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Resumen

La reprogramacién de células somaticas para generar células madre pluripotentes inducidas (iPS), ha
sido uno de los avances mas importantes de la biologia en los ultimos anos. La identificaciéon de un
grupo de factores de transcripcién y mas recientemente de algunos compuestos quimicos que pueden
inducir la pluripotencia en células sométicas, brinda una oportunidad Unica para el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares de la diferenciacién celular y promete la posibilidad de generar
células pluripotentes paciente-especificas para el tratamiento de multiples enfermedades en protocolos
terapia celular y medicina regenerativa.

Palabras clave: reprogramacién nuclear, pluripotencia, factores de reprogramacion, células pluripo-
tentes inducidas (iPS).

NUCLEAR REPROGRAMMING AND INDUCED PLURIPOTENT CELLS
Abstract

Reprogramming of somatic cells to generate induced pluripotent stem cells (iPS), has been one of
the most important advances in biology in recent years. The identification of a group of transcription
factors and more recently of some chemical compounds that can induce pluripotency in somatic cells
provides a unique opportunity to study cellular and molecular mechanisms of cell differentiation and
promises the possibility of generating patient-specific pluripotent stem cells for the treatment of multiple
diseases in protocols of cell therapy and regenerative medicine.

Key words: nuclear reprogramming, pluripotency, reprogramming factors, Induced pluripotent Stem

Cells (iPS).
REPROGRAMACAO NUCLEAR E CELULAS PLURIPOTENTES INDUZIDAS
Resumo

A reprogramacéo de células sométicas para gerar células-tronco pluripotentes induzidas (iPS), tem
sido um dos mais importantes avancos na biologia nos tltimos anos. A identificacdo de um conjunto
de fatores de transcrigao e, mais recentemente, de alguns compostos quimicos que podem induzir
pluripoténcia em células somaticas produzem uma oportunidade tnica para estudar os mecanismos
celulares e moleculares da diferenciacéo celular e promete a capacidade de gerar células pluripotentes
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doente-especificas para o tratamento de doencas mdltiplas nos protocolos de terapia celular e medicina

regenerativa.

Palavras-chave: reprogramacao nuclear, pluripoténcia, fatores de reprogramacéao, as células pluri-

potentes induzidas (iPS).

GLOSARIO

Célula Totipotente: Célula con la capacidad de dar origen a todas las
células de un organismo, incluyendo la linea germinal y el tejido embrionario
y extraembrionario. El cigoto es la célula totipotente por excelencia.

Célula Pluripotente: Célula que puede dar origen a todas las células
de un individuo, pero no al tejido extraembrionario. Las células de la
masa celular interna del blastocisto y las células madre embrionarias son
pluripotentes.

Célula Multipotente: Célula que puede dar origen a todos los tipos
celulares de un determinado linaje. Las células madre adultas, por ejemplo
las células madre hematopoyéticas y las células madre mesenquimales, son
células multipotentes.

Reprogramacién Nuclear: Cambios moleculares y funcionales que
modifican el destino celular. Se utiliza para describir el proceso que lleva al
nucleo de una célula diferenciada hacia el estado de pluripotencia.

Célula Pluripotente Inducida (iPS): Célula somatica que ha sido
sometida a un proceso de reprogramacién nuclear mediante la expresién
ectépica de factores de transcripcién especificos y que adquiere caracteris-
ticas moleculares y funcionales de pluripotencia que la hacen semejante a
una célula madre embrionaria.

Introduccion

El campo de las Células Madre ha revolucionado mu-
chos los paradigmas de la biologia y se ha convertido
en una de las alternativas méas prometedoras para la
medicina del futuro. El concepto de célula madre se
encuentra ya presente en la literatura cientifica del
siglo XIX. Ernets Haekel, bi6logo alemén, defensor de
la teoria de la evolucién de Darwin, elaborando una
serie de arboles filogenéticos, utiliza por primera vez el
término “Stammzelle” (término aleman para stem cell,
o célula madre), para referirse al progenitor unicelular
a partir del cual habrian evolucionado los organismos
multicelulares. Mas tarde, en su libro Anthropogenie,
a proposito de los conceptos de filogenia y ontogenia,
propone llamar también al évulo fertilizado, stammze-
lle. Es decir, Haekel utiliz6 el término “célula madre”
en dos contextos diferentes: el progenitor unicelular de
los organismos pluricelulares y el évulo fertilizado que
da origen a todas las células del organismo (Véase la
revisién de Ramalho-Santos y Willenbring (1)).

