia de procesos amiloideos intracelulares 

anormales en la EAF y el efecto que podrían tener estos fragmentos intracelulares en el 

desencadenamiento de eventos patológicos tempranos como estrés oxidativo (EO) y 

apoptosis. 

 

Figura 8. Retención del complejo -secretasa en endosomas tardíos/lisosomas y 

migración intracelular de la PPA para el corte y producción elevada de  A42 

intracelular. Imagen adaptada de la ref. [103] 

 

2.3. La EAF PSEN1 E280A: relación con el Estrés Oxidativo (EO) y la apoptosis 

El EO se define como un desbalance en la generación excesiva de especies reactivas de 

oxígeno (EROs) frente a un sistema antioxidante insuficiente. Lo cual conduce a un potencial 

daño celular a nivel de proteínas, ácidos nucleicos y lípidos [104]. Las EROs, son moléculas 

pequeñas altamente reactivas de oxígeno, que pueden ser radicales o no radicales (Tabla 1). 
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Los radicales libres son moléculas que contienen al menos un electrón desapareado, lo que 

les confiere una alta reactividad ya que tienden a captar un electrón de moléculas estables 

con el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica [105]. Las EROs se generan de manera 

endógena a través del proceso de fosforilación oxidativa mitocondrial o en interacciones con 

fuentes exógenas como los compuestos xenobióticos. Estas sirven como moléculas de 

señalización celulares [106,107].  

 

El EO puede producirse de forma tanto exógena como endógena. Una de las principales 

fuentes exógenas está dada por la radiación ionizante como rayos-X o rayos-γ. Así mismo, 

sustancias químicas como pesticidas, bencenos, toluenos o cantidades excesivas de iones 

como Fe, Cu, Cr y Co tienen la capacidad de generar radicales libres y subsecuentemente 

producir peroxidación de biomoléculas y alterar proteínas barredoras de EO. Por otra parte, 

el EO endógeno se genera por procesos metabólicos, inflamatorios y por la activación de 

algunas vías de señalización celular donde las EROs cumplen funciones como segundos 

mensajeros. En condiciones normales, las células están dotadas de mecanismos capaces de 

eliminar el exceso de EROs, pero cuando hay fallas y aumentan los niveles de estas especies, 

se pierde su acción fisiológica y empiezan a ser nocivos para la célula [106]. Una de las fuentes 

de mayor producción de EROs en el interior de la célula es la cadena transportadora de 

electrones (CTE), durante el metabolismo oxidativo en la mitocondria se genera EROs como 

subproductos de este proceso fisiológico.  

 

Tabla 1. Clasificación de las EROs.  Tomada de la referencia [105] 

Radicales No radicales 

Superóxido (O2
-) Oxígeno singlete (O2) 

Hidroxilo (OH-) Peróxido de hidrogeno (H2O2) 

Peroxilo (RO2
-) Ozono (O3) 

Alcoxilo (RO-) Anión peroxinitrito (ONOO-) 

Hidroperoxilo (HO2
-) Ácido hipocloroso (HOCl) 

 Óxido nítrico (NO) 

 Ácido hipobromoso (HOBr) 
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La mitocondria es la organela celular encargada de producir trifosfato de adenosina (ATP) a 

través de la respiración celular que comprende tres etapas: la glucolisis, el ciclo de Krebs y 

la CTE. La CTE, ubicada en la membrana interna mitocondrial está conformada por cuatro 

complejos enzimáticos (I, II, III y IV), dos moléculas que actúan como una turbina (coenzima 

Q y citocromo c) y la ATP sintetasa. Sólo los tres primeros complejos (I, II y III) actúan 

como transportadores de electrones, mientas el complejo IV utiliza estos electrones para 

reducir el oxígeno molecular (O2) a agua (H2O). A medida que los electrones se transportan 

a través de los complejos mitocondriales, se bombean protones hacia el espacio 

intermembranal generando un gradiente electroquímico, esto se traduce en acumulación de 

energía que es finalmente usada para generar ATP a través de la ATP sintetasa [108]. La 

producción de EROs es necesaria para generar un potencial de membrana (Δψ) y producir 

ATP, en consecuencia, cualquier daño en algunos de los componentes de la CTE podría llevar 

a un aumento de la producción de EROs y su liberación a otros compartimentos celulares 

[109,110].             

                                      

El sistema nervioso central posee una alta tasa metabólica comparada con otros órganos del 

cuerpo, como consecuencia, éste consume casi el 20% del oxígeno disponible en el cuerpo 

humano. Las neuronas son células completamente diferenciadas que requieren grandes 

cantidades de ATP para el mantenimiento de los gradientes iónicos de la membrana y por 

consiguiente para realizar la neurotransmisión. Debido a que el ATP es principalmente 

generado por el metabolismo oxidativo, es comprensible deducir que las neuronas son 

mayoritariamente dependientes de la función mitocondrial [111]. La fosforilación oxidativa 

(OXPHOS, del inglés Oxidative Phosphorylation) en la mitocondria genera la mayoría del 

ATP en las células, sin embargo, es bien conocido que la OXPHOS libera alrededor de un 1-

2% del total del O2 consumido en forma de radicales libres [112]. Un radical libre es un átomo, 

molécula o ion que tiene electrones de valencia no apareados. Estos electrones desapareados 

hacen que los radicales libres sean altamente reactivos hacia otras sustancias, o incluso hacia 

sí mismos. Las moléculas radicales a menudo se dimerizan espontáneamente o polimerizan 

si entran en contacto entre sí [113]. Los radicales más importantes que se producen en los 

sistemas vivos son los derivados del O2, y se conocen como EROs. Dentro de las EROs que 
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se pueden producir por un estímulo tóxico se encuentran: el superóxido (O2
.), el radical 

hidroxilo (OH.), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el óxido nítrico (NO.) y el peroxinitrito 

(ONOO) [114] (Tabla 1). Cuando en una célula se producen estas moléculas, inmediatamente 

deben ser balanceadas o eliminadas mediante los sistemas antioxidantes presentes en las 

células en función de mantener la homeostasis celular [115].  Los sistemas antioxidantes 

pueden ser enzimáticos y no enzimáticos. El primero involucra la superóxido-dismutasa 

(SOD), glutatión peroxidasa (GPx), glutatión (GSH), glutaredoxinas, tioredoxinas, 

peroxiredoxinas y la catalasa como principales enzimas [114,116]. En los sistemas no 

enzimáticos, se encuentra la vitamina E que es muy importante por su capacidad de proteger 

de los daños producidos por los radicales libres a las membranas celulares.  

 

Numerosos estudios han evidenciado que el EO tiene un gran impacto en la patogénesis de 

la EA, generando el daño de todos los componentes celulares y disfunción mitocondrial 

[117,118]. Así mismo, en la EA se ha observado que la acumulación de βA además de 

incrementar el EO, genera disfunción mitocondrial y alteración energética, llevando a las 

neuronas a la muerte [119]. De hecho, se ha demostrado que el βA durante el proceso de 

generación de EO también tiene la capacidad de internarse en la membrana mitocondrial [120] 

y bloquear los complejos IV y V [121], fenómeno que  probablemente estaría promoviendo la 

producción de EROs en ésta organela [122]. Así mismo, se ha postulado que dentro de la 

mitocondria el βA es capaz de unirse a la enzima alcohol deshidrogenasa [123], inhibiendo 

así la detoxificación de aldehídos, lo que trae como consecuencia la disfunción mitocondrial 

y, por supuesto, el aumento excesivo  de EROs [124]. De igual forma, se ha podido demostrar 

que el fragmento βA(25-35) induce EO per se  [125], lo que apoya la hipótesis que el EO es uno 

de los eventos iniciales y causales del desarrollo de la neuropatología  de la EA [126].  

 

Estudios realizados en tejidos post mortem de cerebros de pacientes con la EA, han 

evidenciado daño por EO asociado con la acumulación de péptido βA (y ovillos 

neurofibrilares y pérdida neuronal) [127]. De igual modo, se han encontrado niveles elevados 

de metales como Cu, Zn y Fe, mediadores de la sobreproducción de EROs y el aumento en 

los depósitos de βA42. De hecho, se ha reportado una correlación positiva entre el aumento 

en las concentraciones del βA, la formación de placas seniles y la presencia de déficits de 
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memoria en ratones transgénicos que poseen una forma mutante de la PPA (Tg2576) [128]. 

Este hallazgo se corroboró con la identificación de una relación positiva entre los niveles de 

βA, la neurodegeneración y el deterioro y pérdida neuronal, al comparar cerebros de 

pacientes con EA y controles [129,130]. En un estudio reciente en el que se realizaron 

inyecciones intrahipocampales en ratones transgénicos (5xFAD) de extractos cerebrales que 

contienen βA para inducir la formación de placas amiloides in vivo se demostró que el βA 

indujo  apoptosis - un tipo de  muerte neuronal dependiente de la activación de la proteasa 

ejecutora de muerte caspasa-3 -. Estos estudios confirman el efecto neurotóxico del péptido 

βA y el EO en los procesos neurodegenerativos en modelos de la EA [131]. En este sentido, 

se han postulado varias hipótesis que tratan de explicar el papel del βA y su relación con las 

EROs y la neurodegeneración en la EA. Una de estas hipótesis propone que los oligómeros 

de βA pueden incorporarse directamente a las membranas y formar estructuras similares a 

poros llamadas "canales amiloides" los cuales son  selectivamente  permeables al Ca2+, los 

cuales permiten que rápidamente las concentraciones de Ca2+ citosólico aumenten por su 

liberación de los sub-compartimientos celulares como retículo endoplásmico, aparato de 

Golgi, mitocondria y vesículas, alterando la homeostasis del calcio neuronal, la bioenergética 

mitocondrial, la liberación del citocromo c y factores pro-apoptóticos conducentes a la 

muerte neuronal por apoptosis  [132,133]. La homeostasis del Ca2+ cumple una función 

importante en el mantenimiento de la plasticidad sináptica y del proceso de formación de la 

memoria [134].  

 

Interesantemente, nuestro grupo de investigación logró demostrar que el βA25-35 induce 

apoptosis en un modelo in vitro, vía una cascada de señalización mediada por el H2O2 [125]. 

De hecho, se ha reportado que el H2O2 puede difundirse a través de las membranas biológicas 

y activar diferentes tipos de proteínas como quinasas, factores de transcripción y oxidación 

de proteínas consideradas sensores de EO, como por ejemplo el DJ-1 [135]. Así mismo, el 

H2O2 tiene la capacidad de interactuar con iones de metales pesados como Cu y Fe que 

pueden generar radicales libres de O2, los cuales se encuentran en concentraciones elevadas 

en cerebros de pacientes con EA [136].  Cuando se encuentra el H2O2 en presencia de Cu1+ y 

Fe2+ se da la formación de radicales libres mediante la reacción de Fenton  [137]: 
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Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO• + HO– 

Cu+ + H2O2 → Cu2+ + HO• + HO– 

 

Estudios recientes han demostrado que a medida que se da la progresión de la EA, aumenta 

la posibilidad de que ocurran interacciones que promuevan la formación de complejos βA/ 

metal y la agregación del péptido βA [138]. En efecto, los experimentos in vitro han mostrado 

claramente que la formación del complejo βA/ Cu1+ es capaz de producir EROs, aunque los 

posibles mecanismos in vivo mediante los cuales este complejo contribuya al EO no están 

claros [139]. Sin embargo, se ha demostrado que el H2O2 producto de la toxicidad de βA puede 

reaccionar con Fe2+, generar EO y activar vías de muerte celular [125]. En este contexto, se 

ha logrado proponer un mecanismo de señalización inducido por el βA25-35 en donde una vez 

se produce el H2O2 , activa una cascada de señalización a través de proteínas pro-apoptóticas 

como ASK-1, JNK, c-JUN, P53 y PUMA, las cuales activan la liberación de caspasas 

iniciadoras y ejecutoras desencadenantes de muerte celular por apoptosis [140] (Figura 9). 
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Figura 9: Vía de señalización de apoptosis inducida por la fracción tóxica del βA42, el 

βA25-35 y el Fe2+. (i) El βA25-35 solo o en combinación con Fe2+ genera H2O2 que será 

más elevada si esta en presencia de Fe2+. El H2O2 (ii) activa quinasas que, corriente abajo, 

inducen la expresión de factores de transcripción NF- B/ p53 JNK/ c-Jun. Como resultado 

(iii) se produce daño mitocondrial y (iv) la activación de los efectores de apoptosis caspasa-

3 y AIF. A nivel bioquímico, se puede detectar (v) la pérdida del m y (vi) la condensación 

y fragmentación nuclear. Imagen adaptada de [141] 

 

2. 4. La EAF PSEN1 E280A en Colombia  

La EAF afecta a un gran número de personas en el mundo y particularmente a la población 

del departamento de Antioquia en donde existen 25 familias con 2.000 mil miembros que la 

padecen [12]. Esta enfermedad neurodegenerativa de carácter hereditario, se manifiesta con 

deterioro cognitivo y se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria a medida que 
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se presenta muerte neuronal en diferentes áreas del cerebro [11] y tiene una duración 

aproximada de 10 años posterior al diagnóstico [15]. Por consiguiente, la EAF representa una 

alta carga social y económica para las familias de los pacientes que la padecen, para el 

departamento y para el país en general, por lo que la organización mundial de la salud (OMS) 

ha resaltado su impacto dramático en países de ingresos medianos y bajos, incluido 

Colombia, en los que se concentra el 60% de la carga económica de esta enfermedad [142]. 

 

El estudio de la EAF es relevante para Colombia y especialmente para el departamento de 

Antioquia debido a que se encuentra en esta región, uno de los grupos poblacionales 

genéticos más grandes del mundo, repartidos principalmente en los municipios de Angostura, 

Yarumal, Dabeiba, Liborina, Sopetrán, Donmatías, Olaya, y Medellín. La EAF que afecta a 

la población antioqueña, es una forma clínica temprana que se presenta con pérdida de 

memoria desde los 40 años lo cual resulta preocupante, porque los individuos se encuentran 

en la edad productiva [15]; y aún más alarmante, porque la enfermedad tiene una penetrancia 

del 100% en donde el 50% de los hijos de una persona afectada tienen el riesgo de padecerla 

[143]. La forma clínica de la EAF es causada, principalmente por la mutación E280A en el 

gen PSEN1 ubicado en el cromosoma 14, que codifica para la proteína PSEN1, la cual fue 

descubierta en 1995 por un equipo de investigadores del grupo de neurociencias de la 

Universidad de Antioquia (GNA), quienes la denominaron “La mutación paisa”. Se 

considera que hubo un efecto fundador en el cual la mutación fue traída por un pequeño grupo 

poblacional que se estableció y expandió por todo el departamento de Antioquia el cual fue 

considerado por muchos años como un aislado genético, lo que favoreció la concentración 

de este problema de salud pública en el departamento. Es muy importante enfatizar que las 

personas afectadas por la EAF en Antioquia empiezan a padecer los signos clínicos a muy 

temprana edad, por lo que estos casos se suman a los casos de morbilidad y mortalidad por 

EA en Colombia y constituyen un alto costo para las familias y los sistemas de salud.   

 

A pesar de los avances en los mecanismos moleculares de la EAF en modelos in vitro e in 

vivo y de los estudios clínicos realizados en búsqueda de terapias efectivas, hasta la fecha, no 

se han obtenido resultados positivos [144], lo cual puede deberse a que aún no se conocen con 

precisión las causas, ni se han dilucidado con exactitud los mecanismos de señalización que 



50 
 
 

conducen a la muerte neuronal ni el papel de las mutaciones en PSEN1, desencadenantes de 

la EAF. Más aún, todavía no existe un modelo que reproduzca el espectro completo de la 

neuropatología de la EAF de forma natural, sin la necesidad de sobre-expresar genes 

mutados.  

Las manifestaciones clínicas de la EAF no son diferentes de la forma de la EA esporádica 

(EAE). Aunque la pérdida neuronal y deterioro cognitivo es causado por las mutaciones en 

el gen PSEN1 que conllevan a una pérdida de la memoria de inicio temprano y a un rápido 

deterioro cognitivo global , con una duración de la enfermedad entre 5-8 años (109), junto 

con la presencia de mioclonías y convulsiones generalizadas, la EAE también se presenta 

con trastornos del lenguaje, lentitud en el procesamiento cognitivo, problemas de atención, 

temblor, parkinsonismo, características extrapiramidales, mioclonías y convulsiones que 

conllevan a una perdida progresiva de la memoria. Además, la evolución en el temporal  y 

las características neuropatológicas no son diferentes de la forma esporádica, puesto que 

ambas formas clínicas se caracterizan histopatológicamente por la presencia de 4 marcadores 

principales: i) agrupaciones proteicas extracelulares de proteína βA (placas seniles) en la 

región cortical del cerebro, ii) ovillos neurofibrilares intracelulares que ocupan gran parte del 

citoplasma celular de neuronas piramidales, iii) pérdida progresiva de neuronas colinérgicas 

del hipocampo, y iv) gliosis. Todos estos hallazgos pueden estar acompañados de daños 

sinápticos, disfunción mitocondrial, estrés oxidativo, efectos vasculares, reactividad de las 

células de la microglia y astrocitos e inflamación, lo cual genera daño y muerte neuronal. 

Todos estos eventos moleculares conllevan a la atrofia cerebral marcada en el hipocampo y 

en áreas asociadas con la corteza cerebral. 
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CAPÍTULO 3: MODELOS IN VITRO 2D y 3D PARA EL ESTUDIO DE LA 

NEUROPATOLOGÍA Y LA BÚSQUEDA DE TERAPIAS ALTERNATIVAS DE LA 

EAF 

 

3.1. CÉLULAS MESENQUIMALES ESTROMALES (CME) COMO MODELO 2D 

DE LA EAF PSEN1 E280A Y TAMIZAJE DE MOLÉCULAS 

3.1.1. Historia 

En la década de 1970, Wolf y Trentin describieron un modelo de microambiente 

hematopoyético, mediante el cual la diferenciación de las células madre hematopoyéticas 

(CMH) sería impulsada por el microambiente de la médula ósea. En este sistema, el 

mantenimiento en el tiempo de las CMH dependía estrictamente de la generación de una capa 

adherente de células estromales. Estas células del estroma se aislaron según su patrón de 

expresión de antígenos de membrana de acuerdo a lo descrito por Simmons y Torok-Storb 

en 1991 [145]. La evidencia definitiva de que la médula ósea incluye células que pueden 

generar células formadoras de tejido conectivo fue proporcionada originalmente por el 

trabajo pionero de Alexander Friedenstein [146]. Este investigador, en la década de 1960, 

realizó una serie de experimentos que que demostraron la existencia de un precursor de los 

osteoblastos y del tejido fibroso en la médula ósea. Estos experimentos consistieron en 

sembrar células de médula ósea a baja densidad y dejarlas  una o dos semanas en cultivos 

líquidos que contenían suero, y ver que sucedia y efectivamente, observó la formación de 

colonias discretas que consistían en células alargadas, no fagocíticas, adherentes al plástico, 

de apariencia fibroblástica que el denominó precursores  osteogénicos.  

 

En 1999, Mark Pittenger demostró que clones trilineales adipocíticos, osteoblásticos y 

condrocíticos estaban presentes en la médula ósea humana y proporcionó un análisis de 

antígeno de membrana que indicaba que estas expresaban pocos marcadores específicos 

endoteliales o hematopoyéticos [147]. Estudios posteriores confirmaron que la población de 

CME era claramente distinta de la de las células endoteliales o hematopoyéticas [148]. Desde 

su descripción inicial, estas células multipotentes de la médula ósea han recibido diferentes 

nombres. Friedenstein usó el término células madre osteogénicas, mientras que Maureen 

Owen las llamó células madre estromales de la médula ósea para subrayar que generan 
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células estromales en cultivos a largo plazo. Arnold Caplan fue el primero en introducir el 

término Células Madre Mesenquimales, que se ha vuelto popular en la literatura actual. Sin 

embargo, Paolo Bianco y Pamela Robey han sugerido el término alternativo Célula madre 

esquelética para subrayar su potencial para dar lugar a los componentes celulares del 

esqueleto. Por otra parte, James Dennis ha sugerido el nombre de células progenitoras 

mesenquimales, argumentando que estas células no eran células madre per-se. Siguiendo un 

razonamiento similar, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (SITC) ha propuesto el 

término célula estromal mesenquimal multipotente [149]. 

 

3.1.2. Definición 

Las CME son un tipo de célula de origen mesodérmico, identificadas inicialmente a mediados 

de 1960 [150]. Estas CME pueden ser aisladas de varios tejidos adultos o de tejidos fetales y 

membranas, incluyendo el tejido adiposo, médula ósea, del tejido y la sangre de cordón 

umbilical [151] y de la sangre menstrual [152]. In vivo, las CME proveen soporte estructural 

en diversos órganos y regulan el flujo de varias moléculas. Su origen estromal les da la 

característica de poseer una rápida adherencia a las superficies de cultivo, así como su 

morfología fusiforme. Adicionalmente, las CME presentan una alta tasa de proliferación en 

medios de cultivo básicos (pocos suplementos) y estabilidad genómica [153].  

La SITC ha propuesto criterios mínimos para definir las características propias de las CME 

que incluyen: i) capacidad de adherencia al plástico ii) poseer morfología fusiforme, iii) 

formar colonias, iv) expresión positiva para un grupo específico de marcadores superficie 

(≥95%): CD29, CD44, CD54, CD55, CD73, CD90, CD105, CD106, CD117 y CD166 y 

ausencia de expresión de los marcadores  hematopoyéticos (≤ 2% positivo) tales como: CD14 

o CD11E, CD19 o CD79D, CD34, CD45, y el Antígeno Leucocitario Humano clase II (HLA 

clase II); entre estos marcadores, los utilizados con mayor frecuencia en la caracterización 

de las CME son: CD73, también conocido como ecto 5’nucleotidasa, CD105, conocido como 

endoglina,  y CD90 también conocido como Thy, proteína de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas; y otra de las  propiedades es v) tener la capacidad de diferenciarse in vitro 

en adipocitos, condrocitos y osteoblastos [149]. Así mismo, diferentes estudios realizados con 

CME han mostrado que estas células tienen la capacidad de auto-renovación y 

clonogenicidad [154]. 
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3.1.3. Fuentes 

Las CME han sido aisladas y purificadas de diferentes tejidos como la médula ósea [147], 

tejido adiposo [155], líquido amniótico [156], membrana amniótica [157], tejidos dentales [158], 

endometrio [159], sangre menstrual [160], sangre periférica [161], líquido sinovial [162] y 

gelatina de Wharton [163,164]. A diferencia de la médula ósea, las CME de las otras fuentes 

pueden obtenerse fácilmente por métodos no invasivos, y su proliferación se puede mantener 

hasta por 25 pases [165]. En términos generales, las CME aisladas a partir de diferentes 

fuentes se puede cultivar usando medios de cultivos suplementados, tales como el DMEM 

(Dulbecco's modified Eagle's media) [166,167], incluyendo el DMEM-bajo en glucosa 

(DMEM-LG) [168,169]. Los medios de cultivo básicos se pueden suplementar con suero de 

origen fetal bovino (SBF) al 10% [166]. Al igual que los medios de cultivo y los suplementos, 

la concentración de O2 también puede afectar a la expansión y la proliferación de las CME 

[170]. La optimización del protocolo para el aislamiento, caracterización y expansión de las 

CME es la clave del éxito para su uso de estas células como una buena fuente en la medicina 

regenerativa [167] 

 

3.1.3.1.  Gelatina de Wharton 

El cordón umbilical (CU) es una estructura que conecta la placenta con el feto, 

proporcionando así una fuente de nutrición al feto en desarrollo. Esta estructura mide de 40 

a 60 cm de largo, con una circunferencia de 1 a 2 cm y esta compuesta de una cubierta exterior 

de una sola capa de epitelio amniótico que encierra un tejido conectivo mucoide a través del 

cual tres vasos, una vena y dos arterias, transportan sangre oxigenada y desoxigenada entre 

la placenta y el feto, respectivamente. A diferencia de otros vasos de diámetro similar en el 

cuerpo humano, los vasos umbilicales comprenden sólo una túnica íntima y media, pero no 

una túnica adventicia. Se considera que las funciones adventicias de soporte vascular y 

función contráctil, las cumple el tejido conectivo mucoide de la Gelatina de Wharton (GW), 

descrita por primera vez por Thomas Wharton en 1656. De manera interesante, la gelatina 

no está inervada, ni contiene otros vasos sanguíneos o linfáticos [171] (Figura 10). 
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Figura 10: Estructura del cordón umbilical. Ubicación transversal de las principales 

estructuras del cordón umbilical. Se resalta la capa gruesa conformada por la Gelatina de 

Wharton. Imagen adaptada de la ref. [172] 

 

La GW se clasifica como un tejido conectivo. Algunos consideran que la gelatina de Wharton 

es un tejido conectivo simple en contraste con los tejidos conectivos líquidos o esqueléticos, 

pero se clasifica más comúnmente como un tejido conectivo mucoide o mucoso. Por lo 

general, otras células también están presentes en la matriz de los tejidos conectivos que 

incluyen alguna forma de tipo de célula fagocítica y también aquellas que proporcionan 

elementos vasculares y nerviosos. En este contexto, la GW del cordón humano es única entre 

los tejidos conectivos, ya que contiene únicamente células mesenquimales que comprenden 

los miofibroblastos funcionales del tejido y sus precursores. Sumado a ello, no se han descrito 

otros tipos de células en la gelatina de Wharton, ni elementos vasculares o nerviosos, excepto 

los tres vasos principales de la médula. En términos generales, se ha descrito que el 95 % de 

la GW es una matriz extracelular que comprende colágeno, glucoproteína, hilauronina, 

glicosaminoglicano sulfatado y proteínas plasmáticas difusibles [171]. 
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Las CME se pueden dividir en dos clases: las CME adultas y las CME fetales/perinatales, 

respectivamente derivadas de tejidos adultos, como la médula ósea  y el tejido adiposo, y de 

tejidos fetales/perinatales, que incluyen células obtenidas del propio embrión/feto y células 

obtenidas de tejidos extraembrionarios también conocidos como tejidos asociados al 

nacimiento, como la placenta, las células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton 

(CME-GW) y la membrana amniótica. Las CME-GW comparten muchas características con 

las CME adultas, como las derivadas de médula ósea. Sin embargo, conservan varias 

características de las células madre embrionarias, adicionalmente no forman teratomas [173] 

y su investigación no plantea ningún problema ético o legal relacionado con sus aplicaciones 

en medicina regenerativa. Durante su vida, las CME-GW, evaden los factores que propician 

el envejecimiento. Además, las CME-GW poseen un estado inmunológico privilegiado que 

las convierte en una opción favorable para aplicaciones médicas regenerativas (9).  

