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Introducción 
Esta ficha informativa tiene como objetivo tender un puente entre la investigación sobre el dolor y la 
investigación con células madre resumiendo los recursos y recomendaciones claves para modelar 
el dolor neuropático utilizando modelos in vitro derivados de células madre humanas. 
 
Las limitaciones traslacionales de los modelos preclínicos tradicionales de dolor neuropático han 
impulsado un mayor interés en el desarrollo de sistemas experimentales robustos basados en 
humanos. 
 
En respuesta, las neuronas sensoriales derivadas de células madre pluripotenciales inducidas 
(iPSC por sus siglas en inglés) han emergido como una plataforma experimental central con un alto 
potencial translacional. Estos modelos ofrecen una ventaja clave sobre muchos enfoques 
existentes, incluyendo su escalabilidad y la capacidad para modelar las variaciones genéticas 
humanas, lo que permite  una caracterización funcional y  la detección de fármacos que actúan 
directamente en las neuronas sensoriales humanas. 
 
Actualmente, un número creciente de estudios utiliza esta tecnología para modelar un amplio rango 
de condiciones de dolor neuropático. Ésta rápida expansión subraya la necesidad de contar con 
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marcos metodológicos estandarizados para garantizar el rigor, la reproducibilidad y la relevancia 
traslacional de los hallazgos  experimentales. 
 
Es importante destacar que el modelo de enfermedades neurológicas basado en células iPSC es 
un campo establecido. La extensa bibliografía en ésta área[13,15,26] proporciona una base sólida a 
partir de la cual se pueden adaptar y aplicar las mejores prácticas a la neurobiología sensorial y del 
dolor: 
 
Ejemplos de condiciones de dolor neuropático que han sido modeladas utilizando células 
iPSC 
Los modelos in vitro de condiciones genéticas de dolor han podido resumir los fenotipos específicos 
de pacientes en células iPSC. Los modelos de eritromelalgia  hereditaria debido a mutaciones de 
ganancia de función de Nav1.7, revelaron una mayor actividad espontánea, frecuencia de disparo 
y ráfagas, así como una mayor sensibilidad al calor de las células ISNS derivadas de pacientes al 
compararlas con controles[1,6,37].  Resultados similares se observaron en un modelo específico de 
paciente de neuropatía de fibras pequeñas. Aquí, una intervención farmacológica que normalizaba 
el comportamiento de disparo de ISNS posteriormente fue exitosamente trasladada a un paciente 
[41]. Las mutaciones de pérdida de función de  Nav1.7, que producen la insensibilidad congénita al 
dolor, resultaron en una excitabilidad reducida de iSNs [36].  
 
Más allá de los resultados electrofisiológicos y del deterioro del crecimiento de las neuritas, 
evidencias de señalización de neurotrofinas e integridad paranodal fueron reportadas en un modelo 
iSN de neuropatia sensorial hereditaria[9]. Similarmente, se reportó sobre la desregulación axonal 
en un modelo iSN de la Enfermedad de Fabry [17]. Los estudios de neurotoxicidad centrados en las 
neuropatías periféricas inducidas por quimioterapia revelaron alteraciones morfológicas 
dependientes de la dosis, como la reducción del crecimiento de las neuritas, retracción y 
fragmentación de los axones, además de una menor  viabilidad celular y una mayor  expresión de 
genes de daño neuronal, estrés celular y apoptosis[5,20,38,50]. 
 
Además de los modelos de condiciones de dolor neuropático, se han utilizado células iSNs como 
una herramienta para trasladar hallazgos de modelos animales a sistemas humanos in vitro, por 
ejemplo, la modulación de la señalización de PKA a través de toxinas del ántrax o silenciamiento 
quimio genético de nociceptores hiperactivos[45,60].  
 
