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Glosario de abreviaturas 

 

ADN 

 

Ácido desoxirribonucleico. 

AJ Adulto joven. 

 

AM Adulto mayor. 

 

AZ Pacientes diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer. 

 

BrdU Bromodeoxiuridina. 

 

BSA Bovine serum albumin/ albúmina sérica bovina. 

 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole/ 4',6-diamidino-2-fenilindol 

 

DCL Deterioro Cognitivo Leve. 

 

DMEM-F12   Dulbecco’s modified Eagle Medium/Nutrient Mixtures F12 

 

DSM Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders/ Manual 

diagnóstico y estadístico de los trastornos mentales. 

 

EA Enfermedad de Alzheimer. 

 

EDTA 

 

Ethane-1,2-diyldinitrilo) tetraacetic acid/ ácido 

etilendiaminotetraacético. 

FDDNP 2- (1- {6 - [(2- [flúor-18] fluoroetil) (metil) amino] -2-naftil} -

etilideno) malononitrilo. 

 



FITC Fluorescein isothiocyanate/ Isotiocianato de fluoresceína. 

 

INPRFM Instituto Nacional De Psiquiatría Ramón de la Fuente Muñiz. 

NEO Neuroepitelio olfatorio. 

 

 

ORN Olfactory receptor neuron/ Neurona receptora olfatoria. 

 

 

PBS Phosphate buffered Saline/ Buffer de fosfato salino. 

 

PVA Polyvinyl alcohol / alcohol polivinílico 

 

 

SFB Suero Fetal Bovino. 

 

 

SNC Sistema Nervioso Central. 

 

 

SVZ  Subventricular zone/Zona subventricular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

El sentido del olfato humano es considerado por muchos como un sentido del pasado, 

pues se dice que cuando el ser humano adopto una postura erguida alejo la nariz de la 

tierra donde se originan la mayor parte de los olores y donde están los aromas más 

intensos. Esta adaptación al medio dio paso al desarrollo de otros sentidos como la vista 

o el oído, de tal forma que el olfato se utilizó menos por el homo erectus.  Además, el 

estudio del sentido del olfato también se fue opacando por la abundante investigación en 

torno al resto de los sentidos. 

Actualmente, es posible distinguir dos hipótesis sobre la relación del olfato con el 

envejecimiento y las demencias. La primera de ellas plantea que el decremento en la 

percepción e identificación olfatoria es una consecuencia del envejecimiento. Mientras 

que la segunda propone que la disminución en la percepción e identificación olfatoria 

puede ser un signo que antecede al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. En 

ambos casos, el deterioro del sentido del olfato se ha asociado con un decremento de la 

capacidad cognitiva. Las estructuras involucradas en el proceso de olfacción tienen una 

cercanía anatómica con el hipocampo que es la estructura cerebral donde se integra la 

cognición, por lo que se ha sugerido que la afectación en una de estas estructuras puede 

repercutir en la otra.  

En la enfermedad de Alzheimer, además del hipocampo se afectan amplias áreas de la 

corteza cerebral y sus síntomas involucran una cognición que se empobrece 

acompañada de cambios conductuales. Por lo anterior y debido a que las personas con 

enfermedades neurodegenerativas presentan déficits olfatorios, en años recientes las 

pruebas olfativas se han propuesto como una herramienta de diagnóstico temprano in 

vivo de la enfermedad de Alzheimer ya que hasta ahora se hace en cerebros obtenidos 

post mortem. 

Estudios histopatológicos de cerebros con esta enfermedad han demostrado la 

acumulación de formas insolubles de la proteína β amiloide en espacios extracelulares, 

así como la organización alterada de la proteína tau en ovillos neurofibrilares en el 

citoplasma de las neuronas. Estas alteraciones estructurales eventualmente causan 

apoptosis y en consecuencia una disminución en el volumen del cerebro. 



El neuroepitelio olfatorio es un tejido en donde el proceso neurogénico se lleva a cabo 

de manera constitutiva durante toda la vida.  Este tejido conserva características 

bioquímicas y funcionales del sistema nervioso central por lo que se ha propuesto como 

un modelo subrogado para el estudio de las enfermedades neuropsiquiátricas.  Tomando 

en cuenta lo anterior en este trabajo determinamos la tasa de proliferación de 

precursores neuronales obtenidos del neuroepitelio olfatorio de 2 pacientes 

diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer (AZ) y dos sujetos controles sin 

antecedentes psiquiátricos en dos etapas diferentes de la vida adulta: Un adulto mayor 

(AM) y un adulto joven (AJ). Las tasas de proliferación se correlacionaron con el 

funcionamiento cognitivo general evaluado con la prueba “test Mini-Mental State” así 

como con los resultados de la imagen cerebral obtenida por resonancia magnética de los 

pacientes diagnosticados con enfermedad de Alzheimer.  

Los resultados obtenidos del grupo femenino mostraron que la tasa de proliferación de 

los pacientes con AZ es menor que la tasa de proliferación de un adulto mayor y aún 

menor que la del adulto joven.  Estos datos se correlacionaron con un puntaje menor 

obtenido en la prueba del minimental (aplicado a los participantes con AZ ) y con la 

disminución del volumen cortico subcortical supratentorial y del hipocampo revelado 

por la resonancia magnética, lo que sugiere que la condición de  los precursores 

neuronales obtenidos  del  epitelio olfatorio si podrían estar representando el estado y 

funcionamiento de estructuras cerebrales más profundas como  el hipocampo,  y por 

ende alteraciones en el estado cognitivo. 

Desde este punto de vista tiene sentido afirmar que la percepción e identificación 

olfatoria serían un signo que antecede al desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas, pues una tasa menor de proliferación sugiere que el recambio de 

neuronas receptoras olfativas es deficiente, por lo que no se garantiza el funcionamiento 

óptimo del olfato. Finalmente, la relación entre los resultados de las resonancias 

magnéticas y las alteraciones en la proliferación de pacientes con AZ, evidencian que el 

neuroepitelio olfatorio es un modelo subrogado sobresaliente del sistema nervioso 

central y óptimo para el estudio de enfermedades neuropsiquiátricas.      

 

 



ANTECEDENTES 

 

1.1 Enfermedad de Alzheimer 

En 1906 el neuropatólogo y psiquiatra alemán Alois Alzheimer describió por primera 

vez lo que actualmente se conoce como Enfermedad de Alzheimer (EA) (Korolev, 

2014).  

Esta enfermedad fue descrita en sus inicios como una condición demencial y su estudio 

se basó en los hallazgos en el caso de Auguste Deter, una mujer de 51 años que 

manifestaba síntomas de deterioro progresivo en la memoria y en el lenguaje, así como 

en aspectos psicosociales, además de presentar desorientación y síntomas conductuales 

como son las alucinaciones, el delirio y paranoia (Korolev, 2014).  

Después de 4 años Auguste D. murió y su cerebro fue concedido al Dr. Alois Alzheimer 

para su estudio; Este observó que el tamaño y peso del cerebro de Auguste era menor al 

normal, como si se hubiera consumido (Molloy & Caldwell, 2002). Además, en la 

descripción histopatológica el Dr. Alzheimer describió   cambios peculiares en las 

neurofibrillas (Maurer, Volk & Gerbaldo, 1997). 

 

 

 

 

                                           

 

 

 

 
Figura 1. Ovillos neurofibrilares. 

En esta figura se muestran los dibujos realizados por el Dr. Alzheimer en 1911 quien realizó un 

estudio histopatológico y encontró marañas neurofibrilares situadas en la segunda y tercera capa 

de la corteza en una porción de cerebro Auguste D. (Alzheimer, 1911).  



En la actualidad la EA es considerada un trastorno neurodegenerativo progresivo 

caracterizado por muerte neuronal selectiva en regiones específicas del cerebro 

(Ghoshal et al, 2002) asociadas a la acumulación de formas insolubles de β amiloide en 

las placas de los espacios extracelulares y la acumulación de proteína tau de los 

microtúbulos en los ovillos neurofibrilares (Masters et al, 2015).  