Dos caracteristicas definen a la célula madre: En primer
lugar su capacidad de autorreplicacién y en segundo
lugar, su capacidad de diferenciacién dando origen
a uno o mas tipos o linajes celulares. Por lo tanto, el
concepto de célula madre incluye un amplio rango de
células con diferentes capacidades de proliferacién y
diferenciacién (2,3). Las células madre se han clasifi-
cado de acuerdo con diferentes criterios: De acuerdo
con una organizacién jerarquica de la diferenciacién
celular, la cual determina su potencial de desarrollo, se
clasifican como totipotentes, aquellas con capacidad
para dar origen a un organismo completo incluyendo
el tejido germinal y las envolturas extraembrionarias;
pluripotentes, las células que son capaces de dar
origen a células de las tres capas germinales y multi-
potentes, u 6rgano especifico, las que dan origen
a células de un tejido u érgano particular. Las células
madre pueden también clasificarse de acuerdo con su
origen en células madre embrionarias (ESCs: Em-
bryonic Stem Cells), células pluripotentes que se obtie-
nen de la masa celular interna del blastocisto, células
madre germinales embrionarias (GSCs: Germinal
Stem Cells), células pluripotentes que se obtienen de
la cresta gonadal del feto y células madre adultas
(ASCs: Adult Stem Cells), células multipotentes que
se originan de tejidos adultos maduros. Cada uno de
estos tipos celulares tiene caracteristicas diferentes y por
lo tanto, dependiendo de las circunstancias, ventajas
o desventajas, frente a las demas (2).

Actualmente, la terapia celular ha surgido como una
opcién de gran relevancia clinica para la regeneracion
tisular. Ya que todos los érganos contienen mas de
un tipo celular, la célula mas adecuada en terapia
regenerativa serfia una célula madre que: 1) posea
una alta capacidad de autorrenovacién y potencial
regenerativo y 2) sea capaz de generar tejidos con
células de las tres capas germinales (por ejemplo,
parénquima, tejido conectivo, vasos, tejido nervioso,
etc.). Las células que cumplen estos requisitos serian
células pluripotentes, como las aisladas a partir de la
masa celular interna del blastocisto: células madre
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embrionarias humanas o células stem embrionarias
humanas (hESCs: human Embryonic Stem cells) (4).
Sin embargo, ante las limitaciones para la utilizacién
de las hESCs, la comunidad cientifica se ha enfocado
en la bisqueda de alternativas para obtener células
pluripotentes, idealmente paciente-especificas, para
ser utilizadas en terapia regenerativa.

Mas de una década después de que las hESCs fueron
aisladas por primera vez (5), es evidente el avance en
el conocimiento de su biologia, caracteristicas y en el
desarrollo de técnicas para su obtencién y manipula-
cién en el laboratorio. Por otra parte, son crecientes
también las expectativas de su utilidad como modelos
para el estudio de la biologia del desarrollo, el escru-
tinio de nuevos farmacos y principalmente, de su uso
potencial como alternativa terapéutica para un gran
numero de enfermedades. Existen sin embargo, nu-
merosas barreras que deben superarse antes de que
las hESCs puedan ser una realidad como terapia de
trasplante celular. El aislamiento de las hESCs a partir
de la masa celular interna del blastocisto, implica nece-
sariamente la destruccién del embrién, convirtiéndose
por lo tanto en un procedimiento éticamente cuestio-
nable. El aspecto ético sigue estando en el centro del
debate y la pregunta fundamental sigue siendo, si es
moralmente aceptable la utilizacién de las hESCs en
terapias celulares a expensas de la destruccién de un
embrién humano (6).

Las restricciones impuestas en varios paises del mundo
a la investigacién con hESCs, estimul6 la bisqueda
de nuevas alternativas para su obtenciéon. En Mayo
de 2005, el Concejo Presidencial de Bioética de
los Estados Unidos, plante6 una propuesta para la
busqueda de fuentes alternativas de células pluripo-
tentes (Véase el informe: The President's Council on
Bioethics. Alternative Sources of Pluripotent Stem
Cells. Disponible en:

http://www.bicethics.gov/reports/white_paper/alter-
native_sources white_paper.pdf. May 2005). Una
de las alternativas planteadas en el informe, para
la obtencién de células pluripotentes, fue “la repro-
gramacién de células sométicas diferenciadas, para
restaurar en ellas la pluripotencia tipica de las hESCs”.
Basados en este principio, Takahashi, y col., demos-
traron que induciendo la expresién de un grupo de
genes de pluripotencia, Oct4, Sox2, c-Myc y Kfl4,
mediante transduccién retroviral, en fibroblastos de
ratén, era posible reprogramar el desarrollo celular
y obtener células con caracteristicas muy similares a

las ESCs (7) y denominaron a estas células “Células
Madre Pluripotentes Inducidas”, o células iPS, por su
denominacién en inglés “induced pluripotent stem
cells”. Mas recientemente, usando una metodologia
similar, varios estudios han reportado la obtencién
de iPS humanas (8,9). De esta manera, la obtencién
de células pluripotentes humanas, semejantes a las
hESCs, no requiere la utilizacién de embriones, ni de
oocitos humanos y permite a la comunidad cientifica
desarrollar una fuente de células pluripotentes, viable
técnicamente y socialmente aceptable (6).