 
Reclutamiento de pacientes y bancos de células madre 
Al reclutar donantes para proyectos de investigación basados en células iPSC, es fundamental 
destacar  la necesidad de contar con la aprobación ética de las autoridades locales y de 
proporcionarles información completa para obtener su consentimiento informado. Orzechowski et 
al. [44]    sugieren y resumen la información que debe incluirse en los materiales de consentimiento, 
la cual debe incluir información general del estudio, el posible uso de las células en futuras 
investigaciones (comerciales), el almacenamiento del material del paciente y las líneas celulares, 
así como también cómo lidiar con hallazgos médicos incidentales. Siempre que sea posible se 
deben recopilar datos demográficos, clínicos, médicos, diagnósticos y genéticos detallados y 
vincularlos con las líneas celulares generadas  [13]. La cohorte seleccionada para un estudio basado 
en células iPSC debe adaptarse a la pregunta de investigación específica del estudio y buscar una 
muestra representativa y diversa. 
 
Además de la reprogramación de líneas celulares de iPSC para un nuevo estudio, se pueden 
obtener nuevas líneas de células iPSC ya reprogramadas y con control de calidad, provenientes de 
controles o de pacientes con enfermedades de diferentes bancos de células, repositorios o 
directamente desde el laboratorio que generó y publicó las líneas.  
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A continuación se presenta una lista de bancos de células madre pluripotenciales (PSC por sigla en 
inglés): Iniciativa Africana de iPSC, Banco celular de Australia, Coriell, Banco Europeo de células 
madre pluripotenciales, HipSci, Repositorio indio de células madre, Banco Nacional de células 
madre de Korea, Repositorio de la fundación de células madre de  Nueva York, NINDS Repositorio 
de células humanas e información de  NINDS, RIKEN BRC Japón, Registro de células humanas 
pluripotentes, Banco de células madre de Reino Unido, WiCell.  
 
 
Reprogramación y control de calidad de la células madre pluripotenciales 
Desde el descubrimiento de la reprogramación epigenética en el 2006, la tecnología de las células 
iPSC se ha consolidado como una plataforma robusta y ampliamente adoptada, respaldada por 
protocolos establecidos y estándares de control de calidad que garantizan la reproducibilidad, 
integridad genómica y relevancia biológica. Por ello, es fundamental tener en cuenta varios aspectos 
claves al generar y utilizar las líneas de células iPSC para modelar los mecanismos de dolor 
neuropático. 
 
El tejido de origen utilizado para la reprogramación debe seleccionarse cuidadosamente y 
reportarse explícitamente, ya que las células somáticas pueden portar una alteración genética o 
epigenética adquirida que persistan después de la reprogramación[43].  Por ejemplo, los fibroblastos 
dérmicos pueden acumular mutaciones asociadas a la radiación UV o a la edad que pueden 
conservarse en las líneas derivadas de células  iPSC  [40,56].  Siempre que sea factible, las células 
mononucleares de sangre periférica (PBMCs por su sigla en inglés) ofrecen ventajas, como su 
facilidad de recolección y menor carga mutacional ambiental. La reprogramación debe realizarse, 
preferiblemente utilizando abordajes que no integren el genoma, como el virus Sendai, métodos 
basados en ARN mensajero para minimizar la mutagénesis por inserción. Las líneas iPSC deben 
evaluarse para determinar la estabilidad genómica mediante cariotipo o análisis del número de 
copias y las líneas derivadas de donantes femeninas deben evaluarse para determinar el estado de 
inactivación del cromosoma X, especialmente cuando sea relevante para estudios genéticos del 
dolor[10].  
 
Debido a la sensibilidad de las células madre pluripotenciales a las condiciones de cultivo y para 
garantizar la fiabilidad experimental, los cultivos deben someterse a controles periódicos para 
detectar contaminación microbiana (por ejemplo mycoplasma) y se requiere el uso de medios y 
matrices químicamente definidos y libres de componentes de origen animal para reducir la 
variabilidad entre lotes y mejorar la reproducibilidad entre laboratorios. La Sociedad Internacional 
para la Investigación con Células Madres ( ISSCR por su sigla en inglés) publicó recientemente los 
estándares para el uso de  células madre humanas en investigación [55], así como recomendaciones 
para  la presentación y publicación de resultados con células madre humanas pluripotenciales[47].  
 