Estas lesiones patognomónicas de la EA se denominan “patología fibrilar” e incluyen 

tanto ovillos neurofibrilares como placas neuríticas e hilos neuropilos compuestos 

principalmente de la proteína asociada a microtúbulosas, en una forma filamentosa 

(Grundke-Iqbal et al., 1986), lo que repercute en el volumen y apariencia del cerebro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Cambios estructurales y microscópicos en el cerebro de un sujeto con enfermedad de 

Alzheimer. 

Panel A: En la enfermedad de Alzheimer se puede observar atrofia del cerebro, especialmente en la 

región del hipocampo. Con el progreso de la enfermedad se pierden las conexiones entre las 

neuronas. En la figura se muestra un esquema representativo de un corte transversal de un cerebro 

normal y de un cerebro de una persona con Alzheimer. Se muestran los ventrículos en donde reside 

el líquido cefalorraquídeo y se observa el ventrículo lateral ensanchado en el caso del cerebro con 

EA a expensas de una disminución del hipocampo. También se muestra un esquema representativo 

de las marañas neurofibrilares y de las placas amiloideas. Tomada de Drew, L. (2018) An age-old 

story of dementia. Nature, 559 (7715), S2-S3. 

 

 



Otras características patológicas de la enfermedad incluyen lesiones intracelulares de 

degeneración granulovacuolar y placas amiloides extracelulares las cuales parecen 

involucrar regiones cerebrales vulnerables en un patrón predecible, no aleatorio, que 

comienza en la corteza entorrinal, se propaga al hipocampo y eventualmente afecta a la 

corteza temporal (Ghoshal et al, 2002). 

 

Figura 3. Progresión de los cambios neurodegenerativos en el cerebro de pacientes con Enfermedad 

de Alzheimer. 

En esta figura se muestran en color azul las placas y los ovillos, que tienden a propagarse a través 

de la corteza en un patrón predecible a medida que avanza la enfermedad. La tasa de progresión es 

variable. Ilustración de Alzheimer's Association. Disponible en: https://www.alz.org/alzheimers-

dementia/what-is-alzheimers/brain_tour_part_2 

Estas alteraciones causan un déficit progresivo en la memoria episódica, que al 

combinarse con un deterioro en al menos otro dominio cognitivo (funciones 

ejecutivas, búsqueda de palabras y memoria semántica) y cuando se asocian con un 

impacto significativo en las actividades instrumentales de la vida diaria (DSM V),  

permiten hacer un diagnóstico de presunción de EA. 

En la clínica, para probar la memoria episódica se utilizan pruebas de recuperación de 

tres palabras y los elementos de orientación del mini examen del estado mental. Este 

también contiene elementos para la memoria de trabajo (serie 7 y ortografía hacia atrás), 

nombres de confrontación (pluma y reloj) y habilidades de construcción (pentágonos 

superpuestos) (Vandenberghe & Tournoy, 2005). 

Además, para diagnosticar la EA se ha recurrido a otras técnicas como la resonancia 

magnética estructural (RM) pues muchos estudios exploran cómo los volúmenes 

cerebrales regionales se relacionan con varias funciones cognitivas (Braskie & 

Thompson, 2013). La correlación entre la estructura del cerebro y la cognición son más 

fáciles de detectar en cohortes que incluyan EA y Deterioro Cognitivo Leve (DCL), 



debido a que el proceso de la enfermedad promueve la atrofia cerebral y el deterioro 

cognitivo (Braskie & Thompson, 2013).El rendimiento de la memoria se correlaciona  

con las medidas de las estructuras del lóbulo temporal afectadas precozmente en el 

proceso de la enfermedad, incluyendo el hipocampo y la corteza entorrinal (Braskie & 

Thompson, 2013). La función ejecutiva y la cognición global suelen mostrar 

asociaciones significativas con medidas más amplias: atrofia cerebral total, 

agrandamiento ventricular y grosor cortical en múltiples regiones cerebrales. (Braskie & 

Thompson, 2013) 

Figura 4.  Patología del cerebro en diferentes etapas de deterioro cognitivo. 

La imagen muestra datos del cerebro de sujetos con diferentes niveles de rendimiento cognitivo, 

incluidos pacientes adultos mayores cognitivamente intactos, Deterioror Cognitivo Leve (DCL) y 

Alzheimer. La acumulación de 2- (1- {6 - [(2- [flúor-18] fluoroetil) (metil) amino] -2-naftil} -

etilideno) malononitrilo (FDDNP), es consistente con las deposiciones de placas y ovillos en sujetos 

vivos. En la parte derecha se observa una escala en donde el color rojo corresponde a una mayor 

concentración de FDDNP, lo que representa puntuaciones cognitivas más bajas. (Braskie & 

Thompson, 2010) 

 

Además de los cambios a nivel celular, no podemos dejar de lado la anotación del Dr. 

Alois Alzheimer en la cual relata que antes de presentar las deficiencias conductuales y 

de la memoria, Aguste, mostró un fuerte sentimiento de celos hacia su esposo (Maurer, 

Volk & Gerbaldo, 1997). Esto resulta relevante porque en la actualidad además de haber 

ratificado los hallazgos histopatológicos de esta enfermedad, ahora se sabe que la 

personalidad (definida como la variación única que tiene cada individuo para responder 



a diferentes clases de estímulos ambientales) también aportar información valiosa sobre 

la enfermedad.   

En este sentido los estudios de Johansson et al (2010 y 2014) sugieren que “la 

personalidad puede influir en el riesgo individual de demencia a través de su efecto en 

el comportamiento, estilo de vida o reacciones al estrés” (Johansson et al, 2014).  Como 

ejemplo, en una muestra de 800 mujeres entre 38 a 54 años que participaron en un 

estudio entre 1968 y 2005, se encontró que el neuroticismo de la mediana edad estaba 

asociado con un mayor riesgo de demencia tipo Alzheimer, pues durante los 38 años de 

seguimiento de estas mujeres, 153 desarrollaron demencia, de las cuales 104 se 

diagnosticaron como demencia de tipo Alzheimer (Johansson et al, 2014).  

También en 2010 con el mismo grupo de estudio, los autores llegaron a la conclusión de 

que la angustia prolongada y el estrés psicosocial están asociados con un mayor riesgo 

de presentar demencia específicamente de tipo Alzheimer (Johansson et al, 2014).  

Ambos resultados tienen implicaciones clínicas ya que se identificaron factores de 

riesgo que hacen proclives a las personas para desarrollar este tipo de demencia. Por lo 

tanto, el tomar en cuenta este tipo de información podría permitir identificar población 

vulnerable y desarrollar intervenciones que coadyuven en la prevención de esta 

enfermedad (Johansson et al, 2014).   

Es importante señalar que la población con demencia va en aumento, pues en 2015 

alrededor de 50 millones de personas padecían esta enfermedad, y se espera que para el 

año 2050 esta población se incremente a 130 millones de personas (Drew, 2018). En 

promedio, la duración de la enfermedad es de 8 a 10 años, pero es precedida por etapas 

preclínicas y prodrómicas que generalmente se extienden a lo largo de dos décadas 

(Masters et al, 2015). Por lo que es sustancial el desarrollo de pruebas biológicas que 

permitan realizar un diagnóstico anticipado.  

Asimismo, cabe investigar si la enfermedad de Alzheimer es una parte inevitable del 

envejecimiento normal o si se trata de un proceso de enfermedad discreta, pues en la 

actualidad el diagnóstico de EA, como se mencionó anteriormente se realiza por 

apreciación clínica y se basa en el DSMV, pero su determinación y manejo se complica 

por las comorbilidades frecuentes a esta edad como son la enfermedad cerebrovascular 



y la esclerosis del hipocampo (Masters et al, 2015). Además, la enfermedad de 

Alzheimer comparte una característica vista en otras enfermedades neurodegenerativas 

(Parkinson) y en algunas enfermedades neuropsiquiátricas (Esquizofrenia y trastorno 

bipolar), la reducción de la capacidad olfatoria. 

 

1.2 El Olfato y el Olvido 

En el año de 1984 Richard Doty presentó la primera prueba estandarizada fácil de 

administrar para evaluar  la función olfativa humana. (Doty, 1984a). Sus resultados 

favorecieron una controversia de la fisiología olfatoria la cual suponía una relación entre 

la edad y la olfacción ya que algunos investigadores reportaban que había/o no había 

influencia del envejecimiento sobre esta función (Doty, 1984a). 