Reprogramacion nuclear y generacion de lineas de
células pluripotentes inducidas (iPS)

La capacidad de una ESC de dar origen a todas las
células del embrién y del adulto, ya sea en cultivo o
en el embrién en desarrollo, se ha denominado Pluri-
potencia. La pluripotencia se mantiene por un breve
periodo de tiempo durante el desarrollo embrionario
de los mamiferos, en las células de la masa celular in-
terna (ICM) del blastocisto y en el epiblasto del embrién
pre-gastrulacién; se preserva también en los primordios
de las células germinales durante el desarrollo tardio
hasta la etapa adulta. La pérdida de la pluripotencia
y la diferenciacién a linajes celulares especificos con-
lleva cambios en los patrones de expresién génica que
incluyen el silenciamiento de genes que codifican para
factores de transcripcién claves para el mantenimiento
de la pluripotencia, la expresién de genes inductores
de la diferenciacién y cambios epigenéticos de la
cromatina (10).

Dada la capacidad de diferenciacién de una célula
pluripotente a todos los tipos celulares del organismo
y su capacidad de proliferar por periodos indefinidos
de tiempo sin perder sus caracteristicas, estas células
se consideran una fuente ideal para las aplicaciones te-
rapéuticas. La reprogramacién de una célula soméatica
diferenciada a una célula pluripotente, que se asemeja
auna ECS, es uno de los avances méas impactantes en
el campo de la biologia celular en la dltima década y
representa, una aproximacién muy prometedora para
la terapia celular y la medicina regenerativa. A pesar
de las diferencias tan complejas en los patrones de
expresién génica entre una célula pluripotente, como la
ESC y una célula somética, el hecho de que se pueda
generar un organismo completo a partir del nuicleo
de una célula somatica, cuando este es transferido
a un oocito no fertilizado, previamente enucleado
(proceso conocido como clonacién), demuestra que
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los patrones de expresién génica de una célula que
ha alcanzado su diferenciacién terminal, se pueden
reprogramar (11,12).

Son varios los métodos que se han investigado para
inducir la reprogramacién de células sométicas, inclu-
yendo la transferencia nuclear de células somaéticas
(SCNT: somatic cell nuclear transfer), la exposicién de
células sométicas a extractos de células embrionarias,
la fusién celular y més recientemente, la utilizacién
de factores de transcripcién especificos y compuestos
quimicos conocidos como moléculas pequenas (13-17)
(Figura 1). La SCNT constituye el primer intento de
reprogramar una célula somética a una célula pluripo-
tente. Los experimentos pioneros en anfibios (18,19),
vy mas tarde en mamiferos con la clonacién de la oveja
Dolly (12), demostraron que los genomas de las células
somaticas adultas mantienen su capacidad de generar

1. SCNT

—

animales clonados viables, indicando que las restric-
ciones en el genoma impuestas durante el desarrollo
y los cambios durante la diferenciacién celular, son
reversibles y se deben a modificaciones epigenéticas
y no a cambios permanentes en el genoma (21). Evi-
dencia reciente indica que extractos citoplasmaticos y
nucleares de células indiferenciadas pueden inducir la
reprogramacion de la expresion génica y promover la
pluripotencia en células con capacidad de desarrollo y
diferenciacion restringidas. Asi, extractos de células de
carcinoma embrionario o de ESCs, inducen un cambio
en el programa transcripcional de las células blanco,
estimulando la expresiéon de genes de pluripotencia
como Oct4 y Nanog, inhibiendo la expresiéon de mar-
cadores especificos de células somaticas e induciendo
cambios epigenéticos a nivel de la estructura de la
cromatina (22-23).

0/ 0 %0 | ,_/

W Células Pluripotenciales
: . _ (ESC)
Célula somdtica Oocito enucleado Blastocisto
2. Extracto de células pluripotenciales (ESC)
Células Pluripotenciales
; s (iPS)
Célula somdtica
3. Fusion celular EsC l—/[j
5
Células Pluripotenciales
Célula somatica (8)
4. Factores de reprogramacion
T )
. Moléculas Células Pluripotenciales
L B | pequeias (iPS)

