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RESUMEN 
Introducción: El Alzheimer es un desorden neurodegenerativo progresivo que se presenta luego de los 65 años 
y su prevalencia mundial es de 14,4 millones de personas. Por lo anterior, se ha ahondado en tratamientos 
personalizados y pruebas in vitro de fármacos para el Alzheimer considerando a las iPSC como posibles 
candidatas. Objetivo: Este estudio cuantitativo, cuyo objetivo, no basado en una hipótesis, busca analizar y 
comparar el perfil de expresión de marcadores de pluripotencialidad de iPSCs derivadas de fibroblastos adultos 
humanos, tanto de un sujeto sano como de otro con Alzheimer, y determinar si efectivamente son pluripotentes. 
Metodología. Se reprograman fibroblastos de la piel mediante transfección de plásmidos por electroporación, 
obteniendo 9 clones de iPSCs. Se aisla el ARN total de los clones, se asegura pureza y calidad de la muestra, 
sumado a su digestión y retrotranscripción. Mediante RT-qPCR se selecciona el gen normalizador y se analiza la 
expresión de los genes Oct-4 endógeno y exógeno, Sox-2 endógeno y exógeno, NANOG y el gen normalizador 
seleccionado. Finalmente se comprueba si hay diferencia significativa entre los clones. Resultado: Se observa 
una menor variación en la expresión de RPL13a y se selecciona como gen normalizador. Las iPSCs derivadas 
del sujeto sano presentan una mayor expresión de Oct-4 endógeno (p<0,05) en comparación con el sujeto con 
Alzheimer. Discusión y Conclusión: No existen diferencias estadísticas en la expresión de Sox-2 entre ambos 
sujetos. A futuro, se sugiere el uso de RPL13a como gen normalizador en la determinación del nivel de expresión 
de genes de pluripotencia de IPSCs derivadas de fibroblastos. 
Palabras clave: Células IPS, Alzheimer, RT-qPCR. 
 
INTRODUCCIÓN 

El Alzheimer (EA) es un desorden 
neurodegenerativo progresivo de causa incierta, 
caracterizado neuro patológicamente por la 
formación de nudos neurofibrilares intraneuronales y 

placas amieloides en la corteza cerebral1, se 

presenta típicamente después de los 65 años de vida. 
EA constituye la forma más frecuente de demencia, 
actualmente, 14.4 millones de personas a nivel 

mundial han sido clínicamente diagnosticadas2. 

Estudios indican que la incidencia del Alzheimer ha 
ido en aumento y no disminuirá debido al incremento 

de la expectativa de vida3. Cabe destacar que el 

cuidado de pacientes con Alzheimer, debido a que 
esta aún no tiene cura, tiene un enorme costo 

emocional y económico4. Por esto, es necesario 

ahondar en el conocimiento sobre posibles 
tratamientos para la enfermedad, con ayuda de un 

buen modelo celular5. Investigaciones ya se han 

puesto en marcha considerando a las células madres 
pluripotentes inducidas (iPSCs) como las grandes 

candidatas6,7, ya que su pluripotencialidad permite el 

desarrollo de tratamientos personalizados. Ya se han 
visto ensayos clínicos de terapia celular 
personalizada en otras patologías como lesiones de 

médula espinal, Parkinson e, incluso, Diabetes 

Mellitus I8–10. 

Las iPSCs, pueden ser obtenidas a partir de 
fibroblastos adultos humanos reprogramados, siendo 
este el tipo celular más utilizado por su fácil obtención 

y reprogramación9–11. Un nuevo método para generar 

iPSCs fue planteado por Okita et al. (2011), a través 
de la transfección de factores de transcripción, 

utilizando plásmidos episomales10. 