Las CME-GW son excelentes candidatas para aplicaciones terapéuticas y estudios de 

troncalidad debido a sus características primitivas, ya que exhiben varias características de 

las células embrionarias, como el antígeno similar a células madre embrionarias Tra-1-60, 

Tra-1-81, SSEA-1 y SSEA- 4 y numerosos genes de pluripotencia como: Oct-4, NANOG y 

SOX-2 [174]. Estudios comparativos de perfiles de expresión génica entre las CME-GW y de 

médula ósea, demostraron que las de GW expresan niveles más altos de NANOG, DNMT3B 

y GABRB3 y una mayor expresión de Brix, CD9, Gal, Kit, Rex1 y TERT como marcadores 

de pluripotencia/células madre [175]. Se cree que este perfil de expresión refleja la naturaleza 

más primitiva de las CME-GW, en comparación con sus contrapartes adultas en la médula 

ósea y ponen de manifiesto su potencial importancia para el modelamiento de enfermedades 

en las que se estudie el desarrollo de cultivos celulares desde precursores con características 

pluripotentes.  

 

3.1.3.2. Sangre menstrual 

El endometrio humano es el revestimiento mucoso del útero y consta de epitelio luminal, 

epitelio glandular y un estroma extensamente vascularizado. Estructural y fuancionalemente 

el endometrio se divide en capa superficial y profunda. La capa superficial conocida como 

región funcional consiste en los dos tercios superiores de las glándulas revestidos con epitelio 

cilíndrico pseudoestratificado rodeado por estroma vascularizado laxo; mientras que la capa 
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profunda o región basal consiste en el tercio inferior de glándulas, estroma denso y grandes 

vasos. Durante el ciclo mestrual de cada mes, la región  funcional se elimina durante la 

menstruación y se regenera mientras permanece la basal la cual posee fuertes capacidades de 

proliferación y reparación sin caerse durante el período menstrual pero genera nuevas capas 

funcionales. Este nivel de crecimiento de tejido nuevo es similar al recambio celular en el 

tejido hematopoyético de la médula ósea altamente regenerativo, la epidermis y el epitelio 

intestinal [176]. La regeneración endometrial periódica implica la presencia de células 

madre/progenitoras en el endometrio (Figura 11). Estudios en  tejido de biopsia endometrial 

han revelado la presencia de pequeñas poblaciones de células madre/estromales 

endometriales adultas con propiedades clásicas de células madre como lo son la 

clonogenicidad, autorrenovación y diferenciación [177]. Las células madre/progenitoras 

específicas que incluyen células madre/progenitoras epiteliales, células madre/estromales 

mesenquimales endometriales y células progenitoras endoteliales, se han  clasificado de 

acuerdo con la expresión de marcadores de superficie específicos en las diferentes 

poblaciones celulares en cultivo y por su potencial de diferenciación.  

 

En 2007 se identificó una nueva fuente de células madre mesenquimales a partir de la sangre 

menstrual y se les denominó células madre derivadas de la menstruación (de la sigla en inglés 

menstrual blood-derived stem cells, MenSC) [178]. Desde entonces, se ha mostrado un mayor 

interés por las MenSC debido a su abundancia, por ser una fuente continua, por tener una 

recolección no invasiva a través de copas menstruales, baja inmunogenicidad, alta 

proliferación, capacidad de diferenciación y sin dificultades mayores éticas. Los usos 

investigativos de las MenSC incluyen diferenciación en células diana, inmunomodulación, 

secreción de citoquinas paracrinas, migración e injerto en sitios lesionados. Las MenSC 

puede diferenciarse en varios linajes, incluidos los linajes endotelial, osteogénico, 

condrogénico, adipocítico, pancreático, hepático, epitelial respiratorio, cardiomiocítico y 

neuronal. Así mismo, las MenSC han mostrado poseer un gran potencial terapéutico  en 

diversos trastornos no ginecológicos, incluidos los neurológicos [179]. 
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Figura 11: Localización de las células mesenquimales estromales de flujo menstrual. 

Estructura del endometrio y localización de las poblaciones celulares. Imagen adaptada de 

las refs. [180,181]  

Se ha demostrado que las MenSC expresan no solo los marcadores de la superficie celular 

observados tradicionalmente en las CME, sino que adicionalmente expresan marcadores 

asociados con las células madre embrionarias como SSEA-4 y Oct-4. Igualmente, las células 

estromales  menstruales han demostrado tener una actividad telomerasa del 50% en 

comparación con las células madre embrionarias humanas, lo que es significativamente 

mayor en comparación con otras células embrionarias como, por ejemplo, fibroblastos 

embrionarios de ratón. Otros características incluyen la estabilidad cromosomal demostrada 

mediante el análisis del cariotipo [160] y l apresencia en cantidades variables del receptor de 

factores de células madre, cKit (CD117) [180]. 

 

3.1.4. Potencial multipotente y de transdiferenciación de las CME 

Las CME tienen la capacidad de diferenciarse en los tres linajes, ectodermo, mesodermo y 

endodermo, dependiendo de las condiciones de cultivo de diferenciación. La diferenciación 

in vitro de las CME al linaje mesodérmico: en adipocitos, osteocitos y condrocitos ha sido 

confirmada por la producción de vacuolas lipídicas, la formación de matrices mineralizadas 

y la expresión del colágeno de tipo II, respectivamente [182]. Para la diferenciación de las 

CME al linaje adipogénico, las CME se deben cultivar en condiciones específicas en 

presencia de dexametasona, indometacina, insulina e isobutil-metil-xantina durante 3 

semanas que se confirman identificando la acumulación de vacuolas lipídicas intracelulares 

[183]. El método clásico para diferenciar las CME en osteoblastos consiste en cultivar las 

CME en presencia del ácido ascórbico, β-glycerol-fosfato y dexametasona y en medio de 
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crecimiento condicionado durante 3 semanas. Estas condiciones promueven la agregación 

mineral y la actividad de la fosfatasa alcalina [147]. Las células diferenciadas a osteoblastos 

son positivas para las tinciones de rojo de alizarina y Von Kossa. Al igual que la adipogénesis 

y la osteogénesis, las CME tienen el potencial de diferenciarse en condrocitos maduros. De 

acuerdo con el protocolo estándar para la condrogénesis, las células deben ser cultivadas en 

medio DMEM suplementado con hormonas, glucocorticoides, ácidos grasos y factores de 

crecimiento [184]. Adicionalmente, las CME tienen la capacidad de transdiferenciación al 

linaje endodérmico: en presencia de medios suplementados. En este sentido, las CME pueden 

trans-diferenciarse en hepatocitos empleando los protocolos de diferenciación y de 

maduración. En el protocolo de diferenciación, las CME que se quieren trans-diferenciar a 

hepatocitos se cultivan en medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) suplementado 

con EGF (Factor de Crecimiento Epidermal), bFGF (Factor de Crecimiento Fibroblástico 

básico) y nicotinamida durante una semana. Posteriormente, se realiza el protocolo de 

maduración, las CME se cultivan con IMDM suplementado con oncostatina M, 

dexametasona e insulina-transferrina-selenio, dando lugar a la formación de hepatocitos 

maduros [185,186]. Las células de hepatocitos diferenciados expresan marcadores de 

transcripción específicos del hígado, es decir, albúmina, α-fetoproteína, el factor nuclear 4 α 

(de la sigla en inglés, Hepatocyte nuclear factor 4α, HNF-4α). Sumado a la diferenciación 

hepática, se ha reportado que las CME se han diferenciado con éxito en células β productoras 

de insulina [187]. De igual forma, se ha demostrado la capacidad de las CME de 

transdiferenciarse a linaje ectodérmico (v. gr., neuronal) en presencia de medios de inducción 

neural suplementados con un cóctel de factores de crecimiento. Varios de estos factores como 

el factor de crecimiento de hepatocitos (de la sigla en inglés, completar HGF), (de la sigla en 

inglés, completar bFGF) y (de la sigla en inglés, completar EGF) se han utilizado en cocteles 

de inducción neuronal para obtener con éxito fenotipos neuronales específicos como 

oligodendrocitos y neuronas colinérgicas [188,189]. 

 

3.1.5. Transdiferenciación neuronal colinérgica a partir de las CME 

La transdiferenciación celular es la capacidad de una célula madre adulta, para diferenciarse 

en una célula de un linaje diferente a la de su origen. De hecho, estudios in vitro han logrado 

la diferenciación exitosa en células tipo neuronal y en células precursoras neuronales (CPN) 



59 
 
 

[190]. Por lo tanto, las CME constituyen una fuente atractiva de células para la regeneración 

de tejidos lesionados en el ámbito clínico, gracias a sus características de inmadurez, su 

potencial de autorrenovación, su alta capacidad proliferativa y su capacidad de diferenciación 

y transdiferenciación [191]. Así mismo, las CME han sido utilizadas en trasplantes neuronales 

en modelos pre-clínicos múridos. [192-195].  

 

En este contexto, se ha descrito que el bFGF2 es un factor importante para inducir la 

diferenciación de las CME hacia un linaje ectodérmico [196]. Este factor trabaja en 

colaboración con la heparina, que modula la interacción del FGF con su receptor 

estabilizando dicha unión. Esta unión desencadena las vías de señalización de la trans-

diferenciación neuronal colinérgica  [197]. También se ha demostrado, que la heparina 

promueve la diferenciación de las células madre en ectodermo y neuroepitelio [198]. Por otra 

parte, el AR es otro metabolito activo bien conocido de la vitamina A, que se une a sus 

receptores nucleares, y potencializa la diferenciación neuronal [199]. De hecho, el AR actúa 

a través del receptor de membrana nuclear STRA6 e ingresa al núcleo unido a la proteína 

celular de unión a la AR 2 (CRABP2). Una vez en el núcleo, el AR se une su receptor del 

AR (RAR) y al receptor X retinoico (RXR). Esta interacción del AR con ambos tipos de 

receptores le permiten al AR ligado la unión al elemento de respuesta del AR (RARE), lo 

que induce la transcripción de los genes diana de diferenciación neuronal [200]. 

Interesantemente, se ha demostrado que el cultivo de CME obtenidas de la médula ósea 

humana en presencia del AR provocó una regulación positiva del marcador neural β-tubulina 

III después de 2-7 días, mientras que los marcadores neurales maduros (por ejemplo, el 

neurofilamento) se expresaron  después de 14 días [201].  

Interesantemente, Mendivil-Perez y colaboradores en los últimos años lograron estandarizar 

un nuevo e innovador protocolo de trans-diferenciación en un solo paso de CME a neuronas 

colinérgicas en un periodo de 4 días inferiores al rango reportado en la literatura científica de 

2 o más pasos y por un período de 4-35 días por otros investigadores (220). Este protocolo 

permitió la caracterización de neuronas por medio de la identificación y cuantificación de los 

niveles de la expresión de los factores de transcripción de pluripotencialidad SOX2 y 

proliferación Ki-67 al día 0 previo a la inducción de diferenciación, y de marcadores de linaje 

colinérgicos específicos como la ChAT, el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) 
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y la acetilcolinesterasa (AchE). De igual forma se logró, identificar y cuantificar niveles 

elevados de marcadores de superficie neuronales específicos como NeuN, TUC-4, NF-L, -

Tubulina III y MAP2 y la respuesta positiva al estímulo modulador de niveles intracelulares 

de Ca2+ inducido por la acetilcolina.[202]. Dada la factibilidad de aceptación del aval de los 

comités de ética, la fácil obtención de las CME, sus propiedades celulares; como su alta y 

eficiente capacidad de transdiferenciación del 80 % de neuronas colinérgicas en corto tiempo, 

y una baja respuesta inmune que facilita la terapia celular, (220). Estas células pueden ser 

consideradas como un excelente modelo y herramienta de estudio para modelar y recrear la 

neuropatología de la EAF PSEN1 E280A. La tabla 2 describe un resumen de diferentes 

protocolos de transdiferenciación de CME en NC obtenidas de varias fuentes.  

Publicación Especie/Fuente Pasos Tiempo Fenotipo 

Qi et al 2010 [203] Mono Rhesus/ 

Médula ósea 

1 Hasta 14 

días 

 

Nestina: ~73%; NSE: 

~97%; Sinapsina: ~98%; 

neurotransmisor  AChE: 

~98%; 

GFAP: ~1% 

Liu et al 2013 [204] Humano/ 

Cordón 

Umbilical 

1 15 días MAP2: ~54%; Hb9: ~35%; 

ChAT: ~43%; GFAP ~3% 

Liang et al 2013 

[205] 

Humano/ 

Cordón 

Umbilical 

3 20 días NF: ~29%; ChAT: ~26% 

 

Borkowska et al 

2015 [206] 

Ratas Wistar/ 

Médula ósea 

3 35 días Gad67: ~ 17%; Acht 

(ChAT): ~7% 

Thangnipon et al 

2016 [207] 

Humano/ 

Líquido 

amniótico 

2 4 días -Tub-III +; ChAT+ 

 

Marei et al 2018 

[208] 

Humano/ 

Tejido adiposo 

1 15 días TUBB+; MAP2+; ChAT+; 

TH+ 
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Mendivil-Perez et 

al 2019 [202] 

Humano/ 

Cordón 

Umbilical 

1 4-7 días MAP2: +; -Tub-III+; 

GFAP-; TH-; GAD67-; 

VaCHT+:~80% 

ChAT+: ~80%; AChE +; 

Respuesta de Ca++ al 

estímulo con 

aceltilcolina+ 

Tabla 2. Protocolos de transdiferenciación colinérgica de CME obtenidas de varias 

fuentes. MAP2: Proteína 2 asociada a los microtúbulos; Hb9: Homebox 9; ChAT: Colina 

acetiltransferansa; GFAP: Proteína ácida fibrilar glial; AChE: Acetilcolinesterasa; NSE: 

Enolasa específica neuronal; NF: Neurofilamento; GAD67: Glutamato descarboxilasa 67; 

TUBB: Beta tubulina; -Tub-III: Beta tubulina III; VaCHT: Transportador vesicular de 

acetilcolina. 

 

3.2. MODELOS 2D PARA EL ESTUDIO DE PATOLOGÍAS CEREBRALES 

Durante las dos ultimas décadas se han establecido diversos protocolos para la obtención de  

varias poblaciones neuronales y su mantenimiento en cultivos in vitro [209-211]. Las neuronas 

primarias de regiones específicas del cerebro pueden ser el modelo celular ideal (por ejemplo,  

neuronas del hipocampo para la EA), pero son menos abundantes y no siempre son fáciles 

de aislar ni de cultivar. Las variaciones en las preparaciones y la siembra de los cultivos 

neuronales primarios, como la edad y el sexo de los animales, la densidad de siembra, los 

días in vitro, la composición del medio y la disponibilidad del sustrato, pueden alterar la 

fisiología neuronal, la función mitocondrial y la viabilidad, y contribuir a la heterogeneidad 

en resultados experimentales [212-214]. Las neuronas también pueden diferenciarse a paritr 

de células proliferativas, como las células progenitoras neurales de la zona subventricular 

(ZSV) de ratones adultos [215]. En el cerebro postnatal de los mamíferos, las células madre 

neurales (CMN) residen en un compartimento único después del desarrollo embrionario y 

generan nuevas células durante toda la vida del animal. En condiciones normales, la 
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neurogénesis postnatal se produce sólo en dos regiones neurogénicas principales, la ZSV del 

ventrículo lateral y de la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo [216]. La 

ZSV se compone de una capa delgada de células en división que se extiende a lo largo de las 

paredes laterales del ventrículo lateral. Basados en las características ultraestructurales y la 

duración del ciclo celular, en esta zona se han identificado cuatro tipos de células: astrocitos 

(células tipo B), células de amplificación transitorias (células tipo C), neuroblastos 

migratorios (células tipo A), y las células ependimales [217]. Estas células se encuentran en 

distintas etapas de diferenciación y se ha establecido una progresión de linaje, siendo las 

células de tipo B los precursores primarios (células madre neuronales bona fide) que generan 

progenitores altamente proliferativos. 

 

Los primeros experimentos in vitro encontraron que el tejido obtenido de la ZSV contenía 

una subpoblación de células precursoras multipotentes, que bajo condiciones que 

involucraban el uso de factores de crecimiento fueron capaces de producir clones y auto-

renovarse [218]. Estos clones proliferaron y dieron lugar a agregados de células esféricas 

conocidas como “neuroesferas”. En la actualidad, el ensayo de neuroesferas es el criterio más 

comúnmente aceptado para la demostración de la obtención de CMN in vitro. Las CMN 

obtenidas de la ZSV proliferan en presencia del factor EGF y forman neuroesferas de 50 a 

150 µm de diámetro que proliferan en condiciones de indiferenciación [219]. La cantidad de 

neuroesferas puede ser ampliada, o diferenciada tanto in vitro como in vivo en células 

neuronales y gliales. Estos resultados demuestran que las CMN poseen la capacidad de la 

auto-renovación, multipotencialidad y pluripotencia. A pesar de que las CMN poseen un 

amplio potencial para el estudio de la EA, uno de los inconvenientes que debe ser superado 

con miras a su uso definitivo, es garantizar la generación de los tipos de neuronas específicas 

o de células gliales in vivo por lo tanto se debe seguir investigando los mecanismos que 

permitan asegurar la diferenciación completa en un tipo celular en particular y detener el 

estado altamente proliferativo [215]. 

 

Actualmente, se acepta ampliamente que las poblaciones agrupadas de microglia reactivas 

son características de la EA, y es probable que estas células cerebrales contribuyan a los 

mecanismos de daño neuronal y pérdida cognitiva [220]. De hecho, La microglía es conocida 
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como los macrogafos residentes y las células inmunes innatas del cerebro. En las últimas 

décadas, ha habido un mayor interés en la microglía, ya que muchos investigadores han 

reconocido la importancia de esta célula en la homeostasis, así como en varias patologías, 

del sistema nervioso central como la EA [220].Por lo tanto, los cultivos in vitro de microglía 

presentan una herramienta útil para estudiar el estado de activación, los factores liberados, la 

motilidad y otros componentes cruciales que caracterizan a este tipo celular, que no pueden 

examinarse directamente in vivo [221]. En este sentido, estudios in vitro de  microglía 

expuestos a oligómeros de βA mostraron su activación y  neurotoxicidad [222]. 

 

Aunque este modelo celular de cultivos primarios, puede ser útil  para medir proteínas y 

marcadores celulares; sin embargo, las cantidades excesivas de preparaciones para cada 

experimento hacen que este modelo consuma más tiempo y sea menos atractivo en 

comparación con otros modelos que tienen un tiempo de preparación más corto, y que 

mantienen las propiedades celulares por un numero alto de pasajes. Además, las poblaciones 

no son completamente homogéneas para la microglía porque se pueden tener cultivos mixtos  

astrocitos u oligodendrocitos en el cultivo.  

 

Las líneas celulares derivadas de cerebro humano, como el SH-SY5Y o de roedores como 

PC12, N2a y HT22, pueden diferenciarse a un estado neuronal postmitótico [223,224], pero 

no muestran un fenotipo neuronal verdadero (por ejemplo, carecen de receptores funcionales 

NMDA incluso después de la diferenciación), y sus propiedades bioenergéticas y 

neurotóxicas difieren de las neuronas primarias [223]. Si bien su facilidad de cultivo y 

transfección los convierte en una herramienta variable entre la conveniencia y relevancia 

científica, los hallazgos en estos modelos celulares deben complementarse con experimentos 

en cultivos primarios o modelos in vivo. Adicionalmente se han creado otras poblaciones 

celulares involucradas en la EA como la microglia, la creación de estas líneas celulares 

inmortalizadas ha mostrado ser un modelo de alto rendimiento para la experimentación, 

además de ser completamente homogéneas en todo el cultivo. Sin embargo, este tipo de 

células gliales inmortalizadas presentan una respuesta inflamatoria que no es idéntica a los 

cultivos primarios, sumado a esto, las células inmortalizadas están sujetas a cambios 
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morfológicos y genéticos que afectan la fiabilidad de los resultados derivados de estos 

estudios [221]. 

 

En 2006, el grupo de Yamanaka de la Universidad de Kyoto publicaron un descubrimiento 

histórico muy importante que les daría el premio nobel de fisiología y medicina en el 2012, 

ya que con la expresión de solo cuatro factores de transcripción asociados a la pluripotencia, 

Oct3/ 4, Sox2, c-Myc y Klf4 (OKSM), en células de fibroblastos de ratón indujeron la 

reprogramación de células diferenciadas a células inmaduras generando células similares a 

las embrionarias (de su sigla en inglés Embrionic Stem Cells: ESC), a las que se les denominó 

células madre pluripotentes inducidas (iPSC). Estas células son similares a las ESC en su 

morfología, expresión génica, proliferación y formación de teratoma [225]. Actualmente, la 

iPSC se utilizan ampliamente para diversas aplicaciones, como la terapia celular autóloga, el 

modelado de enfermedades monogénicas y multigénicas, y como sustratos o modelos de 

plataformas para evaluar toxicidad, diferenciación y tamizaje  de fármacos en el diseño de 

terapias. La reprogramación depende de la incorporación eficiente y la expresión adecuada 

de los factores de pluripotencialidad en tipos celulares diferenciados (v.gr. fibroblastos, 

linfocitos, queratinocitos primarios humanos, las células CD133+ de sangre de cordón 

umbilical y las células mononucleares de sangre periférica [226], bajo condiciones de cultivo 

particulares y dentro de un período de tiempo. Aunque la reprogramación directa es una 

técnica sencilla, es un proceso lento que depende del tipo de célula, la especie y el método 

empleado de transfeccion. Todos estos factores pueden dificultar la eficiencia, la 

reproducibilidad y la calidad de las iPSC resultantes. Hasta la fecha, las células somáticas 

donantes más populares son los fibroblastos, que se han utilizado en más del 80% de todos 

los experimentos de reprogramación publicados.  