Célula somética

FIGURA 1. Métodos para la reprogramacién de células somdticas
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La induccién de la reprogramacién nuclear mediante
fusion celular se inicia con estudios de los grupos de
Tada, Cowan y Yu, entre otros, quienes reportaron
que la fusién de una célula soméatica con una hESC,
conducia a la de-diferenciacién del ntcleo de la célula
somatica (24-28). Estas observaciones demostraron
que ciertos factores, presentes en las hESCs, eran
capaces de inducir la de-diferenciacién de la célula
somatica, induciendo la expresiéon de algunos genes
marcadores de pluripotencia como Oct4 y Nanog y
ademaés reprogramando el estado epigenético de la
célula somatica, como se evidencia por los cambios en
los patrones de metilacién de las regiones promotoras
de genes de pluripotencia celular (6,28). La busqueda
de la identificacién de los factores inductores de la de-
diferenciacién, se inici6é con el andlisis de 24 factores
preseleccionados en el sistema murino, por el grupo de
Shinya Yamanaka, lo cual condujo a la identificacién
de cuatro genes que son los que se utilizan méas am-
pliamente en los protocolos de de-diferenciacién: Oct4,
Sox2, c-Myc y Klf4 (7,28). Esta misma combinacién de
factores funciona también con fibroblastos humanos
(8). Los investigadores han utilizado diferentes técnicas
para inducir la expresién de los factores de pluripoten-
cia en varios tipos de células adultas. El método mas
comun es la transduccién génica utilizando retrovirus
y mas recientemente lentivirus (7-9,29). Este método
sin embargo, presenta el problema de generar un alto
riesgo de inducir mutaciones en los sitios de insercién
del retrovirus y de modificar de manera permanente
el genoma de las iPS asi generadas. Varios métodos
alternativos se han propuesto, tratando de resolver este
problema: La utilizacién de adenovirus no integrativos
(30), la transfeccién transitoria con plasmidos (31), el
uso de transposones (piggyBac transposition System)
(32) y el uso de virus que pueden retirarse de la célula
una vez han cumplido su objetivo de inducir la expre-
sién de los genes de pluripotencia, mediante el sistema
Cre (Cre-excisable virus) (33,34). Todos estos métodos
sin embargo, implican la exposicién de las células a
material genético exdgeno y aunque, por lo menos en
teoria minimizan el riesgo de modificacién del genoma
de la célula blanco, este riesgo no puede ser descartado
de manera absoluta, lo que limita la eventual utilizacién
de las iPS en protocolos de terapia celular.

Proteinas recombinantes para la generacion de iPS
En el 2009 se publicaron trabajos que prometen

cambiar radicalmente la tecnologia de las iPS y que
para algunos investigadores, constituyen “el santo

grial de la regeneracién’: inducir la pluripotencia en
células somaticas sin la utilizacién de ADN. El grupo
de Sheng Ding, del Scripps Research Institute en La
Jolla, California, reporta la obtencién de iPS afiadien-
do directamente las proteinas recombinantes Oct4,
Sox2, c-Myc y Klf4, producidas en E. coli, a fibroblastos
de ratén en cultivo (14). Usando una variacién de la
técnica, el grupo de Kim, del Instituto de Células Stem
de Corea y sus colaboradores del Instituto de Células
Stem de Harvard, reportan la obtencién de iPS a partir
de fibroblastos humanos. Las cuatro proteinas Oct4,
Sox2, c-Mycy Klf4, con una cola de nueve residuos de
arginina, para facilitar su entrada en las células blanco
(técnica conocida como CPP: cell penetrating peptide)
fueron sobre-expresadas en la linea celular HEK293
y obtenidas a partir de alli, para la transformacién de
los fibroblastos humanos (13). Las células madre plu-
ripotentes humanas, inducidas por proteinas (hpiPS),
muestran caracteristicas muy semejantes a las hESCs,
se han mantenido en cultivo por mas de 35 pasajes, y
han mostrado la capacidad de diferenciarse a células de
las tres capas germinales tanto in vitro como in vivo, en
la formacién de teratomas en ratones desnudos (13).

Aunque las proteinas recombinantes son menos efi-
cientes en la induccién de la reprogramacién celular,
que las técnicas basadas en la utilizacién de virus
(0,006 vs 0,067 %), las piPS, han pasado todas las
pruebas de pluripotencia tanto in vivo como in vitro,
e incluso se ha reportado recientemente que las iPS de
ratén, no solo son capaces de generar quimeras, sino
ratones adultos v fértiles, en ensayos de complemen-
tacién tetraploide (35). No es posible establecer por
técnicas similares, por restricciones de caracter ético, si
las hpiPS poseen un nivel similar de pluripotencia.

Papel de los factores de reprogramacion

La publicacién de los resultados del grupo de Taka-
hashi vy Yamanaka, en el 2006, presentando evidencia
de que un grupo de cuatro factores de transcripcion,
Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc, eran suficientes para
reprogramar fibroblastos murinos y generar células
con un fenotipo similar a las ESCs, a las cuales ellos
denominaron “células stem pluripotentes inducidas,
iPS”, causé un gran impacto en la comunidad cientifica
en el campo de las células madre. La regulacién del
estado de pluripotencia estd mediada principalmente
por Oct4, Sox2 y Nanog. Estos factores de transcrip-
cién conforman una intrincada red de interacciones a
través de la formacién de heterodimeros que actian
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sobre los promotores de los genes blanco, induciendo
la expresiéon de genes que promueven la pluripoten-
cia e inhibiendo genes que median la diferenciacién,
ademaés de regular su propia expresiéon (36).