Por lo tanto, las iPSCs se podrían convertir en una 
herramienta para desarrollar futuras estrategias 
terapéuticas personalizadas para el Alzheimer 
utilizando iPSCs derivadas y diferenciadas a partir de 
fibroblastos propios del paciente. Actualmente en 
estudios estas células derivadas de sujetos con 
Alzheimer se han logrado diferenciar en células 
neurales, realizando un avance en la observación de 

la patogenia11. Sin embargo, es necesario para 

futuros estudios en esta área determinar la capacidad 
genotípica de estas células. 

Ante los antecedentes expuestos, el siguiente 
trabajo busca responder la siguiente pregunta: 
¿Existe diferencia en el patrón de expresión de genes 
que determinan la pluripotencialidad entre iPSCs 
derivadas de fibroblastos humanos adultos de un 
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sujeto sano como de un sujeto con Alzheimer? 
La investigación no se basa en una hipótesis, 

debido a que no existen estudios previos sobre el 
perfil de expresión de marcadores de 
pluripotencialidad, en las células de pacientes con 
Alzheimer.    

El objetivo del estudio es analizar y comparar el 
perfil de expresión de marcadores de 
pluripotencialidad en iPSCs derivadas de fibroblastos 
adultos humanos tanto de sujetos sanos como de 
sujetos con Alzheimer. Esto se realiza partir de los 
siguientes objetivos específicos: determinar la 
expresión de genes de pluripotencia, mediante un 
RT-qPCR, demostrar si la expresión de estos 
marcadores varía entre los distintos clones de iPSCs, 
utilizar un gen normalizador (GAPDH, EEF1A1 y 
RPL13a) determinado a partir de la comparación de 
su expresión en todos los grupos celulares 
(fibroblastos, clones sanos y clones de Alzheimer) y 
analizar la expresión de marcadores de pluripotencia 
endógenos y exógenos. 
 
METODOLOGÍA 

En este estudio preclínico observacional 
cuantitativo se determinó la diferencia en el patrón de 
expresión de genes, mediante el número de ciclos de 
RT-qPCR. A partir de la extracción de fibroblastos 
adultos humanos de un sujeto sano de sexo femenino 
de 78 años, y otro sujeto del mismo sexo de 84 años 
a la cual se le diagnosticó Alzheimer esporádico hace 
10 años, obtenidos por la Dra. Behrens3 mediante 
Skin punch Biopsy. A partir de estas muestras de piel 
se preparó un cultivo y se expandieron los 

fibroblastos obtenidos12. Posteriormente, los 

fibroblastos se reprogramaron13 utilizando cuatro 

plásmidos episomales que contienen los 6 factores 
de transcripción de pluripotencia (Oct-4, Sox-2, Klf4 y 
L-Myc, LIN 28 y p53 knockdown), los cuales fueron 

introducidos mediante electroporación14. A los 3 

meses, la reprogramación se completó. La tasa de 
éxito de la reprogramación es de 0,06%.  

De las colonias de iPSCs obtenidas, se extraen 4 
clones derivados de fibroblastos del sujeto sano y 5 
clones derivados del sujeto con Alzheimer. Como 
control negativo del estudio, se utilizó un cultivo de 
fibroblastos no reprogramados del sujeto sano y 
como comparador se usó iPSCs derivadas de 
fibroblastos del sujeto sano.  El criterio de inclusión 
que se utilizó fue que las colonias celulares deben 
presentar la morfología característica de las iPSCs.  
Los criterios de exclusión son contaminación por 
Mycoplasma, ARN degradado y diferenciación 
espontánea.  

Luego se llevó a cabo la extracción del ARN total 
en tres etapas: I) Lisar muestras y separar fases 

utilizando Trizol15 II) Aislar ARN III) Determinar la 

pureza y cantidad de ARN con NANODROP16,17. 