  

Para el modelamiento de la EA, las iPSC se han diferenciado terminalmente en neuronas (-

tubulina+, MAP2+, ChAT+) y astrocitos (GFAP+) [227,228]. En este contexto, Yagi y 

colaboradores establecieron la primera prueba de principio del modelado basado en iPSC, 

generando iPSC de pacientes con EA portadores mutaciones PSEN1 (A264E) y PSEN2 

(N141I). En este trabajo, los sobrenadantes neuronales mostraron índices elevados de la 
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relación extracelular de A42/A40 en comparación con los controles. Por el contrario, el 

tratamiento de un inhibidor de la -secretasa redujo significativamente los niveles de A y la 

proporción de A42/ A40 [227]. Sin embargo, Sproul y colaboradores desarrollaron líneas 

adicionales de iPSC a partir de pacientes con mutaciones en PSEN1 (A264E y M146L) en 

las que encontraron niveles similares de la proporción de A42/ A40 en células progenitoras 

neurales derivadas de iPSCs de pacientes, comparadas con las de controles [229]. La taupatía, 

también se ha explorado en las iPSC de pacientes con EA esporádica en las que se ha 

mostrado una acumulación anormal de Tau fosforilada (fosfo-Tau) y activación de la quinasa 

de Tau GSK-3 (aGSK-3) [228]. Así mismo, Duan y cols. han optimizado un protocolo de 

diferenciación neural de iPSC, enriquecido para neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal 

(BFCNs). Las BFCNs juegan un papel importante en la memoria, y una pérdida sustancial 

de estas neuronas ha sido reportada desde el principio en pacientes con EA [230]. En este 

trabajo, las BFCNs derivadas de iPSCs provenientes de pacientes con EA esporádica 

mostraron altos índices A42/ A40, así como vulnerabilidad a la muerte celular mediada 

por glutamato [231]. Kondo y cols., generaron iPSCs a partir de dos pacientes con EAF 

portando mutaciones específicas en el gen de la PPA (E693, V717L) y a partir de dos 

pacientes con EA esporádica. En este trabajo se detectó la acumulación intracelular de 

oligómeros de A y se detectaron EROs en las neuronas y astrocitos de pacientes [232]. En 

otros trabajos, Armijo y cols. encontraron que las neuronas derivadas de pacientes con EAF 

tienen una mayor susceptibilidad a los oligómeros de A42 en comparación con las neuronas 

provenientes de individuos sanos y con EA esporádica. Sus hallazgos sugieren que las 

neuronas de personas con mutación PSEN1-A246E tienen propiedades intrínsecas que las 

hacen más susceptibles a los efectos tóxicos de los oligómeros del A [233]. Recientemente, 

Mendivil-Perez y cols. describieron por primera vez la obtención y caracterización de iPSC 

provenientes de un paciente masculino con la mutación “Paisa” PSEN1-E280A. Este trabajo 

mostró que los precursores neuronales obtenidos a partir de estos pacientes presentan una 

incapacidad para convertirse en neuronas maduras iniciando un proceso de muerte masiva 

durante el proceso de diferenciación, evidenciada por la activacion de la caspasa 3, y la 

acumulación de A42 en sobrenadantes. Interesantemente, en este caso clínico, el fenómeno 
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de susceptibilidad de las neuronas precursoras a sufrir muerte estuvo asociado  a la pérdida 

del cromosoma Y en las neuronas del paciente [234]. 

 

A pesar de que las iPSCs constituyen una tecnología novedosa y han demostrado ser de gran 

utilidad para el modelamiento de la EA por su capacidad de proliferación, de recapitulación 

de marcadores patológicos y de diferenciación  a los diferentes linajes celulares; existen 

dificultades asociadas con el mantenimiento en el tiempo de los cultivos de iPSCs 

pluripotentes y de su progenie en estado diferenciado. El cultivo de iPSCs puede consumir 

mucho tiempo (más de 3 meses) y ser costoso, además, es difícil mantener las células en un 

estado pluripotente, por lo que pequeños cambios en las condiciones de cultivo como por 

ejemplo, factores de crecimiento, pueden conducir a la diferenciación espontánea o incluso 

a la reducción de la proliferación [235]. Así mismo, los protocolos para la diferenciación de 

iPSCs en neuronas plantean dificultades adicionales, como el proceso de diferenciación a 

neuronas es particularmente lenta y a menudo implica múltiples pasos, con requerimientos 

especiales de citoquinas las cuales son proteínas recombinantes costosas y que pueden 

constituir fuentes de variabilidad y de heterogeneidad celular con diferentes tipos de neuronas 

y de células gliales, lo cual dificultaría su uso como modelo de diseño terapeútico [235]. Otra 

consideración con respecto a los protocolos actuales de diferenciación neuronal, a partir de 

las iPSCs es que suelen tardar entre 50 y 100 días antes de que se utilicen para su 

diferenciacion en neuronas adultas [236,237].  

 

3.3. ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES (3D) PARA EL MODELAMIENTO DE 

PATOLOGÍAS CEREBRALES 

3.3.1. Historia y antecedentes 

Con el fin de reproducir completamente el microambiente celular in vivo y dado que las 

células que se cultivan en monocapa en superficies planas y no permite recrear el entorno 

natural tridimensional (3D) de las células. Históricamente los esfuerzos científicos se 

encaminaron en el desarrollo de plataformas celulares con enfoques novedosos que 

permitieran recrear un entorno fisiológicamente más relevante en forma de cultivo celular 

tridimensional [238] (Figura 12). Los métodos actuales para el desarrollo de cultivos 3D son 

el producto de la técnica de cultivo de tejido de gota colgante, iniciada y desarrollada por 
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Ross Harrison en el año1906, quien tomó un fragmento de cordón nervioso embrionario y lo 

colocó sobre una gota de linfa en un cubreobjetos, que fue invertido y sellado sobre un 

portaobjetos hueco [239]. Esta metodología empleada por Harrison proporcionó un ambiente 

adecuado para que las fibras nerviosas crecieran en el medio. Otros investigadores adaptaron 

este sistema a cultivos de tejidos de diversas regiones de embriones de pollo y en diferentes 

períodos prolongados de tiempo [240]. Ya en 1907, Wilson [241] demostró que las esponjas 

podían descomponerse en células individuales que podían re-asociarse en estructuras 

similares a los tejidos. Igualmente sucedió con los celenterados en 1914 [242] y las 

investigaciones  de embriología, especialmente en la morfogénesis de las extremidades, lo 

que condujo al desarrollo de cultivos en tubo en 1926 que consistían en una superficie de 

vidrio cóncava que sostenía un coágulo de plasma en el centro sobre el cual se embebía y 

cultivaba el fragmento de tejido o rudimento del órgano y los cultivos de las células 

embrionarias de anfibios en 1948 [243].  

 

Figura 12: Línea de tiempo de los descubrimientos y establecimientos de protocolos 

relacionados con el diseño de cultivos 3D. 
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Posteriormente, durante la década de los 1950s, muchos órganos se habían cultivado in vitro, 

pero con las limitaciones impuestas por estos métodos de cultivo. La mayoría de los 

investigadores trabajaron para evitar la migración de células de la muestra de tejido, trataron 

de optimizar las condiciones de intercambio de gases y reducir la necrosis. En este mismo 

período de tiempo, los investigadores comenzaron a analizar la capacidad regenerativa de las 

células disociadas. Sumado a ello, en 1956 que Robert Ehrmann y George Gey, publicaron 

un método para reconstituir el colágeno extraído de los tendones de la cola de rata como un 

gel transparente, para confirmar la funcionalidad del colágeno, cultivaron las fibroblastos de 

origen animal y humano en presencia de este gel transparente y observaron que crecían  y 

tenían una viabilidad mayor que en plasma [244]. Por esa misma época, Mandl et al aislaron 

colagenasa de Clostridium histolyticum [245], y un año después en 1957, Lasfargues y 

colaboradores  establecieron un método utilizando colagenasa para disociar el tejido de la 

glándula mamaria del ratón adulto, generando esferoides mamarios (fragmentos de 

conductos) desprovistos de fibroblastos y adipocitos[246]. Esta observación condujo al 

establecimiento de un método para producir millones de hepatocitos viables por Berry y 

Friend en 1969 al perfundir hígados con esta misma colagenasa [247]. Dos años después, en 

1971 Bissell y Tilles demostraron  que los hepatocitos embrionarios y adultos crecían mejor 

en presencia del colágeno, sin embargo después de uno o más días en cultivo las células 

empezaban a perder sus funciones de diferenciación [248]. 

 

Cuatro años más tarde,  Michalopoulos y Pitot determinaron [249] que era posible inducir la 

diferenciación de células epiteliales específicas del parénquima hepático modificando el 

comportamiento del sustrato al que estaban unidos. Estos investigadores observaron que 

cuando las células ejercían presión sobre los geles de colágeno, los geles se separaban y 

flotaban en la parte superior del medio. y esta flotación creaba un ambiente más permisivo 

para la diferenciación, aunque el mecanismo por medio del cual ocurría este evento no fue 

descrito, lograron evidenciar que las células hepáticas adultas expresaron marcadores de 

diferenciación específicos del tejido. Emerman y Pitelka en 1977 realizaron el mismo 

experimento con células epiteliales mamarias normales disociadas derivadas de ratones 

gestantes en presencia de hormonas lactogénicas y demostraron que cuando los geles 

flotaban, las células mantenían cierta expresión de proteínas de la leche durante un mes en 
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cultivo, un fenómeno que no se observó en las células cultivadas en plástico o vidrio [250]. 

Mientras tanto, en New Jersey, Richard Swarm y su grupo estaban trabajando en la 

caracterización de explantes primarios en geles de matriz extracelular (MEC) de los 

condrosarcomas, desentrañando las interacciones entre el colágeno, el ácido hialurónico y las 

proteínas asociadas. Durante su investigación, aislaron un gel con características de la 

membrana basal y lo llamaron sarcoma EHS usando las iniciales de los tres investigadores 

que lo descubrieron: Engelbreth, Holm y Swarm  [251]. Este fue el descubrimiento de lo que 

hoy se conoce como Matrigel descrito por Kleinman y Martin [252]. 

 

Estudios posteriores se focalizaron en el análisis de los componentes de la matriz extracelular 

(MEC), clave en la formación y mantenimiento de las estructuras 3D. En este sentido, Orkin 

y colaboradores determinaron que el colágeno IV, era un componente principal de la matriz 

y se podía aislar de un  tumor de roedor [251]. Así mismo,  un año después, se identificó  la 

fibronectina como un componente principal de la membrana basal [253]. Dos años después, 

en 1979 se caracterizó la glicoproteína laminina, aislada de la matriz del sarcoma de EHS 

[254] y se determinó que era un componente de las membranas basales en los tejidos normales 

empleando anticuerpos anti- laminina. Entre 1980 y 2016 se trabajó en la comprensión de los 

mecanismos de la morfogénesis y se preparó el escenario para la nueva era en el desarrollo 

de cultivos 3D. De hecho, en 1980, los investigadores ya tenían las herramientas moleculares 

y los conceptos para comenzar a desentrañar los misterios que rigen la función y la 

morfogénesis específicas de los tejidos. En 1981, Bissell y colaboradores demostraron que la 

MEC regulaba la expresión génica [255]. Este concepto de que ciertos componentes de la 

matriz regulaban la morfogénesis y la diferenciación celular condujeron a la pregunta ¿Cuál 

era el mecanismo exacto de esa regulación? En 1992, se sugirió que los componentes de la 

MEC estaban interactuando con los elementos de respuesta en el núcleo [256]. La primera 

evidencia de que la MEC, a través de la interacción directa con las integrinas, estaba 

regulando la expresión y diferenciación génica se produjo en 1991 cuando Streuli et al. [257] 

introdujeron células mamarias individuales dentro de una MEC rica en laminina y mostraron 

que estas células podían sintetizar β-caseína cuando la laminina estaba presente. Estos 

hallazgos dieron paso a la identificación de la importancia de la MEC en la generación y 

regulación del crecimiento y morfogénesis de estructuras celulares tridimensionales. 
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A medida que se avanzaba en el campo del desarrollo de los cultivos 3D tipo organoide con 

el descubrimiento de los componentes de la MEC, simultáneamente se ampliaba el 

conocimiento de la biología molecular de las células madre. En este contexto, en 1981, Evans 

y Kaufman establecieron cultivos de células madre pluripotentes derivadas de cultivos in 

vitro de blastocitos de ratón [258]. En 1996, los primeros cultivos de neuroesferas (cultivos 

flotantes de precursores neuronales) se caracterizaron a partir de embriones de ratón [259]. En 

1998 Thomson y colaboradores establecieron líneas celulares pluripotentes derivadas de 

blastocisto humano [260]. Posteriormente, células madre embrionarias de ratones y humanos 

se utilizaron para generar organoides de tejidos cerebrales corticales polarizados en platos de 

cultivo [261]. Las células madre pluripotentes inducidas, un avance que tuvo lugar en 2007, 

han proporcionado una herramienta adicional para estudiar la morfogénesis [262]. Para el año 

2013, Lancaster y colaboradores establecieron un método de cultivo que permitió la 

generación de organoides cerebrales a partir de células madre pluripotentes inducidas 

derivadas de fibroblastos de piel de un paciente con microcefalia [263]. En una revisión 

reciente, Kelava y Lancaster describieron la importancia de la MEC y el microambiente en 

los avances recientes en cultivos de organoides/esferoides de tejidos cerebrales [264], 

demostrando la relevancia que el siglo pasado ha tenido en los avances actuales en los 

cultivos 3D y su aplicación en estudios en procesos fisiológicos y patológicos del cerebro.  

 

3.3.2. Diferencias entre los cultivos celulares 2D y 3D 

El cultivo celular bidimensional (2D) ha representado durante mucho tiempo el principal 

método de investigación in vitro y gracias a él se han desarrollado varios avances 

diagnósticos, farmacéuticos y toxicológicos. Sin embargo, este modelo presenta algunas 

limitaciones que pueden superarse con el enfoque de cultivo celular de nueva generación 

[265,266]. En el cultivo 2D tradicional generalmente las células crecen en una monocapa sobre 

vidrio o, más comúnmente, frascos de plástico de poliestireno para cultivo de tejidos drogas 

(Figura 13A), los cultivos celulares en 3D las células crecen en agregados, esferoides 3D 

usando un andamio y matriz o sin andamios drogas (Figura 13B). En el cultivo tradicional 

en monocapa 2D, las células se adhieren y crecen en una superficie plana. Tal configuración 

de monocapa permite que todas las células reciban una cantidad homogénea de nutrientes y 
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factores de crecimiento del medio durante el crecimiento [267]. La monocapa se compone 

principalmente de células proliferantes, ya que las células necróticas generalmente se 

desprenden de las superficies y se eliminan fácilmente durante el cambio de medio. Las 

células cultivadas en cultivo 2D suelen ser más planas y estiradas de lo que parecerían in 

vivo. La morfología celular anormal en el cultivo 2D influye en muchos procesos celulares, 

incluida la proliferación celular, la diferenciación, la apoptosis y la expresión de genes y 

proteínas (273). Como resultado, las células cultivadas en 2D pueden no comportarse como 

lo harían en el cuerpo porque este modelo tiene como limitante que  no recrea adecuadamente 

el microambiente natural  in vivo [268]. Se han investigado tecnologías, como el nanopatrón, 

que imita las características topográficas de la MEC, para mejorar la función y el 

comportamiento celular en los  cultivos celulares 2D [269]. Sin embargo, todavía no es claro 

y está bajo investigación, si estos cambios metodológicos mejoran la función celular del 

modelo 2D de emular mejor los comportamientos in vivo. A pesar de las limitaciones 

anteriormente descritas, el cultivo celular 2D tradicional sigue siendo la plataforma de prueba 

in vitro más común en la detección de drogas. 

 

A diferencia del cultivo de monocapa 2D, los sistemas de cultivo 3D, las células forman 

agregados o esferoides sobre una matriz, dentro de una matriz o en un medio en suspensión. 

En estos agregados celulares, las interacciones célula-célula y las interacciones célula-MEC 

imitan más estrechamente el entorno natural que se encuentra in vivo, de modo que la 

morfología celular se asemeja mucho a su forma natural en el cuerpo. Además, los cultivos 

3D se componen de células en diversas etapas, que generalmente incluyen células 

proliferativas, inactivas, apoptóticas, hipóxicas y necróticas. Las capas externas de un 

esferoide, que está altamente expuesto al medio, se componen principalmente de células 

viables y células en proliferación. Las células centrales reciben menos oxígeno, factores de 

crecimiento y nutrientes del medio, y tienden a estar en un estado inactivo o hipóxico (Figura 

13C). Dicha heterogeneidad celular es muy similar a los tejidos in vivo [270,271]. Dado que 

la morfología y las interacciones de las células cultivadas en cultivos 3D es más similar a lo 

que ocurre in vivo, los procesos celulares de estas células también imitan de forma más 

cercana a lo que esta ocurriendo in vivo. 
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Figura 13: Esquematización del cultivo celular en monocapa bidimensional tradicional 

(2D) y de los sistemas de cultivo celular tridimensional (3D). (A) Representación gráfica 

de un cultivo celular monocapa bidimensional tradicional; (B) Representación gráfica 

sistemas de cultivo celular tridimensional; (C) Estructura de un cultivo tridimensional 

(esferoide) con diferentes zonas de células indicando áreas de oxigenación, nutrición y 

eliminación de CO2. Esferoide tridimensional en donde se describe desde el interior hacia la 

parte externa, observándose: una zona necrótica (más interna), zona celular viable quiescente 

(media) y la zona de proliferación (más externa). Adaptada de [272].  
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3.3.3. Esferoide cerebral versus Organoide cerebral 

3.3.3.1. Definición 

Los avances recientes en biología celular, técnicas de microfabricación e ingeniería de tejidos 

han permitido el desarrollo de una amplia gama de tecnologías de cultivo celular en 3D. Estas 

estructuras de cultivos 3D, se han utilizado para reproducir las características morfológicas, 

funcionales y el microambiente de tejidos y órganos humanos. Se han generado dos tipos 

principales de estructuras 3D. Los esferoides son grupos simples de células de amplio 

espectro, como las de tejido tumoral, cuerpos embrioides, hepatocitos, tejido nervioso o 

glándulas mamarias. No requieren un andamiaje para formar cultivos 3D; lo hacen 

simplemente pegándose unos a otros. Sin embargo, no pueden autoensamblarse ni 

regenerarse [273]. Por otra parte, los organoides son grupos complejos de células específicas 

de órganos, como las del estómago, el hígado o el cerebro.  Estos están hechos a partir de 

células madre o células progenitoras y se autoensamblan cuando se les proporciona un 

entorno extracelular de andamiaje. Un organoide es una versión reducida y simplificada de 

un órgano que se fabrica en el laboratorio mediante métodos de cultivo específicos. Están 

formados por muchas células diferentes que se organizan en estructuras tridimensionales de 

tamaño reducido (de micrómetros a centímetros), similares a los tejidos u órganos vivos 

correspondientes (ej. pulmón, hígado, etc.). Es decir, los organoides pueden llegar a tener 

características estructurales y funcionales de los órganos humanos. Cuando eso sucede, se 

convierten en versiones microscópicas de los órganos originales viables para el estudio en 

3D.  

3.3.3.2.  Métodos para la obtención de estructuras 3D 

Existen cuatro métodos diferentes para el cultivo de esferoides. El primer (1) método consiste 

en el uso de placas de baja adherencia para promover la autoagregación y autoensamblaje de 

células en forma de esferas [274]. Estas placas no solo tienen un revestimiento de superficie 

de fijación ultra-bajo para minimizar la adherencia celular, sino que también poseen una 

geometría bien definida (por ejemplo, fondo redondo, cónico o en forma de U) para conducir 

y colocar un esferoide dentro de cada pozo (Figura 14A).  
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El segundo (2) método consiste en utilizar placas de gota colgante (HDPS, por sus siglas en 

inglés, Hanging Drop Plates) en donde las células se dispensan en la parte superior de un 

pozo, estas se segregan hacia la gota de medio formada debajo de la abertura del pozo, 

formando esferas. Similar a las placas de baja adhesión, el HDPS también se puede usar para 

el co-cultivo de esferoides, en el que se agregan múltiples tipos de células al momento de la 

dispensación inicial o de forma secuencial para promover la formación de esferoides 

multicelulares [275] (Figura 14B). El tercer método (3) para obtener esferoides es el uso de 

un biorreactor como por ejemplo, un Matraz giratorio o biorreactor de microgravedad para 

inducir la autoagregación de la células  en esferoides en condiciones de cultivo dinámico 

[276]. Este método permite la producción a gran escala de esferoides. Sin embargo, este tiene 

desventajas asociadas con el esfuerzo cortante inducido por el flujo de fluidos, así como la 

falta de uniformidad en el tamaño de los esferoides producidos (Figura 14C). El cuarto 

método (4) consiste en utilizar superficies con diseño micro/nano como andamios para 

controlar la adhesión y la migración celular, permitiendo así la generación de cultivos de 

esferoides [277]. Existe una amplia gama de andamios a nanoescala impresos en un sustrato 

plano para la selección de patrones apropiados y propiedades adhesivas para una variedad de 

tipos de células. Similar a las placas de baja adherencia, estas placas de micro-patrón tienen 

poca variación de pozo a pozo y de placa a placa, lo que las hace compatibles con detección 

de alto rendimiento [278] (Figura 14D). 

 

Figura 14: Cuatro técnicas utilizadas para la generación de cultivos en 3D. (a) Pozo de 

placas de baja adherencia celular formando esferoides en el fondo. (b) Gota de placa colgante 

donde las células se dividen y se autoorganizan en un esferoide. (c) Cultivo en suspensión en 

biorreactor donde las células se autoagregan en esferoides. (d) Una columna representativa 

de placas micro-patrón donde las células se enriquecen en la parte superior de la columna 

para formar un esferoide. Tomada de la ref. [278]. 
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3.3.3.2.1. Cultivos en suspensión líquida y gotas colgantes 

La gota colgante (Hanging-drop) fue la primera técnica para generar estructuras 

tridimensionales, mediante el cultivo de gotas suspendidas de la (s) línea (s) celular (s) 

deseada (s) para forzar la agregación. De hecho, Robert Koch et al. inventó la metodología 

de colgar en la década de 1880 para cultivar bacilos de ántrax en una gota suspendida de 

líquido tomada de ojos de buey en un portaobjetos de microscopio cóncavo especial. Más 

tarde, Harrison adoptó este método para controlar el crecimiento nervioso. El trabajo pionero 

de Harrison condujo al desarrollo de varias técnicas para el cultivo a corto plazo de tejidos 

disecados a principios del siglo XX [279]. Holtfreter en 1944, introdujo la técnica de la gota 

colgante para la producción de esferoides en 3D a partir de cultivos de células madre 

embrionarias. La técnica más tarde se convirtió en la base de modelos de cultivo 3D sin 

andamios capaces de generar esferoides multicelulares. Los esferoides resultantes podrían 

poseer un tamaño y forma constantes controlados por el ajuste a una densidad específica de 

la siembra celular. Al principio, la técnica de la gota colgante se llevó a cabo en la tapa de la 

placa de Petri, dejando caer un pequeño volumen de máximo de 50 μL de suspensión celular, 

con una densidad celular específica sobre la tapa. Posteriormente, la tapa se invirtió y las 

alícuotas de suspensión celular se convirtieron en gotas colgantes sin gotear debido a la 

tensión superficial de la suspensión celular. En consecuencia, las células se vieron obligadas 

a acumularse en la punta inferior de la gota, en la interfaz líquido-aire, y agregarse y proliferar 

aún más hasta que se formaron esferoides.  La técnica de la gota colgante es relativamente 

simple y aplicable a numerosas líneas celulares, y su reproducibilidad es casi del 100% en la 

generación de esferoides 3D [280]. El esferoide 3D obtenido por medio de esta técnica tiende 

a estar encogido en lugar de agregarse libremente, y se observó una baja variabilidad en los 

tamaños. El inconveniente innegable de la técnica de caída colgante es el volumen limitado 

de la suspensión celular. Solo se pueden acomodar hasta 50 μL de suspensión sobre la 

superficie invertida ya que la tensión superficial no es suficiente para mantener los líquidos 

adheridos a la superficie [281]. Otra limitación es la dificultad de cambiar el medio de cultivo 

durante el cultivo sin alterar los esferoides. 

 

3.3.3.2.2. Hidrogeles 



76 
 
 

Los hidrogeles son las redes de material polimérico reticulado, que generalmente se 

componen de polímeros hidrofílicos con alto contenido de agua. Los geles exhiben una 

rigidez similar a un tejido blando para parecerse a la MEC natural porque están hechos de 

mezclas de polímeros naturales como el colágeno y el alginato, dos de los sustratos más 

utilizados en el desarrollo de cultivos celulares en 3D, con el fin de asemejarse a diversas 

características de la MEC nativa para inducir la interacción MEC-célula [282]. El uso más 

común de hidrogeles se debe combinar con una preparación de membrana basal reconstituida 

extraída del sarcoma de ratón, que ha sido comercializada por la marca registrada Matrigel 

(Corning) [283]. Generalmente, los hidrogeles se fabrican a base de polímeros sintéticos y 

naturales, que son materiales absorbentes de agua, hidrófilos y altamente flexibles. Con 

procesos de fabricación bien controlados y la composición del material bien definida, los 

hidrogeles se han convertido en los materiales destacados para el desarrollo de andamios 3D. 

El cultivo celular 3D que se lleva a cabo mediante hidrogeles se puede integrar con otros 

modelos de cultivo celular, como cultivos de esferoides celulares, cultivos celulares basados 

en andamios y cultivos celulares basados en microchips. Así mismo, los hidrogeles son una 

técnica potencial para ser utilizada para la tecnología 3D in vitro debido a su 

biocompatibilidad, contenido de agua suficiente y propiedades mecánicas similares a las de 

la MEC [284]. Aunque los hidrogeles no se usan rutinariamente en el campo de la detección 

de drogas, se han utilizado ampliamente para el desarrollo de la ingeniería de tejidos para 

simular los cartílagos, vasos sanguíneos, huesos y otros tejidos. Los hidrogeles también 

facilitan el suministro de moléculas solubles o de señalización a las células y proporcionan 

un entorno de soporte para el crecimiento y la función celular. Sin embargo, además de una 

serie de ventajas de los hidrogeles, sus desventajas todavía están presentes y no deben pasarse 

por alto. La incertidumbre y la complejidad en la composición influenciada por el mecanismo 

de gelificación pueden causar respuestas celulares no deseadas y no específicas. Además, los 

mecanismos de gelificación basados en el pH pueden afectar negativamente a las células 

sensibles a dichos cambios. 