En el mismo año se observó en un estudio realizado con 1,955 personas con un rango de 

edad entre los  5 y los 99 años, que la capacidad promedio para identificar olores es 

superior  entre los 20 y 50 años,  presentando una ligera disminución del rendimiento a 

partir de los 60 años  y una disminución  ya  marcada después de los 70 años de edad.  

Es importante señalar que en ese estudio se encontró que un gran número de personas 

mayores presentaron anosmia (Doty et al 1984b), es decir que eran incapaces de percibir 

olores. La conclusión del estudio fue que con la edad se pierde la capacidad olfatoria. 

También en el 2002 se realizó un estudio con 2,491 personas  con un rango de edad 

entre  los 53 y  los 97 años, en donde se reportó una prevalencia de olfacción alterada 

del 24%, en tanto que en personas de 80 a 97 años aumentó hasta  62.5 % (Murphy, 

2002). 

 

 Doty en su estudio describe que  las deficiencias olfatorias relacionadas con la edad han 

causado la pérdida de  millones de dólares por daños tanto materiales como a la 

integridad física de las personas. Cada año se produce un número considerable de 

explosiones de gas butano y propano que pueden vincularse directamente con la 

incapacidad de oler o de reconocer los aromas añadidos a estos gases para hacerlos 

perceptibles, además de que un número desproporcionado de ancian@s muere por 

accidentes de intoxicación por gas (Doty, 1991).  

Broad (2017), basándose en estudios realizados en 2008 por Murphy y por Lafreniere & 

Mann en 2009, menciona que esta la disminución en la capacidad a de identificación y 



de interpretación ambiental correcta de las señales olfativas es una característica común 

de las personas con avanzada edad.  Esto, puede conducir a una disminución en la 

calidad de vida ya que reduce la conciencia ambiental, y la apreciación de los sabores, 

lo que podría resultar en reducción del apetito y en un detrimento nutricional (Broad, 

2017). 

Estudios posteriores relacionaron la disminución en la capacidad olfatoria en las 

primeras  etapas  de la enfermedad  de Alzheimer, que suele presentarse en  personas de 

edad avanzada en las que se ha descrito pérdida de la capacidad olfatoria. Además, en 

estos pacientes se ha observado daño en las regiones del cerebro involucradas en el 

procesamiento de la información olfativa, como lo son la corteza entorrinal, la corteza 

prepiriforme y el núcleo olfatorio anterior (Murphy, 1995). 

En 1986 (Koss) había señalado que los deterioros olfativos son evidentes en las 

primeras etapas de la demencia y que a medida que aumenta, los umbrales de detección 

también lo hacen, lo que sugiere que el deterioro en la capacidad de detección de olores 

está asociado al grado de demencia. Por lo tanto, puesto que la identificación del olor 

requiere más procesamiento cognitivo que la detección del olor, puede argumentarse 

que la identificación del olor está más influenciada por el estado cognitivo que la 

agudeza de la detección del olor (Serby et al, 1991 en Murphy, 1995), ya que esta 

implica la detección, discriminación, reconocimiento y recuperación de una etiqueta o 

nombre (Chobor, 1992; Murphy, Anderson, & Markison, 1994 en Murphy, 1995). 

 

Cabe señalar que además de la enfermedad de Alzheimer una serie de enfermedades 

comunes en adultos mayores se han asociado con la disfunción olfativa, estas incluyen 

depresión, enfermedad priónica, epilepsia, enfermedad de Parkinson, accidente 

cerebrovascular, trauma físico  y diabetes. En algunos casos, el declive olfatorio se ha 

asociado con el inicio de los síntomas, sugiriendo que las disminuciones olfatorias 

observadas en pacientes "normales” también pueden contribuir al desarrollo incipiente 

de enfermedades neurológicas que a menudo se observan en los adultos mayores 

(Broad, 2017). 

 

Algunos estudios han demostrado que el rendimiento en las pruebas de identificación de 

olores se correlacionan con las puntuaciones   de la prueba mini-mental state como 

(Folstein y Mchugh, 1975) en personas con la enfermedad de Alzheimer. Es decir, a 



menor capacidad de identificación de olores, menor puntaje obtenido en la prueba, 

sugiriendo que la identificación olfativa es un indicador de la capacidad cognitiva (Cain 

y Gent, 1986, Murphy y Cain, 1986 en Murphy, 1995). 

Cabe señalar,  que todos los estudios publicados de identificación olfatoria en esta 

enfermedad se habían basado en el funcionamiento léxico como forma de respuesta. Es 

por esto que en la investigación de Charlie Morgan (2008), las palabras fueron 

reemplazadas por imágenes, y los participantes tuvieron la opción de señalar el cuadro 

que representaba el olor, eliminando así las demandas léxicas. Los resultados obtenidos 

sugieren que la identificación del olor sigue siendo pobre incluso cuando se eliminan las 

demandas léxicas. 

 

Wang & Zhou, investigaron la recuperación y la codificación de la memoria episódica 

en el envejecimiento normal y en los pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL) 

utilizando pruebas neuropsicológicas. No se encontró diferencia en edad, educación y 

distribución de género entre el grupo de edad normal y el grupo con DCL, pero si algo 

que denominaron como un “fenómeno interesante", pues hubo un decremento de 

aproximadamente 6,84% en la recuperación de la memoria episódica en el grupo de 

personas con DCL, mientras que en la codificación de la misma en el mismo grupo se 

redujo un 22,8%.  Estos resultados indicaron que la codificación de la memoria 

episódica es vulnerable en pacientes con DCL.  La DCL es el estado de transición entre 

el envejecimiento normal y la enfermedad de Alzheimer, pues un porcentaje mayor de 

estos pacientes desarrollan la enfermedad de Alzheimer en contraste con la población 

general de adultos mayores (Wang & Zhou, 2002). 

En este sentido, es importante mencionar que la corteza entorrinal es la vía de entrada al 

hipocampo y la base de la codificación de la memoria episódica (Wang & Zhou, 2002); 

Además de que la patología neurofibrilar y la pérdida neuronal en esta enfermedad se 

observa por primera vez en esta estructura y posteriormente se extiende a otras áreas del 

cerebro. 

Algunas investigaciones han descubierto que la pérdida profunda de la capa II de las 

neuronas de la corteza entorrinal se  produce en   la enfermedad de Alzheimer leve  y un 

marcado decremento distingue incluso la enfermedad de Alzheimer muy leve,  del 

envejecimiento sin demencia. Estos hallazgos sugieren  que  este padecimiento  no  

deriva del envejecimiento normal sino que son dos procesos bien diferenciados tanto 



desde el punto de vista clínico como patológico. Por lo anterior se puede sospechar que 

también hay cambios neuropatológicos o pérdida neuronal en la corteza entorrinal en 

pacientes con Deterioro Cognitivo Leve. 

 

1.3 Neurogénesis 

          

Como ya se ha señalado, la función olfatoria plantea muchos puntos interesantes, uno de 

ellos versa sobre que la disfunción olfatoria es una señal temprana común en varias 

enfermedades neurodegenerativas (Arnold et al, 2010). El otro es la capacidad 

neurogénica del neuroepitelio olfatorio. 

La neurogénesis es definida como un proceso de generación, maduración, e integración 

en los circuitos neuronales de neuronas funcionales a partir de células progenitoras, las 

cuales tienen la capacidad de proliferar para generar más de sí mismas (Ming y Song, 

2005 p.224).  

Inicialmente se pensó que las células madre neurales en el sistema nervioso central 

adulto se formaban exclusivamente antes del nacimiento, (Bordey, 2006).  Con los 

métodos disponibles en la época de Santiago Ramon y Cajal era imposible rastrear el 

destino de esas células en división y probar que las células recién nacidas eran en 

realidad neuronas. 

 Fue hasta finales de la década de 1950, que se logró etiquetar las células en división 

con [H3] –timidina (que se incorpora en el ADN replicante durante la fase S del ciclo 

celular y puede ser detectado con autorradiografía) lo que permitió a reportar por 

primera vez la generación de nuevas neuronas en cerebros de ratones (Smart, 1961) 

(Altman & Das, 1965). 

