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RESUMEN

Las células troncales, se caracterizan por dos propiedades fundamentales la
capacidad de autorrenovacion y la de generar diferentes tipos de células
diferenciadas. Se clasifican por su origen en tres grupos: células troncales
embrionarias (ESC), las células troncales del adulto o  células somaticas
(ASC) y las células troncales pluripotentes inducidas (iPS, por sus siglas en
inglés, induced Pluripotent Stem Cells). En 2006, Shinya Yamanaka presento
un nuevo concepto de reprogramacion utilizando la expresion retroviral de
cuatro factores de transcripcion clave Sox-2, Oct4, Kif4 y c-Myc) que son
capaces de reprogramar a las células somaticas a un estado pluripotencial.
Estas representan un componente clave de una generacion emergente de
modelos de odrganos y tejidos fisioldgicamente representativos y a diferencia
de las células ESC las células IPS pueden generarse a partir de células
somaticas propias del paciente liberandose asi de problemas éticos. En el
presente estudio se realiz6 una investigacion bibliografica mediante varias
fuentes: buscadores en internet: Googlee Schoolar, Science Direct y
PubMed. Las bases de datos utilizadas seran: EBSCO y Ovid. Las palabras
claves utilizadas seran: “stem cells”, “induced Pluripotent stem Cells”

regenerative veterinary medicine” “dog” and “cat”. Se resumen las
caracteristicas de los principales tipos de células troncales, el desarrollo y
las técnicas de obtencion de iPSC, las posibles aplicaciones de las iPSC en

humanos y se analizan los retos y limitaciones de su uso futuro en la

medicina regenerativa de las pequenas especies.



1. Introduccidn

Las células troncales, son un tipo de células que se caracterizan por la
capacidad de autorrenovacion y de generar diferentes tipos de células
diferenciadas. Se clasifican por su origen en tres grandes grupos: Las células
troncales embrionarias (ESC por sus siglas en inglés, Embryonic Stem Cells),
las células troncales del adulto o células somaticas (ASC por sus siglas en
inglés, Adult Stem Cells), que en realidad comprende células troncales
posnatales y las células troncales pluripotentes inducidas (iPS, por sus siglas en

inglés, induced Pluripotent Stem Cells). (1)

De acuerdo a su potencial de diferenciacion las células pueden ser:
totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales, oligopotenciales, bipotenciales

y unipotenciales. (1)

En mamiferos, especificamente el cigoto y los blastbmeros tempranos son
totipotenciales y pueden generar todo el organismo incluyendo tejidos
extraembrionarios. Las células ESC son un ejemplo de células pluripotenciales
que tienen la capacidad de autoregeneracion y de generar los 220 tipos células
gue constituyen un organismo, sin embargo no son capaces de general el

trofoblasto y en general los tejidos extraembrionarios .

Las células multipotenciales como las células troncales hematopoyéticas
pueden dar origen a todos los elementos de la sangre.

Las células troncales espermatogoniales son un tipo de células unipotenciales lo
cual significa que solo pueden dar origen a cierto tipo de células, en este caso a

los espermatozoides. (1)

En los ultimos afos la ciencia ha tenido grandes avances para tratar de

responder una de las preguntas mas fascinante en Biologia: como el huevo o


https://www.zotero.org/google-docs/?dIFQLZ

cigoto utiliza su informacion genética para producir 220 tipos células diferentes

que conforman a todos los 6rganos y tejidos de nuestro cuerpo. (2)

Durante los afos de 1950 y 1960, dos investigadores Briggs y King (3)
establecieron la técnica de transferencia nuclear de células somaticas (SCNT,
por sus siglas en inglés: “Somatic Cells Nuclear Transfer’) o “clonacion” para
probar el potencial del desarrollo del nucleo de embriones en estado tardio,
aislados y transplantados en ovocitos previamente enucleados. (Brings y King
1952 y 1957). (4) Después de este primer experimento, el inglés Sir Jhon
Gurdon (Gurdon 1961) (5) demostro la diferenciacion de células de anfibio
completamente diferenciadas, como es el caso de células intestinales que
retienen la informacidn necesaria para soportar el desarrollo embrionario de
ranas clonadas. La mayor conclusiéon de estos experimentos fue que el
desarrollo impone cambios epigenéticos antes que cambios genéticos
irreversibles durante la diferenciacion celular (Hochedlinger and Jaenisch 2010).
(6) La clonacion de Dolly (Wilmut 1997) (7) y otros mamiferos a partir de células
totalmente diferenciadas y comprometidas (Eggan 2004; Inoue 2005) (8)
permanece en realidad potencialmente totipotente, pues puede soportar el
desarrollo de todo el organismos y sus anexos extraembrionarios, asi se
demostré que las células completamente diferenciadas no se fijan de manera
irreversible sino que se pueden recuperar un estado embrionario programado
que es capaz de dirigir el desarrollo de un nuevo organismo. Una de las
cuestiones clave planteadas por la clonacién nuclear, se relaciona con el
mecanismo de reprogramacion que poseen estas células, ya que se tratan de
definir los “Factores de reprogramacion” que se encuentran en el citoplasma del
huevo los cuales convierten el epigenoma de una célula somatica al de una

célula embrionaria.

Desafortunadamente la mayoria de los animales clonados muestran desde sutiles
a severas anormalidades fenotipicas y genéticas, sugiriendo que la aplicacion de

la técnica por SCNT resulta en fallas en la reprogramacion (9).



En 2006, Shinya Yamanaka presentdé un nuevo concepto de reprogramacion
utilizando la expresion retroviral de cuatro factores de transcripcién clave que son
capaces de reprogramar a las células somaticas a un estado pluripotencial similar
al de las ESC. (11)

Este trabajo pionero realizado en ratones, en los ultimos afos, se ha estudiado y
modificado por diversas técnicas y se ha adaptado para la generacion de iPS
humanas, siendo actualmente una gran promesa en la medicina regenerativa.
Incluso si se considera que estas células iPSC comparten la mayoria de sus
caracteristicas moleculares con las células ESC, aun estamos lejos de
proporcionar un concepto conciso de como la reprogramacion utiliza los factores
de Yamanaka (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc) o los factores de Thomson (Oct4, Sox2,
Nanog, Lin28) y como funcionan para explicar cabalmente los mecanismos

moleculares que poseen. (11)

La tecnologia iPSC humana, que ha evolucionado rapidamente desde 2007, ha
iniciado una nueva era para los campos de la biologia en cuanto a las células
troncales y la medicina regenerativa, asi como en los campos en el modelo de
diversas enfermedades y el descubrimiento, funcionamiento y desarrollo de

farmacos.

Con el desarrollo de esta tecnologia, las iPSC humanas pueden tener gran
aplicacidon en los modelos experimentales en cuanto a enfermedades humanas y
se utilizaron para la deteccion de farmacos, la eficacia y las posibles toxicidades.
Estas ventajas incluyen su origen humano, su accesibilidad, capacidad de
expansion, capacidad para dar lugar a casi todos los tipos de células deseados,
evitar las preocupaciones éticas asociadas con la utilizacion de ESC humanas,
que implican la destruccién del embrion humano; asi mismo desarrollar el
potencial para desarrollar una medicina personalizada pudiendo asi utilizar iPSC

especificas del paciente.



Ademas, los recientes avances tecnologicos de edicion de genes, en particular,
la tecnologia CRISPR - Cas9 -, ha permitiendo la creacion de iPS derivadas del
paciente y posteriormente la generacion iPSC isogénicos como controles
utilizando la edicion de genes, y diferenciarlas posteriormente en los tipos
celulares requeridos por el paciente resultando células en las que pueden
identificarse fenotipos especializados de acuerdo a la enfermedad, para conocer
nuevos mecanismos patolégicos, que permitan el desarrollo de farmacos, para
corregir mutaciones causantes de la enfermedad y generar una medicina

personalizada para el paciente.