 

3.3.3.2.3. Biorreactores 

Debido a que los modelos de cultivo celular 3D se han convertido en una plataforma de 

laboratorio in vitro apropiada para el descubrimiento de agentes terapéuticos se ha suscitado 
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la atención para hacer frente a la creciente demanda del cultivo 3D a nivel industrial. Los 

biorreactores se convirtieron en la solución para una gran formación de esferoides y  

organoides con un sistema de control preciso y reproducibilidad garantizada [285]. Un 

biorreactor para la producción de esferoides 3D puede clasificarse libremente en cuatro 

categorías: (i) biorreactores de frasco-Spinner; (ii) sistemas de cultivo rotacional; (iii) 

biorreactores de perfusión; y (iv) Sistemas de fuerza mecánica [286]. El principio general 

detrás de los sistemas de cultivo 3D basados en biorreactores es que una suspensión celular 

con la densidad celular óptima prolifera en condiciones de rotación continua, ya sea agitando 

suavemente, girando la cámara o perfundiendo los medios de cultivo a través de un sistema 

de bomba. Los biorreactores están equipados con sistemas continuos de flujo de medios para 

proporcionar la circulación de nutrientes, la eliminación de desechos metabólicos y la 

homogeneidad de los factores físicos y químicos dentro de los biorreactores. Por lo tanto, los 

modelos de cultivo celular basados en biorreactores son apropiados para la expansión celular 

intensiva y la producción de biomoléculas a gran escala, como anticuerpos o factores de 

crecimiento.  

 

 

3.3.3.2.4. Andamios  

Los andamios 3D se describen como las estructuras 3D sintéticas que se construyen a partir 

de una amplia gama de materiales y poseen diferentes porosidades, permeabilidad, química 

superficial y características mecánicas. Están diseñados principalmente para imitar la MEC 

in vivo de los tejidos específicos para cada tipo de célula particular. Los modelos de cultivo 

celular basados en andamios 3D se han aplicado para el descubrimiento de drogas y la 

investigación de los comportamientos celulares [287]. Los andamios 3D están destinados a 

ser porosos, biocompatibles y biodegradables, lo que proporciona microambientes 

apropiados donde residen las células de forma natural, y cumple con los requisitos mecánicos, 

físicos y bioquímicos para el crecimiento y la función celular. Así mismo, Se utilizan varios 

biopolímeros para generar andamios porosos, que incluyen colágeno, gelatina, quitosano y 

alginato [288]. Secuencialmente, los materiales naturales o sintéticos se polimerizan, congelan 

y liofilizan. El agua congelada incrustada en los polímeros se sublima directamente sin pasar 

por la fase líquida, dando como resultado una formación de estructura porosa.  
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3.3.3.2.5. Bioimpresión 3D 

La técnica de impresión 3D es una tecnología desarrollada recientemente que, en general, se 

conoce como la construcción de estructuras 3D personalizadas bajo control computacional 

en el que los materiales se imprimen, solidifican y conectan entre sí [289]. El proceso se llama 

así porque los materiales biocompatibles, las células y los componentes de soporte se utilizan 

conjuntamente para formar una variedad de estructuras 3D, por lo tanto, la función celular y 

la viabilidad pueden mantenerse dentro de las formas impresas [290].En este sentido, la 

bioimpresión 3D es necesaria para depositar con precisión células, biomateriales y 

biomoléculas capa por capa mediante un equipo y software asistido por computadora. Sin 

embargo, las principales preocupaciones de esta metodología son el requisito de la costosa 

máquina de bioimpresión 3D y los efectos negativos en las células sensibles durante el 

proceso de impresión, ya que, las células podrían dañarse debido a tensiones osmóticas, 

térmicas y mecánicas. La bioimpresión 3D de células madre de tejido neural facilitará la 

investigación sobre el desarrollo, la función y la progresión de una enfermedad neural, así 

como la detección de fármacos in vitro. También hay posibles aplicaciones en la ingeniería 

de tejido neural específico del paciente para el reemplazo de tejido del sistema nervioso 

central después de una lesión traumática aguda y una enfermedad degenerativa crónica. 
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Método de 

formación 

Plataforma de 

cultivo 

Materiales de la plataforma Estructura Células madre (especies 

derivadas) 

Gota colgante Tapa de una placa de 

Petri 

Poliestireno.  Recubrimiento en 

solución 

Superficie cuadrada 

mojable 

Células madre derivadas de 

tejido adiposo (humano) 

Dispositivo 

microfluídico 

automatizado 

Sustratos de vidrio blanco agua Pozos  CME-Médula ósea (ratón) 

Red asistida por 

presión para sistema 

de acumulación de 

gotas 

Policarbonatolámina, tereftalato 

de polietileno 

Placa de pozo de 

orificio pasante 

CME 

Sustrato hidrofóbico 

boinspirado 

Silicio  Nanocables 

alineados 

verticalmente 

Células derivadas de tejido 

adiposo (humanas) 

Andamio de 

hidrogel 

Hidrogel esponjoso Goma Gellan, fibroína de seda Estructuras de 

microporos 

Células derivadas de tejido 

adiposo (humanas) 

Microestructura en 

relieve de papel de lija 

Tetronic-tiramina Microestructura Células derivadas de tejido 

adiposo (humanas) 

Microestructura 

porosa 

Poli (ÁCIDO l-glutámico), 

polietilenglicol 

Microestructura 

porosa 

Células derivadas de tejido 

adiposo (humanas) 

Matriz bioimpresa en 

3D 

Tinta híbrida de micropartículas 

de metacrilato de quitosano y 

alcohol polivinílico 

Microestructuras 

biomiméticas 

Células derivadas de tejido 

médula ósea (rata) 

Micropozos Microestructura Polímero Tet-TA Micropozo 

inspirado en la vaina 

de semillas de Lotus 

ADSC (humanos) 

Microestructura Alginato Matriz de pozos 

hexagonales 

CME (ratón) 

Microestructura Hidrogel PEG Pozo de apertura 

piramidal invertida 

CME (humanas) 

Microestructura Agarosa Micropocillos de 

fondo redondo 

iPSCs (humanas) 

Células embrionarias (humanos) 

Microestructura Colágeno, Matrigel Estructuras de 

micro-nido de abeja 

Células embrionarias (ratón) 

Spinner y 

métodos 

rotacionales 

Levitación acústica 

multitrampa 

PDMS, transductor ultrasónico Cavidad cilíndrica Células derivadas de tejido 

adiposo (humanas) 

Cultivo de pellets con 

nanofibras 

Poli(ÁCIDO l-láctico) (PLLA) Nanofibra 

fragmentada 

mineralizada 

Células derivadas de tejido 

adiposo (humanas) 

Poli(ÁCIDO l-láctico) (PLLA) CME (humanas) 
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Tabla 3. Estructuras 3D, técnicas de cultivo y fuentes. Adaptada de [275]. 

 

3.3.4. Características morfológicas del modelo 3D 

Los esferoides y los organoides son estructuras 3D compuestas por múltiples células. En el 

caso de los organoides, estos son grupos complejos de células específicas de órganos, como 

estómago, hígado o la vejiga, cerebro, intestino. Están hechos de células madre o células 

progenitoras y se autoensamblan cuando se les da un entorno extracelular de andamiaje, 

como la MEC (matrigel) o el colágeno y, pueden incluso, autogenerarse. Cuando eso sucede, 

se convierten en versiones microscópicas de órganos parentales viables para el estudio en 3D 

(Figura 15A). Por su parte, los esferoides son grupos simples de células de varios linajes, 

como el tejido tumoral, los cuerpos embrioides, los hepatocitos, el tejido nervioso o las 

glándulas mamarias. No requieren un andamio para formar cultivos en 3D; lo hacen 

simplemente uniéndose unas células con otras. Sin embargo, no pueden autoensamblarse o 

regenerarse, y por lo tanto no son tan avanzados como los organoides (Figura 15B) [291] Los 

organoides/esferoides tienen importantes ventajas: 

1. Se pueden producir en un laboratorio de forma controlada y pueden ser manipulados 

con relativa facilidad. 

2. Constan de más de un tipo de célula, por lo que son más complejos y reproducen 

mejor el ambiente y lo que realmente ocurre en el organismo vivo. 

3. Son de origen humano. 

4. Son seguros y asequibles. 

Por todo ello, el uso de organoides/esferoides ayuda a entender mejor cómo funciona la 

biología del ser humano, pero también cómo se producen y desarrollan las enfermedades 

(cáncer, enfermedades genéticas, enfermedades infecciosas, etc.) y ensayar fármacos o 

terapias frente a ellas. También pueden ser usados en trasplantes y medicina regenerativa. 

Además, permiten reducir el uso de animales de experimentación. 

Cultivo de pellets con 

nanofibras 

Nanofibra 

fragmentada 

Cultivo de pellets con 

nanofibras 

Poli(ÁCIDO l-láctico) (PLLA), 

crecimiento derivado de 

plaquetas 

Nanofibra 

fragmentada 

Células derivadas de tejido 

adiposo (humanas) 

factor (PDGF), biomineral 
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No obstante, los organoides/esferoides también tienen importantes limitaciones, sobre todo 

en estudios que implican la participación de diferentes órganos y su coordinación. Por 

ejemplo, carecen de sistema vascular o de intercambio de gases. Además, suelen ser 

inmaduros y tienen una vida limitada. Todos estos problemas están siendo abordados por 

científicos e ingenieros y, en algunos casos, parecen haberse encontrado soluciones 

imaginativas. Por ejemplo, se han podido generar redes vasculares usando impresoras 3D. 

Sin embargo, quizás la característica más importante de los organoides/esferoides es que 

permiten estudiar el neurodesarrollo, la fisiología y la enfermedad y, por tanto, es un modelo 

que permite más fácilmente crear un puente entre los modelos animales y la traslación de los 

modelos preclínicos a los estudios clínicos. 

 

Figura 15. Esferoides vs. Organoides. (A) Los organoides (derivados de células madre) 

tienen más fenotipos de tipo in vivo con mayor orden complejidad tisular comparados con 

los (B) esferoides (tipo tumorales). Imagen adaptada de [292]. 

 

3.3.5. Modelos 3D para el estudio de la EA 

Los cultivos tridimensionales cerebrales se han desarrollado para crear estructuras 

organizadas que se asemejan a distintas regiones del cerebro, manteniendo así los rasgos 

distintivos de los procesos clave del desarrollo involucrados en la formación de este órgano 

[263]. En los últimos años, se han realizado varios intentos para modelar subestructuras 

cerebrales específicas con el uso de organoides o mini cerebros. En este contexto, el cerebro 

anterior compuesto por el mesencéfalo, el hipocampo y los organoides retinianos se han 



82 
 
 

desarrollado a partir de iPSCs [293]. La optimización de los protocolos de formación de 

organoides/esferoides incluye metodologías que favorecen la inducción neural espontánea al 

evitar la suplementación de los medios de cultivo con factores exógenos, lo que resulta en la 

adquisición de poblaciones de células heterogéneas, correspondientes a diversas regiones del 

cerebro [294]. Por lo tanto, la mayoría de los esfuerzos actuales se basan en protocolos que 

optimizan la aplicación de señales extrínsecas para inducir la diferenciación neuronal de un 

sitio anatómico específico del cerebro. La relevancia de los organoides/esferoides para la 

recreación de la patología de inicio tardío de la EA no estaba clara hasta hace muy poco. El 

primer desarrollo de un modelo de cultivo celular 3D de la EA se logró utilizando células 

progenitoras neuronales humanas diseñadas genéticamente para sobre-expresar APP y 

PSEN1 mutantes [295]. Este enfoque experimental demostró el aumento de los depósitos 

extracelulares de la especie tóxica del péptido βA42 y la fosforilación de Tau en fibrillas. 

Consecutivamente, Raja y colaboradores, reportaron que los organoides cerebrales derivados 

de células madre pluripotentes (iPSCs) obtenidas de fibroblastos de pacientes con EA que 

mostraban una patología similar a la encontrada en la enfermedad, como la agregación 

amiloide, niveles elevados de la proteína Tau hiperfosforilada y anomalías endosómicas. 

Estas patologías se observaron de forma dependiente de la edad en organoides derivados de 

múltiples pacientes con EAF que presentan duplicación de la PPA o mutación en la PSEN1, 

en comparación con los controles. De igual manera, encontraron que el tratamiento de los 

organoides derivados del paciente con inhibidores de la β y γ secretasa reducía 

significativamente la patología amiloide y la fosforilación de Tau. Estos resultados mostraron 

el potencial de este modelo para aumentar en gran medida la traducibilidad del 

descubrimiento preclínico de fármacos en la EA [296]. Interesantemente, González y colegas 

en el 2018, desarrollaron un modelo de organoides cerebrales de EA generados a partir de 

iPSCs de pacientes con EAF y síndrome de Down [297]. Luego de un proceso de desarrollo 

in vitro, los organoides cerebrales con EAF mostraron una acumulación progresiva de 

péptido Aβ con propiedades amiloidogénicas, además de acumular estructuras en forma de 

placa, que preceden la aparición de Tau fosforiladas y ovillos neurofibrilares también 

detectaron la activación de la caspasa-3, indicativo de muerte neuronal en los organoides 

cerebrales de EA. La generación de estos “mini cerebros” con EA amplió el abanico de 



83 
 
 

posibilidades de la identificación y validación de mecanismos o nuevas vías de señalización 

que contribuyan a la progresión de la EA.  

 

En este contexto y a pesar de que el desarrollo de mini cerebros ha sido un proceso clave para 

identificar vías y marcadores patológicos de la EAF in vitro, hasta el momento no han sido 

desarrollados este tipo de estructuras celulares para investigar el efecto de la mutación E280A 

(“paisa”) en la PSEN1. Mendivil-Perez y colaboradores demostraron en neuronas derivadas 

de iPSCs con la misma mutación PSEN 1 E280A, altos niveles de beta-amiloide [234]. 

Interesantemente, Song y colegas recientemente propusieron un modelo de diferenciación 

neuronal de esferoides exitoso, derivados del co-cultivo de iPSCs y CME basado en la 

incubación simultánea de iPSCs y CME [298]. Estos hallazgos demuestran la importancia del 

uso de las CME e iPSCs PSEN1-E280A con el fin de modelar en escala temporal las 

manifestaciones histopatológicas de la EAF en Antioquia. 

 

3.3.6. Esferoides cerebrales para el modelamiento de la EA: ventajas y limitaciones 

Los esferoides cerebrales derivados de iPSCs muestran mayores ventajas, comparados con 

los cultivos 2D, a la vez que ofrecen la capacidad de modelar interacciones complejas de 

célula a célula, ya que generalmente contienen más de una población celular. Debido a sus 

ventajas, los organoides cerebrales derivados de iPSCs se han utilizado para modelar la EA 

y realizar un seguimiento de la progresión de la enfermedad. Sin embargo, aún se requieren 

resolver algunas limitaciones técnicas. Dentro de las limitaciones importantes de este modelo 

se encuentra la falta de vascularización completa que es crítica para el suministro de oxígeno 

y nutrientes y por ende, la maduración de las células neuronales y la formación de sinapsis. 

Esta carencia de flujo vascular limita en general los períodos de cultivo de 

organoides/esferoides [263,293] e impide modelar aspectos importantes de la fisiología del 

cerebro, como la barrera hematoencefálica [299]. Otros de los limitantes son que i) aunque 

los organoides cerebrales producidos a partir de iPSC derivadas de pacientes con EA se 

parecen estructuralmente a la corteza humana, sin embargo, contienen solo neuronas y 

células gliales y carecen de oligodendrocitos y del  establecimiento de sinapsis activas [297] 

y no poseen ii) células de la microglía [300]. La ausencia de células microgliales puede 

atribuirse a su origen embrionario distintivo, ya que derivan de los precursores 
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eritromieloides del saco vitelino. Para superar los obstáculos y limitaciones previamente 

descritos, cultivos heterotípicos que combinan células cerebrales de ratón o progenitores 

cerebrales con células madre endoteliales y mesenquimales se han utilizado recientemente 

para generar organoides/esferoides [301]. Sin embargo, es importante resaltar que la 

funcionalidad de este sistema y su aplicabilidad en la EAF aún no se ha explorado, 

especialmente en el contexto de la generación de esferoides cerebrales con la mutación 

PSEN1 E280A a partir de CME.  

 

3.3.7. Esferoides cerebrales en el diseño de terapias para la EA 

En la actualidad, son pocos los estudios que han implementado el desarrollo de esferoides 

cerebrales de la EA para evaluar el efecto de agentes farmacológicos en diversas etapas y 

características neuropatológicas de la enfermedad. Dichos estudios utilizaron principalmente 

moduladores de la β-o γ-secretasa y pudieron observar reducciones en los niveles de péptido 

βA, así como alteraciones en la patología Tau. En este sentido, Choi y colaboradores. [295] 

desarrollaron células neuronales diferenciadas en 3D que portaban mutaciones de EAF y, lo 

que es más importante, demostraron que la interrupción de la generación de βA con 

inhibidores de la β o γ-secretasa atenuaba la patología relacionada con el mismo βA y Tau, 

lo que indica que los fenotipos dependientes de Tau pueden ser manifestados por la 

acumulación excesiva de especies de βA. Además, se encontró que el uso de la enzima GSK3 

regula la fosforilación de Tau mediada por el βA en ese sistema. Por lo tanto, ese estudio 

constituye el primer estudio que demostró que los sistemas in vitro 3D derivados de células 

madre pueden servir potencialmente como plataformas de tratamiento farmacológico contra 

la EA. En un estudio posterior, Raja y colaboradores [296], encontraron que el tratamiento de 

los organoides derivados de pacientes con EAF con el inhibidor de la γ-secretasa, compuesto 

E, o el inhibidor de la β-secretasa BACE-1 (inhibidor de la β-secretasa IV) revirtió 

parcialmente la patología amiloide y la fosforilación de Tau. Además, los autores mostraron 

que la inhibición de las especies βA limitó la hiperfosforilación de Tau solamente mientras 

hubiera una reducción del βA, lo que sugiere que los fenotipos impulsados por la 

acumulación de βA en la EA pueden surgir antes de la tauopatía. A pesar de estos hallazgos, 

hasta la fecha no se han establecido modelos de organoides/esferoides para evaluar el 

potencial efecto de moléculas con capacidad antioxidante, antiagregante del amiloide, ni anti 
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fosforilación de Tau, ni mucho menos se ha explorado el diseño de terapias que busquen 

blancos alternativos desencadenantes de la patología celular en la EAF, como es el caso de 

la APPβ intracelular en la mutación PSEN1-E280A causal de la EAF. 
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CAPÍTULO 4: TRATAMIENTOS PARA LA EA 

Aunque en los últimos años se ha avanzado en la comprensión del mecanismo de la EAF, en 

la actualidad no existe una terapia farmacológica que prevenga, detenga o revierta el progreso 

de la enfermedad [8]. La falta de conocimiento de la etiopatogenia es una de las principales 

razones del porque no se ha podido lograr el desarrollo de un tratamiento efectivo.  

 

4.1. Tratamientos convencionales y sus limitaciones en etapa preclínica 

Los tratamientos actuales disponibles para la EA proporcionan beneficios terapéuticos 

limitados, pues ninguno de estos previene o revierte la progresión de la enfermedad, sino que 

más bien trata sus síntomas [302]. A la fecha, existen disponibles cuatro fármacos aprobados 

para el tratamiento de la EA, tres son inhibidores de la enzima Acetil-colinesterasa (AChE) 

(v.gr. Rivistagmina, donepezilo y galantamina). La inhibición de esta enzima impide la 

degradación del neurotransmisor acetilcolina (ACh), produciendo un aumento en su 

concentración y por lo tanto mejorando sus efectos funcionales en el cerebro. El otro, es un 

antagonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (memantina) [303] que contrarresta la 

sobrestimulación de los receptores NMDA, ya que la sobrestimulación de estos genera la 

excitotoxicidad mediada por glutamato, resultando en la sobrecarga de Ca2+ y disfunción 

mitocondrial, con un incremento en la generación de NO., lo cual puede ocasionar EO y 

promover la apoptosis. Desafortunadamente, sólo ayudan a mejorar los síntomas de la 

demencia de forma temporal y su efecto funcional sólo se ha visto en algunos pacientes [304]. 

Los inhibidores de la AChE son uno de los fármacos más utilizados para el tratamiento de la 

EA. El mecanismo de acción de estos medicamentos consiste en aumentar la disponibilidad 

de la ACh en el espacio sináptico, al inhibir la enzima encargada de su catabolismo; la AChE. 

El uso de los inhibidores de la AChE como la tacrina, donepezilo, rivastigmina y galantamina 

han demostrado tener un efecto directo en la transmisión colinérgica en la neo-corteza y en 

el hipocampo, que se ve reflejado en una mejora en las funciones cognitivas y conductuales 

del paciente [305,306]. El glutamato es un neurotransmisor excitatorio implicado en el 

mecanismo neuronal responsable del aprendizaje y la memoria. La memantina, el 

medicamento representante de este tipo de fármacos, actúa como antagonista de uno de los 

receptores del glutamato, el NMDA evitando la afluencia Ca2+, cuando las tasas de activación 

neuronal son altas, pero a su vez permite el flujo de éste a bajas tasas de estimulación 
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neuronal. Presenta beneficios sintomáticos para los pacientes, pero no un efecto modificador 

de la enfermedad [306]. 

 

Los fármacos utilizados para reducir la producción de βA se clasifican en tres categorías: 

inhibidores de β-secretasa, inhibidores y moduladores de γ-secretasa y activadores de α-

secretasa. La β-secretasa (BACE1) es una de las enzimas clave para la producción de βA. Sin 

embargo, el desarrollo de inhibidores de la β-secretasa a menudo no cumple con las 

expectativas clínicas. Por ejemplo, el Verubecestat, un inhibidor de BACE1, se consideró 

una vez un fármaco prometedor para la EA, ya que se descubrió que reducía los niveles de 

βA en el líquido cefalorraquídeo de ratas, monos y pacientes con EA en un estudio preliminar. 

Sin embargo, dos estudios clínicos de fase III (NCT01739348 y NCT01953601) se 

cancelaron debido a su incapacidad para lograr los resultados esperados. Estos pacientes con 

EA experimentaron múltiples efectos adversos relacionados con el tratamiento, que incluyen 

erupciones cutáneas, lesiones, trastornos del sueño, ideación suicida, pérdida de peso y 

decoloración del cabello [307]. Además, los estudios demostraron que Verubecestat puede 

conducir a una reducción acelerada del volumen en el hipocampo (y otras regiones del 

cerebro) en pacientes con EA [308]. Por otra parte, los inhibidores de la β-secretasa, como 

Lanabecestat, Elenbecestat, Umibecestat y Atabecestat, se suspendieron debido a la falta de 

eficacia clínica. Aunque estos fármacos inhibieron BACE1 con éxito, no mejoraron las 

funciones cognitivas en pacientes con EA porque BACE1 escinde sustratos para diversas 

funciones, especialmente en la regulación de la excitabilidad de las células neuronales y la 

mielinización axonal [309]. Por lo tanto, la inhibición de BACE1 conduce a muchos efectos 

adversos e incluso exacerba el deterioro de la función cognitiva. 

 

De manera similar, los inhibidores de la γ-secretasa (GSI) enfrentan un dilema similar a los 

inhibidores de la β-secretasa. La poca eficacia y los efectos secundarios dañinos son las 

razones principales por las que se han descontinuado estos medicamentos. Por ejemplo, la 

enzima γ-secretasa escinde más de 140 sustratos, incluidos APLP1 y APLP2, Notch, ErbB4 

y p75. La reducción de la hidrólisis de estos sustratos conduce a una variedad de reacciones 

adversas. Por ejemplo, Semagacestat conduce a un deterioro de la función cognitiva, cáncer 

de piel, un mayor riesgo de infección y hemorragia gastrointestinal al reducir la señalización 
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de Notch [310]. Así mismo, Avagacestat, otro inhibidor de la γ-secretasa, también causa 

múltiples reacciones adversas, incluido el cáncer de piel no melanoma y síntomas 

gastrointestinales. Dado que los inhibidores de la γ-secretasa aumentan el riesgo de cáncer y 

provocan un deterioro cognitivo, pueden ser un objetivo inapropiado para el tratamiento 

clínico de la EA.   

 

Por otro lado, se han evaluado los inductores de α-secretasa, demostrando que aumentan la 

hidrólisis de PPA para producir proteínas no amiloides como los fragmentos sAPPα, que 

están involucrados en funciones neurotróficas y neuroprotectoras. De manera interesante, se 

evidenció que la epigalocatequina-3-galato (EGCG), un flavonoide polifenólico natural, 

aumenta la actividad de escisión de la α-secretasa y mejora la función cognitiva de los ratones 

PPA/PS1 [311-313]. Además, EGCG conduce a una reducción de la neuroinflamación y juega 

un papel crucial en la neuroprotección y prevención de la enfermedad de Alzheimer [314]. Es 

por esto que, como terapia alternativa para la EA, la EGCG podría representar una molécula 

promisoria con distintos blancos moleculares. 