 

Tabla 1: Tratamiento de la muestra 
 

N° Etapas Especificación 
1 Skin punch 

Biopsy 
- Extracción de Fibroblastos (4 mm) 
- Cultivo y expansión 
- Prueba de Ausencia de Mycoplasma 
Muestras: 
1. Paciente con Alzheimer 
2. Sujeto Sano 

2 Reprogramaci
ón 

4 Plásmidos: 
1. Oct-4; p53: ShRNA 
2. Sox 2, KLF4 
3. L-myc, LIN28 
4. EBNA-1 

21 días: 1°s iPSCs 
3 meses: Reprogramación completa y 
colonias  
Tasa de éxito en reprogramación: 
0,06% 

3 Colonias de 
iPSCs 

 

4 Aislamiento 
ARN 

- Protocolo Trizol modificado 
- Medición de la cantidad de 

NANODROP 
5 Calidad ARN Electroforesis en gel de agarosa 

- Dilución de ARN 
- 2uL de loading buffer 
- X uL de ARN 
- 18-x uL de H20 libre nucleasa 
- Total volumen= 20 uL 

6 Digestión con 
DNAsa I y 
purificación 

 

7 Retrotrans-
cripción 

ARN → cADN 

8 qPCR Preparación de muestras: Aplicación 
de Master Mix 
Preparación de placa 15 uL de Master 
Mix de cADN 
Termociclador 58° (temperatura óptima 
de genes en conjunto) 40 ciclos 
Genes: Oct 4 endógeno, Oct 4 
exógeno, GAPDH 2 
Control (-): Cada gen sin el templado 
(3) 

9 Análisis de 
Datos 

 

Grupos: iPSCs Sano (4), iPSCs Alzheimer (5) y 
Fibroblasto sano (2 ml) 

 
Para corroborar la calidad de éste, se hace una 

Electroforesis en Gel de Agarosa al 1%, se utilizó 
bromuro de etidio para la tinción y se evaluó la calidad 
del ARN total extraído observando las bandas con luz 
UV.  

Después se ejecutó la digestión con ADNasa I y la 
purificación de las muestras.  

En el paso siguiente se efectúo la 
retrotranscripción, agregando transcriptasa reversa a 
9 muestras y se sumaron 3 controles negativos sin la 
enzima: ARN de fibroblastos sanos, iPSCs de clon 
sano y iPSCs de clon Alzheimer.   

Finalmente, el ADN obtenido se analizó a través 
de dos RT-qPCR, el primero para determinar el gen 
normalizador a utilizar y el segundo para evaluar el 
nivel de expresión de los marcadores de 
pluripotencia. En primera instancia se comparó la 
expresión de tres genes: GAPDH, RPL13a y EEF1A, 
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para seleccionar el mejor gen normalizador. En 
segunda instancia, se obtuvo la expresión de los 
genes de pluripotencia: Oct-4 exógenos, Oct-4 
endógenos, Sox-2 endógeno, Sox-2 exógenos y 
NANOG, además del gen normalizador previamente 
seleccionado.  Los resultados fueron analizados 
utilizando un gen normalizador seleccionado 
previamente, comparando las iPSCs derivadas de 
fibroblastos del sujeto con Alzheimer con las iPSCs 
del sujeto sano, en busca de diferencias en la 
expresión de los genes de pluripotencia entre ambas 
muestras.  

Para el análisis estadístico se usó prueba T 
student de dos colas para muestras independientes 
(p valor <0.05). 

Este estudio se apega a las normativas nacionales 
e internacionales de materia ética de la investigación 
contando con consentimiento informado para la 
obtención de muestras de fibroblastos del sujeto sano 
y el paciente con Alzheimer, previamente solicitado 
por la Universidad de Chile.  Adicionalmente, el 
estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Ético 
Científico de la Universidad del Desarrollo y por el 
Comité de Bioseguridad de la misma institución.  

 

RESULTADO 
La cantidad de ARN se determinó utilizando un 

espectrofotómetro Thermo Scientific NanoDrop.  
Respecto a la relación 260/280, podemos 

determinar que las muestras de ARN no presentan 
contaminación proteica, exceptuando el clon sano 3, 
considerado como el valor óptimo de pureza (2,03-
2,06). En el caso de la relación 260/230, medida de 
pureza secundaria, gran parte de los resultados están 
dentro de los valores aceptados de pureza (1,8-2,2), 
variando entre 1,83 y 2,03, exceptuando nuevamente 
el clon sano 3 (Tabla 2). 