Los iPSC también son componente clave de una generacion emergente de
modelos de o6rganos vy tejidos fisiologicamente representativos con
caracteristicas de histoarquitectura similares a estos, llamados “organoides”, a

través de la utilizacion de iPS en cultivos tridimensionales. (12)

La tecnologia iPSC también ha atraido un considerable interés debido a su

aplicacion en la medicina regenerativa.

El primer estudio clinico en humanos para evaluar las células iPSC se realizé en
el ano 2014. Este estudio utilizé un pigmento derivado del epitelio de la retina
proveniente de iPSC humano (RPE) utilizando células para tratar la
regeneracion macular observando una mejoria en la vision del paciente,
posteriormente el juicio quedd en suspenso debido a la identificacion de dos

variantes genéticas en los iPSC y se preveé reanudarlo en un segundo paciente.

Claramente, la tecnologia iPSC humana es una gran promesa para el modelado
de enfermedades humanas, el descubrimiento de farmacos y la base para una
terapia basada en células; potencial que apenas estd comenzando. En este
articulo, se ofrece una visidén general del avance en cada una de las principales
aplicaciones de iIPSCs en mas de una década transcurrida desde el

descubrimiento de esta poderosa tecnologia.



En medicina veterinaria se han hecho esfuerzos en la generacion de las iPS en
diversas especies, entre ellas los perros y gatos, que tienen particular
importancia clinica y en el ambito de la medicina veterinaria regenerativa.

Una de las grandes ventajas de las iPS es que pueden generarse a partir de
cualquier tipo de célula inicial y reintroducir en el donante, lo que permite el
trasplante autélogo sin las preocupaciones practicas o éticas de las ESC y
EpiSCS (células troncales embrionarias derivadas del epiblasto) que existe en el

humano.

La utilizacién de las iPS en pequefias especies puede generar una poderosa
estrategia con aplicaciones terapéuticas en diversas enfermedades que los
perros y gatos comparten con el ser humano y sin las desventajas que implica el

tratamiento de personas.

En este estudio recapitulativo, se hara un resumen historico en el desarrollo de
la tecnologia de las iPS, las principales caracteristicas de la reprogramacién
nuclear, el desarrollo del iPS en pequenas especies, las principales ventajas, los
riesgos, limitaciones y los retos futuros en la utilizacion de estas células en el
modelaje de enfermedades, pruebas de farmacos y terapia celular en la

medicina veterinaria regenerativa de pequenas especies.

2. Procedimiento

Se realizara una busqueda de la informacion en dos fuentes: la primera sera a
través de libros especializados sobre el tema y la segunda en articulos cientificos

publicados en revistas indexadas.

Para la primera parte de este trabajo sobre las generalidades de las células
troncales y sus distintas variedades se hara referencia a conceptos generales

sobre células troncales y sus variedades, se buscara la informacién pertinente



principalmente en libros especializados provenientes de la biblioteca “MV José de
La Luz Gémez” de la FMVZ de la UNAM. Los criterios de seleccién para los libros
seran: titulo (correspondientes al grado de especializacion del texto), afo de
publicacion, utilizando los mas recientes a los que se puede acceder al momento

de la elaboracion del trabajo.

Para la segunda parte de este trabajo referente a las iPS (métodos de obtencion,
antecedentes historicos, modificaciones epigenéticas durante la reprogramacion,
perspectivas y retos y el empleo de iPS en la medicina veterinaria regenerativa de
pequefas especies), se utilizaron articulos indexados especializados en el tema
de las iPS y sus aplicaciones en medicina veterinaria regenerativa, asi como retos
y limitaciones del uso de las iPS), se realizé mediante los siguientes buscadores
en internet: Googlee Schoolar, Science Direct y PubMed. Las bases de datos
utilizadas seran: EBSCO y Ovid. Las palabras claves utilizadas seran: “Stem

”» {3 ”» “

Cells”,“induced Pluripotent Stem Cells”, “regenerative veterinary medicine”, “dog”,

[{]

cat”.

Se seleccionaron aquellos articulos publicados en revistas indexadas de
preferencia entre los afos 2006-2020, ademas de incluir algunos articulos clasicos

por su importancia cientifica e historica.

3. Caracteristicas generales de las células troncales.

Las células troncales se definen como células indiferenciadas o inmaduras que
poseen la capacidad de renovarse a si mismas de manera indefinida, generando
células exactamente igual a ellas o generando células distintas, pudiendo dar

origen a cualquier tipo de célula del organismo adulto. (13)

Las células troncales dan origen a los linajes de distintos tipos de células para la
formacion de 6rganos y tejidos del organismo adulto siendo estos linajes cada vez

mas especializados o diferenciados. (13)



Estos linajes finalmente llevan a la formacion de un tipo celular con mayor
especializacion (diferenciacién terminal) con lo cual la capacidad de multiplicacién

mitética se ve disminuida. (13)

De acuerdo a su origen las células troncales pueden dividirse en dos grandes
grupos; células troncales embrionarias y células troncales adultas. La diferencia
entre estos dos tipos de células radica principalmente en el grado de
indiferenciacion o potencialidad que poseen lo cual les da la capacidad para

generar diferentes tipos celulares. (14)
4. Células troncales embrionarias

Las células derivadas de las primeras tres divisiones mitéticas del huevo o zigoto
son células totipotentes y contienen 8 blastdmeras las cuales en esta etapa
podrian dar origen a un embrion completo y sus anexos extraembrionarios

(amnios, alantoides y saco vitelino). (13)

Este tipo de células totipotenciales poseen la capacidad de originar todas las
células del embrion con esto nos referimos a que pueden dar origen a los tres
tipos de células de las hojas blastodermicas: ectodermo, endodermo y mesodermo
a los tejidos extra embrionarios (saco vitelino, alantoides y amnios) y a las células
germinales. Sin embargo, una limitante que presenta este tipo de células es que

poseen una autorrenovacion muy limitada. (14)

Las células que se encuentran presentes en la mérula son células pluripotentes
con un numero mayor a 8 células (16, 32, 64) las cuales aunque morfolégicamente
no se pueden diferenciar de las células totipotentes no darian origen a un embrién
completo y sus anexos. Estas células unicamente podrian originar al embridn
correspondiente a masa celular interna (MCI) la cual corresponde al embrioblasto
(células pluripotentes) y a una capa externa de células correspondiente al

trofoblasto (células multipotentes). (13)

Después de la morula se produce el blastocisto el cual consta de alrededor de 100

células y posee una cavidad llamada blastocele la cual divide a la masa celular



interna (MCI) correspondiente al embrioblasto formado por aproximadamente 30

células y las células restantes las cuales corresponden al trofoblasto. (13) (Imagen

numero 1)
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Imagen numero 1. Formacion del blastocisto y sus partes. (13)

Cuando las células de la masa celular interna (MCI) correspondientes al
embrioblasto son extraidas y puestas en un cultivo, son llamadas células troncales
embrionarias (ESC). (13)

Una de las formas de obtener las células de la (MCI) es mediante inmunocirugia la
cual consiste en crear anticuerpos contra las células del trofoblasto, MCI o
epiblasto provocando de esta manera una reaccion (antigeno anticuerpo) contra
estas y posteriormente su destruccion mediada por el complemento, quedando
solamente las células de interés. En el caso del embrioblasto, al separar los
remanentes de las células trofoblasticas, las células del MCI se colocan sobre
células nodrizas y de 9 a 15 dias después se forman colonias redondas y
compactas que pueden ser aisladas para la realizacién y utilizacion de subcultivos.
(13) (14)

