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Resumen

Debido a los problemas éticos que se han venido dando por el uso de embriones como fuente de células
pluripotentes, se han desarrollado nuevas fuentes para obtener células con las mismas caracteristicas. En esta
revision se discuten algunos métodos de reprogramacion que se han sido empleados por muchos
investigadores alrededor del mundo, partiendo por la trasferencia nuclear y posteriormente con el trabajo de
Yamanaka quien empez6 a usar la introduccién de los cuatro factores de transcripcion, Oct3 / 4, Sox2, Klf4 y c-
Myc que origina con éxito la reprogramacion de las células somaticas en células madre pluripotentes inducidas
(iPSC), que poseen caracteristicas gendmicas y fenotipicas de células madre embrionarias, ademas se
describe algunas desventajas que tienen estos métodos y los riesgos que involucran el uso del factor de
transcripcién c-Myc. A pesar de que queda mucho por mejorar en este campo, las células iPS muestran un
tremendo potencial para la investigacion y sus posibles aplicaciones terapéuticas en la medicina regenerativa.

Descriptores: Pluripotenciales, factores de transcripcién, inducidas, reprogramacion.
Abstract

Because of the ethical problems that have been taking for the use of embryos as a source of pluripotent cells ,
we have developed new sources for cells with the same characteristics. In this review we discuss some
reprogramming methods that have been employed by many researchers around the world , starting with the
nuclear transfer and later with the work of Yamanaka who began using the introduction of four transcription
factors , Oct3 /4, Sox2 , KIf4 and c- Myc that originates successful reprogramming of somatic cells into induced
pluripotent stem cells (iIPSC ) , which have genomic and phenotypic characteristics of embryonic stem cells ,
and discusses some drawbacks with these methods and the risks involve the use of the transcription factor ¢ -
Myc . Although much room for improvement in this field, iPS cells show a tremendous potential for research and
potential therapeutic applications in regenerative medicine.
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1. Introduccién

Desde hace mucho, los investigadores vieron la
posibilidad de uso la célula madre embrionarias
como posible aplicacion terapéutica, pero la
desventaja ha sido los problemas éticos que implica
[10,14]. Pero Desde que El Dr. Shinya Yamanaka
médico japonés e investigador de Las células madre

adultas en 2006 demostr6 que las células madre
tienen propiedades similares a las células madre
embrionarias y que podian ser generadas a partir de
fibroblastos de raton [17, 19], se han originado
nuevas rutas en la investigacion con células madre,
ya que estas células pluripotentes poseen una
capacidad sorprendente de expansion in vitro y se
podrian tomar ademas como
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modelo de enfermedad degenerativas [16, 13, 17]

En afios recientes se han visto grandes avances en
la programacién de las células somaticas
diferenciadas hacia un estado de pluripotencia por
métodos que no impliquen la transferencia nuclear.
Algunos de ellos pueden presentar un primer paso
en el camino hacia la terapia celular individual y sin
los problemas relacionados a la recoleccion de los
ovocitos no fecundados de mamiferos. A pesar de
que la diferenciacion de las células implica cambios
genéticos y epigenéticos complejos, ahora es
posible generar células con muchas de las
propiedades de las células madre embrionarias
pluripotentes debido a la transduccién retroviral de
células diferenciadas. Para lograr la reprogramacion
de células somaticas a células madre con capacidad
pluripotentes, se han usado muchos métodos entre
ellos ha sido necesario el uso de factores de
transcripcién como Oct4 [16, 2, 21], Sox2 y Klf4 que
son componentes criticos en varios protocolos de
reprogramacién [4, 14]. Trabajos recientes han
subrayado el potencial de esta estrategia mediante
la mejora de la eficiencia del proceso y la
demostracion de que las células iPS pueden
contribuir a muchos tejidos diferentes in vivo,
incluyendo la linea germinal. Los estudios
demuestran el papel crucial de los factores de
transcripcién y remodelacion de la cromatina en la
reprogramacion nuclear [18, 15].