Oct4 (Poubfl). Pertenece a la familia de factores de
transcripcién Oct (octdmero) v juega un papel clave en
el mantenimiento de la pluripotencia. La deficiencia
de Oct4 en embriones es letal y aunque hay formacién
del trofoblasto, la masa celular interna del blastocisto
no se desarrolla (37). Niveles elevados por el contrario,
inducen la diferenciacién (38). De ahi que los niveles
de expresién de Oct4d necesiten estar sometidos a una
estricta regulacion.

Sox2. Coopera activamente con Oct4 en la regula-
cién de genes implicados en el mantenimiento de la
pluripotencia como Nanog, Fgf4, osteopontina y Lefty
(39), pero a diferencia de Oct4 no se expresa solamente
en células pluripotentes sino que también lo hace en
etapas tardias del desarrollo, especialmente en células
madre neuronales (40). Anélisis recientes por inmuno-
precipitacién de cromatina, seguidos por andlisis por
microarreglos de promotores han revelado que cerca
de 400 promotores pueden estar co-ocupados por
Oct4, Sox2 y Nanog (41). Es llamativo que aunque
estos datos apuntan a sefnalar a Oct4, Sox2 y Nanog
como genes maestros en la regulacién de la pluripo-
tencia, dentro del grupo de factores de reprogramacion
de Yamanaka, no se encuentra Nanog como un gen
necesario para la induccién de la reprogramacién de
las iPS. Esto podria explicarse por lo menos en parte,
primero porque una de las consecuencias inmediatas
de la expresién ectdpica de Oct4 es la induccién de la
expresién de Nanog y segundo porque Nanog parece
estar més involucrado como un “determinante de la
capacidad de reprogramacion, que como un determi-
nante de la pluripotencia” (42).

Kfl4. Es un miembro de la familia de factores de trans-
cripcidn Kruppel-like que se expresa en ESCs y parece
tener un doble papel como oncogén y antioncogén. Su
papel en el proceso de reprogramacién parece estar
relacionado con la inhibicién de p53, previniendo la
salida de las células del ciclo celular y contrarrestando
la accién de c-Myc en la induccién de la apoptosis y
la diferenciacion (43).

c-Myc. Es un factor de transcripcién con multiples
dominios y un potente oncogén, implicado en la pro-
liferacion celular, la replicacién del ADN, la inhibicién

de la diferenciacién celular y la metastasis (43). Aunque
se ha demostrado que c-Myc no es indispensable para
la reprogramacién celular, su presencia si influye de
manera significativa en la cinética v la eficiencia del
proceso (44;45). Se ha propuesto que el papel de c-
Myc puede estar relacionado con la induccién de un
programa celular necesario para la autorrenovaciéon
y/o por la induccién de modificaciones epigenéticas
que promuevan la de-diferenciacién o bloqueen la
diferenciacion (46).

Moléculas pequeiias

La eventual utilizacién clinica de las iPS tiene toda-
via varios problemas, entre ellos la baja eficiencia
en su obtencién y principalmente, la manipulacién
genética para la induccién de la expresiéon ectépica
de los factores de reprogramacion. Es por esto que
varios grupos se han enfocado en la utilizacién de
compuestos quimicos, denominados genéricamente
“moléculas pequenas” para reemplazar la utilizaciéon
de virus y aumentar la eficiencia en la generacién de
células pluripotentes.

BIX-01294 (BIX), es un inhibidor de la G9a metiltrans-
ferasa de las histonas, que aumenta la eficiencia de la
reprogramacion de células progenitoras neuronales,
transducidas solo con Oct4/Kfl4, hasta niveles com-
parables a los obtenidos utilizando los cuatro factores
de reprogramacién (47). Basados en la observacién
de que uno de los primeros cambios que sufren los
fibroblastos es un cambio en la morfologia que los
asemeja a células epiteliales, ademés de la induccién
de la expresion de la E-cadherina (marcador epitelial),
el grupo de Sheng Ding propone que vias de senaliza-
cién implicadas en la transicién mesenquimo-epitelial,
como TGFB y MEK-ERK, ademés de factores que
puedan favorecer la supervivencia celular deberian
tener un gran efecto en la reprogramacién. Para pro-
bar esta hipétesis, utilizaron tres moléculas pequenas,
en diferentes combinaciones, para tratar fibroblastos
humanos transducidos con los cuatro factores de repro-
gramacién: SB431542 un inhibidor de ALK5 (uno de
los receptores del TGFp), PD0325901 (inhibidor de la
via MEK-ERK) y Thiazovivin, que aumenta la supervi-
vencia celular después de la tripsinizacién. De esta ma-
nera logran un aumento de 200 veces en la eficiencia
de la reprogramacion (48). Otro estudio reciente que
demuestra que la reprogramacién de queratinocitos
humanos es al menos 100 veces mas eficiente que la
de fibroblastos, apoya esta visién (49).
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Una de las moléculas pequenas méas prometedoras
en el proceso de reprogramacién celular es el acido
valpréico (VPA), un inhibidor de las deacetilasas de
las histonas, que permite la reprogramacién de fibro-
blastos humanos y de ratén sin utilizar c-Myc (50), o
de fibroblastos humanos utilizando solamente Oct4 y
Sox2 (51). Todos estos estudios hacen prever que en
un futuro préximo se podran desarrollar protocolos
que permitan la obtencién de iPS de una manera
mas eficiente y que puedan aplicarse clinicamente de
manera segura.