Otra forma es la obtencidon de los blastocistos en la cual se realizan lavados del

utero con un amortiguador de fosfato salino de Dubelcco (DPBS) o con algun

9



medio de cultivo que contenga suero fetal bovino. Después los blastocistos
completos son transferidos a células nodrizas que secreten Factor Inhibidor de la
Leucemia (LIF). Aproximadamente cinco dias después los blastocistos se
adhieren y las células del embrioblasto crecen formando colonias redondas y
compactas las cuales son aisladas y disgregadas con tripsina para posteriormente
agregarlas a nuevas células nodrizas. Posteriormente tres o cuatro dias después
se busca nuevamente el crecimiento de colonias redondas y compactas para la

realizacion y utilizacidon de subcultivos. (14)

Y la tercera forma es la obtencion de los embriones en estado de moérula en la cual
se realizan lavados del utero con DPBS o con algun medio de cultivo que
contenga suero fetal bovino. Con la ayuda de una pipeta las moérulas y sus
blastbmeras se separan y posteriormente se cultivan sobre células nodrizas que
secreten LIF. En el transcurso de cinco a seis dias se pueden obtener colonias
redondas y compactas que son aisladas y disgregadas adicionando tripsina para
posteriormente agregarlas a nuevas células nodrizas y después de transcurrir tres
o cuatro dias buscar el crecimiento de colonias redondas y compactas para la
realizacion y utilizacién de subcultivos. (14) Y la cuarta forma, o clasificada dentro
de esta tercera, debido a que es de tipo mecanico, es en la cual se realiza una
diseccidén con ayuda de unas pinzas o agujas bajo el microscopio estereoscépico.
Esta ultima se ha utilizado para derivar ESC y epiSC en bovinos, cerdos y

humanos principalmente.

Cuando en estas células se promueve la diferenciacion, forman agregados
tridimensionales llamados cuerpos embrioides los cuales corresponden a
estructuras tridimensionales muy similares a los embriones en sus primeros
estadios de desarrollo y con restos provenientes de las tres hojas blastodérmicas
(ectodermo, endodermo, mesodermo) pero sin la organizacion axial ni la
elaboracion de un plan de desarrollo corporal, como ocurriria in vivo. (1) (14). Para
formar un cuerpo embrioide se promueve la diferenciaciéon de las ESC o EpiSC,

eliminando ciertos factores del cultivo que son anti-diferenciacion, y se someten a

10



un cultivo en suspension (que es donde se forman las estructuras

tridimensionales).

Para determinar el potencial in vivo este tipo de células se inyectan a un animal
inmunosuprimido por via subcutanea o intraperitoneal y se espera la formacion de

un tipo de tumor benigno conocido como teratoma. (13) (14) (Imagen numero 2)

T
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Imagen numero 2. Derivacion de las células del embrioblasto y formacién de

teratomas o cuerpos embrioides. (14)

Las células troncales multipotenciales al igual que las anteriores también poseen
la capacidad de autorrenovacion pero son células que poseen un espectro de

diferenciacion mayor que las anteriores. (14)

Este tipo de células (multipotenciales) proliferan y daran origen a algun tipo de
tejido in vivo y una vez desarrolladas se autorrenuevan durante toda la vida del
individuo a diferencia de las células troncales totipotenciales y pluripotenciales las

cuales solamente se encuentran durante la etapa embrionaria. (14)

Un ejemplo de este tipo de células son las células troncales hematopoyéticas
multipotenciales de la médula 6sea, las cuales daran origen a células del sistema

hematopoyético (eritrocitos, leucocitos y plaquetas). (14)
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Existen diferentes tipos de células troncales embrionarias ademas de las
derivadas de la masa celular interna (MCI). Estas son las células troncales de
carcinoma embrionario (ECSC), células germinales embrionarias, células

amnidticas y células del corddén umbilical. (13)
Las células del carcinoma embrionario (ECSC):

Los teratomas (tumores benignos) o teratocarcinomas (tumores malignos) son
tumores de presentacion rara en la linea germinal de las gonadas (testiculos u

ovarios). (13)

El aislamiento de estas células se realizO mediante la recoleccion de masas
tumorales (teratocarcinomas) derivadas de un embridon, las cuales fueron
disgregadas e inyectadas en la cavidad abdominal de un animal provocando una
“conversion ascitica” mediante la cual se obtuvieron cuerpos embrioides, los
cuales se disgregaron con tripsina y fueron inyectados a otro ratén histocompatible

con lo cual finalmente se obtuvieron células pluripotenciales llamadas ECSC. (14)
5. Células troncales del adulto (ASC):

Las células troncales no son exclusivas del embrién en desarrollo, también estan
presentes en el organismo adulto ya que es importante que los 6rganos puedan
poseer un mecanismo mediante el cual pueda existir el reemplazo de células
cuando estas mueran ya sea por desgaste, apoptosis 0 dafno y de esta forma
mantener una homeostasis en el organismo del individuo. Estas células deben

poseer ciertas (capacidades) como resistencia al estrés y adaptabilidad. (14)

Estas células que renuevan y reparan tejidos del adulto deben ser fuertes,
capaces de resistir el estrés de eventos que se encuentren asociados con el dafio,
como los procedimientos quirurgicos, danos fisicos, exposicion a toxicos, dano
debido a calor o frio extremos. Las evidencias sugieren que las células troncales
que residen en los tejidos del adulto son células que poseen una gran capacidad
de adaptabilidad a las variaciones de temperatura, variaciones de pH y exposicion

a toxicos. (14)
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Para satisfacer correctamente las demandas de células que regeneran los tejidos
y organos del cuerpo existe un proceso de diferenciacion bastante complejo
regulado con sefiales de retroalimentacion que mantiene una correcta reserva y de
esta forma un equilibrio de células troncales precursoras indiferenciadas y de
células progenies diferenciadas. De esta forma existe un correcto balance entre
sefales de proliferacion, supervivencia, y diferenciacion de células troncales
indiferenciadas y diferenciadas durante la vida del individuo. Asi, de esta forma
una célula troncal puede permanecer en estado inactivo esto como reserva para

liberarse y entrar al ciclo celular para ser usadas en momentos de estrés. (14)

Las ASC se pueden encontrar en muchos tejidos especializados del cuerpo como
cerebro, médula 6sea, higado, piel, tracto gastrointestinal, retina cornea e inclusive

pulpa de la dentina. (14)

Existen diferentes hipotesis sobre el origen de las ASC. La hipotesis mas aceptada
sugiere que estas células aparecen después de la especificacion del linaje y

colonizan sus respectivos nichos celulares. (13)

Otra hipodtesis sugiere que estas células se escapan del desarrollo embrionario
temprano y permanecen en sus respectivos tejidos como células multipotentes o

unipotentes y posteriormente colonizan nichos especializados. (13)

La hipotesis que propone que estas células derivan de las células germinales
primordiales (PGC), indica que existe una poblacion dentro del organismo adulto
de células troncales plutipotentes que circulan por el cuerpo de acuerdo al tejido al

que se integran adquieren un fenotipo especifico. (13)

Las ASC, también son conocidas como células troncales somaticas y se pueden

clasificar de acuerdo a su potencial de desarrollo: (1)

Células troncales multipotentes las cuales poseen la capacidad de generar todos
los tipos de células dentro de un linaje particular. Un ejemplo de este tipo de
células son las células hematopoyéticas (HSC) las cuales pueden dar origen a

todos los tipos de células dentro de ese linaje especificamente. (1)
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Células troncales oligopotentes Un ejemplo de este tipo son las células neurales
(NSC) las cuales pueden originar neuronas y diversos tipos de células de la

neuroglia. (13)