 
Estrategias de diferenciación, control de calidad y validación del tipo celular 
Durante los últimos 15 años se han publicado múltiples protocolos para la obtención in vitro de 
neuronas sensoriales periféricas humanas a partir de células madre pluripotenciales [27].  La mayoría 
de estos protocolos se pueden dividir en uno de estos tres enfoques: 
 

1. Diferenciación de neuronas sensoriales a partir de células iPSC guiadas por moléculas 
pequeñas. 

2. Diferenciación de neuronas sensoriales a partir de células iPSC guiadas por la 
sobreexpresión de factores de transcripción que determinan el destino celular. 

3. Generación de una población estable de progenitores neurales o células de la cresta neural 
a partir de células iPSCs  que posteriormente pueden diferenciarse en neuronas sensoriales 
u otros derivados de la cresta neural. 
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La mayoría de los protocolos publicados generan una población genérica o mixta de neuronas 
sensoriales  [2,4,14,19,22,31,39]. Sin embargo, algunos protocolos informan sobre la generación de cultivos 
enriquecidos con neuronas sensoriales nociceptivas [3,7,11,46,51], mecanorreceptivas [21,42,52] o 
propioceptivas [12,21]  o sobre la clasificación de cultivos mixtos de neuronas sensoriales para 
subtipos específicos luego de la diferenciación 49].  
 
Al implementar un protocolo de diferenciación, es muy importante validar y caracterizar el tipo celular 
generado. La identidad de las iSN debe validarse mediante la prueba de la coexpresión de 
marcadores generales de neuronas sensoriales  (por ejemplo,periferina, ISLET1, BRN3A) y 
marcadores de subtipos específicos (por ejemplo, TRPV1, TRKA, Nav1.7, Nav1.8) [28]. Además la 
funcionalidad electrofisiológica puede evaluarse mediante registro de “patch clamp” y matrices de 
multielectrodos en combinación con agonistas o bloqueadores farmacológicos específicos [23,28]. Una 
advertencia: los modelos in vitro derivados de células madre imitan el desarrollo humano, por lo 
tanto, su estado de maduración y funcionalidad es un objetivo cambiante que evoluciona durante el 
cultivo. Se ha demostrado que los receptores opioides, aunque se expresan tempranamente en las 
células iSNs, inician la señalización intracelular solo después de tiempos prolongados de cultivo [48]  
y que la localización robusta en la membrana de Nav1.7 también emerge sólo con el tiempod e 
cultivo [32]. Por lo tanto, al trabajar con un nuevo objetivo, es recomendable caracterizar su expresión, 
localización y función en el modelo de células iSN escogido durante un periodo prolongado. Los 
datos de transcriptoma generados a partir de células  iSNs mediante protocolos comunes existentes, 
pueden utilizarse para orientar la selección inicial del modelo [e.g., 33].  
 
 
Consideraciones estadísticas y diseño experimental 
Al igual que la investigación in vivo, la traslación de los hallazgos de modelos basados en células 
iPSC a la clínica requiere de un diseño experimental robusto y abordajes estadísticos apropiados, 
por lo que varios aspectos deben ser considerados. 
Los resultados primarios deben definirse a priori y los ensayos seleccionados deben medir 
directamente los conceptos biológicos que se investigarán [5,58]. Es importante destacar que a 
menudo se necesitan múltiples ensayos complementarios para validar los hallazgos, especialmente 
durante el desarrollo del modelo. Debido a la diversidad de protocolos de diferenciación utilizados 
para la generación de neuronas sensoriales, la maduración neuronal debe evaluarse y reportarse 
cuidadosamente. La expresión de marcadores por si sola es insuficiente para definir la madurez 
funcional, por lo tanto, también se debe medir la función y excitabilidad de los  canales iónicos, 
preferiblemente utilizando electrofisiología “patch-clamp” y/o registros de matrices multi electrodos  
(MEA por su sigla en inglés), para asegurar que el estado de desarrollo no introduzca variabilidad 
involuntaria[23]. La variabilidad también puede surgir entre rondas de diferenciación debido a la 
naturaleza de múltiples pasos que tiene este proceso. Para abordar esto, se deben recopilar datos 
de múltiples diferenciaciones independientes y varios clones cuando sea factible, y se debe 
considerar el lote de diferenciación durante el analisis. 
 