 

Actualmente, los inhibidores de la AChE constituyen el tratamiento de referencia en la EA, 

a pesar de que su función disminuye a medida que la enfermedad progresa. Otros tratamientos 

como antagonistas o moduladores de los receptores NMDA, y precursores de la síntesis de 

acetilcolina presentan una funcionalidad limitada y se consideran principalmente 

coadyuvantes en el manejo terapéutico del paciente [315]. En fase clínica 2 encontramos 

antagonistas de receptores nicotínicos de acetilcolina, inhibidores de la agregación, un 

activador de la α-secretasa y diversas moléculas para inmunoterapia activa. 

Infortunadamente, el Alzhemed (glucosaminoglucano) y los inhibidores/moduladores de la 

actividad γ-secretasa han generado resultados contradictorios en fase 3. Grandes avances han 

tenido los estudios de inmunoterapia pasiva empleando vacunas a base de anticuerpos 

monoclonales humanizados o directamente anticuerpos de humanos llegando hasta fase 3 

[316]. Sin embargo, recientemente se ha reportado que han fallado en la fase 3, al no mostrar 

efectos beneficiosos para los pacientes; como es el caso del bapineuzumab y el solaneuzumab 

cuestionando el potencial de la inmunoterapia y planteándose las preguntas: ¿Si estos 

anticuerpos pueden funcionar o si se sabe a ciencia cierta a donde deben dirigirse o a que 
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blanco terapéutico, es decir a βA monomérico, oligomérico, protofibrilar o a la placa de beta 

amiloide? y si ¿Su objetivo es el dominio N, C terminal o el dominio intermedio? [317]. Ante 

estas preguntas y el rápido aumento de las tasas de prevalencia de la EA hace necesario y 

urgente la existencia de un modelo que recapitule todo el espectro neuropatológico de la 

enfermedad y que nos permita el estudio de un tamizaje de compuestos con capacidad 

antioxidante, antiamiloidogénico y anti-fosforilación de Tau dirigidos a prevenir, detener o 

revertir esta devastadora enfermedad. En este sentido, las CME PSEN1 E280A provenientes 

de pacientes con la EAF constituyen un excelente modelo y herramienta de estudio para 

recrear la neuropatología y evaluar compuestos con potencial terapéutico como los 

cannabinoides y la Epigalocatequina -3- galato y la melatonina en esta enfermedad 

neurológica devastadora.  

 

4.2. Alternativas terapéuticas emergentes en la EA: reposicionamiento 

En la actualidad varios fármacos se encuentran en evaluación o en diferentes fases de estudio, 

los cuales actúan sobre distintos procesos en la patogenia de la EA, entre ellos se encuentran 

terapias anti-amiloide (como inhibidores de beta y gamma secretasa, inmunoterapia), terapias 

neuroprotectoras (como inhibidores de quinasas, de la agregación de la proteína Tau, 

inhibidores de caspasas), estrategias neurorreparadoras (factores neurotróficos como el factor 

de crecimiento nervioso), y el uso potencial, de células madre mediante trasplante autólogo 

o implante de células madre embrionaria [318].  Adicionalmente, la búsqueda e investigación 

de nuevos prospectos farmacéuticos ha demostrado que los productos naturales, tales como 

extractos de plantas y compuestos de origen vegetal tienen un enorme potencial para 

convertirse en fármacos que prevengan la enfermedad o detengan su progresión [319,320].  

 

 

 

 

4.3. Los cannabinoides como alternativa terapéutica en la EA 

4.3.1. Definición, clasificación y estructura 

Los cannabinoides son un grupo de compuestos terpefenólicos sintetizados en las 

vellosidades glandulares de la planta Cannabis sativa [321]. Estos compuestos suelen tener 
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una estructura carbocíclica con 21 carbonos y están formados generalmente por tres anillos, 

ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno. Los principales cannabinoides son: el Δ9-

tetrahidrocannabinol (Δ9-THC o THC), Δ8-tetrahidrocannabinol (Δ8-THC), cannabidiol 

(CBD) y cannabinol (CBN). Otros cannabinoides presentes en la planta son el 

cannabicromeno (CBC), cannabiciclol (CBL), cannabigerol (CBG), monometileter del 

cannabigerol (CBGM), cannabielsoina (CBE), cannabinodiol (CBND), cannabitriol (CBT), 

dehidrocannabifurano y cannabicitrano. Los cannabinoides ejercen un amplio espectro de 

acciones sobre la actividad fisiológica normal, la mayor parte de las cuales son atribuibles al 

Δ9-THC (Figura 16). Entre los efectos asociados al consumo agudo de derivados 

cannabinoides destacan las acciones sobre la parte cognitiva y psicológica, incluyendo una 

marcada sensación de euforia, relajación y sedación. Pero la administración de compuestos 

cannabinoides se asocia además a la aparición de efectos analgésicos, antieméticos, acciones 

sobre la actividad muscular, efectos cardiovasculares, neuroendocrinos, inmunomoduladores 

y antiproliferativos. La mayoría de las acciones farmacológicas evocadas por los compuestos 

cannabinoides se deben a su interacción con, al menos, dos tipos diferentes de proteína 

receptora, pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G [322,323]. 

 

Figura 16. Estructura química del ∆9-tetrahidrocanabinol. Tomada de la ref. [324]. 

 

Biológicamente, los cannabinoides son compuestos químicos que pueden interactuar, de 

alguna u otra forma, con receptores de cannabinoides. Dichos compuestos pueden dividirse 

en nabimiméticos (exhiben actividad cannabinoide y son los agonistas del receptor CB1) y 

antagonistas capaces de unirse a los receptores cannabinoides (no producen efectos 

nabinoides, simplemente bloquean estos receptores para evitar la unión de otras sustancias). 

El término "cannabinoides" abarca compuestos que poseen estructuras químicas diferentes y 

se agrupan en la siguiente clasificación convencional como [325]: i) Cannabinoides clásicos: 
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que son los derivados del dibenzopirano (v.gr. THC, sus isómeros y análogos sintéticos 

estructuralmente relacionados); los ii) Cannabinoides no clásicos: derivados sintéticos de 

ciclohexilfenol (3-arilciclohexanoles tales como CP47,497 y CP55940; los iii) 

Cannabinoides híbridos que combinan las características estructurales de los cannabinoides 

clásicos y no clásicos; los iv) Aminoalquilindoles: que son una gran familia de 

cannabinoides sintéticos que a su vez se pueden subdividir, según la clasificación actual, en 

naftoilindoles, fenilacetilindoles, benzoilindoles y naftilmetilindoles; los v) Eicosanoides: 

endocannabinoides (tales como la anandamida) o sus análogos sintéticos y en vi) Otros: que 

son compuestos tales como diarilpirazoles, naftoilpirroles, naftilmetilindenos y otros 

cannabinoides que no constituyen una clase o familia per se.  

 

Algunos factores como el que la actividad farmacológica de los cannabinoides psicotrópicos 

estuviera influenciada significativamente por su estructura química, así como que algunos 

exhibieran estéreo-selectividad y la potencia con la que el ∆9-THC se unía a varios tipos de 

receptores previamente conocidos en otros modelos, hicieron sugerir la existencia de 

receptores específicos en el cuerpo humano para este tipo de moléculas [326]. Sin embargo, 

el esclarecimiento de su actividad se pudo llevar a cabo gracias al descubrimiento de la 

habilidad que tienen los cannabinoides de inhibir la adenilato ciclasa a través de los 

receptores acoplados a la proteína G [327]. En este sentido, en la actualidad se conoce que 

existen dos receptores principales para los cannabinoides: el CB1 y CB2, estas moléculas 

que hacen parte de la familia de los receptores acoplados a la proteína G poseen una identidad 

del 44% en su contenido de aminoácidos y están asociados filogenéticamente con los 

receptores de las prostaglandinas [328].  

 

4.3.2. Los receptores de cannabinoides y su clasificación 

El receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1) es codificado por un gen localizado en el 

cromosoma 6  (6q14-q15) [329] y es expresado en una gran variedad de tejidos incluyendo el 

cerebro, el sistema cardiovascular y reproductivo, así como también en el tracto 

gastrointestinal [330-334]. En el cerebro, el receptor CB1 está acoplado a las vías de 

transducción de la proteína G que media los estímulos provocados por los cannabinoides a 

través de las MAP quinasas (de las siglas en inglés Mitogen-Activated Protein Kinases, o 
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proteína quinasas activadas por mitógenos) y la inhibición del adenilato ciclasa, 

disminuyendo así la concentración del Adenosín monofosfato cíclico (cAMP) intracelular. 

La disminución  de los niveles de cAMP trae como consecuencia la inhibición de las 

proteínas-quinasas dependientes de cAMP (PKA) encargadas de fosforilar los canales de 

potasio, ocasionando así un aumento en los niveles intracelulares de este ion [335,336]. Estos 

iones de potasio a su vez inhiben la liberación de neurotransmisores como el glutamato, la 

acetilcolina y la noradrenalina [337-339]. 

 

El receptor CB2 es codificado por un gen localizado en el cromosoma 1 (1p36) [340] y su 

expresión está ampliamente distribuida en tejidos periféricos, especialmente en células del 

tejido inmune [341], aunque también se ha podido demostrar que puede expresarse en ciertas 

regiones del cerebro [342,343]. Algunas funciones atribuidas a este receptor se asocian con su 

participación en la modulación de la liberación de citoquinas en células inmunes [344] y con 

la diferenciación y supervivencia celular en tejidos neuronales y no neuronales [345].  

 

4.3.3. Sistema endógeno de cannabinoides  

En el año 2007, poco tiempo después del descubrimiento de los receptores de cannabinoides 

se logró identificar que en el cuerpo humano se sintetizaban moléculas de este tipo en forma 

endógena, capaces de unirse a la proteína CB1, especialmente en el cerebro y se les denominó 

endocannabinoides [346]. El primer endocannabinoide identificado fue la molécula 

araquidonoil etanolamida, también conocida como anandamida [347], posteriormente se pudo 

identificar otro de los agonistas endógenos de los receptores CB1 y CB2 identificado como 

2-araquidonoil-glicerol (2-AG) [348]. Estas moléculas, a diferencia de los neurotransmisores 

clásicos, no están contenidas en vesículas sinápticas, por lo que se infiere que son producidas 

bajo demanda y expulsadas de las células por medio de un transportador para cumplir su 

función y posteriormente son degradadas en el interior de la célula [349,350]. 

 

4.3.4. Los cannabinoides naturales y sintéticos: Efectos farmacológicos 

La identificación de los receptores de cannabinoides en el sistema nervioso humano ha 

permitido el diseño de ligandos sintéticos que pueden ser administrados de manera exógena 

y que son capaces de emular los efectos protectores inducidos por los cannabinoides 
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endógenos o de inhibir los efectos nocivos producidos por otros cannabinoides a través del 

acoplamiento con los receptores CB1 y CB2. En este sentido, se ha propuesto que el uso del 

∆9-THC y otras moléculas análogas ayudan a suprimir síntomas como las náuseas y el vómito 

producidos por la quimioterapia, así como también para el estímulo del apetito en pacientes 

con sida y la analgesia en pacientes con cáncer. Estos resultados condujeron a la síntesis de 

una segunda generación de agonistas de receptores de cannabinoides cuyo diseño se ha 

enfocado en el estudio y control de otras afecciones clínicas [351] (Tabla 4). En el sistema 

nervioso la administración de cannabinoides exógenos y su acoplamiento con los receptores 

CB1 han sido asociadas a la activación del receptor CB1, específicamente en aquellos 

receptores localizados en las terminales presinápticas. La importancia de estos receptores 

CB1 presinápticos radica en que están presentes en las terminales de muchas neuronas 

gabaérgicas, glutamatérgicas, colinérgicas y noradrenérgicas y su activación trae como 

consecuencia la inhibición de la liberación de neurotransmisores en los axones. Al bloquear 

la neurotransmisión, los cannabinoides intervienen en el desarrollo de funciones nerviosas 

como el control sensorial y motriz, así mismo se producen algunos efectos hipotensivos y 

bradicárdicos, también se afectan condiciones como la cognición y dependencia de drogas 

[352] y se altera el ciclo circadiano, la memoria, actividad locomotora y la percepción del 

dolor. 

 

Tabla 4. Cannabinoides sintéticos y su afinidad por los receptores CB1 y CB2. Datos 

documentados en la ref. [353]. 

Selectividad Molécula 

Selectividad por CB1 

ACEA 

ACPA 

0-1812 

Noladin Eter 

0-585 

Selectividad por CB2 

L759656 

L759633 

JWH-139 
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JWH-133 

HU-308 

JWH-015 

AM1241 

Sch35966 

No-Selectivos 

(-)-∆9-tetrahidrocanabinol 

∆8-tetrahidrocanabinol 

HU-210 

Nabilona 

CP55940 

R-(+)-WIN55212 

WIN55,212-2 

Anandamida 

R-(+)-Metanandamida 

Virodamina 

2-araquidonoil-glicerol 

 

4.3.5. Los cannabinoides y la EA 

En la actualidad el régimen terapéutico disponible para el tratamiento de la EA sigue siendo 

muy limitado. Entre los fármacos más utilizados hoy en día destacan los inhibidores de la 

acetilcolinesterasa AChE, enzima responsable de la degradación de la ACh, en ácido acético 

y colina. Su uso se justifica por la observación en la que, en términos generales, el déficit 

colinérgico en el cerebro de pacientes con EA parece explicar algunas de las alteraciones 

cognitivas, funcionales y de comportamiento de estos pacientes. En este sentido, el uso de 

agentes capaces de modular el efecto de los endocannabinoides podría ser una opción. Entre 

estos compuestos análogos de los endocannabinoides, cabe destacar los agentes 

antiglutamatérgicos, agentes antioxidantes y antiinflamatorios.  

 

El efecto antiglutamatérgico de los cannabinoides es bien conocido se fundamenta en las 

propiedades neuroprotectoras de estos compuestos [354]. Se ha evidenciado tanto in vivo 
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como in vitro que los cannabinoides mediante la activación de los receptores de tipo CB1, 

mayoritariamente presinápticos, ejercen una función inhibitoria de la liberación de 

glutamato, convirtiéndose en potentes compuestos que eliminan la excitotoxidad inducida 

por el glutamato. Más aún, algunos cannabinoides tienen también características de 

antagonistas NMDA; así por ejemplo el HU211 (dexanabinol) reduce de forma directa la 

entrada de Ca2+ dependiente de NMDA [355].  

 

La observación experimental de que la EA posee un importante componente inflamatorio 

hizo que la comunidad científica se focalizara en la búsqueda de compuestos anti-

inflamatorios [356]. De hecho, es bien conocido que la aparición de placas neuríticas en el 

parénquima cerebral desencadena una compleja reacción inflamatoria de tipo focal, en la que 

las células de la glía se activan desempeñando un papel crucial en respuesta a estos procesos 

con la generación continuada de citoquinas y otras moléculas de tipo inflamatorio por parte 

de estas células, lo cual empeora el cuadro clínico y aumenta el daño neuronal. En los últimos 

años, se ha propuesto que algunos fármacos antiinflamatorios podrían ser útiles para el 

tratamiento y/o prevención de la EA [357]. Las propiedades antiinflamatorias de los 

cannabinoides han sido demostradas en estudios realizados tanto in vivo como in vitro [358]. 

Es interesante destacar que el efecto antiinflamatorio de estos compuestos parece involucrar 

tanto a los receptores CB1 como a los CB2. Así, la activación de receptores CB1 modula la 

producción de diversas citoquinas inflamatorias por parte de las células de la glía y, entre 

ellas, IL-1, TNF-alfa, IL6 e IL-12, que se sabe que desempeñan un importante papel en el 

desarrollo del daño asociado a procesos de neuroinflamación. En este efecto, de la producción 

de citoquinas inflamatorias, estaría probablemente involucrado el factor nuclear kappa B. La 

activación de los receptores CB1 también parece estar ligada a un aumento en la producción 

de moléculas antiinflamatorias (IL-10), factores tróficos y neurotrofinas que podrían rescatar 

a las neuronas de la muerte en un ambiente inflamatorio [358,359]. Aunque la presencia de 

receptores CB2 en el SNC parece circunscribirse a elementos celulares específicos, su 

sobreexpresión en condiciones neuroinflamatorias se ha observado en diversos modelos 

experimentales y patologías humanas [360]. Es importante destacar en los procesos de 

neuroinflamación, especialmente, a la población de CB2 presente en las células de microglía, 
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dado que estas células juegan un papel crítico en la respuesta del SNC frente a estímulos 

dañinos, que es el cuadro característico de inflamación crónica que ocurre en la EA.  

 

Entre los fármacos derivados de los cannabinoides más ampliamente utilizados en el 

tratamiento de pacientes con EA, se destacan aquellos que incrementan el tono muscular 

colinérgico y, especialmente, aquellos que inhiben la acción de la acetilcolinesterasa [361]. 

Se ha demostrado que el THC inhibe de forma no competitiva la actividad de este enzima 

[362]. Más aún, el THC también es capaz de disminuir la agregación del A con mayor 

potencia que algunos de los anticolinesterásicos clásicos (donepezil y tacrina) [362].  

 

Uno de los aspectos más relevantes en la progresión de la neuropatologia de la EA es la 

producción de EROs por parte de las células de la glía y, especialmente, de la microglía 

activada [363]. Este tipo de células experimenta profundos cambios fenotípicos como 

consecuencia de la aparición de los depósitos patológicos de βA; entre estos cambios se 

destaca la generación de EROs de forma mantenida que contribuyen al deterioro neuronal. 

Es bien conocido que los cannabinoides son potentes agentes antioxidantes; entre ellos cabe 

destacar al cannabidiol [364], que posee propiedades antioxidantes y carece de efectos 

psicoactivos que lo hacen un compuesto promisorio como neuroprotector en la EA [365]. 

Interesantemente, otros cannabinoides que poseen una estructura de anillo fenólico como el 

THC, cannabinol, y levonantradol, también tienen propiedades antioxidantes. Así mismo, en 

la EA se ha evidenciado que los cannabinoides sintéticos reducen el EO generado por el 

péptido βA25-35 de manera independiente de sus receptores CB2. Adicionalmente, en estos 

estudios in vitro, linfocitos humanos fueron expuestos al fragmento neurotóxico del βA25-35 

y mostraron muerte celular  inducida por la sobreproducción de EROs y la activación de los 

factores de transcripción como el NF-B y p53; interesantemente,  la muerte fue prevenida 

por los cannabinoides sintéticos CP55940 y JWH-015, dicha actividad protectora se asoció 

con sus propiedades antioxidantes [366]. De hecho, estos hallazgos in vitro, fueron 

confirmados en el modelo in vivo de Drosophila melanogaster, un modelo libre de receptores 

CB1 y CB2 de cannabinoides, en el cual el EO generado por la exposición al paraquat y/o al 

βA, induce daños neuronales, los cuales fueron revertidos cuando las moscas ingirieron el 
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cannabinoide sintético CP55940. Estas observaciones demuestran que los cannabinoides 

tienen capacidad antioxidante suficiente e independiente de los receptores CB1 y CB2 para 

prevenir daños oxidativos inducidos por neurotoxinas generadoras de EO como el βA en la 

EA. 

 

4.4.  La epigalocatequina-3-galato (EGCG) como alternativa terapéutica en la EA 

4.4.1. Definición, estructura y clasificación 

La EGCG es el producto natural polifenólico que se encuentra en hojas frescas y secas del té 

verde (planta Camellia sinensis) [367], junto a otros compuestos polifenólicos de menor 

abundancia, que incluyen (-) - epicatequina-3-galato (ECG), (-) - epigalocatequina (EGC), (-

) - epicatequina (EC) y (+) – catequina [368]. La EGCG es un flavanol del subgrupo de las 

catequinas monoméricas que pueden formar polímeros u oligómeros (contienen de 2-7 

unidades monoméricas) denominados proantocianidinas que a su vez pueden ser cortadas por 

un ácido catalizador y formar las antocianidinas [369]. La EGCG monomérica con estructura 

isomérica está compuesta de un éster de epicatequina y un ácido gálico en la posición 3 

(Figura 17). Esta biomolécula ha sido ampliamente estudiada en medicina por su potencial 

capacidad como antioxidante y neuroprotector, atribuyéndole amplios beneficios para la 

salud humana, sustentada por estudios recientes que han reportado su acción terapéutica en 

diversas patologías incluidas las enfermedades neurodegenerativas [370,371]. La principal 

fuente de EGCG es el té verde derivado de la planta Camellia sinesis. El té verde, es una 

bebida tradicional china preparada a partir de las hojas de la planta, la cual es consumida a 

diario en más de 160 países [372]. Más del 50% de la combinación de catequinas del té verde 

se compone de EGCG, ésta representa aproximadamente el 10% del peso del extracto seco 

[373]. Se calcula que, en una taza de té verde, se encuentran de 200 a 300 mg de EGCG [374]. 

Además del té verde, la EGCG se encuentra en el té negro y en una gran variedad de frutas, 

especialmente en las cáscaras de las uvas, manzanas, arándanos, cerezas y fresas [375]. Se 

han realizado varios estudios clínicos para evaluar los efectos de componentes del té como 

la EGCG sobre la función cognitiva (por ejemplo, la atención) y el estado de ánimo. Los 

resultados obtenidos mostraron que el consumo de té tenía importantes beneficios en el 

estado de ánimo, el rendimiento laboral, la creatividad [376,377] y en la reducción de la 

progresión de la disfunción cognitiva [378,379]. Ide y colaboradores, mostraron que el 
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consumo de té verde en sujetos con disfunción cognitiva (2 gr/ día durante 3 meses, 

aproximadamente igual a 2 a 4 tazas de té/ día) mejoró significativamente el rendimiento 

cognitivo [380]. Indicando la potencial importancia de esta molécula en procesos relacionados 

con el aprendizaje. 

 

4.4.2. Efectos terapéuticos de la EGCG 

El potencial terapéutico de la EGCG se atribuye principalmente a sus propiedades 

antioxidantes, eliminadora de radicales, reguladora de la expresión de enzimas antioxidantes; 

además es catalogada como uno de los mejores compuestos queladores de metales; 

adicionalmente, se han demostrado sus propiedades antiapoptóticas y antiinflamatorias [314]. 

La EGCG ha mostrado actividad inhibitoria de las vías apoptóticas al reducir proteínas pro-

apoptóticas como NF-kB y AP-1 y restaura la actividad de proteínas anti-apoptóticas como 

Bcl-2, también actúa sobre el EO activando enzimas antioxidantes como SOD, GPx, CAT y 

glutatión S- transferasa [381]. La EGCG influye en la activación de señales comprometidas 

con respuesta a alergias y en la proliferación celular [382].  

 

Los efectos benéficos de la EGCG como antioxidante pueden ser atribuibles principalmente 

a su estructura química. En varios estudios in vitro, se ha demostrado que la EGCG tiene la 

mayor actividad antioxidante en comparación con otras catequinas. Esta propiedad 

antioxidante proviene principalmente de la fuerte presencia de grupos hidroxilo en sus 

estructuras moleculares. La EGCG, con 8 grupos hidroxilo en particular en las posiciones 3', 

4' y 5' y con un residuo de galato en C-3, lo que es lo hace un compuesto mejor donante de 

electrones que las otras catequinas y, por lo tanto, el mejor eliminador de radicales libres 

[383]. La EGCG puede eliminar diferentes especies de radicales libres como por ejemplo, el 

1,1-difenil-3-picrilhidrazilo, los peroxilos, el ON., los radicales libres de lípidos, el singlete 

de oxígeno, el peroxinitrito, radicales libres de hidroxilo y de anión superóxido, a través de 

tres mecanismos: i) mediante la interacción directa entre las catequinas y el radical peroxilo 

por medio de un mecanismo rápido de transferencia de electrones (átomo de H) para prevenir 

la rotura de la cadena de ADN, ii) formando radicales libres estables de semiquinona 

previniendo la capacidad de desaminación de los radicales libres [370,384], y iii) quelando los 

iones metálicos a sus formas inactivas. El mecanismo de acción de la quelación de metales 
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por parte de la EGCG implica la unión de iones de metales de transición en dos posiciones 

de la estructura química de la molécula: en la posición 3'4'-dihidroxi en el anillo B y en la 

posición 4-ceto, 3-hidroxi o 4 ceto y 5-hidroxi en el anillo C, que inhibe la formación de 

radicales libres catalizados por metales de transición [385,386]. Adicionalmente, se ha 

demostrado en estudios in vivo que la EGCG protege de la peroxidación lipídica, reduciendo 

significativamente los niveles de marcadores de peroxidación de lípidos, como 

hidroperóxidos de lípidos, 4-hidroxinoneal y malondialdehído [370]. 