Células troncales bipotentes. Un ejemplo de este tipo serian las células troncales
de la glandula mamaria las cuales originan las células epiteliales glandulares y las

células mioepiteliales. (13)

Células troncales unipotentes las cuales solamente poseen la capacidad de dar
origen a un tipo de células. Un ejemplo son las células madre espermatogoniales

las cuales solamente pueden diferenciarse espermatozoides. (1)

Las ASC también se pueden agrupar en: 1) Las que daran origen a células propias
de cada tejido u 6rgano (células progenitoras de tejido) y 2) las que son capaces

de originar distintos tipos celulares (células troncales multipotenciales) (14)

Las HSC son las células troncales multipotenciales mejor caracterizadas y las mas
estudiadas esto en el modelo de raton. Estas células pueden dar origen a
cualquier elemento figurado de la sangre (eritrocitos, leucocitos y plaquetas).
Tienen un origen mesodérmico y constituyen los linajes celulares de la
hematopoyesis. Se localizan en la médula ésea (MO) de los animales adultos y en
el tejido hepatico durante la vida fetal, su obtencién es directamente de MO, sin
embargo suele ser un procedimiento muy invasivo y doloroso en humanos, por lo
tanto una alternativa para su obtencidén es provocar su salida del compartimento
medular hacia la sangre periférica por medio de una técnica que se conoce como
movilizacién y es inducido por medio de la aplicacion de citosinas como filgastrin.
(13) (14)

Hace poco tiempo se creia que las células del cerebro después de un dafo por
isquemia o algun trauma no se renovaban. Sin embargo, actualmente se han
identificado NSC en distintas zonas del cerebro. Estas células tienen su origen en
la cresta neural y en los mamiferos particularmente se localizan en la region
subventricular y en la regién subgranular del giro dentado del hipocampo. Los

precursores neuronales forman colonias llamadas neuroesferas que se pueden
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diferenciar tanto en neuronas como en células de la neuroglia central (astrocitos y
oligodendrocitos). (13) (14)

Las células troncales de la piel se encuentran en el estrato basal de la epidermis y

en ciertos abultamientos (“bunge”) de los foliculos pilosos. (13)

Células troncales de la dentina. Estas células troncales se han podido aislar de la

pulpa dental y del ligamento periodontal. (13)

Células troncales mesenquimales. Este tipo de células se ubican en el tejido
conjuntivo de una gran cantidad de o6rganos derivados del mesodermo. Estas
células también se pueden obtener de médula 6sea de cuyos, los principales sitios
de extraccidn son la cresta iliaca o la cabeza femoral y en otras especies el
esternén. Recientemente el tejido adiposo también proporciona una fuente de
dichas células. Otras fuentes de obtencion son del liquido amniético, vasos

sanguineos y el endometrio. (13)

Células troncales musculares. Aunque tanto las células de musculo liso como de
musculo estriado esquelético poseen la capacidad de regeneracion vy
multiplicacién, se ha observado que las células de musculo estriado poseen una
mayor capacidad de realizar estas funciones a este tipo de células se les conoce
como células satélite y pueden encontrarse entre el sarcolema y la lamina basal
de la fibra muscular. (13) (14)

6. Células troncales pluripotentes inducidas (iPSC)

La pluripotencia se puede definir como la capacidad de una sola célula para

diferenciarse en todos los tipos de células somaticas de un organismo adulto. (15)

Las iPSC son células derivadas de células somaticas las cuales se generan a
partir de la expresién forzada de cuatro factores (Oct4, Sox2, Klf4, y Myc) también

conocidos como factores Yamanaka. (15)

Se demostrd que la morfologia celular, la proliferacion, los antigenos de superficie,

la expresion génica, la actividad de la telomerasa y el estado epigenético de genes
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pluripotentes especificos de las células iPSC son similares a las caracteristicas en
las células ESC. (16)

Entre las similitudes entre iPSC y ES se encuentran: la auto-renovacion ilimitada,
la formacion in vivo e in vitro de las tres capas germinales (16) y la capacidad de
diferenciarse en cualquier tipo de célula del cuerpo. Ademas se considera que

ofrecen ciertas ventajas en comparacién con las ES. (1)

A diferencia de las células ES las células iPSC pueden generarse a partir de
células somaticas propias del paciente, como células grasas, células nerviosas,
fibroblastos de la piel, células cutaneas, células del prepucio fetal, células B,
células T, monocitos de la sangre periférica, células nucleares, células
mesenquimales del cordon umbilical, células mesenquimales coriodnicas y células

mesenquimatosas amnioticas. (17)

Uno de los pasos importantes es la derivacion de iPSC de grado clinico. Este tipo
de células se ha derivado comunmente a partir de fibroblastos dérmicos de
biopsias de piel, células T de sangre periférica, células tubulares renales y de
queratinocitos aislados del cabello. Estudios anteriores han demostrado que las
iPSC retienen cierto grado de memoria epigenética residual de la fuente de células
de las cuales fueron derivadas, lo cual podria llevar a cierto grado de sesgo en los
resultados. Sin embargo, estudios también demuestran que su memoria
epigenética residual se ve disminuida a medida que las células pasan de un cultivo
a otro. (18)

6.1 Antecedentes historicos

La reprogramacion mediante transferencia nuclear constituye una de las
principales lineas de investigacién en cuanto a las células troncales. En el ano
1962 el investigador John Gurdon realiz6 un ensayo en el cual report6 el
desarrollo de renacuajos a partir de huevos no fertilizados a los cuales se les

insertd un nucleo de células intestinales de ranas adultas. (19)
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Otro de los descubrimientos importantes fue en el afno 1987 donde se identificé un
factor de transcripcion de Drosophila, Antennapedia, w. el cual se demostré que
induce la formacidbn de patas en lugar de antenas cuando se expresa

ectdpicamente. (20)

En el mismo afio se demostrd que un factor de transcripcion en mamiferos MyoD

tiene la capacidad de convertir los fibroblastos en miocitos. (21)

En el afno 1988 Austin Smith establecio6 las condiciones de cultivo que permitan el

mantenimiento a largo plazo de la pluripotencialidad. (22)

En 1997 el investigador lan Wilmut y sus colegas informaron sobre el nacimiento
de la oveja Dolly, quien fue el primer mamifero generado mediante clonacion
somatica de células epiteliales mamarias. Este éxito demostrd que inclusive las
células diferenciadas contienen la informacion genética necesaria para el
desarrollo de organismos completos y que los ovocitos poseen los factores para

reprogramar los nucleos de las células somaticas. (7)

El aislamiento y caracterizacién de las ES derivadas de blastocistos de raton en
1980 por Evans y Kaufman representan un paso importante en la investigacion de
las células troncales. En ese momento se creia que el aislamiento de estas células
ES solamente era posible con cepas de raton que mantuvieran cierta
consanguinidad y que no era posible en especies que no cumplieran con esta
caracteristica. (23) Sin embargo, aun al dia de hoy no todas las lineas de ratones
tienen la capacidad de derivar ESC. Un ejemplo es el raton silvestre del cual no

podemos derivar ESC.