El objetivo de esta revision es dar conocer algunos
puntos importantes en la reprogramaciéon de células
somaticas a células pluripotentes y algunos de los
inconvenientes que se han venido dando en este
campo de investigacion.
2. Las células madres
pluripotenciales inducidas

La mayoria de las células de un organismo
multicelular a medida que desarrollan aumentaran
inevitablemente los niveles de diferenciacion
haciéndose estas células més especificas en su
diferenciacion [10]. Se define por células
pluripotentes a las que son capaces de originar
todas las células del embrion o el organismo adulto,
pero no tienen la capacidad de autoorganizarse para
formar un organismo completo [13]. In vivo esta
propiedad Unica se puede encontrar solamente en
las células transitorias de los embriones tempranos,
incluyendo la masa celular interna de blastocistos
[3]. Hasta finales de 2009, las lineas de células iPS
se han generado en varias especies animales, como
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el ratén, humano, mono Rhesus, rata y cerdo [5].
Aunque se pueden generar iPSCs, la eficiencia del
proceso sigue siendo baja (tipicamente menos del
1% de fibroblastos transfectados llega a ser iPSCs
[16]. Es por eso que actualmente muchos centros de
investigacion se estan disefiando y modificando los
protocolos actuales para obtener mejores resultados
ya que los cultivos y la diferenciaciéon de estas
células son complejos y costosos. Ademas de esta
desventaja dentro del curso de investigacion se ha
sugerido que las células madre pluripotenciales
inducidas retienen una memoria epigenética,
"recuerdos” de las células somaticas de donde
derivan [5,8], que se manifiesta como la expresion
diferencial de genes y capacidad de diferenciacion
alterada. Estas observaciones pueden influir en los
intentos en curso para utilizar iPSCs para modelos
de enfermedades y aplicacion terapéutica. [8].
Posteriormente Se ha investigado que las células
madre pluripotentes inducidas retener "recuerdos"
de las células adultas de la que se derivan [7]. Otros
estudios indican que estas células pueden ser
rechazadas después del trasplante [2].

Se ha propuesto que se puede inducir a
pluripotencialidad en células madre de origen fetal
debido a que se ha comprobado que presentan
algunas caracteristicas ventajosas en comparacion
con sus homdélogos neonatales y postnatales, en lo
gue respecta a la cinética de crecimiento, y el
potencial de diferenciacion, asi como la capacidad
de reparacion de los tejidos in vivo [21].

Una de las desventajas que se ha tenido en la
aplicacion in vivo de estas células es que los tejidos
muchas veces no facilitan la penetracién de estas
células para su efecto terapéutico, es por eso que se
buscan mecanismos moleculares para facilitar la
incorporacién exitosa [14].

3. Métodos de reprogramacion de células
somaticas

La diferenciacion de las células abarca un gran
nimero de cambios epigenéticos que restringen la
estructura accesible Unica del genoma en la etapa
pluripotente [1]. Aparecen cambios en el patron de
expresion de factores de transcripciobn con una
rapida regulacion de muchos de los factores de
forma muy restrictiva expresados en la etapa
pluripotente, esto se traduce en que el desarrollo
celular genera cambios radicales en la expresion
génica. Desde mucho tiempo ha habido intentos por
lograr convertir las células sométicas en
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pluripotentes, tales como, la transferencia nuclear
[13].

Los fibroblastos de embriones de raton y fibroblastos
de la piel en los seres humanos se han
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Figura 1. Vision general del proceso de obtencion
de células madre pluripotentes inducidas con
factores de transcripcion definidos (Oct4, Sox2,
cMyc, Lin28) a partir de células somaticas, para
subsecuentemente usarlas para tratamiento de
enfermedades o descubrimiento de farmacos.