A partir de las investigaciones de Gratzner en el año de 1982 el campo fue 

evolucionando, ya que introdujo otro marcador de la fase S del ciclo celular, que es la 

etapa en que las células replican su ADN para posteriormente dividirse. La 

bromodeoxiuridina (BrdU) es un análogo sintético de la timidina, uno de los 4 

nucleósido que se unen a la desoxirribosa para formar al DNA.  El marcaje con BrdU es 

la técnica más utilizada para señalar a las células en proliferación.  En este sentido se ha 

logrado observar neurogénesis en la etapa adulta en todos los mamíferos examinados, 



incluido el ser humano. Sugiriendo que los precursores neuronales con capaces de 

dividirse y de incorporarse a la circuitería (Ming y Song, 2005).  

 Recientemente se demostró que la proteína Ki67 es un marcador de proliferación que 

también es útil para señalar a las células neurogénicas (Kee et al 2002).  

La proteína Ki-67 fue inicialmente descrita por su reconocimiento con un anticuerpo 

monoclonal (Scholzen & Gerdes 2000). Este se generó inmunizando ratones con 

núcleos de la línea celular L428 de linfoma de Hodgkin.  El nombre se deriva de la 

ciudad de origen en donde se encontraba en laboratorio donde se preparó el anticuerpo 

monoclonal (Kiel) y el número del pozo donde se encontraba el clon original en la placa 

de 96 pocillos (Scholzen & Gerdes, 2000). 

 

La caracterización del anticuerpo Ki-67 reveló un patrón de tinción reactivo en una 

estructura nuclear presente exclusivamente en las células en proliferación (Scholzen & 

Gerdes, 2000). Posteriormente, un análisis detallado del ciclo celular mostró que el 

antígeno estaba presente en los núcleos de las células en el Fases G1, S y G2 del ciclo 

celular, así como en la mitosis (Scholzen & Gerdes, 2000), pero no en células en reposo 

o en reposo en la fase G0 (Gerdes et al., 1984). 

 

Desde entonces, Ki-67 (también conocido como MKI67) es considerado por la mayoría 

de la comunidad científica como el prototipo de marcador de proliferación celular, y en 

la actualidad es usado ampliamente para la tipificación de múltiples tipos de células 

cancerosas (Sales & Vagnarelli., 2018). 

 

En particular, recientemente se encontró que la distribución y los niveles de esta 

proteína son regulados diferencialmente en las diferentes etapas del ciclo celular. En las 

células i en interfase la proteína Ki-67 está localizada en el núcleo. En G2 se acumula 

en l el nucléolo y al inicio de la mitosis se reubica en la periferia de los cromosomas 

donde permanece hasta la formación de nuevo del núcleo en fase G1 después de la 

segregación del cromosoma (Sales & Vagnarelli., 2018). Después de esto, la proteína 

Ki-67 se distribuye primero en focos pequeños y luego se une en los nucléolos (Sales & 

Vagnarelli., 2018).  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Gradientes de Ki-67 durante el ciclo celular. 

Las células en constante división presentan niveles altos de proteína Ki-67 en la fase de transición 

G2 / M.  Los niveles disminuyen gradualmente a medida que la célula progresa a lo largo del ciclo 

celular. Los niveles más bajos de la proteína Ki se observan en la transición de la fase G1 / S. La 

localización de Ki-67 también cambia a lo largo del ciclo celular. Las imágenes muestran la tinción 

de la proteína Ki-67 en las células HeLa en diferentes etapas del ciclo celular. Ki-67 se observa en 

rojo, los núcleos en azul (B y C).  En quiescencia, los niveles de Ki-67 también disminuyen 

gradualmente.  Cuando las células vuelven a entrar en el ciclo celular, los niveles de la proteína Ki-

67 disminuyen en función del tiempo en que permanecen en quiescencia. En consecuencia, al entrar 

al ciclo celular, una célula que pasó un corto tiempo en inactividad (G0) (B) tendrá niveles más 

altos de Ki-67 en relación a una célula que pasó mucho tiempo en G0 (C). El grado de intensidad 

del rojo representa los niveles de Ki-67. La escala de color se muestra a la derecha del esquema. 

Abreviatura: t, el tiempo que una célula pasa en inactividad. 

Tomada de Sales Gil R, Vagnarelli P. (2018) Ki-67: More hidden behind a “Classic proliferation 

marker” Trends Biochem Sci. 2018 Oct; 43(10):747-748. Doi: 10.1016/j.tibs.2018.08.004. 

 

Además de los marcadores BdrU y proteína Ki-67utilizados para el estudio de la 

formación de nuevas neuronas, también se ha demostrado que este proceso es un evento 

dinámico, que está modulado y regulado por diversos factores para responder a las 

demandas del cerebro. Entre los factores involucrados en la modulación y regulación de 

este evento se encuentran el nicho y los factores internos y externos, que pueden ser 

neurotransmisores, factores de crecimiento, factores neurotróficos, hormonas, la 

actividad física y el aprendizaje (Lledo, Alonso & Grubb, 2006). 



Aunado a esto, se ha demostrado que la neurogénesis está asociada a múltiples factores 

entre los que destaca el aprendizaje y la memoria. Como ejemplo, en 2001 Shors et al 

bloquearon la neurogénesis en las ratas administrando metilazoximetanol una sustancia 

tóxica para las células en proliferación. Esto disminuyó la neurogénesis hipocampal en 

un 80% aproximadamente, impidiendo su condicionamiento conductual, ya que el 

aprendizaje de este tipo de estímulos implica el recuerdo y requieren del funcionamiento 

del hipocampo. Además, se ha demostrado que, en el cerebro adulto, la neurogénesis 

persiste a lo largo de toda la vida en condiciones normales. Las principales regiones del 

cerebro en donde se ha, demostrado este proceso (son: la zona subventricular (SVZ) de 

los ventrículos laterales y la zona subgranular en el giro dentado del hipocampo entre 

otras. Es importante señalar que la neurogénesis también se lleva a cabo en el 

neuroepitelio olfatorio que algunos autores consideran como parte del Sistema Nervioso 

Periférico y para otros autores es la parte más periférica del Sistema Nervioso Central. 

 

1.4 El neuroepitelio olfatorio 

 

La formación y maduración de nuevas neuronas ocurre en el neuroepitelio olfatorio 

humano a lo largo de toda la vida para reponer a las que mueren y mantener el número 

de neuronas olfatorias sensoriales, así como la función olfatoria (Farbman., 1994).  

(Calof & Chikaraishi., 1989) pues los progenitores neuronales del epitelio olfatorio que 

están en estrecha proximidad física con los ORN pueden "leer" el número de neuronas 

diferenciadas en su entorno y regular la producción de nuevas neuronas. 

Cabe señalar que una tasa normal de eliminación de nuevas neuronas en el NEO es 

esencial para la exploración y la discriminación óptima de los odorantes (Othman et al, 

2005). 

 

 Por esto, el neuroepitelio olfatorio se ha propuesto como un modelo subrogado para 

estudiar alteraciones en la diferenciación y proliferación neuronal en algunas 

enfermedades psiquiátricas cuya etiología se ha relacionado con el neurodesarrollo. Este 



epitelio está formado por células epiteliales sustentaculares, así como por células madre 

precursoras y basales que proliferan continuamente para amplificar la población 

precursora neural, induciendo de esta forma la generación de neuronas inmaduras y 

sensoriales olfatorias (Calof & Chikaraishi., 1989) Este tejido se localiza en la cavidad 

nasal en el septum nasal y el cornete medio (Leopold et al, 2000). El área de este tejido 

mide entre 0.5 a 2 cm2 que es aproximadamente 3% de la superficie total del epitelio de 

la cavidad nasal (Sorokin, 1988) (Leopold et al, 2000) y se distribuye en parches en 

diferentes zonas del epitelio respiratorio.  

 

Figura 6. Localización del neuroepitelio olfatorio. 

En la figura se muestra un esquema representativo de la anatomía de la fosa nasal. El neuroepitelio 

olfatorio es un tejido que se localiza cerca de la región más superior de la cavidad nasal entre el 

septum nasal y el cornete medio. 

Obtenido y modificado de: http://centrootorrinodf.com.br/imgs/rinoscopia.jpg                                                        

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema  del neuroepitelio olfatorio y su relacion anatomica con el bulbo olfatorio. 