Sin embargo, aproximadamente 15 afnos después (Thomson et al.) contradijo esta
hipotesis al establecer cultivos celulares a partir de primates no humanos monos

Rhesus (macaca mulata), titi comun y finalmente (ES) de humanos. (24)

Con esto las ESC de primate fueron consideradas células pluripotentes las cuales
tenian la capacidad de diferenciarse en los tres tipos de capas germinales y la

prueba definitiva en estos ensayos seria la generacion de animales quimera, sin
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embargo el uso de este tipo de células es controvertido debido a cuestiones éticas

y a la falta de disponibilidad de células especificas del paciente. (11)

En consecuencia, se invirti6 mucho esfuerzo en la investigacion con el objetivo de
generar células humanas pluripotentes de otras fuentes distintas de los embriones
en preimplantacion, que finalmente condujo a la induccién de pluripotencia en
células "diferenciadas terminalmente" demostrado por (Shinya Yamanaka). Este
estudio en particular fue un gran estimulo para la investigacidon con células

troncales. (10)

Por lo tanto antes del ano 2006 se consideraba que las células troncales
pluripotentes solo podian derivarse de blastocistos o embriones tempranos antes
de la implantacién, las cuales se llamarian células ESC si provienen de la MCI, o
epiSC si provienen del epiblasto. A pesar de ser una gran promesa para la
medicina a estos tipos célulares estaban rodeando demasiadas cuestiones que
limitaban su desarrollo.(3) Asi que en el afo 2006 se realizd un gran avance
tecnolégico mediante células que presentaban un perfil de expresion génica y un
potencial de desarrollo similar al de las células ESC generadas a partir de células
somaticas de ratén (fibroblastos) utilizando cuatro factores de transcripcion. Los
factores de transcripcion Oct4, Sox2, KIf4 y Myc (factores de “Yamanaka”). A las
células derivadas de este ensayo se les denominé células troncales pluripotentes
inducidas (iPSC). (12).

Takahashi y Yamanaka reprogramaron los fibroblastos embrionarios de raton
mediante la expresion de cuatro factores de reprogramacion (Oct4, Sox2, Klf4 y
Myc) utilizando vectores retrovirales con lo cual se obtuvieron las células
pluripotentes inducidas (iPSC). En el ensayo se utilizaron vectores virales incluidos
retrovirus y lentivirus los cuales poseen alta eficacia de reprogramacion. Sin
embargo con el uso de estos vectores y los factores de reprogramacion surgié una
cuestion sobre la cual se debe profundizar ya que pueden existir mutaciones en el
genoma al integrar otras secuencias de genes, con lo cual aumenta la

preocupacion sobre el tema de seguridad en la aplicacion clinica. Ademas de que
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la insercion de oncogenes como c-Myc aumenta el riesgo de formacion de

tumores. (15)

En 2007 Takahashi también realizdé un estudio pero esta vez en humanos con lo

cual la vision y el futuro de este tipo de células cambiaron por completo. (25)

Al observarse estas cuestiones con los factores Yamanaka se procedi6 a realizar
ensayos de obtencidn de iPSC mas seguras utilizando métodos modificados como
transposon piggyBac, adenovirus, virus sendai, plasmidos, vectores episdmicos y
vectores minicirculos, sin embargo se observdO que la eficiencia de la
reprogramacion se reduce significativamente y lleva mas tiempo reactivar los

marcadores de pluripotencia claves para lograr una reprogramacion completa. (15)

En el ano 2014 se realiz6 el primer estudio clinico utilizando las células derivadas
de iPSC en el cual se estudio el epitelio del pigmento de la retina humana (RPE)

para tratar la degeneracion macular. (12)

La Degeneracion Macular esta relacionada con la edad (DMAE) y es una
enfermedad que afecta a la macula del ojo produciendo desenfoque de la vision
central. En el afo 2013, con el primer ensayo clinico se trasplantaron laminas de
células (RPE) diferenciadas de IPSC. (26)

En esta primera evaluacién se utilizaron iPSC derivadas de la piel de un paciente
las cuales se diferenciaron en RPE, después de esto se trasplantd en el ojo del
mismo paciente del cual se derivaron las células. El paciente en esta evaluacion
clinica se trataba de una persona de 70 anos aproximadamente con DMAE. La
cirugia se llevo a cabo con éxito y seis meses después del trasplante el deterioro

visual de la paciente ces6 y se mantuvo estable sin medicacién. (17)

A los 18 meses después de la operacion la lamina RPE trasplantada sobrevivio
bien y no existié evidencia de rechazo inmune o proliferacion exacerbada de

células inmunitarias. (17)

Finalmente después de este estudio se intentd en un segundo paciente el

trasplante de RPE derivado de iPSC, sin embargo se encontraron mutaciones
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genéticas en las células iPSC del paciente lo cual tenia el riesgo de conducir a la

formacion de tumores por lo cual se suspendio6 el procedimiento. (17)

También se realizaron estudios clinicos de seguridad para el uso de las células
RPE para la degeneracion macular seca y distrofia de Stargardt (Schwartz et al.
2012, 2015). (27) (28) Se utilizaron nueve pacientes con degeneracion macular y
nueve pacientes con enfermedad de Stargardt, en cohortes de dosis de 50,000,
100,000 y 150,000 células administradas en un ojo de cada paciente. Los unicos
eventos adversos realmente se asociaron con la cirugia € inmunosupresion. La
agudeza visual mejoré en 10 ojos tratados, se mantuvo estable en siete ojos y
disminuyé en un ojo durante 22 meses. Se observaron parches de epitelio
retiniano regenerado en el 72% de los pacientes, aunque la propagacion fue
variable e incompleta, lo que sugiere que se podrian realizar mejoras en la
metodologia para lograr una mayor cobertura de monocapa de RPE de la macula.
Si bien es de esperar que los iPSC se utilicen como terapias autdlogas, existe un
fuerte movimiento para su uso como trasplantes alogénicos o como parcialmente

compatibles. (29)

Otro ensayo por mencionar se realizé en 2016 cuando Cynata Therapeutics lanzé
un ensayo clinico con una célula troncal mesenquimal derivada de iPSC alogénica
llamada CYP-0015 para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra huésped
aguda resistente a esteroides en los cuales los resultados demostraron una

seguridad y eficacia positivas. (26)

En 2018 la Universidad de Kyoto anuncid un ensayo clinico para tratar la
enfermedad de Parkinson en humanos, utilizando trasplantes de neuronas
dopaminérgicas derivados de iPSC con el fin de evaluar la seguridad y la eficacia,
obteniendo asi que las células que fueron injertadas sobrevivieron durante
aproximadamente dos anos sin ningun efecto adverso. Con esto el propdsito del
tratamiento seria mejorar los sintomas graves y retrasar la presentacion de la
etapa avanzada de la enfermedad. Sin embargo también se menciona que las

células derivadas de IPSC que seran trasplantadas se pueden ver afectadas por el
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entorno patoldgico del cerebro, obteniendo multiples variaciones en cada paciente.
(26)

6.2 Procedimientos para obtener las iPSC

Hasta la fecha se han identificado al menos seis estrategias para producir células
iPSC: retrovirus, lentivirus, adenovirus, transfeccién de plasmidos, transposon y
proteina recombinante (30). En caninos los métodos de reprogramacion para la
obtencion de ciPSCs mas utilizados son principalmente mediante retrovirus y

lentivirus. (Tabla numero 1)

La utilizacion de retrovirus constituye el método pionero de obtencién iPSc, sin
embargo conlleva grandes riesgos de formacidon de tumores ya que los retrovirus
tienen la capacidad de integrar parte de su genoma en el material genético de la
célula hospedera. Para evitar lo anterior se desarrollaron otros procedimientos
posteriores, empleando otros vectores para la expresion forzada de los cuatro

genes o factores de pluripotencia (SMOK).