usado por los investigadores para las
reprogramaciones a células iPS. A partir de
entonces, otras células, incluyendo las células
madre neurales, queratinocitos, melanocitos,
células derivadas de tejido adiposo, y diversas
células mononucleares de la sangre, se han
utilizado con éxito para la reprogramacion para
lograr una mayor eficiencia, o para mostrar la
accesibilidad mas facil y mas conveniente. Los
estudios iniciales utilizaron integracion de ADN de
vectores virales tales como retrovirus y lentivirus,
pero estudios posteriores demostraron la utilidad
de vectores virales nanointegradores tales como,
adenovirus, y los sistemas no virales con plasmidos
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para la reprogramacion. Mas recientemente, se ha
demostrado métodos de entrega que utilizan
proteinas recombinantes o proteinas extraidas de
células ES para reprogramar células somaticas en
células iPS, lo que indica que son clinicamente
aplicables para fines terapéuticos [4].
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Figura 2. Diferentes fuentes de células somaticas y
los métodos de entrega para la generacion de
células iPS.

3.1. Fusioén celular

La creacion de hibridos de células por fusién de
células somaticas con células pluripotentes de
diversos origenes ha mostrado con éxito la exitosa
reprogramacion de células sométicas de ratones y
humanos y como resultado la expresion de
marcadores pluripotentes [6,7].

Sin embargo, los hibridos tendran inevitablemente
dos conjuntos de cromosomas, que pueden limitar el
uso de este método para las aplicaciones clinicas.
La enucleacion de células madre embrionarias antes
de la fusion puede no ser factible en eludir este
problema, ya que se ha demostrado que la abolicién
de la capacidad del citoplasma de célula madre
embrionaria restante vuelve a activar la expresion de
marcadores de pluripotencia en hibridos con células
somaticas [7]. La eliminacién selectiva de los
cromosomas es posible, pero puede ser inviable
para el conjunto completo [19]. La fusion celular se
ha detectado sélo en in vitro hasta ahora y tanto in
vitro como in vivo las observaciones han sido
tomadas como evidencia de transdiferenciacion.
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Una desventaja de este método es que la
transdiferenciacion se ha reportado en ensayos
previos es del 7-57% con células madre neurales
[11, 20]. Posteriormente se detecté que la fusion
celular tiene frecuencias muy bajas como 1 en 104
0 1en5x 105 [32, 38]. Pero cabe destacar que los
productos de la fusion celular poseen muchas
caracteristicas de las células madre embrionarias
[15].

3.2. Incubacion de células somaticas con
extractos de células pluripotentes

La exposicion directa de lineas de células somaticas
humanas a los extractos de oocitos de Xenopus [12],
células germinales embrionarias [9], células de
carcinoma  embrionario 'y células madre
embrionarias [3], parecen haber tenido un éxito
parcial en la reversion de algunos aspectos de la
diferenciacion celular, principalmente en la linea de
células HEK293T. En la mayoria de los casos se ha
registrado re-expresion de marcadores de
pluripotencia, especialmente Oct3/4.

3.3. Utilizacién de factores de transcripcion

El laboratorio de Yamanaka se centré en factores
importantes para el mantenimiento de la
pluripotencia en células madre embrionarias, tales
como Eras (expresado células madre embrionarias
de primates) [3] y se identificaron, en paralelo con el
laboratorio de Austin Smith, el gen de pluripotencia
Nanog [18, 20.] Yamanaka se embarcé en la
busqueda de inducir pluripotencia en células
somaticas. De su trabajo y otros, el conocia un gran
namero de factores de transcripcién que se expresa
en las células ES, ya sea con confirmacién o
sospecha de las funciones en el mantenimiento del
estado pluripotente. Ademas, las células ES se sabe
que inducen pluripotencia en los nacleos de células
somaticas después de fusiones celulares inducidos
entre las células somaticas y ES [13]. Con esta
informacion, Yamanaka selecciond un conjunto de
24 factores de transcripcion de células madre
embrionarias que consideré como candidatos para
restablecer pluripotencia en células somaticas.