En esta imagen se puede observar la composicion, organización y localización del neuroepitelio 

olfatorio. La moleculas odoriferas del ambiente son percibidas  por los cilios quimisensores. Los 

axones de las neuronas olfatorias se extienden  hasta llegar al bulbo olfatorio en donde hacen 

sinapsis con las células mitrales. Obtenido y modificado de: Mesher AL; Junqueira´s Basic 

Histology: Text and Atlas, 12th Edition:  http://www.accessmedicine.com Copyright ©The 

McGraw-Hill companies, Inc. All rights reserved. 

http://centrootorrinodf.com.br/imgs/rinoscopia.jpg
http://www.accessmedicine.com/


Al envejecer los inhibidores de la neurogénesis aumentan (Drapeau & Abrous, 2008), lo 

que supone que la tasa de proliferación del epitelio olfatorio también lo hace y por ende 

la capacidad olfatoria.  

Se piensa durante esta etapa de la vida adulta las células madre neurales pierden su 

potencial proliferativo y se vuelven inactivas, pero actualmente se presume que este 

proceso puede reactivarse con ciertos estimulantes como el ejercicio, la restricción 

calórica, o con algún otro tipo de sustancia como el resveratrol.  

Esta molécula vinculada a la activación de sirtuinas y a la longevidad, al suministrarse 

en ratones de seis meses de mostro tener resultados positivos en la mejora de la 

neurogénesis hipocampal, la plasticidad cerebral y la cognición, lo que indica que la 

plasticidad del SNC se conserva en cierta medida en un organismo envejecido 

(Katsimpardi and Lledo., 2018). 

 

 

2. Justificación 

 

En la enfermedad de Alzheimer se sabe que existe un déficit olfatorio en las primeras 

etapas de su desarrollo, así como una disminiución en la cognición y alteraciones 

histopatológicas en la corteza entorrineal que es la vía de entrada al hipocampo.  

Además, se produce una disminución en el volumen de esta estructura del cerebro en 

donde existe un nicho neurogénico, el giro dentado y en donde se integran las funciones 

cognitivas.  

Como se argumentó anteriormente, existe una relación entre la neurogénesis y la 

capacidad de identificar olores. Además, se ha sugerido que esta aptitud está relacionada 

con la capacidad cognitiva y que la cercanía anatómica entre las estructuras 

involucradas en el proceso de olfacción y en la cognición, suponen que una alteración 

en alguna de estas estructuras repercutiría en la otra. 

Conociendo que en el epitelio neuroepitelio olfatorio es una zona neurogénica de fácil 

acceso, es posible obtener precursores neuronales para estudiarlos ex vivo y utilizarlos 

como un modelo subrogado del sistema nervioso central ya que los precursores 

neuronales del epitelio olfatorio mantienen en cultivo la expresión de receptores a 



neurotransmisores, así como las características bioquímicas y metabólicas de las 

neuronas del sistema nervioso central. 

3. Preguntas de investigación 

 

1. ¿La disminución en la formación de nuevas neuronas (neurogénesis) en los precursores 

neuronales olfatorios está asociada a la disminución del volumen del hipocampo 

observado en un grupo de pacientes con diagnóstico de enfermedad de Alzheimer? 

2.  ¿Los adultos mayores (AM) sin enfermedades neurodegenerativas y un grupo de 

adultos jóvenes (AJ) sin antecedentes neuropsiquiátricos tendrán una tasa similar de 

proliferación de los precursores neuronales olfatorios? 

3. ¿La tasa de proliferación de los precursores neuronales olfatorios determinada ex vivo se 

correlaciona con la capacidad cognitiva determinada con el “minimental”? 

 

4. Hipótesis 

  

La tasa de proliferación de los pacientes con AZ es menor que en los adultos mayores y 

se correlaciona con una disminución en capacidad cognitiva y la disminución en el 

volumen del hipocampo. La tasa de proliferación de los precursores neuronales 

olfatorios se correlaciona con la edad del sujeto.  

5. Objetivos 

 

Objetivo general: Determinar la tasa de proliferación de los precursores neuronales 

obtenidos de pacientes diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer y en adultos 

mayores y jóvenes sin antecedentes psiquiátricos.  Objetivos específicos: 

1) Aislar, cultivar y preservar las células del NEO obtenidas de pacientes con 

Alzheimer, y de sujetos adultos jóvenes, y adultos mayores. 

2) Evaluar la viabilidad de las células aisladas del NEO. 

3) Determinar del índice de proliferación expresado como el porcentaje de células 

teñidas con el anticuerpo anti ki67 que es un marcador de proliferación celular.  

 



 

 

6. Materiales y métodos 

6.1 Población de estudio 

 

En este estudio se utilizaron los precursores neuronales mantenidos en criopreservación 

previamente obtenidos por exfoliación de la cavidad nasal   de participantes con 

diagnóstico de Alzheimer.  Estos se reclutaron en la clínica de psicogeriatría del 

Instituto Nacional De Psiquiatría Ramón de la Fuente Muñiz de acuerdo a los criterios 

del DSM IV (1995).    Se solicitaron los expedientes de estos pacientes para extraer 

datos sociodemográficos, así como estudios relevantes, entre ellos la resonancia 

magnética y el test minimental state examination. Los pacientes que ingresaron al 

estudio fueron comparados y pareados por edad y sexo, con participantes adultos 

mayores sanos a los que previamente se les obtuvo una muestra de NEO por exfoliación 

cuyas células fueron propagadas   y criopreservadas en nitrógeno líquido.  

Los controles adultos jóvenes fueron reclutados para la obtención de precursores 

neuronales olfatorios a través de exfoliación nasal.  Las células se propagaron y se 

mantuvieron en crio preservación. A los adultos jóvenes se les aplicó el test minimental 

state examination. 

 

6.1.1 Criterios de Inclusión: 
 

Se incluyeron 2 pacientes en este estudio (1 femenino y otro masculino),  

A todos los participantes (pacientes y controles) se les solicitó que leyeran, entendieran 

y firmaran el consentimiento informado. 

Criterios de Exclusión: 

Se excluyeron a los pacientes con presencia al momento de la selección de un cuadro 

clínico infeccioso de vías aéreas superiores, antecedentes de rinitis alérgica, o bajo 

tratamiento con anticoagulantes. 

 

6.1.2 Tamaño de Muestra: 
 

Se eligieron 4 sujetos sanos y 2 sujetos de estudio, pareados por edad y sexo. 

 

 



6.2 Obtención de la muestra 

 

La exfoliación nasal se hizo de acuerdo con el método descrito por Benítez-King et al 

en 2011. Se realizó un aseo nasal previo a la toma de muestra. Mediante visualización 

directa iluminada, se hizo un raspado nasal con cepillo de citología en la región lateral 

de la cabeza del cornete medio y la porción de septum nasal que se encuentra en 

oposición a la misma. Las células adheridas al cepillo se desprendieron con agitación 

vigorosa en medio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM-F12).   Posteriormente, se 

desprendieron delo cepillo  por agitación mecánica y se sembraron  en una caja de 24 

pozos de tal superficie en cm2 El medio de cultivo utilizado en esta etapa fue DMEM-

F12 (Dulbecco’s modified Eagle Medium/Nutrient Mixtures F12) suplementado con 

suero fetal bovino al 10% (ambos de Gibco, Gran Island, New York), L-Glutamina 2% 

y los antibióticos de Estreptomicina 100 μg/mL y Penicilina 100 μg/mL al 2% 

mencionar temperatura y atmósfera de CO2 5% aire 95%. 

 

6.2.1. Cultivo celular 

 

Las células se incubaron durante 4 días que fue el tiempo en el que los precursores 

neuronales alcanzaron una confluencia del 98%. Estas se desprendieron del sustrato con  

EDTA en una concentración de 0.03% durante 5 minutos. Posteriormente se adicionó 

una solución de tripsina al 0.25% y las células se incubaron por otros 5 minutos. Las 

células suspendidas se resembraron en una botella de 25 cm² a una densidad de tantas 

células por pozo o por cm². Una vez que alcanzaron una confluencia del 98% 

nuevamente se desprendieron por el método antes descrito y se volvieron a sembrar en 

botellas de 25 cm², hasta alcanzar el pasaje 4 (el número de veces que desprendimos las 

células y que volvieron a sembrarse).  