La utilizacion de lentivirus también implica la posibilidad de multiples sitios de
integracion viral, ademas del riesgo de la reactivacion de algunos genes como c-
Myc lo cual puede originar formacion de tumores aproximadamente en el 50% de
los ratones quiméricos producidos a partir de iPSc. Independientemente, de lo
anterior, se sabe que la reactivacion de los tres factores de transcripcidn restantes
(SOK) también puede ocasionar tumores, particularmente por la integracion viral
de los dos oncogenes C-Myc y KIf4. La expresion constante de alguno de los
transgenes es muy peligrosa ya que ademas de interrumpir el proceso de
diferenciacion de las iPSc incrementa la tendencia a generar teratomas cuando se

trasplantan a los pacientes. (31)
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Célula de Diferenciacion | Diferenciacion Método de Referencia
origen in vitro in vivo reprogramacion
Fibroblastos Diferenciacion | No determinado Retrovirus 32
embrionarios in vitro
Fibroblastos Cuerpos No formacion Lentivirus 33
testiculares embrioides de teratoma
Células Cuerpos Teratomas Lentivirus 34
estromales embrioidets
adiposas
Fibroblastos No determinado Tumor de Lentivirus 35
dérmicos células
germinales
Fibroblastos de Cuerpos Teratomas Retrovirus 36
la piel embrioides
Fibroblastos Cuerpos No determinado Lentivirus 37
embrionarios embrioides y
plaguetas

Tabla numero 1. Células troncales pluripotentes inducidas caninas (ciPSCs)
generadas a partir de células caninas. Utilizando retrovirus y lentivirus como

método de reprogramacion.

Por lo anterior se desarrollaron otras estrategias para la generacion de iPSc sin la
integracion viral. Un grupo de investigadores generaron iPSc a partir de células
hepaticas vy fibroblastos utilizando adenovirus para introducir los cuatro factores
de transcripcidén de Yamanaka. Las células resultantes mostraron ser pluripotentes
dado que se pudieron obtener animales quimera, teratomas en animales
inmunocomprometidos y la diferenciacién a diversos tejidos provenientes de las
tres hojas blastodémicas (Stadfeldt, 2008).(1)

Okita et al. (2008) desarrollaron un procedimiento en el que emplearon plasmidos
con el DNA complementario (cDNA) de SMOK, pero sin el uso de virus como
vectores para generar iPSc a partir de fibroblastos embrionarios de ratén, los

22



autores sefalan que muchos de los plasmidos no mostraron integracion en el

genoma (2).

Debe destacarse que aunque se han logrado producir iPSc utilizando adenovirus o

plasmidos su eficiencia es sumamente baja.

Otra estrategia para producir iPSc en ausencia de integracion viral es mediante
pequeias moléculas como el acido valproico (VPA) que actua como un inhibidor
de la enzima histona desacetilasa, permitiendo la reprogramacion de fibroblastos

humanos a partir de dos factores OCT4 y SOX2.

Recientemente mediante la enzima transposasa es factible la integracion de
segmentos de DNA (transposones), que no son de origen viral, incrementando la
seguridad, su viabilidad, y disefio mas simple del proceso (Kumar et al., 2015)
(41).

La utilizacion de proteinas recombinantes consiste en tratar de introducir
directamente a la célula las proteinas de reprogramacion, en lugar de esperar que
eventualmente los genes transfectados se transcriban y se expresen a través de
estas mismas proteinas. Estas proteinas son recombinantes porque se expresan
en E. coli, agregandoles un dominio de transduccion de las cuatro factores de
Yamanaka en células de raton. Una ventaja potencial de esta técnica es la
generacion de proteinas a gran escala, permitiendo que la aplicacion fuera mas
barata y rapida, pues se ahorra la seleccion de las células que no expresen los
transgenes o0 que no los expresen de manera completa (Zouh et al., 2009 (5). Uno
de los inconvenientes mas importante de esta estrategia es la baja eficiencia de

reprogramacion.

Existe otra estrategia que consiste en la utilizacion de constructos de RNA
mensajero modificados de los factores de reprogramacion (SMOK) en células
somaticas humanas generando iPSc humanas. Este método es mucho mas
eficiente y flexible, pues se lograron eficiencias de derivacion de 1.4% comparadas
con 0.04 % cuando se emplean retorvirus, lo que implica una eficiencia de mas de

36 veces; por lo que puede ser el método preferible de reprogramacion (44).
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7. Reprogramacién nuclear

El término de reprogramacion se utiliza para describir los cambios funcionales o
moleculares en células que llevan a cabo cambios de linaje o destino celular.
Cuando se utiliza en términos funcionales describe los cambios estables inducidos
experimentalmente en células que cambian su destino. Sin embargo, en el
contexto de la reprogramacion de células diferenciadas a células pluripotentes,
puede lograrse de varias maneras como son: a) transferencia nuclear de células
somaticas, b) fusién de células somaticas con células pluripotentes, c) explantes
de células de la linea germinal y d) mediante la expresion forzada de factores de
transcripcion definidos en células somaticas (38). La reprogramacion también se
refiere a la conversidn de un tipo celular diferenciado en otro por factores de
transcripcion (39). Como puede ser la transformacién de fibroblastos en células
musculares, o bien de células acinares del pancreas en células B de los islotes
pancreaticos, sin embargo, cuando ocurre este tipo de transformacion o
conversion se suelen utilizar los términos de “transdiferenciacion” o “cambio de
linaje”, ya que no conlleva procesos de desdiferenciacion de células progenitoras
menos diferenciadas, como sucede en la reprogramacion de células adultas en

células pluripotentes.

Si se utiliza en términos moleculares, describe las modificaciones moleculares
durante el cambio de destino, como son la reprogramacion epigenética de las
células, las regiones promotoras de los genes de pluripotencia sometidos a
desmetilacion seguida ya sea de transferencia nuclear de células somaticas
(SCNT) o IPSC. La reprogramacion epigenética puede ser usada para describir los
cambios que ocurren durante el desarrollo, como la metilacion del ADN e histonas

que ocurren durante la maduracion de las células germinales (31).
7.1 Transferencia nuclear de células somaticas (SCNT).

Briggs y King demostraron en 1952 que el nucleo de la blastula de la Rana que se
transfiere a un ovocito enucleado, adquiere la capacidad de realizar todo el

desarrollo embrionario, o que sugeria que el proceso de diferenciacidén celular no
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era un proceso lineal e irreversible (40)(41) Posteriormente Jhon Gurdon trabajo
con otro anfibio (Xenopus laevis) tomé el nucleo de células somaticas del intestino
de un animal adulto y los coloc6 en ovocitos enucleados, logrando llevar a cabo la
totalidad del desarrollo embrionario obteniendo renacuajos que al crecer originaron
ranas fértiles (42), estos experimentos demostraron que a partir de los nucleos de
células somaticas diferenciadas (intestinales) insertados en el citoplasma de
ovocitos (enucleados), estos nucleos podian ser reprogramados hasta el estado

totipotencial y dar origen a un animal adulto.

Posteriormente con el nacimiento de la oveja Dolly a partir del nucleo de células
somaticas de glandula mamaria de un animal adulto (43), este ultimo trabajo
demostré que es posible revertir completamente el proceso de diferenciacion
celular en mamiferos, incluyendo el humano. Sin embargo, muchos animales
clonados muestran anormalidades en la expresion génica y en el fenotipo que van
de sutiles o severos, sugiriendo que la SCNT resulta en una falla en la

reprogramacion epigenética (44).