  

A la EGCG también se le ha atribuido un papel de activador de segundos mensajeros 

intracelulares, incluidos Ca2+, cAMP y cGMP. De acuerdo con ello, los niveles de Ca2+ 

citosólico en células excitables y no excitables son elevados por la EGCG por estimulación 

con concentraciones nanomolares [387] que facilitan la liberación de glutamato desde los 

terminales glutamatérgicos modulando positivamente la activación de los canales de Ca2+ 

tipo N y P/ Q a través de una cascada de señalización que involucra a la proteína quinasa C 

(PKC) [388]. La EGCG estimula también la producción de los nucleótidos cíclicos Adenosina 

Monofosfato y Guanosina Monofosfato por activación directa de la adenilato ciclasa 

[389,390], lo cual puede ser uno de los mecanismos importantes que subyacen a las acciones 

biológicas beneficiosas del EGCG en la fisiología metabólica neuronal [367].  

  

Interesantemente, Además de las propiedades benéficas descritas anteriormente, se han 

reportado efectos de la EGCG sobre la función nuclear en donde modula la expresión génica 

mediante la inhibición de varios factores de transcripción, incluidos Sp1, NF-B, AP-1, 

STAT1, STAT3 y FOXO1 [387]. Esto sugiere que la EGCG tiene el papel de factor de 

transcripción que se transporta al núcleo, en donde también tiene la capacidad de regular la 

expresión de genes de supervivencia y muerte celular, al reducir la expresión de genes pro-

apoptóticos; como bax, bad, mdm1, caspasa-1, caspasa-6, TRAIL, p21 y gadd45. De hecho, 

se ha demostrado que la EGCG induce este efecto protector a través de la regulación de bax, 

al disminuir las concentraciones de esta proteína en el citoplasma celular, esta regulación de 

expresión de la proteína bax conlleva a que se vea aumentada la expresión y disponibilidad 

celular en  proporción de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2/ Bcl-xL con relación a las 

proteínas pro-apoptóticas Bax/ bad; lo que aumenta la estabilidad mitocondrial, protege la 
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integridad mitocondrial y aumenta la supervivencia celular [370]. Considerando los reportes 

sobre las funciones y capacidades de la EGCG in vitro e in vivo, es razonable proponer a la 

EGCG como un excelente candidato a ser evaluado como agente terapéutico con propiedades 

neuroprotectoras en modelos de EO relacionados con procesos neurodegenerativos. 

 

4.4.3. La EGCG como agente terapéutico en la EA 

Como se mencionó anteriormente, los mecanismos patológicos propuestos para la EA 

incluyen los agregados del βA, la inflamación desencadenada por la microglía, la activación 

excesiva de los receptores de glutamato, el aumento de los niveles de Ca2+ intracelular, la 

generación excesiva de EROs, la disfunción mitocondrial y la disfunción y pérdida sináptica 

neuronal. La acumulación intracelular anormal de βA y la proteína Tau fosforilada son 

biomarcadores claves en la EA asociados con inflamación, expresión elevada de proteínas 

pro-apoptóticas y el EO, que conducen a la disfunción y muerte de células neuronales en la 

corteza cerebral. Por lo tanto, agentes que prevengan la formación o que eliminen estos 

biomarcadores son esperanzadores para la prevención o tratamiento de la EA [314]. Se conoce 

que los polifenoles del té verde poseen acción neuroprotectora, neurorestauradora y 

antiamiloidogénica. En particular, la EGCG ha demostrado aumentar la viabilidad celular, 

disminuir las EROs, los niveles de expresión de los marcadores de estrés del retículo 

endoplásmico y los marcadores apoptóticos. También protege a las células de la disfunción 

mitocondrial, de la apoptosis inducida por EO mitocondrial y de excitotoxicidad por 

glutamato. La EGCG también conserva la energía mitocondrial y limita la inflamación del 

cerebro y el daño neuronal que a su vez prolonga la aparición de síntomas, la esperanza de 

vida, la habilidad cognitiva y la capacidad de aprendizaje del paciente. La EGCG no solo 

ejerce efectos neuroprotectores, sino que también ejerce la actividad de rescate neuronal al 

promover el crecimiento de neuritas [370]; además, se ha demostrado su efecto anti-

amiloidogénico [391] y como inhibidor de la hiperfosforilación de la proteína Tau [392]. Lo 

que hace que este compuesto sea un potencial candidato como agente modificador de la EA 

con propiedades neuroprotectoras y neurorestauradoras. 

 

Otros estudios sugieren que el mecanismo por el cual la EGCG inhibe la neurotoxicidad del 

péptido βA42 es a través de la modificación en la morfología del mismo provocada por la 
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unión alternativa del hidrógeno facilitada por los radicales libres de hidroxilo de la molécula 

de EGCG oxidada [393]. Para comprender el mecanismo molecular de acción de este 

polihidroxifenol, un estudio adicional demostró que las moléculas de EGCG oxidadas 

reaccionan con las aminas libres o los tioles dentro de las fibrillas de βA intrínsecamente 

desordenadas a través de la formación de bases de Schiff, que entrecruzan las fibrillas, 

promoviendo su ensamblaje en oligómeros grandes, no tóxicos y esféricos. EGCG también 

puede remodelar fibrillas amiloides maduras, convirtiéndolas en agregados de proteínas 

amorfas que son menos tóxicas para las células [394]. Un estudio reciente, sugirió que el 

efecto de antiagregación amiloide de la EGCG ocurre por dos vías principales, en la primera 

i) la EGCG se une a la forma nativa de βA a través de interacciones con las cadenas laterales 

de residuos específicos, y en la segunda via, ii) la EGCG se une a las especies del péptido  

βA mal plegadas con elementos no covalentes que crean  interacciones que involucran el 

esqueleto del βA para posteriormente remodelar los agregados del péptido βA tóxicos en 

pequeños oligómeros no tóxicos [395] (Figura 17).  

 

 

Figura 17. La EGCG y sus efectos moduladores en los agregados del  βA producidos 

en la EA. Adaptado de [396].  

 

Se ha reportado que los metales pueden afectar la morfología de los agregados de βA, acelerar 

la fibrilación y aumentar su citotoxicidad [397]. El Cu y el Fe en complejo con βA pueden 
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generar H2O2, que se puede convertir en radicales hidroxilo a través de la reacción de Fenton, 

lo que resulta en un daño celular oxidativo [136]. El tratamiento con EGCG para la 

acumulación de Fe en la EA ha reflejado su capacidad para regular la PPA y barrer los 

metales pesados, lo cual se ha relacionado con la presencia de un elemento sensible al hierro 

(IRE) en la región 5' no traducida (5'UTR) de la PPA [398]. La figura 18 resume la acción 

neuroprotectora y neuroresturadoras de la EGCG.  

 

 

Figura 18. Principales funciones neuroprotectoras y neurorestauradoras de la 

EGCG.  Adaptado de [370]. 

 

Estudios de acoplamiento molecular revelaron que los polifenoles interactúan con la AChE 

causando su inhibición. La cantidad de energía necesaria para unirse a la AChE por la EGCG 

fue la más baja comparada con otros polifenoles, por tanto, este estudio de acoplamiento 

sugiere que los polifenoles del té especialmente la EGCG actúan como inhibidor de la AChE 

lo que ocasiona un aumento en los niveles de acetilcolina y por tanto un aumento de la 

neurotransmisión colinérgica [399].  Se han propuesto tres categorías principales de los 

inhibidores de amiloide: moléculas de clase I, que inhiben la oligomerización de amiloide, 

pero no la fibrilación; moléculas de clase II, que inhiben tanto la oligomerización como la 

fibrilación; y moléculas de clase III, que inhiben la fibrilación, pero no la oligomerización 

[400]. En este sentido, se ha demostrado que la EGCG tiene el potencial de inhibir la 
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fibrilación del βA42 inducida por Aluminio (III) y reducir significativamente esta fibrilación 

del βA42 al prevenir la conversión adicional de monómeros βA42 en una conformación 

plegada. Al mismo tiempo, tiene la capacidad de remodelar las fibrillas preformadas, 

maduras y tóxicas en agregados amorfos de baja toxicidad (Figura 17). Además, podría 

considerarse que la EGCG invierte básicamente la conformación de los complejos formados 

entre Al (III) y βA42 para inhibir y remodelar la fibrilación βA42 [400]. Además de la 

capacidad del EGCG para reducir la fibrilación de βA42, también inhibe la agregación de la 

proteína Tau en ovillos tóxicos y al mismo tiempo remodela los oligómeros existentes a un 

estado monomérico desplegado para rescatar a las células neuronales de la neurotoxicidad 

inducida por los ovillos neurofibrilares de la proteína Tau [392]. La administración de EGCG 

en ratones transgénicos de Alzheimer reguló el perfil de Tau y suprimió notablemente las 

isoformas de Tau fosforiladas [401]. Esta depuración de las isoformas de Tau fosforilada se 

produjo de una manera muy específica a través de la expresión de las proteínas adaptadoras 

de autofagia NDP52 y p62 [402]. Asimismo, la administración oral a largo plazo de EGCG 

también mostró una mejora significativa en la capacidad de aprendizaje cognitivo espacial 

en ratas [401]. Por lo tanto, estos estudios demuestran la capacidad del EGCG para reducir la 

toxicidad de βA y Tau e inhibir la apoptosis, lo que demuestra su potencial para la prevención 

de la EA. 

 

4.5. La melatonina o N-acetil-5-metoxi-triptamina (aMT) como alternativa terapéutica 

en la EA 

4.5.1. Definición y estructura 

La N-acetil-5-metoxitriptamina o melatonina, fue aislada e identificada en el año 1958, a 

partir de pinealocitos bovinos, por el dermatólogo americano Aaron Lerner y sus 

colaboradores, quienes basaron sus estudios en los trabajos realizados en 1917 por McCord 

y Allen (Lerner y cols., 1958). Esta indolamina es una molécula derivada de la serotonina, 

evolutivamente muy conservada y ubicua, por lo que está involucrada en la regulación de 

una gran variedad de procesos fisiológicos. Está presente en bacterias, hongos, plantas, 

protozoos, invertebrados y vertebrados incluyendo al hombre . Su síntesis ocurre a partir del 

aminoácido dietético L-triptófano (Trp), el cual en el interior celular es hidroxilado a nivel 

mitocondrial por la enzima triptófanohidroxilasa (TPH), dando como producto de esta 
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reacción el 5-hidroxitriptófano (5- HTP) que en el citosol se transforma en 5-

hidroxitriptamina o serotonina, por efecto de la actividad de la descarboxilasa de aminoácidos 

aromáticos (AADC). Luego de estas reacciones, la serotonina sufre un proceso de acetilación 

por la arilalquilamina-Nacetiltransferasa (AANAT) dando lugar a la formación de la N-

acetilhidroxitriptamina, metabolito que es O-metilado por la hidroxiindol-O-metiltransferasa 

(HIOMT) produciendo finalmente la N-acetil-5-metoxitriptamina o melatonina [403]. 

 

4.5.2. Funciones de la aMT 

La aMT tiene una serie de funciones fisiológicas, que incluyen la regulación de los ritmos 

circadianos, la eliminación de radicales libres, la mejora de la inmunidad y, en general, la 

inhibición de la oxidación de biomoléculas. La melatonina disminuida en suero y líquido 

cefalorraquídeo (LCR) y conduce a la pérdida del ritmo diurno se observan en pacientes con 

EA [404]. Además, el nivel de melatonina en el LCR disminuye con la progresión de la 

neuropatología de la EA, según lo determinan las etapas de Braak [405]. Los niveles de 

melatonina tanto en el líquido cefalorraquídeo como en la glándula pineal humana post 

mórtem ya están reducidos en sujetos con EA preclínica, aunque todavía estén 

cognitivamente intactos y solo presenten los primeros signos de la neuropatología de la 

enfermedad [405]. Existe una correlación positiva entre el contenido pineal y el nivel de 

melatonina en el LCR y entre el LCR y los niveles de melatonina en plasma [404], lo que 

sugiere que un nivel reducido de melatonina en el LCR puede servir como un marcador 

temprano para las primeras etapas de la EA. En los mamíferos, la melatonina ejerce algunas 

de sus funciones a través de dos receptores de membrana específicos de alta afinidad, el 

receptor de melatonina 1 (MT1) y el receptor de melatonina 2 (MT2). Se ha informado una 

disminución de la inmunorreactividad de MT2 y un aumento de la inmunorreactividad de 

MT1 en el hipocampo de pacientes con EA [406]. También se ha comprobado que el ARNm 

del receptor β1-adrenérgico ha desaparecido, y que la actividad y la expresión génica de la 

monoaminooxidasa (MAO) aumentaron en pacientes con EA, lo que sugiere que la 

desregulación de las inervaciones noradrenérgicas y el agotamiento de la serotonina, el 

precursor de la melatonina (aMT), podría ser el responsable de la pérdida del ritmo de la aMT 

y la reducción de los niveles de aMT en la enfermedad [407].  Es por ello que se ha sugerido 

que la suplementación con melatonina mejora el ritmo circadiano, por ejemplo, 
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disminuyendo el comportamiento agitado, la confusión y el "atardecer", y para producir 

efectos beneficiosos sobre la memoria en pacientes con EA [408]. Por lo tanto, la 

suplementación con melatonina, con su marcada baja toxicidad, puede ser una de las posibles 

estrategias para el tratamiento sintomático. 

 

4.5.3. La aMT como agente terapéutico en la EA 

La inhibición de la hiperfosforilación de Tau es un objetivo en el tratamiento de la EA. Ha 

sido reportado que la aMT atenúa de manera eficiente la hiperfosforilación de Tau inducida 

por toxinas en células de neuroblastoma N2a y SH-SY5Y [409,410].  Así mismo, se demostró 

además que la melatonina redujo significativamente la hiperfosforilación de Tau provocada 

por wortmannin, isoproterenol y caliculina en ratas [411-413]. Con respecto a los mecanismos 

subyacentes al efecto inhibitorio de la aMT sobre la hiperfosforilación de Tau, se ha 

demostrado que el tratamiento con aMT no solo inhibió la activación de la glucógeno sintasa 

cinasa-3 (GSK-3) inducida por wortmanina, la activación de la proteína cinasa A (PKA) 

inducida por isoproterenol y la inactivación de la proteína fosfatasa-2A (PP-2A) inducida por 

Caliculina, sino que también antagonizó el EO inducido por estos agentes. 

 

Con el fin de explorar si una disminución de la melatonina induciría la alteración de la 

fosforilación de Tau, se han realizado procedimientos de interrupción de la biosíntesis de 

melatonina mediante una inyección cerebral de haloperidol, un inhibidor de la 5-

hidroxiindol- O -metiltransferasa (una enzima clave en la síntesis de melatonina) en ratas 

[414]. Con estos ensayos se ha encontrado que la inhibición de la biosíntesis de melatonina 

no solo resultó en un deterioro de la memoria espacial en ratas, sino que también indujo un 

aumento en la fosforilación de Tau con una disminución concomitante en la actividad de PP-

2A. Sumado a estos hallazgos, la suplementación con melatonina mediante una inyección 

previa durante una semana y el refuerzo durante el período de administración de haloperidol, 

mejoraron significativamente los déficits de retención de la memoria, detuvieron la 

hiperfosforilación de Tau y el EO [414]. 

 

Se ha indicado que la melatonina inhibe los niveles normales de secreción de PPA soluble 

(sAPP) en diferentes líneas celulares al interferir con la maduración completa de la PPA [415]. 
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Además, la administración de melatonina redujo eficazmente la generación y el depósito de 

βA tanto in vitro como in vivo [416,417]. También se ha demostrado que la melatonina reduce 

la generación de βA en células N2a de neuroblastoma de ratón que poseen la mutación 

APP695 [418]. Estudios realizados en modelos de ratones de la EA de diferentes edades (4 y 

14 meses de edad) muestran resultados interesantes con respecto al efecto de la aMT. En este 

sentido, mientras que en los estudios de Matsubara y cols. en el que se utilizó el modelo de 

ratón transgénico Tg2576 (en el que la patología de la placa amiloide suele aparecer en de 

10 a 12 meses de edad [128]), el tratamiento con aMT se inició cuando los ratones tenían 

cuatro meses de edad (antes de la aparición de placas hipocampales y corticales), Quinn y 

cols. Iniciaron sus ensayos a los 14 meses de edad. Interesantemente, ambos estudios 

coinciden en encontrar poca evidencia de los potentes efectos antioxidantes de la melatonina 

en los ratones más viejos. Estos hallazgos indican que la melatonina tiene la capacidad de 

regular el metabolismo de la PPA y prevenir la patología de βA, pero no ejerce efectos 

antiamiloides o antioxidantes cuando se inicia después de la deposición de βA. Este resultado 

contrasta con la disminución de βA en ratones de tipo silvestre tratados con melatonina y la 

reducción de βA y nitración de proteínas en ratones Tg2576 tratados con melatonina [417,419].  

 

Se ha demostrado que la melatonina puede interactuar con el βA40 y βA42 e inhibir la 

formación progresiva de láminas β y/o fibrillas de amiloide [420]. El efecto antifibrilogénico 

de la melatonina se ha demostrado mediante diferentes técnicas, que incluyen espectroscopia 

de dicroísmo circular, microscopía electrónica y espectroscopia de resonancia magnética 

nuclear (RMN) y espectrometría de masas de ionización por electropulverización (ESI-MS) 

[421]. Además, la interacción entre la melatonina y el βA parece depender de sus 

características estructurales, más que de sus propiedades antioxidantes, ya que no puede ser 

reproducida por los análogos de la melatonina u otros captadores de radicales libres  [420]. 

La evidencia derivada de ESI-MS demostró que hubo una interacción hidrofóbica entre el 

βA y la melatonina, y las investigaciones proteolíticas sugirieron que la interacción tuvo lugar 

en los residuos 29–40 del segmento βA [421]. Igualmente, los resultados de la espectroscopia 

de RMN confirmaron además una interacción específica de residuos entre la melatonina y 

cualquiera de los tres residuos de histidina y aspartato del βA [422], fundamentales para la 

formación de las estructuras de la hoja β del amiloide, por lo que la interrupción de estos 
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puentes salinos promueve la disolución de las fibrillas. Por otra parte, la melatonina podría 

promover la conversión de láminas β en espirales aleatorias al interrumpir los puentes salinos 

de carboxilato de imidazol y prevenir la fibrilogénesis y agregación del βA. Por lo tanto, es 

posible que al bloquear la formación de la conformación de hoja β secundaria, la melatonina 

no solo reduzca la neurotoxicidad, sino que también facilite la eliminación del péptido a 

través de una mayor degradación proteolítica [215].  

 

Es bien sabido que el tratamiento con el βA provoca un espectro de daño celular, que incluye 

aumentos en la peroxidación lipídica y la concentración de calcio libre intracelular, daño 

oxidativo en el ADN mitocondrial y la aparición de marcadores apoptóticos [423,424]. Las 

mitocondrias no solo son el sitio principal de generación de EROs, sino también su principal 

objetivo. En este contexto se ha identificado que la melatonina estabilizaba la fluidez de las 

membranas internas mitocondriales debido a su interacción directa con ellas [425]. Además 

de que el βA cause EO por sí mismo, se ha propuesto que el daño oxidativo podría exacerbar 

un círculo vicioso, en el que el procesamiento amiloidogénico de la PPA se facilitaría aún 

más para generar más βA, lo que, a su vez, aumenta el EO [426]. En este sentido, diferentes 

reportes indican que la melatonina protege eficazmente a las células contra el daño oxidativo 

inducido por βA y la muerte celular in vitro e in vivo [427,428]. En células y animales tratados 

con βA, la melatonina ejerce su actividad protectora principalmente a través de un efecto 

antioxidante, mientras que en células transfectadas con PPA y modelos animales 

transgénicos, el mecanismo subyacente se atribuye no solo a su propiedad antioxidante, sino 

también a su propiedad anti-amiloide. incluyendo la inhibición tanto de la generación de βA 

como de la formación de láminas β y/o fibrillas de amiloide (Figura 19). 
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Figura 19. Principales funciones neuroprotectoras de la aMT.  Adaptado de ref. [428] 
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CAPÍULO 5: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La EA (MIM #104300) es el trastorno neurodegenerativo de mayor prevalencia en el mundo 

[429], para el cual, hasta la fecha no existe una terapia curativa [144,430]. En Colombia y 

especialmente en el departamento de Antioquia se ha identificado el grupo más grande de 

personas con EAF o genética de inicio temprano (<40 años), que incluye 25 familias de 5.000 

miembros, de los cuales, alrededor de 2.000 portan la mutación E280A en el gen de la PSEN1. 

Esta enfermedad neurodegenerativa de carácter hereditario, se manifiesta con deterioro 

cognitivo y se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria paralela a una muerte 

neuronal en diferentes áreas del cerebro [12,431-433]  y tiene una duración aproximada de 10 

años posterior al diagnóstico [15]. Por consiguiente, esta demencia representa una alta carga 

social y económica para las familias de los pacientes que la padecen, para el departamento y 

para el país en general, por lo que la OMS ha resaltado su impacto dramático en países de 

ingresos medianos y bajos, en los que se concentra el 60% de la carga económica de esta 

enfermedad [142]. 

 

Por lo anterior, el estudio de la EAF es relevante para el departamento de Antioquia, en donde 

se encuentra uno de los grupos poblacionales genéticos más grandes del mundo de esta 

enfermedad, que se concentran principalmente en los municipios de Angostura, Yarumal, 

Dabeiba, Liborina, Sopetrán, Donmatías, Olaya y Medellín. La EAF que afecta a la población 

antioqueña es una forma clínica temprana que se presenta con pérdida de memoria desde los 

40 años lo cual resulta preocupante, porque los individuos están en edad productiva [15];  y 

aún más alarmante, porque la enfermedad tiene una penetrancia del 100% en donde los hijos 

de una persona afectada tienen el 50% de riesgo de padecerla [143]. La  principal causa de 

esta forma clínica temprana de la EAF es la mutación E280A en el gen de la PSEN1 ubicado 

en el cromosoma 14, que codifica para la proteína PSEN1, la cual fue descubierta en 1995 

por un equipo de investigadores del grupo de neurociencias de la Universidad de Antioquia 

(GNA), quienes la denominaron “La mutación paisa” [431]. Esta mutación aumenta en el 

cerebro de los pacientes la forma altamente tóxica del péptido βA de 42 aminoácidos 

comparado con el βA de 40 residuos [434]. La acumulación de βA42 en la EAF se asocia con 

pérdida neuronal en áreas del cerebro involucradas en el lenguaje, la memoria y habilidades 

cognitivas e histopatológicamente se caracteriza por 4 marcadores: i) las placas seniles 
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compuestas por péptido βA42 en la corteza cerebral, ii) ovillos neurofibrilares intracelulares, 

iii) pérdida progresiva de neuronas colinérgicas del hipocampo y iv) gliosis [12,433]. Todos 

estos hallazgos neuropatológicos involucran el EO, que finalmente conduce a la muerte 

neuronal [127].  

 

Se considera que hubo un efecto fundador en el cual esta mutación fue traída por un pequeño 

grupo poblacional que se estableció y expandió por todo el departamento de Antioquia el 

cual fue considerado por muchos años como un aislado genético, lo que favoreció la 

concentración de este problema de salud pública en el departamento [435]. Es muy importante 

enfatizar que las personas afectadas por la EAF en Antioquia empiezan a padecer los signos 

clínicos a muy temprana edad, por lo que estos casos se suman a los casos de morbilidad y 

mortalidad por EA en Colombia y constituyen un alto costo para las familias y los sistemas 

de salud. Aunque se han realizado numerosos ensayos clínicos para buscar tratamientos 

efectivos para la EAF, sus resultados han sido fallidos y desalentadores [436,437]. Esto puede 

deberse a que hasta el presente se desconocen las causas exactas y los mecanismos de 

señalización que conducen a la muerte neuronal en condiciones de estrés, y a la carencia de 

un modelo que permita recapitular el mecanismo de muerte neuronal inducido por la 

sobreproducción endógena del βA en pacientes PSEN1-E280A y que así mismo, permita 

evaluar nuevas estrategias terapéuticas efectivas para detener el desarrollo de la EAF. En este 

contexto, en los últimos años se ha establecido que moléculas con potencial efecto 

antioxidante como los cannabinoides (v. gr. CP55940) [358], las EGCG [438] y la melatonina  

pueden tener un efecto neuroprotector en la EA; sin embargo, su efecto no ha sido evaluado 

aún en un modelo de EAF con la mutación PSEN1 E280A en un modelo  con la arquitectura 

bidimensional (2D), ni mucho menos en estructuras tridimensionales (3D) del tipo esferoide 

cerebral u organoide. Por lo tanto, este trabajo de investigación se plantea y se fundamenta 

en la búsqueda de respuestas a las siguientes preguntas de investigación: 

 

¿Podrían las neuronas colinérgicas derivadas de las CME de cordón umbilical y sangre 

menstrual con la mutación PSEN1 E280A reproducir la neuropatología de la EAF en 

Antioquia en un modelo 2D y 3D? Adicionalmente, ¿El tratamiento con las moléculas 
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CP55940, la EGCG y la aMT reduciría la neuropatología en estos modelos de estudio 

con la mutación PSEN1 E280A? 
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CAPÍTULO 6: DESARROLLO DE LA HIPÓTESIS Y LOS OBJETIVOS DE 

INVESTIGACIÓN 

6.1. Hipótesis 

Las neuronas colinérgicas derivadas de las CME de cordón umbilical y de sangre menstrual 

con la mutación PSEN1 E280A reproducen la neuropatología de la EAF que se presenta en 

el departamento de Antioquia en modelos 2D y 3D, y el tratamiento con las moléculas 

CP55940, la EGCG y la aMT previene la neuropatología de la EA en dichos modelos. 