 

6.2.2. Sembrado celular para experimentación 

 

Una vez alcanzado el pasaje 3, se sembraron 10,000 precursores neuronales sobre un 

cubreobjetos de 1 cm2, en cajas de 4 pozos.  

Estas células, se mantuvieron en medio DMEM-F12 suplementado durante 4 días. 

Todos los experimentos se realizaron en células cultivadas entre el pasaje 4 y 7. 



6.2.3. Inmunofluorescencia de doble marcaje. 

 

Los precursores neuronales se fijaron con paraformadehido al 4% por 10 minutos a 

temperatura ambiente y se lavaron de forma exhaustiva con PBS. Posteriormente las 

células se bloquearon con Glicina 0.3 M en PBS durante 10 min y se permeabilizaron 

por otros 10 minutos con Tritón X-100 0.2% en PBS.  

Después, se realizó bloqueo de los sitios no específicos con una solución de bloqueo 

con BSA al 1% con Tween 20 0.05% en PBS durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Para detectar la presencia de Ki-67 las células se incubaron con un primer 

anticuerpo policlonal anti-Ki67 hecho en conejo (ABCAM) a una dilución 1:200 

durante toda la noche a una temperatura de 4ºC en cámara húmeda. Utilizamos como 

segundo anticuerpo (FITC anti-conejo) en una dilución de 1:50 y los cubreobjetos se 

incubaron durante dos horas a temperatura ambiente en cámara húmeda.  

Los microfilamentos se tiñeron con faloidina rodaminada 800 nM durante 45 min a 

temperatura ambiente. Mientras que los núcleos se tiñeron con 4’,6’– diamidino -2-

fenilindol (DAPI) por 10 min. 

Los cubreobjetos se montaron con PVA DABCO para fluorescencia en portaobjetos de 

vidrio. Las imágenes se observaron con un microscopio Nikon de epifluorescencia 

equipado con una cámara Digital Sight Nikon OS-2Mu y Nikon OS Ri10 para 

posteriormente ser procesadas con el software NIS-Elements de Nikon versión 2.3. 

Morfometría 

La cantidad de células teñidas con el anticuerpo anti-Ki67 se determinó en 5 campos 

semiconfluentes por cubreobjetos. En total se realizaron conteos celulares en 15 

diferentes campos, elegidos de forma aleatoria. También se determinó el número de 

células por campo mediante la tinción de los núcleos teñidos con DAPI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7.  Resultados 

 

7.1 Del ingreso al Instituto Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente 

Muñiz. 

 

Se solicitaron los expedientes de los pacientes diagnosticados con enfermedad de 

Alzheimer en la clínica de psicogeriatría del Instituto Nacional de Psiquiatría Ramón de 

la Fuente Muñiz y se extrajo información que se consideró relevante para este estudio 

que se realizó en dos sujetos, uno de sexo femenino y otro de sexo masculino. En la 

tabla I se muestran los datos sociodemográficos de los dos pacientes estudiados.  

 

 

Tabla I. Datos sociodemográficos. 

 

 

 

En la tabla II se describen los motivos que llevaron a solicitar atención médica dentro 

del INPRFM, en donde resaltan evaluaciones previas de otras instituciones que señalan 

algún tipo de deterioro. 

 

 

 

 

 

 



Tabla II. Ingreso al I Instituto Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente Muñiz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En ambos pacientes no se reportaron antecedentes psiquiátricos familiares de 

relevancia:  

 

Tabla III. Antecedentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7.2 De las evaluaciones realizadas dentro del Instituto Nacional de 

Psiquiatría Ramón de la Fuente Muñiz. 

 
 

En la primera columna de la tabla IV se describe la evaluación que se realizó a los 

pacientes al ingresar al INPRFM.  Mientras que en la segunda se describen los síntomas 

que presentaban en el periodo en que se realizó el exfoliado nasal para la obtención de 

precursores neuronales. 

 

Tabla IV.  Evaluaciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7.3 Resultados de los test Minimental de los pacientes 

 

El test  minimntal state examination fue desarrollado por Marshal F. Folstein, Susan 

Folstein, y Paul R. McHugh en 1975 como un método para establecer el estado 

cognoscitivo del paciente tomando en cuenta 5 dimensiones: Orientación, memoria 

inmediata, atención y cálculo, lenguaje y praxis constructiva (tareas de ensamblajes 

bidimensionales o tridimensionales y de producción y copia de dibujos).  Puntúa como 

máximo un total de 30 puntos.  

 En la tabla IV se muestra que los participantes con diagnóstico de enfermedad de 

Alzheimer tienen un decremento de 27% (F) y 17%(M), respectivamente en la prueba 

cognitiva en contraste con los sujetos control cuyo puntaje es alrededor del 100% (30 

puntos) (Folstein et al, 1975) 

Tabla IV. MiniMental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7.3.1 Interpretación del resultado atendiendo a la edad y el nivel de 

estudios. 

 

A continuación, se muestra una tabla (V) en la que se relaciona la puntuación mínima 

que debería obtener un sujeto en función del nivel de su edad y nivel de estudios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Interpretación de resultados en función de edad y nivel educativo. 

En esta imagen se ubican los resultados obtenidos por los pacientes en función de su edad y nivel 

educativo. ▬ AZ masculino ▬ AZ femenino. 

La tabla fue recuperada de : http://www.generalasde.com/mini-examen-cognoscitivo/mini-examen-

cognoscitivo-manual.pdf y corresponde a una traducción  contenida en: R.M. Crm, J.C. Anthony, 

S.S. Bassett and M.F. Folsterin. Population-based norms for the Mini-Mental State Examination by 

age and educational level. Journal of the American Medical Association 1993;269(18):2386-239. 

 

 

 

En este caso la paciente de 53 años (línea rosa) tiene una escolaridad media, mientras 

que el paciente de 67 años (línea azul) tiene escolaridad superior, por lo que en ambos 

casos se encuentran por debajo del puntaje esperado. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.generalasde.com/mini-examen-cognoscitivo/mini-examen-cognoscitivo-manual.pdf
http://www.generalasde.com/mini-examen-cognoscitivo/mini-examen-cognoscitivo-manual.pdf


Al comparar los puntajes del paciente masculino con AZ con los puntajes obtenidos por 

el adulto mayor y el adulto joven observamos que estos dos último son mayores que el 

paciente AZ, y que el puntaje máximo fue alcanzó únicamente por el adulto joven. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. MiniMental grupo masculino. 

En la imagen se observan los resultados obtenidos en la prueba MiniMental por cada uno de los 

sujetos que integran el grupo masculino. 

 

En el grupo femenino no fue posible conocer el puntaje de la adulta mayor, ya que no se 

encontró esta información dentro de los archivos. Aun así, podemos observar que 

nuevamente en este grupo el puntaje máximo fue alcanzado por el adulto joven. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. MiniMental grupo femenino. 

En la imagen se observan los resultados obtenidos en la prueba MiniMental por cada uno de los 

sujetos que integran el grupo femenino. 

 



 

Los resultados de los pacientes se obtuvieron al solicitar los expedientes al 

departamento de Psicogeriatría del INPRFM.  

Posteriormente fueron pareados por edad y sexo, con participantes adultos mayores 

sanos y con adultos jóvenes, a los que se aplicó el test minimental state examination en 

el laboratorio de Neurofarmacología el día que se obtuvo la muestra del NEO por 

exfoliado nasal. 

 

 

7.4 Resultados de las resonancias magnéticas de los pacientes. 

 

En tabla V se muestra la interpretación médica elaborada a partir de las resonancias 

magnéticas de las pacientes realizadas en el departamento de Imágenes Cerebrales del 

INPRFM. 

 

Tabla V. Resonancias magnéticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En este caso podemos observar que las disminuciones de volumen entre ambos 

pacientes difieren, y que la disminución en el volumen del hipocampo de la paciente 

femenina es mayor. 

 

 



 

 

Figura 11. Determinación de  la tasa de proliferación 

de los precursores neuronales obtenidos de pacientes 

diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer y en 

adultos mayores y adultos  jóvenes sin antecedentes 

psiquiátricos. 

Imagen representativa de las tinciones 

correspondientes al grupo femenino. 