Modelos de generacion de células iPS

La generacién de células iPS mediante la transduccién
retroviral de los ahora denominados “factores de re-
programacién de Yamanaka”, es un proceso que ha
podido ser reproducido en varios laboratorios, pero
una de las mayores limitaciones sigue siendo la baja
eficiencia, la cual puede variar entre el 0,001 y el 0,1 %,
dependiendo del sistema utilizado (49). Varios grupos
han reportado ademas, que de la poblacién de células
aparentemente pluripotentes que se obtiene inicial-
mente después de la transduccién retroviral, una gran
proporcidn esta solamente parcialmente reprogramada
y que ellas dependen de la expresién sostenida de los
transgenes para adquirir la capacidad de autorrenova-
cién (28). Se han propuesto varias posibilidades para
explicar la baja eficiencia del procedimiento: rata baja
de infectividad v de integracién retroviral, heteroge-
neidad en la integracién de los retrovirus que puede
resultar en una gran variabilidad en la expresién de los
transgenes tanto cuantitativa como temporalmente, la
integracién de los retrovirus o de los lentivirus puede
alterar la expresiéon de uno o més factores esenciales
para la induccién de la pluripotencia, asi como dife-
rencias intrinsecas de los diferentes tipos de células que
se quieren reprogramar (49;52). Recientemente se ha
reportado que los queratinocitos humanos son 50-100
veces mas susceptibles a la reprogramacién que los
fibroblastos y que estas diferencias no se deben a di-
ferencias en la infectividad de los retrovirus, ya que un
porcentaje similar de células de los dos tipos, infectadas
con un retrovirus control que expresan el gen reportero
GFP (proteina verde fluorescente) (49). Ademas, estas
diferencias en la eficiencia de la reprogramacién no se
observan cuando se utiliza un sistema de tranduccién
de lentivirus inducible con doxiciclina (53).

Shinya Yamanaka ha propuesto recientemente dos
modelos de generacién de células pluripotentes a

partir de células somaticas: el modelo “Elite” v el
modelo “Estocdstico” (28). El modelo élite asume que
solo una pequenia fraccién de la poblacién de células
somaticas es susceptible de ser reprogramada. Este
modelo a su vez podria subdividirse en un modelo
“élite predeterminado” y un modelo “élite inducido”.
En el modelo élite predeterminado las células compe-
tentes para la reprogramacién serfan células madre
y/o células progenitoras presentes en la poblacién de
células sométicas y que se encuentran normalmente
formando parte de los tejidos adultos. Sin embargo,
el hecho de que la eficiencia de la reprogramacién
sea altamente dependiente del método utilizado, no
parece apoyar este modelo. Asi por ejemplo, sim-
plemente aumentando el tiempo de seleccién de las
iPS en cultivo, Yamanaka ha incrementado hasta 10
veces la eficiencia de la obtencién de iPS a partir de
fibroblastos embrionarios de raton (MEF) (28). Se ha
reportado que hasta el 10% de los MEF pueden ser
reprogramados cuando se los trata con los factores
de reprogramacién mas acido valpréico (VPA), un
inhibidor de las deacetilasas de histonas (17). De tal
manera que aun si los factores de reprogramacién y/o
los compuestos quimicos o moléculas pequerias como
se les ha denominado, actuaran preferencialmente
induciendo la reprogramacién de células madre u
otra subpoblacién de células inmaduras, es muy poco
probable que esta subpoblacién comprenda un 10%
de un cultivo primario de fibroblastos. El modelo élite
inducido asume que la reprogramacién depende de
la activacién o inactivacién de ciertos factores no
identificados hasta ahora, como resultado de la inte-
gracién viral durante la transduccién de los factores
de reprogramacién. Sin embargo, la evidencia sugiere
que la integracién viral no requiere de sitios especificos
para que la reprogramacién celular se lleve a cabo y
se ha demostrado que iPS derivadas de hepatocitos,
fibroblastos y células géastricas de ratén, no muestran
sitios comunes de integracion retroviral (54). Por otra
parte, la generacién de iPS, sin el uso de vectores
retrovirales (proteina recombinantes y/o moléculas
pequenas) tampoco apoya este modelo.