 

6.2. Objetivos  

6.2.1. Objetivo General 

Generar y caracterizar cultivos 2D y 3D para el estudio neuropatológico y la evaluación de 

terapias alternativas para la EAF (PSEN1 E280A) 

 

6.2.2. Objetivos específicos 

1. Caracterizar fenotípica y bioquímicamente un modelo 2D de neuronas colinérgicas 

derivadas de CME de CU con la mutación PSEN1 E280A de la EAF.  

2. Caracterizar fenotípica y bioquímicamente un modelo 2D de neuronas colinérgicas 

derivadas de CME de SM con la mutación PSEN1 E280A de la EAF.  

3. Evaluar los efectos neuroprotectores de las moléculas antioxidantes CP55940 y EGCG en 

el modelo 2D de la EAF PSEN1 E280A en función de los niveles de los marcadores 

neuropatológicos.  

4. Generar y caracterizar fenotípica y bioquímicamente un modelo 3D de esferoides 

cerebrales generados a partir de CME PSEN1 E280A. 

5. Evaluar los efectos neuroprotectores de los compuestos EGCG, Melatonina en los 

esferoides cerebrales PSEN1 E280A en función de los niveles de los marcadores 

neuropatológicos.  

6. Proponer el mecanismo de neuroprotección del compuesto con mayor potencial 

terapéutico de los evaluados previamente en el modelo 2D y los esferoides cerebrales PSEN1 

E280A como prospecto terapéutico en la EAF.   



113 
 
 

CAPÍTULO 7. ESTABLECIMIENTO DEL MODELO NEURONAL COLINÉRGICO 

2D DERIVADO DE CME PSEN1 E280A PARA EL ESTUDIO FISIOPATOLÓGICO 

DE LA EAF Y LA EVALUACIÓN DE MOLÉCULAS 

 

7.1. ESTABLECIMIENTO DEL MODELO NEURONAL COLINÉRGICO 2D 

DERIVADO DE CME PSEN1 E280A PARA EL ESTUDIO FISIOPATOLÓGICO  DE 

LA EAF  

7.1.1. Introducción, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Lopera F, 

Jimenez-Del-Rio M. Cholinergic-like neurons carrying PSEN1 E280A mutation from 

familial Alzheimer's disease reveal intraneuronal sAPPβ fragments accumulation, 

hyperphosphorylation of TAU, oxidative stress, apoptosis and Ca2+ dysregulation: 

Therapeutic implications. PLoS One. 2020;15(5):e0221669. doi: 

10.1371/journal.pone.0221669. 

7.1.2. Materiales y métodos, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, 

Lopera F, Jimenez-Del-Rio M. Cholinergic-like neurons carrying PSEN1 E280A mutation 

from familial Alzheimer's disease reveal intraneuronal sAPPβ fragments accumulation, 

hyperphosphorylation of TAU, oxidative stress, apoptosis and Ca2+ dysregulation: 

Therapeutic implications. PLoS One. 2020;15(5):e0221669. doi: 

10.1371/journal.pone.0221669. 

7.1.3. Resultados, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Lopera F, 

Jimenez-Del-Rio M. Cholinergic-like neurons carrying PSEN1 E280A mutation from 

familial Alzheimer's disease reveal intraneuronal sAPPβ fragments accumulation, 

hyperphosphorylation of TAU, oxidative stress, apoptosis and Ca2+ dysregulation: 

Therapeutic implications. PLoS One. 2020;15(5):e0221669. doi: 

10.1371/journal.pone.0221669.  

7.1.4. Discusión, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Lopera F, 

Jimenez-Del-Rio M. Cholinergic-like neurons carrying PSEN1 E280A mutation from 

familial Alzheimer's disease reveal intraneuronal sAPPβ fragments accumulation, 

hyperphosphorylation of TAU, oxidative stress, apoptosis and Ca2+ dysregulation: 

Therapeutic implications. PLoS One. 2020;15(5):e0221669. doi: 

10.1371/journal.pone.0221669.  
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7.2. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE MOLÉCULAS EN EL MODELO 2D DE LA 

EAF 

7.2.1. EFECTO DEL CANNABINOIDE CP55940 EN EL MODELO 2D DE LA EAF 

7.2.1.1. Introducción, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Jimenez-Del-Rio M, 

Velez-Pardo C. Multi-Target Effects of the Cannabinoid CP55940 on Familial Alzheimer's 

Disease PSEN1 E280A Cholinergic-Like Neurons: Role of CB1 Receptor. J Alzheimers Dis. 

2021;82(s1):S359-S378. doi: 10.3233/JAD-201045. 

7.2.1.2. Materiales y métodos, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Jimenez-Del-

Rio M, Velez-Pardo C. Multi-Target Effects of the Cannabinoid CP55940 on Familial 

Alzheimer's Disease PSEN1 E280A Cholinergic-Like Neurons: Role of CB1 Receptor. J 

Alzheimers Dis. 2021;82(s1):S359-S378. doi: 10.3233/JAD-201045. 

7.2.1.3. Resultados, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Jimenez-Del-Rio M, Velez-

Pardo C. Multi-Target Effects of the Cannabinoid CP55940 on Familial Alzheimer's Disease 

PSEN1 E280A Cholinergic-Like Neurons: Role of CB1 Receptor. J Alzheimers Dis. 

2021;82(s1):S359-S378. doi: 10.3233/JAD-201045. 

7.2.1.4. Discusión, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Jimenez-Del-Rio M, Velez-

Pardo C. Multi-Target Effects of the Cannabinoid CP55940 on Familial Alzheimer's Disease 

PSEN1 E280A Cholinergic-Like Neurons: Role of CB1 Receptor. J Alzheimers Dis. 

2021;82(s1):S359-S378. doi: 10.3233/JAD-201045. 

 

7.2.2. EFECTO DE LA EGCG EN EL MODELO 2D DE LA EAF 

7.2.2.1. Introducción, véase Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-

Del-Rio M. (-)-Epigallocatechin-3-Gallate Diminishes Intra-and Extracellular Amyloid-

Induced Cytotoxic Effects on Cholinergic-like Neurons from Familial Alzheimer's Disease 

PSEN1 E280A. Biomolecules. 2021;11(12):1845. doi: 10.3390/biom11121845. 

7.2.2.2. Materiales y métodos véase Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, 

Jimenez-Del-Rio M. (-)-Epigallocatechin-3-Gallate Diminishes Intra-and Extracellular 

Amyloid-Induced Cytotoxic Effects on Cholinergic-like Neurons from Familial Alzheimer's 

Disease PSEN1 E280A. Biomolecules. 2021;11(12):1845. doi: 10.3390/biom11121845. 



115 
 
 

7.2.2.3. Resultados, véase Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-

Del-Rio M. (-)-Epigallocatechin-3-Gallate Diminishes Intra-and Extracellular Amyloid-

Induced Cytotoxic Effects on Cholinergic-like Neurons from Familial Alzheimer's Disease 

PSEN1 E280A. Biomolecules. 2021;11(12):1845. doi: 10.3390/biom11121845. 

7.2.2.4. Discusión, véase Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-

Rio M. (-)-Epigallocatechin-3-Gallate Diminishes Intra-and Extracellular Amyloid-Induced 

Cytotoxic Effects on Cholinergic-like Neurons from Familial Alzheimer's Disease PSEN1 

E280A. Biomolecules. 2021;11(12):1845. doi: 10.3390/biom11121845. 
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CAPITULO 8. GENERACION DEL MODELO 3D (ESFEROIDES CEREBRALES) 

DERIVADO DE CME E280A PARA EL ESTUDIO FISIOPATOLÓGICO DE LA EAF 

Y LA EVALUACIÓN DE MOLÉCULAS 

 

8.1. OBTENCIÓN DE CME A PARTIR DE SANGRE MENSTRUAL Y 

EVALUACIÓN DE SU POTENCIAL DE DIFERENCIACIÓN NEURONAL 2D Y 3D 

8.1.1. Introducción, véase Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, Quintero-Quinchia C, 

Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-lineage Potential of 

Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed by Specific In Vitro 

Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021;58(10):5194-5209. doi: 10.1007/s12035-021-

02442-6. 

8.1.2. Materiales y métodos, véase Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, Quintero-

Quinchia C, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-lineage 

Potential of Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed by 

Specific In Vitro Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021;58(10):5194-5209. doi: 

10.1007/s12035-021-02442-6. 

8.1.3. Resultados, véase Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, Quintero-Quinchia C, 

Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-lineage Potential of 

Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed by Specific In Vitro 

Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021;58(10):5194-5209. doi: 10.1007/s12035-021-

02442-6.  

8.1.4. Discusión, véase Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, Quintero-Quinchia C, 

Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-lineage Potential of 

Human Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed by Specific In Vitro 

Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021;58(10):5194-5209. doi: 10.1007/s12035-021-

02442-6.  

 

8.2. EVALUACIÓN DE LAS MOLÉCULAS EGCG Y MELATONINA EN EL 

MODELO 3D DE LA EAF 

8.2.1. Introducción, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-

Del-Rio M. Neuroprotective Effect of Combined Treatment with Epigallocatechin 3-Gallate 
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and Melatonin on Familial Alzheimer's Disease PSEN1 E280A Cerebral Spheroids Derived 

from Menstrual Mesenchymal Stromal Cells. J Alzheimers Dis. 2023 Feb 24. doi: 

10.3233/JAD-220903. 

8.2.2. Materiales y métodos, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, 

Jimenez-Del-Rio M. Neuroprotective Effect of Combined Treatment with Epigallocatechin 

3-Gallate and Melatonin on Familial Alzheimer's Disease PSEN1 E280A Cerebral Spheroids 

Derived from Menstrual Mesenchymal Stromal Cells. J Alzheimers Dis. 2023 Feb 24. doi: 

10.3233/JAD-220903 

8.2.3. Resultados, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-

Rio M. Neuroprotective Effect of Combined Treatment with Epigallocatechin 3-Gallate and 

Melatonin on Familial Alzheimer's Disease PSEN1 E280A Cerebral Spheroids Derived from 

Menstrual Mesenchymal Stromal Cells. J Alzheimers Dis. 2023 Feb 24. doi: 10.3233/JAD-

220903  

8.2.4. Discusión, véase: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-

Rio M. Neuroprotective Effect of Combined Treatment with Epigallocatechin 3-Gallate and 

Melatonin on Familial Alzheimer's Disease PSEN1 E280A Cerebral Spheroids Derived from 

Menstrual Mesenchymal Stromal Cells. J Alzheimers Dis. 2023 Feb 24. doi: 10.3233/JAD-

220903.  
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CAPÍTULO 9. DISCUSIÓN GENERAL 

La EA es una entidad clínica multifactorial que se caracteriza neuropatológicamente por 

depósitos extracelulares de A en forma de placas, ovillos neurofibrilares intracelulares 

compuestas por Tau hiperfosforilada, disfunción mitocondrial y sináptica, EO y muerte 

neuronal. En un esfuerzo por explicar la interacción de todos estos factores y características 

neuropatológicas, se han propuesto varias teorías [439]; sin embargo, la hipótesis más 

aceptada en la comunidad científica es la de la cascada amiloide que ha prevalecido durante 

más de 25 años [18,38,440,441]. La hipótesis del A postula que un desequilibrio en la 

producción de placas extracelulares de βA42 por mutaciones en al menos tres genes (v.gr. 

PPA, PSEN1; PSEN2) son los factores desencadenantes que modifican el inicio temprano en 

la EA. Sin embargo, las terapias experimentales dirigidas al βA42 hasta el momento no han 

tenido éxito [317,442,443]. Varios factores probablemente han contribuido a los fracasos en el 

desarrollo del fármaco para la EA, incluidos modelos de investigación preclínicos 

inadecuados que no recapitulan completamente la enfermedad humana y, por lo tanto, 

todavía los mecanismos de señalización de la neurodegeneración por los cuales el βA42 

podría inducir toxicidad y muerte neuronal aún no son conocidos completamente, ni tampoco 

los blancos farmacológicos [444].  

 

Por otro lado, teniendo en cuenta que las CME poseen propiedades de plasticidad que les 

permiten transdiferenciarse en linajes no mesenquimales como el ectodérmico, este modelo 

brinda una oportunidad única para estudiar el efecto de las mutaciones del gen de la PSEN1, 

específicamente la mutación en PSEN1 E280A en células neuronales derivadas de CME. Lo 

más importante e interesante es que las neuronas derivadas de estas CME son modelos 

naturales, no modificados genéticamente, que recrean la neuropatología de la EAF con la 

mutación PSEN1E280A presente en los pacientes con la EAF en Antioquia (el presente 

estudio) [445,446]. Es importante resaltar que hemos logrado por primera vez la 

caracterización y el establecimiento de un modelo CME genético natural con la mutación 

PSEN1 E280A, para el estudio de la neuropatología de la EAF en modelos 2D y 3D. 

Curiosamente se observó que la mutación no altera ninguna de las características fenotípicas 

ni genotípicas de las CME per se, como la capacidad de formación de colonias, la morfología 
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fibroblastoide, el inmunofenotipo y la capacidad de diferenciación o transdiferenciarse en 

Neuronas Colinérgicas (NCL) y de convertirse en esferoides cerebrales (EC). De igual forma, 

no se detectó βA42 producido endógenamente en las neuronas mutadas, ni tampoco ninguna 

alteración celular (como la producción de EROs, despolarización de las mitocondrias, 

oxidación del sensor de EO, (DJ-1). Estas observaciones sugieren que la mutación E280A de 

PSEN1 podría no afectar la fisiología de las células madre multipotentes en esta etapa de 

desarrollo. Sin embargo, las NCL y los EC derivados de CME mutadas PSEN1-E280A, 

mostraron cambios neuropatológicos evidentes típicos de la EAF como acumulación 

intracelular de péptidos amiloides, fosforilación de Tau, secreción aumentada de βA42, 

aumento de EROs, de marcadores de EO, de apoptosis y alteración neuronal funcional. 

Interesantemente estos hallazgos evidenciaron la recapitulación de las características 

patológicas típicas de la EA luego de 4 días post-transdiferenciación (es decir, 11 días 

después de haber se iniciado el proceso) para las NCL y tan temprano como a los 4 días de 

instaurarse el protocolo de formación de EC, validando estos modelos como plataformas de 

tamizaje para la instauración de tratamientos en etapas tempranas previas a la aparición de 

los marcadores neuropatológicos de la EA en portadores de la mutación, destacándose el uso 

de EC si se requiere la evaluación en un menor tiempo. Además, las NCL y los EC PSEN1 

E280A no solo mostraron marcadores de apoptosis, sino que también mostraron 

desregulación del flujo de Ca2+ y alteración de la actividad de la acetilcolinesterasa. Nuestros 

datos proporcionan evidencia de que la acumulación intracelular de productos de la PPA 

inducen neurotoxicidad, específicamente, a través de un orden temporal y secuencial de 

eventos moleculares en las neuronas PSEN1 E280A. 

 

Más específicamente, en nuestro trabajo encontramos una acumulación intracelular del 

fragmento  beta soluble de la APP (sAPPβf) en las NCL el día 7 posterior a la incubación de 

las CME con medio de Cholinergic-N-Run y en los EC 4 días después de la incubación en el 

medio Fast-N-Spheres V2. En este contexto es difícil determinar si el péptido intracelular se 

acumuló porque la porción generada no se secretó y, por lo tanto, permaneció intracelular, o 

si, por el contrario, el sAPPβf secretado fue absorbido por la célula para formar acúmulos 

intracelulares. Sin embargo, previamente se había  demostrado que las mutaciones en PSEN1 

L166P y G384A causaron la re-localización de la -secretasa, lo que promovió 
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significativamente la generación de productos amiloides de alto peso molecular, de manera 

intracelular [447]. Aunque no se sabe con certeza si la mutación PSEN1 E280A induce la 

relocalización de la -secretasa de manera similar a estas otras mutaciones en PSEN1, 

nuestros datos sugieren que la mutación PSEN1 E280A aumenta drásticamente los niveles 

del sAPPβf intraneuronal en las NCL y en los EC (en los que no se detectaron especies de 

A de alto peso molecular como fibrillas y placas). En conjunto, interesantemente estos 

resultados apoyan la tesis de que la acumulación intracelular de subproductos de la proteólisis 

de la PPA, es uno de los eventos más tempranos y desencadenantes en el desarrollo de los 

cambios neuropatológicos de la EA [448,449] (Figura 20), contrastando con una de las 

hipótesis más defendidas en el ámbito médico y en la que se enfocan la mayoría de estudios 

clínicos en búsqueda de medicamentos: es el A extracelular quien genera principalmente la 

afectación neuronal en la  EA [35].  

 

Figura 20: Hallazgos histopatológicos de la EA obtenidos de cultivos 2D y 3D 

producidos a partir de CME de pacientes con EAF PSEN1-E280A.  

 

Es interesante también que paralelamente,  en el modelo 2D y 3D se observó un aumento 

significativo de las células positivas para la fluorescencia de la DCF (evaluada solamente en 

2D) y de reactividad para DJ-1 oxidado, indicativo de la producción de EROs, 

específicamente de H2O2, como lo revela la oxidación específica de DJ-1 Cys106-tiol (DJ-1 
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Cys106SOH) en DJ-1 Cys106-sulfonato (DJ-1 Cys106SO3), que es el grupo tiol más 

sensible de esta molécula a la reactividad con el H2O2 [450], y la activación del factor de 

transcripción c-JUN en las NCL PSEN1 E280A. Estas observaciones sugieren que la 

secuencia sAPPβf y/o βA >H2O2>oxDJ-1Cys106-SO3/p-c-JUN son los primeros eventos 

patológicos detectables en las NCL PSEN1 E280A. Estos hallazgos implican que el sAPPβf 

puede desencadenar eventos relacionados con el EO y la muerte celular [140]. Pero aún queda 

el interrogante de ¿Cómo el sAPPβf y/o el βA intracelular genera H2O2? Se ha sugerido que 

el βA42 genera neurotoxicidad a través de varios mecanismos, incluidos los mecanismos de 

óxido-reducción de las reacciones de transferencia de radicales libres, a través de la oxidación 

del átomo de azufre del residuo de metionina 35 de su estructura, para reducir el dioxígeno 

(O2) en un radical superóxido aniónico (O2.-), que a su vez se descompone en H2O2; Así 

mismo, el complejo βA42+metal (por ejemplo, Cu2
+, Cu1

+, Fe2
+) cataliza la formación y 

producción de EROs (por ejemplo, H2O2) [451], o también, el βA42 podría hacerlo a través 

del ataque a las mitocondrias [452]. Independiente de cuál sea cualquier mecanismo que este 

actuando, hemos podido demostrar por primera vez que el βA42 produce de forma endógena 

H2O2 en NCL PSEN1 E280A. Dado que el H2O2 puede funcionar como un segundo 

mensajero [453], también puede activar otras proteínas redox como la quinasa 1 reguladora 

de la señal de apoptosis (ASK-1 [454]), que a su vez directa o indirectamente activa otras vías 

de señalización, por ejemplo, JNK/ c-JUN [455,456]. En este sentido, encontramos que βA42 

indujo la fosforilación de c-JUN [457], la activación de  p53 y PUMA en las NCL PSEN1 

E280A de acuerdo con el análisis de Western blot y el análisis de microscopía fluorescente. 

En particular, la apoptosis dependiente de c-JUN y p53 se desencadena por la transactivación 

del gen pro-apoptótico PUMA [458-460]. Así mismo, JNK también puede estabilizar y activar 

p53 [461]. En conjunto, estos resultados sugieren que el βA42>H2O2 activa una cascada de 

eventos que conducen a la ruta de activación de JNK>c-JUN, p53>PUMA. Aunque se ha 

demostrado que PUMA coopera con las proteínas activadoras directas (p. ej., BAX) para 

promover la permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MEM) y la apoptosis 

[462], el mecanismo exacto por el cual se produce la alteración de la MEM no se comprende 

completamente [463].  
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Sin embargo, de manera interesante, encontramos que las NCL y los EN PSEN1 E280A 

muestran pérdida del m, concomitantemente con la sobreexpresión de CASP3 y la 

fragmentación de los núcleos (TUNEL) en el día 4 y 11 después de la transdiferenciación a 

NCL y EN. Estas observaciones sugieren que las mitocondrias desempeñan un papel 

importante en la apoptosis inducida por el βA42 intracelular en las neuronas mutantes. Sin 

embargo, aún es incomprensible si la disfunción del m es consecuencia de un efecto 

directo del sAPPβf o del βA42 intracelular en esta organela [452,464], o si el daño es el 

resultado del impacto de PUMA en la mitocondria. Nuestros hallazgos sugieren que sAPPβf 

/βA42/ PUMA podrían por si solas o en conjunto promover el daño del m. En conjunto, 

estos datos indican que el sAPPβf /βA42 indujo una cascada de eventos en las NCL PSEN1 

E280A a través de la vía de señalización de H2O2, la participación de la CASP-3 como 

proteína ejecutora final, y la fragmentación del ADN. Estos datos son compatibles con la idea 

de que la acumulación intraneuronal del péptido sAPPβf/βA42 es el primer paso de una 

cascada irreversible de muerte en las neuronas de personas con EA familiar [465]. 

 

Por otra parte las neuronas mutadas también presentaron alteraciones funcionales, en este 

sentido, se ha propuesto que la disfunción de la homeostasis neuronal Ca2+ tiene un papel 

crucial en la progresión de la EA [466,467]. Sin embargo, los mecanismos de desregulación 

de Ca2+ no están claros. En contraste con Demuro y Parker [468] que encontraron que los 

oligómeros de βA42 intracelular interrumpen la regulación celular de Ca2+, no observamos 

ninguna desregulación de Ca2+ en las NCL PSEN1 E280A evaluadas a los 0 y 4 días 

posteriores a la diferenciación. Esta discrepancia puede explicarse por diferencias en la 

metodología experimental. Mientras que estos autores dilucidaron las acciones de βA42 

intracelular mediante la obtención de imágenes de las respuestas de Ca2+ a las aplicaciones 

de oligómeros de βA42 en los ovocitos de Xenopus, nosotros obtuvimos una imagen directa 

de las respuestas de Ca2+ al sAPPβf/βA42 intracelular generado de forma endógena en las 

NCL mutantes. Se concluye que, al menos en las presentes condiciones experimentales, el 

sAPPβf/βA42 intracelular no afectó el flujo de Ca2+ en las neuronas PSEN1 E280A. La 

evidencia creciente ha demostrado que el βA42 extracelular interactúa específicamente con 

los nAChR que dan como resultado una desregulación del Ca2+ [64,469]. En este sentido, 
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encontramos que la respuesta de las neuronas PSEN1 E280A a la ACh se redujo 

significativamente a los 4 días de la postdiferenciación en el modelo 2D y a los 11 días de 

diferenciación de los EC. Cabe destacar que se ha demostrado que βA afecta directamente a 

la función de los receptores nicotínicos α7 de la ACh (n7 nAChRs) actuando como un 

agonista (~100 nM) y un modulador negativo (en concentraciones altas) [470]. De acuerdo 

con este punto de vista, confirmamos que las neuronas PSEN1 E280A secretaron cantidades 

aberrantes de βA42 comparadas con las silvestres o WT. Estas observaciones confirman que 

la sobreproducción de β42 extracelular es una característica primordial de la mayoría de las 

mutaciones en PSEN1 in vitro e in vivo [471,472], incluida la mutación E280A [234]. A pesar 

de esto, se requiere más investigación para determinar si específicamente los nAChRs α7 se 

ven afectados en las neuronas PSEN1 E280A. En contraste con Serra-Batiste y cols. Y 

Kandel y cols. [473,474], nuestras observaciones no apoyan la opinión común de que el βA 

extracelular es capaz de aumentar el flujo de Ca2+ neuronal a través de los poros que forma 

el βA42. Sin embargo, no descartamos la posibilidad de que, dado un mayor tiempo de 

incubación, el βA42 terminará afectando el flujo de Ca2+ a través de poros formados en las 

neuronas PSEN1 E280A. En conjunto, nuestros datos sugieren que el βA42 extracelular 

podría unirse a los nAChRs en las células PSEN1 E280A, afectando el flujo de Ca2+ neuronal.  