Al evaluar la calidad del ARN, mediante una 
electroforesis en gel de agarosa, se busca que se 

vean dos bandas delimitadas, lo que se observó en 
las muestras, exceptuando al clon sano 3, por lo 
tanto, este fue retirado del estudio.      

Con respecto a los genes normalizadores, al medir 
la expresión de GAPDH y EEF1A1 se observó una 
gran fluctuación de los valores entre cada clon 
analizado, cuyas varianzas mostraron una dispersión 
para GAPDH (s2 =7,94) y EEF1A1 (s2 =1,63), 
mientras que para RPL13a el nivel de expresión en 
los clones sanos, Alzheimer y fibroblastos, fueron 
similares (s2 =0,239). A partir de este resultado, se 
seleccionó RPL13a como gen normalizador (Figura 
1) 

Con respecto a la expresión de Oct-4 endógeno, 
los clones sanos presentan una expresión del 
marcador hasta 3 veces mayor que los clones con 
Alzheimer (expresión relativa promedio: 9,12 [sano] y 
2,99 [Alzheimer]; p valor<0,05). Los fibroblastos, 
utilizados como control negativo, presentan mínima 
expresión de Oct-4 (expresión relativa promedio: 
0,095).  (Figura 2) 

En el caso del marcador Sox-2 endógeno se 
observa su expresión tanto en clones Alzheimer 
como sanos sin diferencias significativas (p valor> 
0,05) (expresión relativa promedio: 4,87 [sano] y 6,73 
[Alzheimer]). Los fibroblastos sanos tienen mínimo 
nivel de expresión (expresión relativa promedio: 
0,002) (Figura 2). 

En la mayoría de los clones de iPSCs, se observa 
una expresión mínima del marcador de pluripotencia 
NANOG (expresión relativa promedio: 0,22 [sano] y 
0,01 [Alzheimer]), sin diferencias significativas (p 
valor>0,05). La expresión de NANOG en los 
fibroblastos es cercana a 0 (expresión relativa 
promedio: 0,0005) (Figura 2). 

En todos los clones de iPSCs, se observa una 
expresión de Oct-4 y Sox-2 exógeno cercana a 0. 

 
 

 

Tabla 2: Resultados de la cantidad y pureza del ARN total extraído, mediante espectrofotometría 
(NANODROP). 

 

 Número Sample ID User name Nucleic Acid 
Conc. 

Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample type 

1 Clon 1 sano NANO-DROP 2,4861 ug/ul 62,152 30,619 2,03 1,95 RNA 

2 Clon 2 sano NANO-DROP 1,7451 ug/ul 43,628 21,363 2,04 1,76 RNA 

3 Clon 3 sano** NANO-DROP 0,4573 ug/ul 11,432 6,374 1,79 0,47 RNA 

4 Clon 4 sano NANO-DROP 1,6248 ug/ul 40,621 19,702 2,06 1,95 RNA 

5 Clon 5 sano NANO-DROP 1,7665 ug/ul 44,161 21,513 2,05 2,03 RNA 

6 Clon 1 Alzheimer NANO-DROP 3,3544 ug/ul 83,860 41,571 2,02 1,85 RNA 

7 Clon 2 Alzheimer NANO-DROP 2,1835 ug/ul 54,586 26.624 2,06 1,83 RNA 

8 Clon 3 Alzheimer NANO-DROP 3,8714 ug/ul 96,785 47,724 2,03 1,95 RNA 

9 Clon 4 Alzheimer NANO-DROP 3,2043 ug/ul 80,107 39,393 2,03 1,85 RNA 

10 Clon 5 Alzheimer NANO-DROP 3,4899 ug/ul 87,248 43,059 2,03 1,88 RNA 
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Figura 1.   
RT-qPCR; Genes normalizadores.  Niveles 
de expresión de GAPDH, EEF1A y RPL13a 
en iPSCs sanas (clones 1, 2, 4 y 5), iPSCs 
Alzheimer (clones 1-5) yfibroblastos sano 
(Control negativo).   Análisis de varianza: 
GAPDH (s2 =7,94), EEF1A1 (s2 =1,63), 
RPL13a (s2 =0,239). RPL13a presenta 
menor dispersión en los datos. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. RT-qPCR 2.A. Niveles de expresión 
de Oct-4 endógeno en clones de iPSCs Sanas 
(clones 1, 2, 4 y 5), iPSCs Alzheimer (clones 
1-5) y fibroblastos sano (control negativo). 2.B. 
Niveles de expresión promedio de Oct-4 
endógeno en iPSCs sanas y Alzheimer; 
fibroblastos sano (control negativo). Se 
observan diferencias significativas entre las 
iPSCs Sanas y Alzheimer. Se utiliza la prueba 
t-student de dos colas para muestras 
independientes (*p valor<0,05). 2.C Niveles 
de expresión de Sox-2 endógeno en clones de 
iPSCs sanas (clones 1, 2, 4 y 5), iPSCs 
Alzheimer (clones 1-5) y fibroblastos sanos 
(control negativo). 2.D Niveles de expresión 
promedio de Sox-2 endógeno en iPSCs sanas 
y Alzheimer; fibroblastos sanos (control 
negativo). Se utiliza la prueba t-student de dos 
colas para muestras independientes (*p 
valor<0,05). NS: No hay diferencia 
significativa. 2.E Niveles de expresión de 
NANOG en clones de iPSCs sanas (clones 1, 
2, 4 y 5), iPSCs Alzheimer (clones 1-5) y 
fibroblastos sanos (control negativo). 2.F 
Niveles de expresión promedio de NANOG en 
iPSCs sanas y Alzheimer; fibroblastos sanos 
(control negativo). Se utiliza la prueba t-
student de dos colas para muestras 
independientes (*p valor<0,05). NS: No hay 
diferencia significativa. 

 

DISCUSIÓN 
Las mediciones de absorbancia permiten obtener 

información sobre la cantidad y pureza del ARN total 
extraído. La relación de absorbancia 260/280 
obtenida en cada clon sugiere un alto nivel de pureza 
y la relación de absorbancia 260/230 sugiere que 

existe una cantidad insignificante de fenol en el ARN, 
rectificando el nivel de pureza de las muestras.  

Al verificar la calidad del ARN mediante una 
electroforesis en gel de agarosa, los resultados 
evidencian que en general el ARNm de los clones de 
iPSCs sanos y Alzheimer no se encuentra 
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degradado, lo que confirma la buena calidad del ARN. 
La ausencia de las bandas para el clon 3 sano lleva a 
creer que este se diferenció espontáneamente, lo que 
podría haber disminuido su proliferación, llevando a 
la escasa cantidad de ARN detectada, por lo tanto, 
fue eliminado del estudio.  

La literatura describe que para normalizar los 
niveles de expresión de genes, GAPDH es uno de los 
más utilizados cuando el número de clones de iPSCs 

es pequeño18,19.  Sin embargo, este gen normalizador 

no fue el más adecuado para la investigación debido 
a que existía una gran diferencia en su expresión 
entre los 9 clones de iPSCs. Siendo GAPDH 
expresado para glicosilación, la desviación podría 
llevar a creer que existe cierta variabilidad en la 
glicosilación de las iPSCs derivadas del sujeto con 
Alzheimer.  En base a esto, se decide buscar otro gen 
normalizador que permita normalizar los resultados. 
Finalmente, se establece que para trabajar con varios 
clones de iPSCs [9], se debe utilizar el gen RPL13a 
debido a que es el que demuestra menor variación en 
su expresión entre los distintos clones.  