 Los precursores neuronales olfativos sembraron  

sobre cubreobjetos de 1 cm2. Después de mantenerse 

en medio DMEM-F12 suplementado con suero 

durante 4dias,  las células se fijaron. Para detectar la 

presencia de Ki-67 las células se incubaron con un 

primer anticuerpo policlonal anti-Ki67 hecho en 

conejo (ABCAM). Utilizamos como segundo 

anticuerpo (FITC anti-conejo). Los microfilamentos 

se tiñeron con faloidina rodaminada, mientras que 

los núcleos se tiñeron con 4’,6’– diamidino -2-

fenilindol (DAPI).  

La cantidad de células teñidas con el anticuerpo anti-

Ki67 se determinó en 5 campos semiconfluentes por 

cubreobjetos. Se determinó el número de células por 

campo mediante la tinción de los núcleos teñidos con 

DAPI. 

La primera imagen adquirida corresponde al sujeto 

adulto joven (AJ), observamos un mayor número de 

células Ki-67 positivas en relación al número total de 

células teñidas con DAPI. En la misma imagen 

observamos diferentes distribuciones de la proteína 

Ki-67. En el  adulto mayor (AM) podemos observar 

que hay un menor número de células KI-67 positivas, 

además de que la intensidad de la fluorescencia 

parece ser menor al igual que cantidad de proteína. 

 En la paciente con enfermedad de Alzheimer (AZ) 

observamos pocas  células Ki-67 positivas en relación 

al número total, observamos células con diferentes 

distribuciones de la proteína Ki-67. Y poca 

intensidad en relación al adulto joven (AJ).  

Amplificación 1000X. 
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Figura 12. Determinación de  la tasa de proliferación de 

los precursores neuronales obtenidos de pacientes 

diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer y en 

adultos mayores y adultos  jóvenes sin antecedentes 

psiquiátricos. 

Imagen representativa de las tinciones correspondientes 

al grupo masculino.  

Los precursores neuronales olfativos sembraron  sobre 

cubreobjetos de 1 cm2. Después de mantenerse en medio 

DMEM-F12 suplementado con suero durante 4dias,  las 

células se fijaron. Para detectar la presencia de Ki-67 las 

células se incubaron con un primer anticuerpo policlonal 

anti-Ki67 hecho en conejo (ABCAM). Utilizamos como 

segundo anticuerpo (FITC anti-conejo). 

Los microfilamentos se tiñeron con faloidina 

rodaminada, mientras que los núcleos se tiñeron con 

4’,6’– diamidino -2-fenilindol (DAPI).  La cantidad de 

células teñidas con el anticuerpo anti-Ki67 se determinó 

en 5 campos semiconfluentes por cubreobjetos.  

Se determinó el número de células por campo mediante 

la tinción de los núcleos teñidos con DAPI. 

La primera imagen adquirida corresponde al sujeto 

adulto joven (AJ), observamos un mayor número de 

células Ki-67 positivas en relación al número total de 

células teñidas con DAPI. En el  adulto mayor (AM) 

podemos observar que hay un menor número de células 

KI-67 positivas, además de que la intensidad de la 

fluorescencia en algunas células parece ser incluso mayor 

que en el adulto joven (AJ). 

 En la paciente con enfermedad de Alzheimer (AZ) 

observamos un mayor porcentaje de células Ki-67 

positivas en relación al adulto mayor (AM). La  

intensidad de la fluorescencia parece similar a la del (AJ).  

Amplificación 1000X. 
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8.  Determinación del número de núcleos teñidos con DAPI en los 

cultivos, de pacientes y sus controles.  

 

La proliferación de los precursores neuronales obtenidos de a la cavidad nasal de los 

participantes se determinó ex vivo marcando las células con un colorante nuclear 

(DAPI) que emite fluorescencia azul.  Esta técnica de tinción es especialmente útil para 

el recuento celular. En la tabla VI se muestran las edades de los participantes femeninos 

y masculinos. 

Tabla VI. Pacientes AZ y sus controles. 

 

 

Las siguientes gráficas  muestran el número total de células teñidas con DAPI por sujeto 

en el grupo femenino y masculino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Número de células teñidas con DAPI en un grupo femenino y masculino. 

La imagen muestra el recuento en 13 campos aleatorios del número de células teñidas con DAPI en 

los pacientes femenino y masculino con enfermedad de Alzheimer (AZ) y sus controles 

correspondientes, adulos mayores (AM) y adultos jóvenes (AJ). 

 

Las gráficas muestran que en los sujetos AJ se cuantificó un mayor número de núcleos y 

que en ambos casos los pacientes AZ tienen un mayor número de núcleos teñidos que 

los controles AM.  



8.1  Determinación del número de células Ki-67 positivas en los 

cultivos, de pacientes y sus controles. 

 

Para esta tinción utilizamos el  fluorocromo FITC  que sirve como sustancia marcadora 

para la visualización de la proteína ki-67 que es un marcador de proliferación celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Número de células Ki-67 positivas  en un grupo femenino y masculino. 

La imagen muestra el recuento en 13 campos aleatorios del número de células Ki-67 positivas en los 

pacientes femenino y masculino con enfermedad de Alzheimer (AZ) y sus controles 

correspondientes, adulos mayores (AM) y adultos jóvenes (AJ). 

 

 

Las gráficas muestran que en ambos grupos en  los sujetos AJ se cuantificó un mayor 

número de células Ki-67 positivas. En el grupo femenino la paciente con  AZ tuvo 

menor  número de células Ki-67 positivas que su control AM. En el grupo masculino 

sucedió lo contrario, en el  paciente AZ se cuantifico  un mayor número de células Ki-67 

positivas que en el control masculino AM. 

 

 

 

 

F Probabilidad Valor crítico para F

1.61 0.21 3.25

F Probabilidad Valor crítico para F

7.51 0.002 3.28



9. Discusión 

 

En este trabajo encontramos que la participante femenina con diagnóstico de Alzheimer 

tiene disminuida la tasa neurogénica en un 12% en relación a la  AM y de 29 % en la 

AJ. En tanto que el participante masculino AZ tuvo disminuida la tasa neurogénica en 

un 7% en relación al AJ y  superó en 7% al  AM.  

 

 El método que utilizamos para determinar la tasa neurogénica fue  detectar a  la 

proteína Ki-67 que es un marcador de proliferación, útil para señalar a las células 

neurogénicas (Kee et al 2002). Un análisis detallado del ciclo celular mostró que este 

antígeno está presente en los núcleos de las células en Fases G1, S y G2 del ciclo 

celular, así como en la mitosis (Scholzen & Gerdes, 2000), pero no en células en reposo 

o en reposo en la fase G0 (Gerdes et al., 1984). Además, Kee, Sivalingam, Boonstra, & 

Wojtowicz (2002) compararon la proteína Ki con el BdrU dentro de la zona 

proliferativa de la circunvolución dentada  del hipocampo y encontraron que el número 

de células teñidas con un anticuerpo dirigido contra la proteína  Ki-67 fue semejante a 

las que incorporaron el BrdU. Por lo tanto, concluyeron que Ki-67 es un marcador 

mitótico efectivo y tiene la mayoría de los beneficios de BrdU y a menor costo. Por lo 

anterior, en este trabajo lo utilizamos y normalizamos nuestros resultados entre el 

número de células presentes en cada campo microscópico.  

 

Estudios recientes encontraron  que en las células en interfase, la proteína Ki-67 está 

localizada en el núcleo. En G2 se acumula en  el nucléolo y al inicio de la mitosis se 

reubica en la periferia de los cromosomas donde permanece hasta la formación de 

nuevo del núcleo en fase G1 después de la segregación de los cromosoma (Sales & 

Vagnarelli., 2018). Después de esto, la proteína Ki-67 se distribuye primero en focos 

pequeños y luego se une en los nucléolos (Sales & Vagnarelli., 2018).   

 En nuestro estudio, encontramos que la localización de Ki-67 en los 3 grupos de edad, 

es variable.  Es decir, en la mayoría de los campos Ki-67 se ubica conglomerado dentro 

de los núcleos de las células  en formas redondeadas muy bien definidas. Sin embargo, 

encontramos campos en donde se observa esta proteína  dispersa dentro de los núcleos.  

Es decir muchos puntos de ki-67 distribuidos sobre toda la superficie del núcleo. 