Las células iPS se establecieron por primera vez en
2006 por Takahashi y Yamanaka [9], usando
transduccién mediada por retrovirus de 4 Factores
de transcripcion (c-Myc, Oct3/ 4, Sox2 y Klf4) dentro
de fibroblastos de raton [16].
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Estas células reprogramadas fueron seleccionadas
por la expresién de un cassette Bgeo (una fusion de
genes de resistencia a la pgalactosidasa vy
neomicina) impulsado por el promotor de raton
Fbx15. Estas células iPS Fbx15, cuando
subcutaneamente se inyectan en ratones desnudos,
da lugar a teratomas con evidencia histol6gica de
células que se diferencian en las 3 capas
germinales. Sin embargo, las células iPS Fbx15
muestran diferente expresion genética, diferentes
patrones de metilacién del ADN en comparacion con
las células madre embrionarias y fallan en contribuir
a quimeras adultas. Nanog y Oct3 / 4, que estan
estrechamente involucrados en la pluripotencia, se
usan como marcador de seleccién para las células
iPS para obtener células iPS de alta calidad. Esas
células iPS seleccionadas por ya sea expresion de
Nanog o Oct3 / 4 contribuyen exitosamente a
guimeras adultas al mismo tiempo que se muestra la
transmision de la linea germinal [4] y con este
método se ha logrado la diferenciacion a
hepatocitos primarios in vitro [21]. Dentro del papel
importante que tienen estos factores de
transcripcion cabe destacar que KIf4 interactda
directamente con Oct4 y Sox2 cuando se expresa en
niveles suficientes para inducir a células madre
pluripotenciales inducidas. Klif4 endégeno también
interactlia con Oct4 y Sox2 en las células iPS en
células murinas. El C terminal KIf4, que contiene tres
dedos de zinc en tandem, es critico para esta
interaccion y se requiere para la activacion del gen
diana Nanog. Ademas, KIf4 y Oct4 co-ocupan el
promotor Nanog. Una mutante dominante negativo
de KIf4 puede competir con el de tipo salvaje Klf4
para formar complejos defectuosos Oct4/Sox2/Klf4
e inhibir marcadamente la reprogramacion.

El potencial de una reprogramaciéon de fibroblastos
murinos primarios en células iPS disminuye a
medida que encaminan a la senescencia.

4. Riesgos de tumorigénesis

Aunqgue se pueden generar iPSCs, la eficiencia del
proceso sigue siendo baja, tipicamente menos del
1% de fibroblastos transfectados llega a ser iPSCs
[36], baja eficiencia en la diferenciacién neuronal,
ademas una inclinaciéon para la heterogeneidad
fenotipica y la inestabilidad [22]. Por lo tanto un
obstaculo para la aplicacion clinica de células iPS es
el riesgo de tumorigénesis. Muy recientemente, se
ha informado de que las células iPS pueden ser
generadas sin necesidad de solo c-Myc [15]. Se ha
creado un método para generar células iPS
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humanas a partir de células derivadas de la orina
libre de virus, sin suero y sin el oncogén c-Myc,
donde presentan una alta eficiencia de
reprogramacion, que ofrece ventajas con respecto a
otros tipos de células utilizadas con fines de
generacién de iPS [10]. Es por eso que el
establecimiento de estrategias de reprogramacion
de proteinas o basada en tipos de ARN ayudara a
generar células iPS humanas sin alteraciones
genéticas permanentes [5].

5. Conclusién

Las células madre pluripotenciales inducidas que
actualmente son generadas por la introduccién de
los factores de transcripcion Oct3 / 4, Sox2, Klf4 y
c-Myc en fibroblastos y otras células somaticas,
poseen muchas caracteristicas células madre
embrionarias. A pesar de los grandes avances que
se han realizado en este campo se tiene que tener
en cuenta el riesgo de tumorigénesis que implica la
introduccion del oncogén c-Myc, es por eso que
muchos protocolos han sido modificados para
excluir este factor. Este y muchas otras desventajas
se tendran que tener en cuenta por los
investigadores para la posible aplicacién terapéutica
en humanos.
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