El modelo estocdstico por su parte propone que la
mayoria, si no todas las células somaéticas tienen la
capacidad de ser reprogramadas a células iPS. De
acuerdo con Yamanaka, la diferenciacién celular po-
dria describirse como “una bola rodando cuesta abajo
por la pendiente de una colina epigenética, pasando
por un estado pluripotencial y descendiendo hasta un
estado de compromiso de linaje”. Dos requisitos son
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necesarios para que la célula pueda ser reprogramada:
1) Que los factores de reprogramacién se expresen
siguiendo un patrén que dirija la célula en la direc-
cién apropiada, “colina arriba”. Dado que en este
momento, desconocemos esos patrones y la manera
de regularlos, este primer requisito solo se cumple al
azar. 2) Las células deben permanecer bloqueadas por
una barrera epigenética, en el estado pluripotente, atin
cuando la expresion de los transgenes haya desapa-
recido. Ya que los factores de reprogramacién por si
mismos no pueden constituir esa barrera epigenética,
se requieren otra serie de eventos estocasticos para la
generacion de una célula iPS, de una manera similar a
como ocurre en la reprogramacién nuclear por SCNT,
en la cual la metilacién del ADNy las modificaciones de
las histonas juegan un papel fundamental (28). Hanna
y col., presentan evidencia experimental reciente de
que la reprogramacién es un evento estocastico, alta-
mente dependiente de la tasa de proliferacién celular
v que la mayoria de los fibroblastos de ratén tienen la
capacidad de ser reprogramados a iPS, en un proceso
que puede ser acelerado por la inhibicién de la via p53/
p21 o la sobreexpresion de Lin28 o Nanog (55).

Identificacion de las células pluripotentes

Otro problema que se origina en la baja eficiencia de la
reprogramacién y en el hecho de que algunas de las cé-
lulas somaéticas estén solo parcialmente reprogramadas,
es el de definir criterios confiables para identificar las
células que realmente han alcanzado la pluripotencia.
En algunos estudios reportados, las iPS han sido aisla-
das basandose en criterios morfolégicos y de algunos
marcadores como la expresién de la fosfatasa alcalina,
Nanog, SSEA-3, SSEA-4 y TRA-1-160 (8;56). En una
publicacién reciente, el grupo de George Daley, del
Instituto de Células Stem de Harvard y del Children ’s
Hospital de Boston, implementan la técnica de “imé-
genes en vivo~ que se basa en la tincién con Hoechst
y en el andlisis a través del tiempo, de la expresién de
varios marcadores de pluripotencia, para identificar
lineas bona fide iPS, obtenidas a partir de fibroblastos
humanos, mediante transduccién retroviral de Oct-4.
Sox-2, Klf-4 y c-Myc, lo que les permite definir 3 tipos
de colonias que se generan durante el proceso de
reprogramacioén: colonias de tipo I, que correspon-
den a célula pequenas, densamente empaquetadas,
Hoeschst®4" (con una coloracién Hoeschst brillante)
y SSEA-4- v TRA-1-160". Colonias tipo 1I, SSEA-4+,
TRA-1-160"y que permanecen Hoeschst™" y colonias
tipo III, SSEA-4*, TRA-1-160*, Nanog*, Hoechsti™ y

alta celularidad (como un indicativo de la capacidad de
proliferacién/o ausencia de senescencia). Las colonias
de tipo I no formaron teratomas in vivo en ratones des-
nudos (la prueba considerada como “gold standard”
de la pluripotencia) o formaron tumores pobremente
diferenciados, mientras que solo algunas colonias tipo
Il y todas las colonias tipo Il formaron teratomas con
células de las tres capas germinales. Ademas, solo
las colonias tipo Il mostraron la hipometilacién de
los promotores Oct-4 y Nanog, caracteristica de las
células pluripotentes. Por lo tanto, solo las colonias
tipo IIl pueden ser definidas como verdaderas células
pluripotentes, iPS (57). Estos resultados recalcan la
necesidad de utilizar criterios de expresién génica,
epigenéticos y de teratogénesis, si se quiere estar razo-
nablemente seguros de contar con verdaderas células
pluripotentes. Asi por ejemplo, anélisis amplios de los
patrones de metilacién permiten establecer patrones
diferenciales y distinguir entre ESCs, células tumorales,
células pluripotentes iPS y los fibroblastos a partir de
los cuales estas ultimas fueron generadas (58). Aunque
la tecnologia de las iPS es ain muy reciente, dado su
enorme potencial, es urgente seguir explorando nuevas
estrategias para su generacién de una manera mas
eficiente y segura.

El futuro de las iPS

La produccién de hiPS con caracteristicas genéticas y
funcionales muy similares a las de las hESCs ha gene-
rado grandes expectativas en la comunidad cientifica,
ofreciendo la posibilidad de generar iPS paciente-
especificas, con una metodologia mas asequible, per-
mitiendo una transicién mucho mas rapida hacia las
aplicaciones clinicas y la medicina regenerativa y sin
los cuestionamientos éticos de las hESCs por no tener
que destruir un embrién. El disponer de lineas hiPS
permitird también otras aplicaciones en el campo de
la medicina del siglo XXI:

1. Eldiseno de terapias mds seguras utilizando hiPS.
Es necesario desarrollar protocolos para la correcta
caracterizacién y aislamiento de lineas celulares
completamente reprogramadas y caracterizadas.
Por otra parte es necesario también establecer su
estabilidad genémica y cromosémica y protocolos
adecuados de diferenciacién a los linajes celulares
requeridos para terapias especificas y evaluar su
potencial teratogénico (59).