La amplia gama de información disponible indica 
que Oct-4 es un gen imprescindible para reprogramar 
células somáticas, otorgándoles la característica de 

pluripotencia y manteniéndolas en ese estado10,20.  

En base a los resultados obtenidos, la mayor 
expresión de Oct-4 endógeno por parte de los clones 
sanos, en comparación a los de Alzheimer, permite 
inferir que las IPSCs derivadas del sujeto sano son 
más pluripotentes que aquellas derivadas del sujeto 
con Alzheimer.  

Según la literatura Sox-2 actúa junto con Oct-4 y 
mediante una regulación de retroalimentación 
positiva que ayuda a reforzar el estado pluripotente 

de la célula14.  Este gen, al ser altamente expresado 

por ambos tipos de clones permite deducir que las 
iPSCs obtenidas son pluripotentes y serían capaces 
de diferenciarse a distintos tipos celulares 
permitiendo realizar pruebas de fármacos, estudios 
celulares y terapias personalizadas. 

La literatura describe que generalmente NANOG 
es pobremente expresado en las iPSCs, lo que es 
compatible con los resultados obtenidos en la 
investigación. Esto permite deducir que NANOG no 
corresponde a unos de los genes indispensables para 

generar y mantener la pluripotencia de las iPSCs21.  

La reprogramación de los fibroblastos se realiza 
mediante la transfección de diferentes plásmidos que 
tienen incorporados las distintas secuencias de los 
genes de pluripotencia. Sin embargo, estos 
plásmidos son diluidos en las células al momento que 

estas se dividen10.  Los resultados demuestran que 

Oct-4 y Sox-2 exógenos, están pobremente 
expresados en las iPSCs, lo que indica que las 
células utilizadas en la investigación fueron capaces 
de diluir los plásmidos. Adicionalmente, los 
resultados no nos permiten afirmar si el ADN del 

plásmido se incorporó o no al ADN genómico de la 
iPSCs. Sin embargo, la literatura ha demostrado que 

la probabilidad de que esto ocurra es muy baja10. 

Los fibroblastos sanos, al ser células ya 
diferenciadas, presentan una baja expresión de los 
genes marcadores de pluripotencia, lo que permite 
confirmar su utilidad como control negativo. 
 
CONCLUSIÓN 

Se determinó que el gen RPL13a es una mejor 
opción que GAPDH y EEF1A para normalizar el nivel 
de expresión de los genes utilizados en iPSCs 
derivadas de fibroblastos de un sujeto sano (n=4) y 
otro con Alzheimer (n=5), a diferencia de lo que se 
esperaba según la literatura, en donde se utiliza 
GAPDH como gen normalizador. 

A pesar de que la expresión de Oct-4 es a lo 
menos 3 veces menor en los clones de Alzheimer que 
en los sanos, la alta expresión de los factores de 
pluripotencia Oct-4 y Sox-2, demuestra que las iPSCs 
derivadas de fibroblastos, tanto de un sujeto con 
Alzheimer como de una mujer sana, son 
potencialmente pluripotentes. Esto da paso a 
diferenciarlas a neuronas que se comportan de forma 
similar a las de la paciente y así poder utilizarlas como 
modelo para testear fármacos (in vitro) y desarrollar 
terapias personalizadas para esta enfermedad (in 
vivo).  

El siguiente estudio contribuye al desarrollo de la 
medicina personalizada que se encuentra 
actualmente en constante progreso, con especial 
énfasis en el Alzheimer que no presenta cura y podría 
incluso, teniendo este modelo de pruebas, hallarse la 
medicina específica para detener su avance en cada 
paciente, teniendo gran impacto a nivel mundial.  

La principal limitación de este estudio es la 
extrapolabilidad, ya que sólo se estudió un tipo de 
Alzheimer (Esporádico), por lo que no se pueden 
incluir todas las variantes de esta enfermedad. 
Además, las muestras son sólo de un sujeto con 
Alzheimer y de otro sano, por lo que esto da un rango 
del cual no se puede generalizar. 
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