Los criterios funcionales para poder considerar una célula pluripotente son:
Formacion de teratomas, formacion de animales quimera, formacion de cuerpos
embrioides, contribucién a la linea germinal y complementacion tetraploide; a

continuacion se describen brevemente en qué consisten.
7.2 Formacion de teratomas

La induccion de tumores demuestra la potencialidad de generar células
diferenciadas de diversos linajes celulares, los teratomas se forman cuando se
introducen células pluripotentes debajo de la piel o del peritoneo de ratones
inmunodeficientes, produciéndose linajes celulares de las tres hojas
blastodérmicas (endodermo, mesodermo y ectodermo). Los teratomas son
tumores que contienen células muy heterogéneas como son el pelo, diente,
musculo, cartilago, entre otros. Dentro de las limitaciones de este procedimiento
no muestra la habilidad de las células para promover un desarrollo embrionario

normal (44).
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7.3 Formacién de animales quimera

Los animales quimera se forman introduciendo células pluripotentes al blastocisto
de un ratdn hospedero que fenotipicamente es distinto a la cepa donante,
generalmente con diferencias en el color del pelaje, debido a su naturaleza
pluripotente las células anexas se integran con las del hospedero y contribuyen al
desarrollo embrionario normal, es decir tiene la capacidad de poderse diferenciar
en cualquier célula del organismo. Estos animales se caracterizan fenotipicamente
porque el pelaje presenta parches de colores distintos (propios tanto del
hospedero como del donante). Ademas esta misma caracteristica es valida para
todos los 6rganos del individuo que constan de una mezcla de ambos origenes

celulares.
7.4 Integracidn tetraploide

La integracion tetraploide se considera el procedimiento mas estricto para la
demostraciéon de células pluripotentes en ratones. Consiste en la formacion
blastocistos tetraploides mediante la electrofusion de células embrionarias
(normales) en el estadio de dos blastémeras, como cada célula es el resultado de
la fertilizacion previa del huevo o cigoto, cada célula tiene un juego completo de
cromosomas propios de la especie (2n) y al fusionarse la célula resultante tiene
dos juegos (4n), es decir es una célula tetraploide. Estas células continuan el
desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto (tetraploide); sin embargo, las
células 4n soélo pueden originar los tejidos extraembrionarios (anexos
extraembrionarios de la placenta), pero fallan en el desarrollo del feto, por lo que
las células pluripotentes exdgenas (2n) al introducirse en los blastocistos (4n) se
integran al desarrollo y son las responsables de la formaciéon completa del feto
hasta el nacimiento, de tal manera que todas sus células somaticas estan
compuestas de manera exclusiva de las células (2n) donadas inicialmente (44). La
limitacidn mas importante de este ensayo es que no prueba la habilidad de las
células donantes de generar el trofoectodermo (placenta), sin embargo esto a su

vez confirma que cumple con la definicion de células pluripotentes.

26



7.5 Etapas en lareprogramacion parala generaciéon de iPS

El mecanismo de reprogramacioén por factores definidos SMOK (Sox 2, Oct4, Myc,
KIf4) para la generacién de células iPS se lleva a cabo a través de cuatro etapas
de reprogramacion: a) Reversibilidad durante la Etapa |, b) Etapa Il: comienzo del
cambio irreversible y c) Etapa Ill: iPS y d) Etapa IV Consolidacion de la etapa de

reprogramacion.
7.5.1 Etapa I: Expresion forzada de los genes

Se lleva a cabo la expresion forzada de los genes exdgenos de los factores de
reprogramacion provenientes de los vectores virales (retrovirus), resulta en la
sintesis de las proteinas correspondientes en cantidades elevadas, debido a que
se utilizan promotores “fuertes”. Estas proteinas (SMOK) tienen la propiedad de
activar los mismos genes correspondientes, pero endogénos, sin embargo para
que esto suceda de manera exitosa, se requiere de un periodo de 10-12 dias en
el que se expresen los genes exdgenos para inducir la expresion de los
endogenos. La funcion molecular de los genes exdgenos es la activacion del
circuito de genes, produciéndose las proteinas respectivas y que estan destinadas
a la autorrenovacion y proliferacion, pero posteriormente deben apagarse. Los
retrovirus tienen la propiedad de silenciarse por factores epigenéticos, por esta

razén son adecuados y eficientes para la reprogramacion.

Después de esta activacion inicial algunas colonias de los cultivos celulares
muestran marcadores de superficie propio de células pluripotentes embrionarias
(como SSEA-1 en ESC del raton, SSEA-4 en ESC humanas, TRA1-60 y TRal-
81), en este punto para que las células para puedan continuar en el proceso de
reprogramacion requieren de factores de crecimiento especificos para ESC, como
el factor inhibidor de la leucemia (LIF) y el factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF) que son de origen humano. Esta etapa se caracteriza porque las
células pueden regresar a un estado diferenciado o continuar y expandirse,
unicamente el 0.1% del total de las colonias pasan a una etapa irreversible de la

reprogramacion forman iPS verdaderas (45).
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7.5.2 Etapa ll: Comienzo del cambio irreversible.

Esta etapa se alcanza cuando los genes introducidos (exdgenamente) activan sus
contrapartes en el genoma celular y la expresidon de ellos son tales que la célula
pasa a una etapa irreversible de la reprogramacion. Unicamente un nimero muy
reducido de colonias celulares son capaces de pasar a esta etapa irreversible ya
que la inmensa mayoria o0 ‘regresa” a su estado diferenciado o muere por
apoptosis. Para llegar a la etapa Il las células deben expresar Nanog en la
cantidad suficiente para rebasar un umbral necesario, alcanzar el ciclo celular
propio de una célula embrionaria, fortalecer la expresion de todos los miembros
del circuito de pluripotencia y perder los marcadores propios de su estado
diferenciado (45).

Todas las modificaciones anteriores no se realizan de manera homogénea por
todas las células del cultivo, de tal manera que es posible observar diferentes
colonias celulares heterogéneas que pueden alcanzar la etapa Ill para

establecimiento de las lineas celulares iPS.
7.5.3 Etapa lll: iPS maduras.

Debido a que existian diversas similitudes entre las células reprogramadas y las
ESC, durante los primeros afios después del articulo original de Yamanaka del
2006 se consideré que esta etapa era la ultima en el proceso y que la
reprogramacion del genoma de las células se habia concluido. Estas similitudes
entre las ESC e iPS fueron: expresion de marcadores de superficie como SSEA-1
en células murinas y de SSEA-4, TRa1-81, Tra-160, TRa2-49 en células humanas;
elevada actividad de telomerasa, metilacion de histonas en lisina 4 o0 9, formacion
de cuerpos embrioides (con la potencialidad de producir células propias de las tres
hojas blastodérmicas), ciclo celular corto (10-12 horas), actividad elevada de
fosfatasa alcalina (TNAP), expresién de todo el conjunto de genes de
pluripotencialidad y colonias celulares con morfologia tridimensional de bordes

regulares (45) .
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7.5.4 Etapa IV: consolidacion de la reprogramacion.

Las células resultantes de la etapa Ill (iPS inmaduras) pueden presentar
reprogramacion incompleta a pesar de expresar todos los marcadores de
pluripotencia y a su capacidad de generar nuevas células diferenciadas, por lo que
deben sujetarse a nuevas pruebas a fin de probar son completamente normales y
funcionales, una forma de saberlo es conocer si son capaces de integrarse
completamente con las células de un organismo. Se han hecho estudios
comparativos con base en micro arreglos de DNA (46) (47) y se determin6 que
existen mayores similitudes entre las propias iPS que entre estas y las ESC, asi
mismo las iPS que han llevado a cabo un mayor numero de pases en cultivo se
aproximan mas a las ESC en relacidén con las IPS de pases tempranos. Los genes
con un papel mas basico dentro del funcionamiento celular (como maduracién de
ARN, metabolismo o la divisibn mitotica) se expresan a un nivel mas bajo en las
ipS en relacién con las ESC. La conclusién de estos trabajos indica que las iPS
inmaduros o tempranos, no han silenciado de manera eficiente diversos genes
especificos de linaje (de las células diferenciadas de origen) y por lo tanto no son
capaces de inducir genes necesarios para producir un estado completamente
indiferenciados (iPS maduras). Las iPS de pases en cultivo avanzados muestran
mas similitudes con las ESC, lo que senala que las iPS recién producidas deben
continuar su reprogramacion y reestructuracion, pero este mecanismo de
“perfeccionamiento” no es el mismo para todas las células sino que dependera del
tipo de célula somatica que haya iniciado el proceso, por ejemplo los
queratinocitos de la piel estan mas alejadas en la reprogramacion de las ESC que

las células provenientes del prepucio humano (45).