Además,  en algunos campos, en su mayoría de los AJ observamos un viso de color 



verde sobre todo el cuerpo celular, incluso en campos confluentes en donde no se 

observaron  células marcadas con el anticuerpo contra la proteína Ki-67. 

 Cabe señalar que en el control de cada preparación no se observó autoflourescencia. 

Sobre esto es necesario descartar que esta distribución no sea causada por algún efecto 

del medio de montaje u otro error de manejo.  En el futuro se espera poder contabilizar 

el porcentaje de fluorescencia de ki67 de cada uno de los sujetos de este estudio y 

observar si las diferencias pueden ir más allá de ser células positivas o no, y establecer 

si además de esto podemos encontrar diferencias en la cantidad de ki-67 total.  

Nuestros resultados apoyan las observaciones descritas sobre .los gradientes y la  

localización de Ki-67 durante el ciclo celular, las cuales indican que en las células en 

interfase la proteína Ki-67 está localizada en el núcleo, en G2 se acumula en el nucléolo 

y al inicio de la mitosis se reubica en la periferia de los cromosomas donde permanece 

hasta la formación de nuevo del núcleo en fase G1 después de la segregación del 

cromosoma (Sales & Vagnarelli., 2018). Después de esto, la proteína Ki-67 se 

distribuye primero en focos pequeños y luego se une en los nucléolos (Sales & 

Vagnarelli., 2018).  Además de que en quiescencia, los niveles de Ki-67 disminuyen 

gradualmente y cuando las células vuelven a entrar en el ciclo celular, los niveles de la 

proteína Ki-67 disminuyen en función del tiempo en que permanecieron quiescentes. 

 

Previamente se reportó que en la vejez  las células madre neurales pierden su potencial 

proliferativo y se vuelven inactivas, esto porque al envejecer los inhibidores de la 

neurogénesis aumentan (Kuhn, Dickinson-Anson & Gage, 1996)  (Drapeau & Abrous, 

2008), lo que supone que la tasa de proliferación del epitelio olfatorio también se vería 

reducida. Actualmente se presume que este proceso puede reactivarse con ciertos 

estimulantes como el ejercicio, la restricción calórica, o con algún otro tipo de sustancia 

como el resveratrol, ya que esta última esta vinculada a la activación de sirtuinas y a la 

longevidad. Esto se demostró al administrarla en ratones de seis meses de edad y 

observar  mejoría de la neurogénesis hipocampal, la plasticidad cerebral y la cognición, 

indicando  que la plasticidad del SNC se conserva en cierta medida en un organismo 

envejecido (Katsimpardi and Lledo., 2018). 

En este caso, nuestros resultados apoyan que disminuye la neurogénesis con la edad 

como se  mostró  en el modelo de ratas envejecidas de Kuhn, Dickinson-Anson & Gage 

(1996) donde usando bromodeoxiuridina (BrdU), confirmaron que  la neurogénesis se 

redujo drásticamente. Esta  disminución fue acompañada por una inmunorreactividad 



reducida para la molécula de adhesión de células neurales polisialiladas, una molécula 

que participa en la migración y el proceso de elongación de las neuronas en desarrollo. 

(Kuhn, Dickinson-Anson & Gage, 1996) 

 

También  encontramos que hay una correlación entre  la disminución de la neurogénesis 

(entendida como el cociente del número de  células ki-67 positivas entre el número de 

células por campo) de las neuronas olfatorias mantenidas ex vivo y el volumen del 

hipocampo de los participantes con AZ apreciado por Resonancia Magnética.  En este 

sentido se observó que el sujeto femenino con EA mostró una tasa neurogénica menor 

de los precursores neuronales olfatorios mantenidos ex vivo y una disminución del 

volumen cortical y subcortical supratentorial y del hipocampo. En el participante 

masculino con diagnóstico de EA se encontró una correlación semejante. Éste mostró 

una tasa neurogénica estimada ex vivo en los precursores neuronales semejante a la del 

adulto mayor y un volumen del hipocampo de dimensiones semejantes a lo reportado en 

sujetos sin alteraciones cognitivas (Braskie & Thompson, 2013).  

Los  resultados del grupo masculino  podrían explicase retomando la interpretación de 

la resonancia magnética de encéfalo del paciente,  en donde el sistema ventricular infra 

y supratentorial  se encontró conservado y la alteraciones como perdida de substancia 

subcortical y la atrofia cortico subcortical son discretos y leves. Además es fundamental 

tomar en cuenta que la EA afecta mayormente a mujeres y quizá esto tenga relación con 

los factores involucrados en la modulación y regulación de la neurogénesis como las 

hormonas. Entre estos factores destaca también el aprendizaje (Lledo, Alonso & Grubb, 

2006),  y en este estudio observamos que la paciente femenina con AZ poseía una 

escolaridad menor (media superior) al paciente masculino con AZ (superior) lo que 

podría verse reflejado en el cultivo. 

 Los hallazgos mostrados en las tasas neurogénicas de los pacientes masculino y 

femenino con EA también se correlacionan con las alteraciones conductuales  

reportadas y el puntaje obtenido en la prueba minimental.   

 En cuanto a la tasa de proliferación de los participantes jóvenes (AJ) y los adultos con 

edad mayor a 50 años se encontró que se correlacionan con la edad. Los sujetos más 

jóvenes mostraron una tasa neurogénica mayor, en tanto que los AM mostraron una tasa 

neurogénica menor.  

 



Estos resultados sugieren  que una persona con EA tendría una tasa menor de 

proliferación determinada ex vivo en los precursores neuronales olfatorios que un AM 

sin esta enfermedad. Estos resultados sugieren que  en un futuro la determinación ex 

vivo de la tasa neurogénica de los precursores neuronales olfatorios podría ser una 

herramienta útil para el diagnóstico de la EA. Esta prueba junto con el uso de  

resonancias magnéticas estructurales (RM), y la prueba del minimental  para evaluar el 

estado cognitivo de pacientes con EA  permitirán en un futuro realizar un diagnóstico 

más preciso de esta enfermedad. 

Recientemente, en nuestro laboratorio se encontraron agregados intracitoplasmáticos de 

la proteína tau en los participantes con EA, en el caso de la paciente femenina de este 

estudio se observó que estos agregados se encuentran dentro del núcleo y en el 

citoplasma de las células, mientras que en el paciente masculino se encuentran 

predominantemente en el núcleo, por lo que  podemos pensar que quizá esta  

localización de proteína tau  podría influir en la tasa de proliferación de los precursores 

neuronales olfatorios, pues se ha visto que en el giro dentado del hipocampo los 

oligómeros aβ42 (que se acumulan en los cerebros con EA) estimulan principalmente la 

proliferación de los progenitores de células granulares, pero cuando estos oligómeros 

quedan atrapados en las placas fibrilares propias de esta enfermedad, los neuroblastos 

recién formados no pueden madurar o sobrevivir (Armato et al, 2013). De tal modo que 

quizá sucede lo mismo en los precursores neuronales del neuroepitelio olfatorio,  pues 

en este modelo ya se tienen datos que demuestran la presencia de marañas 

neurofibrilares (Artículo en preparación). 

Esta evidencia sugiere que a pesar de que el paciente tenga  un mayor número de 

precursores neuronales olfatorios, estos no llegan a madurar y en consecuencia su 

capacidad olfatoria se ve comprometida, lo que aporta evidencia adicional  para 

sustentar que las pruebas de percepción e identificación olfatoria constituyen  una buena 

herramienta para el diagnóstico de esta enfermedad.  

 

 

 

 

 

 

 



 10. Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos a partir de la  cuantificación de células Ki.67 positivas en los 

pacientes con EA demostraron que la disminución en la formación de nuevas neuronas 

(neurogénesis) en los precursores neuronales olfatorios está asociada a la disminución 

del volumen del hipocampo, y que esta tasa de proliferación correlaciona con la 

capacidad cognitiva determinada con el  test Minimental. Además de que la tasa de 

proliferación de los precursores neuronales olfatorios se correlaciona con la edad del 

sujeto. 

 

Finalmente, nuestros resultados apoyan que los precursores neuronales del epitelio 

olfatorio constituyen un  modelo subrogado de las neuronas del SNC útil para estudiar 

alteraciones en la diferenciación y proliferación neuronal en enfermedades psiquiátricas 

como el Alzheimer. 
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