 

La acumulación de Tau hiperfosforilada en neuronas conduce a la degeneración neurofibrilar 

en la EA [23,24,475]. La creciente evidencia sugiere que la patogénesis de Tau es promovida 

por el βA42 [476,477]. En línea con esto, encontramos que las neuronas PSEN1 E280A 

mostraron hiperfosforilación de la proteína Tau. De hecho, las NCL PSEN1 E280A 

aumentaron significativamente la relación p-Tau/ t-Tau en comparación con las WT luego 

de 4 días posteriores a la transdiferenciación y tan temprano como a las 4 días de formación 

de los EN. Estas observaciones implican que la señalización del sAPPβf/βA42 precede a la 

fosforilación de Tau [477-479]. Además, estos hallazgos complementan la idea de que la 

acumulación intraneuronal temprana de sAPPβf/βA42 afecta la patología de Tau [448,465]. 

Sin embargo, el enlace molecular entre βA42 y Tau aún no está completamente definido. De 

acuerdo con Ma y colaboradores [480], nuestros datos sugieren que JNK es una quinasa 

candidata a estar fuertemente implicada en la hiperfosforilación de Tau en las NCL PSEN1 

E280A. Esta propuesta es apoyada por el hecho de que JNK fosforila a Tau en las Ser202/ 
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Thr205 [481], dos epítopes de fosforilación identificados en el presente estudio. Dado que 

JNK desempeña un papel fundamental involucrado tanto en la apoptosis inducida por EROs, 

como en la fosforilación de Tau, estos hallazgos identifican a JNK como un posible blanco 

terapéutico [482]. Aunque no descartamos la posibilidad de que otras quinasas estén 

implicadas en la patología de Tau [483-485], por lo que nuestros hallazgos sugieren que JNK 

desempeña un papel clave en la hiperfosforilación de Tau en NCL PSEN1 E280A. Es de 

destacar que los modelos 2D y 3D derivados de CME no solo replican la fisiopatología de la 

EA, es decir, la acumulación intracelular de sAPPβf/A42 y la fosforilación de Tau, similar 

a lo previamente reportado en el modelo de iPSCs con mutaciones en PSEN1 [486], sino que 

también replican el fenotipo de la agregación intracelular de A42 y EO en iPSCs como 

modelo de EA [232,487]. Por lo tanto, las neuronas PSEN1 mutantes derivadas de CME deben 

considerarse equivalentes o similares a las neuronas PSEN1 derivadas de iPSCs. Además, 

nuestros resultados sugieren que las alteraciones neurales inducidas por la mutación PSEN1 

E280A podrían preceder a la deposición de βA42 extracelular, y que esas alteraciones surgen 

por el efecto de la toxicidad intracelular de productos de la PPA. Incluso, dichas alteraciones 

moleculares pueden comenzar cuando las neuronas se convierten en neuronas de tipo 

colinérgico (modelo 2D), o incluso en el nacimiento (modelo 3D). Estos hallazgos pueden 

explicar por qué los cambios cerebrales funcionales y estructurales se manifiestan en niños 

(9-17 años) y en individuos jóvenes (18-26 años) portadores de la mutación E280A de la 

PSEN1 [89,488]. Además, estos datos sugieren que la toxicidad intracelular del sAPPβf/βA42 

es un proceso temprano y lento que podría ir deteriorando las células neuronales en una forma 

dependiente de la producción de EO, declive del m, aumento de la apoptosis y 

desregulación intraneuronal de Ca2+ e independiente, en sus inicios de la proteína Tau. Estos 

hallazgos sugieren que todos estos procesos neurodegenerativos inician muy tempranamente, 

aproximadamente 20 años, o inclusive desde el nacimiento del individuo, antes de la etapa 

de la demencia [15,489]. 

 

Es bien conocido que el EO juega un papel muy importante en los procesos neuropatológicos 

de la EA. En este contexto, se han propuesto los cannabinoides como potentes moléculas 

antioxidantes para el tratamiento de la EA [365]. Estudios previos in vitro, demostraron que 
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los cannabinoides sintéticos CP55940 y JWH-015 redujeron el EO generado por el péptido 

βA25-35 y revertieron los procesos de muerte de forma independiente de sus receptores. De 

manera similar, nuestro estudio demostró que el cannabinoide sintético CP55940 libre 

disminuyó la producción intrínseca de EROs en las NCL PSEN1 E280A, al reducir la 

positividad para DCF. Estos resultados, sumados a otros publicados anteriormente [490] 

coinciden con el potencial efecto antioxidante de esta molécula. Un hecho que confirma esta 

hipótesis es que el tratamiento con esta molécula, en presencia y ausencia de agonistas 

inversos de los receptores CB1 y CB2, redujo significativamente los niveles de la proteína 

DJ-1 Cys106-SO3, indicando un potencial efecto directo del CP55940 como barredor de 

H2O2. Así mismo, el CP55940 protegió a las NCL PSEN1 E280A a lo largo de 4 días 

posteriores a la diferenciación, estabilizando su m mitocondrial. En este sentido, hemos 

evidenciado en estudios en mitocondrias aisladas de cerebro de ratas que el CP55940 puede 

actuar como un protector directo de la mitocondria de manera independiente de receptores, 

probablemente, evitando la apertura del poro mitocondrial [491]. Por otro lado, se ha 

comprobado que otros cannabinoides como la anandamida ejerce un potente efecto protector 

frente a la toxicidad inducida por el βA en líneas neuronales humanas de manera dependiente 

del receptor CB1 (receptor del que también el CP55940 es agonista) a través de la ruta de las 

MAP-quinasas [492]. De manera interesante, en los últimos años se ha demostrado que los 

receptores CB1 también están presentes funcionalmente, intraneuronalmente y 

específicamente en las mitocondrias cerebrales (mtCB1); y que la activación aguda de estos 

mtCB1 altera la generación de ATP mitocondrial, la transmisión sináptica y el rendimiento 

de la memoria [493]. Tomando en conjunto todo lo anterior, se puede inferir que el CP55940 

podría inducir protección en las NCL PSEN1 E280A de manera dependiente e independiente 

de receptores. Interesantemente, se evidenció que la adición del cannabinoide, a pesar de su 

actividad protectora, redujo la respuesta a la ACh después de 4 días tanto en NCL WT como 

en NCL PSEN1 E280A. Estos hallazgos se pueden explicar en que previamente, se estableció  

que la activación del receptor CB1 por los cannabinoides es un fenómeno  neuronal que puede 

inhibir la respuesta a neurotransmisores de manera dependiente de la inhibición de canales 

de Ca2+, y que además esta interacción ligando-receptor aumenta la concentración de calcio 

intracelular cuando se administra intracelularmente pero no extracelularmente [494]. 

Tomados en conjunto, estos datos nos demuestran que el CP55940 ejerce su efecto protector 
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en las NCL de manera parcialmente independiente de receptores. Un hallazgo interesante fue 

la disminución de la reactividad para el sAPPβf/βA42 mediada por el CP55940, lo que denota 

una potencial actividad anti-amiloidogénica de esta molécula. Dicho efecto no ha sido 

reportado anteriormente; sin embargo, en años anteriores se ha demostrado que la activación 

de receptores de cannabinoides potencia la capacidad de las células de microglía para 

fagocitar el péptido βA in vitro [495]. Este hecho resulta interesante porque en nuestro modelo 

no observamos poblaciones gliales asociadas a la diferenciación neuronal. Probablemente un 

efecto barredor de βA pudiera ser activado en las mismas NCL por acción del CP55940, no 

obstante, investigaciones futuras son necesarias para poder detallar este posible efecto. Estos 

resultados sugieren que los cannabinoides constituyen una posible terapia futura para la EAF 

con la mutación en la PSEN1 E280A. 

 

Por otra parte, otros de los antioxidantes prometedores en el tratamiento para EAF es la 

EGCG que ha sido validada en numerosos estudios de afecciones patológicas crónicas, como 

inflamación y enfermedades neurodegenerativas [496,497]. En este trabajo se demostró que la 

EGCG efectivamente disminuye el efecto intrínseco generador de EROs en las NCL en el 

modelo 2D y 3D PSEN1 E280A, restaurándolos a niveles similares a los observados en las 

células WT. Estos resultados están de acuerdo con varios estudios previos in vitro, en donde 

se reportó que la EGCG tiene la mayor actividad antioxidante en comparación con otras 

catequinas y que esta propiedad antioxidante proviene principalmente de la presencia de 

grupos hidroxilo en sus estructuras moleculares. De hecho, la EGCG, con 8 grupos hidroxilo, 

en particular en las posiciones 3', 4' y 5' y con un resto de galato en C-3, le otorga la ventaja 

sobre las otras catequinas de ser una molécula excelente como donante de electrones y, por 

lo tanto, la mejor molécula para eliminar radicales libres [383]. En este sentido, la EGCG, 

puede eliminar diferentes especies de radicales libres como, por ejemplo, 1,1-difenil-3-

picrilhidrazilo, los peroxilos, el óxido nítrico, los radicales libres de lípidos, el singlete de 

oxígeno, el peroxinitrito, radicales libres de hidroxilo y de anión superóxido, a través 

mecanismos que incluyen la interacción directa entre las catequinas y el radical peroxilo por 

medio de un mecanismo rápido de transferencia de electrones, formando radicales libres 

estables de semiquinona, previniendo la capacidad de desaminación de los radicales libres 

[370,384] y quelando los iones metálicos a sus formas inactivas. Adicionalmente, se ha 
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demostrado en estudios in vivo que la EGCG protege de la peroxidación lipídica [370]. El 

efecto inducido por la EGCG en las células PSEN1 E280A puede estar directamente 

relacionado con la eliminación del H2O2, como barredora de EROs confirmado con los 

resultados de la reducción de los niveles del DJ-1 oxidado en ambos modelos (2D y 3D). 

Además, se logró determinar que la EGCG también puede estabilizar los niveles del m 

en las células mutadas, probablemente por un efecto directo intracelular en estas células.  

  

La acumulación intracelular anormal de sAPPβf/βA42 y la proteína Tau fosforilada son 

biomarcadores claves en la EA asociados con inflamación, expresión elevada de proteínas 

pro-apoptóticas y el EO, que conducen a la disfunción y muerte de células neuronales en la 

corteza cerebral. Por lo tanto, agentes que prevengan la formación o que eliminen estos 

biomarcadores son esperanzadores para la prevención y tratamiento de la EA [314]. Se ha 

demostrado que la EGCG tiene el potencial de inhibir la fibrilación βA42 [400]. Además, 

también inhibe la agregación de la proteína Tau en oligómeros tóxicos y al mismo tiempo 

remoldea los oligómeros existentes a un estado monomérico desplegado para rescatar a las 

células neuronales de la neurotoxicidad inducida por Tau [392]. Otros estudios sugieren que 

el mecanismo por el cual la EGCG inhibe el péptido βA42 es a través de la modificación en 

la morfología del amiloide provocada por la unión alternativa del hidrógeno facilitada por 

los radicales libres de hidroxilo de la EGCG [393]. Así mismo, la EGCG también puede 

remodelar fibrillas amiloides maduras, convirtiéndolas en agregados de proteínas amorfas 

que son menos tóxicas para las células [394]. En este sentido, el efecto antiagregación de 

EGCG podría ejercerse mediante su unión a la forma nativa del βA a través de interacciones 

con las cadenas laterales de residuos específicos, uniéndose a las especies de βA mal plegadas 

con elementos no covalentes, interacciones que involucran el esqueleto de βA para 

posteriormente remodelar agregados tóxicos en pequeños oligómeros no tóxicos [395]. En 

congruencia con esto, nosotros demostramos que la EGCG redujo significativamente la 

formación de estructuras complejas de βA detectables por western blot [498], probablemente 

por una interacción directa entre los monómeros de βA y la EGCG según el análisis de 

Docking molecular (Figura 19). 
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Figura 20: Análisis de Docking molecular entre el monómero de βA42 y la EGCG. Se 

identifica una interacción en la lámina beta del péptido (aminoácidos PHE19 PHE20 ALA21 

GLU22 ASP23 VAL24 GLY29 ALA30 ILE31 ILE32 GLY33). La estructura del  βA42 fue 

modelada utilizando la herramienta ColabFold v1.5.2-patch: AlphaFold2/ MMseqs2 y la 

estructura 3D de la EGCG fue descargada de Pubchem (PubChem CID 65064). El docking 

molecular fue realizado utilizando el programa CB-Dock2 (https://cadd.labshare.cn/cb-

dock2/php/index.php). 

 

En conclusión, estos resultados sugieren que probablemente la EGCG inhibe la formación de 

estructuras de βA42 de alto peso molecular [498]. De acuerdo con las múltiples propiedades 

farmacológicas descritas para la EGCG constituye una excelente molécula candidata como 

agente terapéutico en la EA. 

 

Finalmente, encontramos que la melatonina también fue altamente eficaz como 

neuroprotector sobre los insultos intrínsecos en EC PSEN 1 E280A. En realidad, aMT no 

solo eliminó eficientemente el H2O2 actuando como agente antioxidante, sino que también 

redujo la agregación de sAPPβf/βA42 (incluso más eficientemente que EGCG) posiblemente 
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a través de la interacción directa con el amiloide, protegiendo así a los EC contra la toxicidad 

de sAPPβf/βA42. Además, la melatonina bloqueó casi por completo la hiperfosforilación de 

la proteína Tau, recuperó el  m e inhibió la apoptosis inducida por sAPPβf/βA42 en los 

EN mutantes a través de la inactivación de CASP3 (evidenciado de forma directa y a través 

del ensayo de TUNEL). En conjunto, estas observaciones cumplen con la idea de que la 

combinación de la EGCG, y la melatonina al igual que individualmente funcionan como 

antioxidante, antiamiloidogénico, inhibidor de la agregación de Tau y bloqueador de la 

apoptosis.  

 

Por lo tanto, es importante resaltar que con este trabajo demostramos por primera vez que la 

acción combinada de dos agentes antioxidantes, EGCG y aMT, es aún más eficaz en la 

protección de los EC mutantes. Sin embargo, son necesarios más experimentos para 

establecer si la acción combinada de EGCG y aMT es aditiva o sinérgica [71]. Tomados en 

conjunto todos estos hallazgos experimentales en 2D y 3D derivados de las CME muestran 

que la neuropatología de la EAF causada por la mutación PSEN1-E280A ocurren ultra 

tempranamente, décadas antes de la aparición de la demencia. 
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CAPÍTULO 10. CONCLUSIONES 

Los resultados de este estudio muestran por primera vez, el establecimiento de neuronas 

colinérgicas (NCL, modelo 2D) y esferoides cerebrales  (EC, modelo 3D) derivados de 

células estromales mesenquimales de gelatina de Wharton de cordón umbilical y sangre 

menstrual (CME-GW-CU/SM) PSEN1 E280A como modelos in vitro de estudio de la 

neuropatología y de la neuroprotección en la EAF. Así mismo, en estos modelos in vitro se 

logró -de forma novedosa- la recapitulación de la neuropatología de la EAF de forma natural 

sin manipulación genética.   

 

En este sentido, se demostró por primera vez la acumulación endógena del sAPPβf/βA42, la 

generación de H2O2, la oxidación de la proteína DJ-1 (DJ-1 Cys106-SO3) y la activación de 

la proteína pro-apoptótica c-JUN como cambios celulares tempranos en las neuronas PSEN1 

E280A. Estos cambios se complementaron con la activación de las proteínas pro-apoptóticas 

p53 y PUMA, la pérdida del m, la activación de CASP3 y la fragmentación del ADN, al 

día 11 en el modelo 2D y entre los días 4 y 11 del modelo 3D. Estas anomalías bioquímicas 

fueron seguidas por una secreción irregular de βA42, desregulación del flujo de Ca2+, 

disminución de la secreción de AChE (en el modelo 2D) e hiperfosforilación de la proteína 

Tau.  

 

Por lo tanto, nuestros datos apoyan la hipótesis de que la patología neuronal colinérgica en 

la EA PSEN1 E280A es inducida por la acumulación intracelular temprana de sAPPβf/βA42 

[448,499]. Estos hallazgos plantean el cuestionamiento de si las estrategias para eliminar el 

βA42 extracelular es suficiente como se propone en la inmunoterapia [500] o si se debe 

complementar esta imnunoterapia con tratamientos adicionales o una terapia combinada que 

permita eliminar el sAPPβf/βA42 intracelular, el EO (es decir, el H2O2) y así evitar la 

apoptosis y la patología Tau, y el tratamiento con agonistas de nAChR para aumentar la 

funcionalidad neuronal.  

 

Adicionalmente, pudimos demostrar por primera vez que el cannabinoide CP55940, la 

EGCG y la melatonina presentaron efectos antioxidantes y preservadores del potencial de 

membrana mitocondrial en las NCL y EC  PSEN1 E280A. De manera interesante, estos tres 
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compuestos tuvieron capacidad reductora de los niveles intracelulares de sAPPβf/βA42 y de 

la proteína DJ-1 oxidada. Finalmente, esta investigación nos permite aportar el 

establecimiento de modelos in vitro genético natural de la EAF para el estudio de la 

neuropatología y el diseño y selección de moléculas promisorias con productos naturales 

como nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento temprano y preventivo de la EA.   
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CAPÍTULO 11. PERSPECTIVAS 

La EA es el trastorno neurodegenerativo de mayor prevalencia en el mundo [429], para el 

cual, hasta la fecha no existe una terapia curativa [144,430]. En Colombia y especialmente en 

el departamento de Antioquia se ha identificado el grupo más grande de personas con EAF 

de inicio temprano (<40 años), que incluye 25 familias con 5.000 miembros, de los cuales 

alrededor de 2.000 portan la mutación E280A en el gen de la PSEN1 que aumenta en el 

cerebro la forma altamente tóxica del péptido β-amiloide de 42-residuos de aminoácidos 

(βA42), comparado con el β-amiloide de 40-residuos (βA40) [434,501], lo que finalmente 

conduce a la muerte neuronal [125]. Aunque se han realizado numerosos ensayos clínicos para 

buscar tratamientos efectivos para la EAF, sus resultados han sido fallidos y desalentadores 

[310,436,437]. Esto, en gran medida, surge como consecuencia de la carencia de un modelo 

unificado de organoide cerebral vascularizado para la EAF (que incluya, además: 

microglía y células vasculares) que permita suministro sanguíneo con la finalidad de: i) 

aumentar su estabilidad estructural en el tiempo, ii) facilitar la evaluación de mecanismos de 

ingreso de nuevos compuestos/fármacos al organoide e iii) identificar posibles 

biomarcadores en sangre. Por lo tanto, una perspectiva importante que surge a partir de esta 

investigación es proponer un sistema robusto de organoides vascularizados provenientes de 

pacientes con la mutación PSEN1-E280A reproducir la neuropatología de la EAF presentada 

en el departamento de Antioquia y, además, con  este novedoso modelo validar el diseño y 

evaluación de nuevos prototipos terapéuticos de forma específica y personalizada para la 

población afectada en el departamento, específicamente, fundamentado en el uso de 

productos naturales como terapias. 

 

Otra de las perspectivas interesantes de este trabajo es la realización de un protocolo de 

ensayo clínico en humanos para comprobar la eficacia de una terapia combinada de 

cannabinoides, EGCG y melatonina, en estadios tempranos (análogos a los 4 días de 

presentación de marcadores neuropatológicos observados en el EC PSEN1 E280A) de la 

patología amiloide, con el fin de reducir la sintomatología y restaurar la actividad cognitiva 

en los pacientes con la EAF. Y, finalmente, proponer una terapia celular y /o de componentes 

neurotróficos o neuromoduladores derivados de CME de Cordón umbilical/Sangre menstrual 

para pacientes con la EAF.  
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CAPÍTULO 12. APORTES CIENTÍFICOS 

Este trabajo aporta el establecimiento de dos modelos in vitro 2D y 3D para el estudio de la 

recreación de la neurofisiopatología de la EAF y del desarrollo de diseños de terapias 

alternativas tempranas para esta enfermedad aplicables también a la EAE, utilizando 

compuestos antioxidantes como los cannabinoides, la EGCG y la melatonina. Como 

producto de esta investigación, se cuenta con 5 publicaciones originales, en su orden: 

 

1. Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Lopera F, Jimenez-Del-Rio M. 

Cholinergic-like neurons carrying PSEN1 E280A mutation from familial Alzheimer's 

disease reveal intraneuronal sAPPβ fragments accumulation, hyperphosphorylation 

of TAU, oxidative stress, apoptosis and Ca2+ dysregulation: Therapeutic 

implications. PLoS One. 2020;15(5):e0221669. doi: 10.1371/journal.pone.0221669. 

2. Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Jimenez-Del-Rio M, Velez-Pardo C. Multi-

Target Effects of the Cannabinoid CP55940 on Familial Alzheimer's Disease PSEN1 

E280A Cholinergic-Like Neurons: Role of CB1 Receptor. J Alzheimers Dis. 

2021;82(s1):S359-S378. doi: 10.3233/JAD-201045. 

3. Quintero-Espinosa D, Soto-Mercado V, Quintero-Quinchia C, Mendivil-Perez M, 

Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. Latent Tri-lineage Potential of Human 

Menstrual Blood-Derived Mesenchymal Stromal Cells Revealed by Specific In Vitro 

Culture Conditions. Mol Neurobiol. 2021;58(10):5194-5209. doi: 10.1007/s12035-

021-02442-6. 

4. Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. (-)-

Epigallocatechin-3-Gallate Diminishes Intra-and Extracellular Amyloid-Induced 

Cytotoxic Effects on Cholinergic-like Neurons from Familial Alzheimer's Disease 

PSEN1 E280A. Biomolecules. 2021;11(12):1845. doi: 10.3390/biom11121845. 

5. Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Jimenez-Del-Rio M. 

Neuroprotective Effect of Combined Treatment with Epigallocatechin 3-Gallate and 

Melatonin on Familial Alzheimer's Disease PSEN1 E280A Cerebral Spheroids 

Derived from Menstrual Mesenchymal Stromal Cells. J Alzheimers Dis. 2023 Feb 

24. doi: 10.3233/JAD-220903. 
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A su vez, los resultados de esta investigación han contribuido al desarrollo de nuevos trabajos 

de investigación en el grupo de neurociencias de Antioquia, enfocados en estudiar el efecto 

de estos antioxidantes naturales como alternativas terapéuticas en los modelos 2D y 3D 

desarrollados. 

 

De igual forma, este estudio permitió el desarrollo y estandarización de diferentes protocolos 

de investigación que se describen a continuación: 

i) Mejoramiento de los protocolos de obtención de CME de cordón umbilical y de la 

diferenciación a osteoblastos y adipocitos. 

ii) Estandarización y ejecución del protocolo de diferenciación de CME a condrocitos 

iii) Estandarización y ejecución del protocolo para la obtención de CME a partir de Sangre 

Menstrual (SM) 

iv) Elaboración y registro de un folleto instructivo para el uso de copa menstrual aportando 

a la apropiación social del conocimiento (Anexo 1) 

v) Obtención por primera vez de CME (de CU y SM) PSEN1 E280A, con su respectiva 

criopreservación en el biobanco del GNA.  

vi) Validación de los protocolos de diferenciación a NCL a partir de CME PSEN1 WT y 

E280A. 

vii) Establecimiento de un modelo de estudio 2D de la EAF en Antioquia gracias a la 

diferenciación a NCL de CME PSEN1 E280A, que reproducen los marcadores 

neuropatológicos de la enfermedad. 

vii) Establecimiento de un modelo 3D de estudio de la EAF en Antioquia gracias a la 

generación de EC a partir de CME PSEN1 E280A, que reproduce los marcadores 

neuropatológicos de la enfermedad.  

ix) Obra científica inédita publicada (Anexo 2). 

Así mismo, con resultados de investigación obtenidos se participó en los siguientes congresos 

(Anexo 3): 

• XII Congreso Nacional | XIII Seminario Internacional de Neurociencias, 2021 

• XIII Congreso Nacional | XIV Seminario Internacional de Neurociencias, 2023 

• 11th IBRO World Congress of Neuroscience 
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Finalmente, los resultados fueron presentados a la Academia Nacional de Medicina  con el 

trabajo titulado: Soto-Mercado V, Mendivil-Perez M, Velez-Pardo C, Lopera F, Jimenez-

Del-Rio, M. Neuronas de tipo colinérgico portadoras de la mutación PSEN1 E280A de la 

enfermedad de Alzheimer familiar muestran acumulación intraneuronal de fragmentos de la 

proteína precursora amiloide soluble, hiperfosforilación de Tau, estrés oxidativo, apoptosis 

y desregulación del Ca2+: implicaciones terapéuticas, con el que se obtuvo el premio Mención 

de honor, Academia Nacional de Medicina, 2020, (Anexo 4). 
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CAPÍTULO 13. ANEXOS  

13.1. Elaboración y registro de un folleto instructivo para el uso de copa menstrual 

aportando a la apropiación social del conocimiento (Anexo 1) 

13.2. Obra científica inédita publicada-protocolo biomédico (Anexo 2) 

13.3. Participación en eventos (Anexo 3) 

13.4. Mención de honor, Academia Nacional de Medicina, 2020, (Anexo 4). 
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