2. Desarrollar modelos in vitro para el estudio de las
bases celulares y moleculares de diversas enferme-
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dades. Asilo demuestran los avances en Parkinson
(34), diabetes (30), B Talasemia y anemia de Fan-
coni (60), y enfermedades cardiovasculares (61-
63), entre otras. Park y col., reportan la generacién
de iPSs a partir de pacientes con una variedad de
enfermedades genéticas tanto de herencia men-
deliana simple como compleja: la deficiencia de
adenosin deaminasa (ADA) relacionada con inmu-
nodeficiencia combinada severa, la enfermedad de
Parkinson, el sindrome de Shwachman-Bodian-
Diamond, la enfermedad de Gaucher tipo III, la
distrofia muscular de Duchenne, la enfermedad de
Huntington, la diabetes mellitus tipo I, el sindrome
de Down, y el sindrome de Lesch-Nyhan (64).
Una reciente revision de Saha y Jaenisch, analiza
los retos técnicos que deben ser superados para
la utilizacién de las iPS como modelos celulares
para enfermedades. Destacan por ejemplo, la
necesidad de generar iPS sin modificar el genoma
de las células blanco para evitar interferencias,
desarrollar estrategias eficientes para la correccién
de los defectos genéticos y definir los modelos de
enfermedades relevantes, tanto para los estudios
in vitro como in vivo (65)

3. Disponer de modelos in vitro para ensayos far-
macolégicos y diserio de nuevos medicamentos
(66;67).

4. Establecer modelos para el estudio de la diferen-
ciacién celular (68-71).

Es importante mencionar también que las iPS pueden
obtenerse a partir de una variedad de células sométicas
como queratinocitos (72), células de sangre periférica
(73), células hepéticas (54), células B del pancreas
(30), abriendo de esta manera un mayor espectro de
posibilidades. La generacion de lineas celulares pluri-
potentes paciente-especificas a partir de las cuales se
pueda generar cualquier linaje celular que se requiera,
representa una oportunidad Unica para el tratamiento
de multiples enfermedades, de una manera eficiente y
segura. Sin embargo, alin se requiere seguir investigan-
do sobre los mecanismos moleculares que controlan la
diferenciaciéon celular y como prevenir la formacién de
tumores después del transplante. Una de las mayores
preocupaciones de los investigadores en el campo de la
terapia celular es que las células madre transplantadas
puedan generar neoplasias (59,74). Esta preocupacién
se ve reforzada por un reporte reciente del primer caso
documentado de un tumor derivado del transplante
de células madre. Un nifio con Ataxia Telangiectasia,
recibié varios transplantes intracerebrales de células
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madre neuronales fetales, en un hospital de Moscu, y
cuatro anos después se detectaron masas tumorales en
el cerebro y la médula espinal. Los andlisis moleculares
v de inmunotipificacién demostraron que los tumores
provenian de las células transplantadas (75).

El campo de la investigacién con las iPS esta avan-
zando a pasos agigantados, a pesar de lo cual ain
quedan muchos interrogantes por resolver: ¢Qué tan
semejantes o qué tan diferentes son las iPS de las
ESCs? (¢Cuél es la real pluripotencia de las hiPS?
¢Varian las caracteristicas de las iPS dependiendo de
la célula somética de la cual se obtienen? ¢Es segura
la terapia celular mediante el transplante de iPS? El
resolver estos y otros interrogantes necesita todavia
tiempo y un gran esfuerzo de los investigadores. El
primer paso es sin embargo, disponer de lineas de iPS,
correctamente caracterizadas.

Conclusiones

La posibilidad de reprogramar células soméaticas
y obtener células con caracteristicas similares a las
ESCs, permite abordar problemas fundamentales de
la biologia del desarrollo y la diferenciacién celular. Por
otra parte, ofrece una herramienta tnica para el estu-
dio de las bases moleculares y celulares de multiples
enfermedades, el desarrollo de modelos in vitro para
estudios farmacoldgicos y eventualmente, la obtencién
de células paciente-especificas para tratamientos de
terapia celular. Sin embargo, queda todavia mucho
camino por recorrer y se requiere de grandes esfuer-
zos de la comunidad cientifica para resolver las dudas
respecto a la pluripotencia celular y los mecanismos
moleculares que la regulan e implementar protocolos
para la generacién mas eficiente y segura de lineas ce-
lulares iPS perfectamente caracterizadas. Estos son sin
duda, retos emocionantes y dado el ritmo vertiginoso
de los avances en el campo de las iPS, es de esperar
en un futuro préximo, desarrollos importantes para la
biologfa v la medicina del nuevo milenio.
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