Los conocimientos procedentes de otros campos de investigación basados en células   
 
iPSC indican que el trasfondo genético es una fuente importante de variabilidad entre als líneas 
reprogramadas de iPSC [24,53]. Esta consideración es particularmente importante al modelar 
afecciones de dolor idiopáticas o mediadas por el ambiente, como neuropatía periférica inducida 
por quimioterapia (CIPN por su sigla en inglés). En tales casos los grupos experimentales deben 
incluir líneas de células iPSC  derivadas de múltiples donantes en lugar de depender de mediciones 
repetidas de una sola línea. Los análisis transcriptomicos sugieren que los grupos habitualmente 
requieren de cuatro a seis líneas independientes, aunque el tamaño muestral apropiado debería 
determinarse mediante un análisis de potencia específico del modelo [13,18,29]. En el caso de 
trastornos de dolor monogénicos, como las canalopatías Nav1.7, el uso de controles isogénicos 
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proporciona una estrategia eficaz para el control del trasfondo genético, siempre y cuando se realice 
un control de calidad riguroso que excluya los efectos que estén fuera del objetivo de la edición del 
genoma. 
 
Mas allá del diseño experimental, la presentación precisa y consistente de los parámetros 
experimentales es fundamental para mantener el rigor metodológico. Los marcos estandarizados 
de presentación de informes, como las recomendaciones RIVER[57], las directrices  FAIR  [59], y el 
marco   ENTRUST  [16] entregan una orientación práctica para una documentación transparente y se 
recomiendan encarecidamente para mejorar la reproducibilidad de los modelos de dolor neuropático 
entre laboratorios. 
 
 
Conclusiones y perspectivas 
Esta ficha informativa resume los métodos y conceptos  actualmente disponibles para trabajar con 
modelos de dolor neuropático derivados de células madre y tiene como objetivo conectar a los 
investigadores con los recursos disponibles en la comunidad de investigación con células madre. 
 
Si bien los modelos de células sensoriales inmaduras (iSN por su sigla en inglés) se han optimizado 
durante la última década y se han empleado con éxito para dilucidar mecanismos fisiopatológicos y 
fenotipos específicos de pacientes, persisten algunas limitaciones y desafíos: la falta del nicho 
natural de neuronas sensoriales en nuestros sistemas de cultivo, la necesidad de tiempos de 
maduración prolongados y una funcionalidad reducida de las iSN en comparación con las neuronas 
primarias de ganglios de la raíz dorsal hDRG en lo que respecta a ciertas dianas del dolor, por 
ejemplo TRPV1 y  Nav1.9. La optimización de las condiciones de cultivo y los paradigmas de 
diferenciación debería ayudar a superar estos obstáculos. En los últimos años, ha aumentado el 
número de sistemas de cultivo más complejos, incluyendo los co-cultivos de iSNs humanas con 
células de Schwann primarias o derivadas de iPSC o células gliales satélites [4,8,22,30,54], organoides 
de ganglios de la raíz dorsal derivados de iPSC [34,35] y ensamblajes de organoides neuronales 
múltiples que reconstruyen la viña somatosensorial [25].  
 
El desarrollo y la aplicación de métodos rigurosos, así como la divulgación y el intercambio abierto 
de protocolos de diferenciación y cultivo dentro de nuestra comunidad de investigadores, ayudarán 
a mejorar aún más nuestros modelos de sistemas e investigación, acercándonos a una mejor 
comprensión del desarrollo, la función y las  enfermedades de las neuronas periféricas. 
 
 
Recurso 
https://youtu.be/iFfjQ5k7hqo?si=5b0y2wiiWNHGoV6g. Vea un video de 8 minutos que repasa los 
conceptos clave, las estrategias de diferenciación y los consejos prácticos para trabajar con modelos 
derivados de células madre pluripotenciales inducidas (iPSC por su sigla en inglés)en contexto de 
la investigación del dolor neuropático, presentado por Pascal Röderer, PhD. 
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