Las células somaticas originales conservan una “memoria epigenética” (48) de su
origen diferenciado, por lo que estos genes siguen expresandose a pesar del
proceso de reprogramacion, sin embargo cuando se utiliza el método de

transferencia nuclear esta memoria epigenética no se hace presente.

En general las células somaticas mas indiferenciadas o que expresen per se

algunos marcadores de pluripotencia parecen estar mas “dispuestas” a la
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reprogramacion, la implicacion de esto es que para cada tipo celular pueden
utilizarse una combinacion de factores mas eficaz y en ciertos casos evitar la
utilizacion de marcadores de pluripotencia que ya expresan, asi las células del
organismo pueden clasificarse de acuerdo a su grado de plasticidad de acuerdo a

su grado de diferenciacion y por ende a su capacidad de desdiferenciacion (45)

8. Mecanismos epigenéticos en la formacion de iPS

Conrad H. Waddington en 1942 utilizé inicialmente el término de “epigenética”
para tratar de explicar como el medio ambiente puede influir en la expresion
génica e interactuar de alguna manera con el genoma (44). Waddington desarroll6
el conceptos de “paisaje epigenético” que se representa a través de valles y
crestas y que indican en la parte superior (crestas) la ubicacion de células
indiferenciadas y conforme se desciende a los valles las células se van
diferenciando en diversos linajes celulares. El paisaje epigenético permite explicar

visualmente los procesos de diferenciacion, transdiferenciacion y reprogramacion.

La epigenética se refiere a cualquier cambio reversible y heredable del material
genético (genoma) que influye en la expresidn génica, pero sin alterar la secuencia

de bases o nucleodtidos del ADN, es decir la informacion genética como tal.

Como ya se ha mencionado los cambios epigenéticos son reversibles, y esta es la
base de la reprogramacion nuclear, pues las células no modifican informacion
genética con el proceso de diferenciacion celular, sino unicamente hacen arreglos
epigenéticos, que hacen del proceso maleable. Los cambios epigenéticos se
encuentran directamente relacionados con la formacion de iPSCs, estos cambios
incluyen fundamentalmente: metilacion del ADN, modificaciones covalentes de las
histonas como son metilaciones y acetilaciones y la participacion de miRNA y si
RNA, dos variantes de RNA de interferencia (iRNA).

Las diferentes etapas de la reprogramaciéon dependen de la expresion génica

caracteristicas de cada fase y los cambios epigenéticos correspondientes.
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Los cambios epigenéticos que ocurren durante el proceso de reprogramacion se
han dividido en siete etapas: a) Reactivacién de genes enddgenos relacionados
con la pluripotencia, como es el caso de Oct 4, Sox 2 y Nanog b) Metilaciéon de
histonas especificas como son H3K27 y H3 K4 ( estos simbolos se refieren a la
trimetilacion de la histona H3 en el aminoacido lisina 27 o 4 respectivamente), c)
Hipometilacion de la cromatina, d) Reactivacion del cromosoma “X” inactivo (en las
hembras, ya que en los machos siempre se expresa el unico cromosoma “X” con
el que cuentan las células), e) Mantenimiento de las marcas de metilacion del
DNA, f) El silenciamiento retroviral utilizado en la induccién de la pluripotencia, y
finalmente g) Cambios bidimensionales y tridimensionales de la cromatina y la

ubicacion de subdominios nucleares (49) (50).

Los principales cambios epigenéticos en el proceso de reprogramacion de células
somaticas a iPSCs son las siguientes: 1) Metilacion del ADN, 2) Modificacion
covalente de las histonas en la reprogramaciéon de iPSCs 3) Participacion de los
miRNA en la reprogramacion de iPSCs.

8.1 Metilacion del ADN

La metilacion del DNA tiene lugar caso de manera exclusiva sobre las bases de
citosina adyacentes a una guanina, esta combinacién se denomina dinucleétido
CpG, si se agrupan muchos dinucleotidos se forman las llamadas islas de CpG,
gue se ubican cerca de las secuencias promotoras adyacentes a los genes. Los
genes con islas CpG son transcripcionalmente silenciosos, porque estas
metilaciones ocupan el surco mayor de la molécula de ADN, adquiriendo una
forma mas compacta y dificultan el acceso de los factores y la maquinaria de

transcripcion (51).

Las islas CpG de los genes constitutivos necesarios para la “economia doméstica”
de la célula (actividades esenciales y cotidianas de la célula) asi como los genes

especificos no son metilados por lo que se transcriben sin dificultad.

En la heterocromatina (regiones condensadas de la cromatina que son

metabodlicamente inactivas) se encuentran la mayor parte de las islas CpG
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metiladas se encuentran en secuencias de ADN repetitivos, como son los
centromeros y telomeros. También se encuentran silenciados por metilacion del
ADN los transposones (0 elementos transponibles) como son el LINE y SINE que
corresponden a regiones que abarcan un importante porcentaje del genoma
humano. También uno de los dos cromosomas X de las hembras se inactivan

formando parte también de la heterocromatina (51).

La metilacion del ADN es considerada una barrer epiogenética en la
reprogramacion de las iPSC, ya que se dificulta la expresion de genes de
pluripotencia como son Oct4 y Nanog, por lo que se requiere de la desmetilacion
de las regiones promotoras de estos genes. Inhibidores de la metiltransferasa 1
como la 5-azacitidina y el ADN hidroxilasa pueden ayudar a este proceso,
mejorando la reprogramacion. El acido ascérbico (vitamina “C”) actua como un
cofactor, estimulando la hipometilacion, lo que ocasiona un incremento en la
actividad de la enzima Hisina H3K36 desmetilasa, mejorando igualmente la

eficiencia de la reprogramacion (50).
8.2 Modificacion covalente de las histonas

Los aminoacidos del extremo amino terminal de las histonas de los octameros que
constituyen a los nucleosomas (H2A, H2B, H3 y H4) pueden modificarse
covalentemente de varias formas: acetilacion, metilacién y fosforilacion. Los
aminoacidos que se modifican sobresalen del nucleosoma y son muy
conservados. Estas alteraciones covalentes modifican la estructura de la
cromatina facilitando o impidiendo el acceso de la maquinaria de transcripcion. La
acetilacion es catalizada por la enzima Histona acetil transferasa (HAT) y da como
resultado una cromatina “abierta” que facilita el acceso de la maquinaria de
transcripcion. Sin embargo la acetilacidon es reversible (por la enzima Histona
desacetilasa HDAC) modificando la cromatina en el sentido opuesto a “cerrada”

haciendo inaccesible en ingreso de la maquinaria (51).
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Durante la reprogramacion, de manera especifica la acetilacion de los residuos de
lisina 4 y 27 de la histona H3 (H3K27 y H3 K4 respectivamente) da lugar a la

activacion de la transcripcion.

Por otro lado, de manera inversa la metilacion de H3K27 se asocia al
silenciamiento de diversos genes, pues la trimetilacion de la lisina 27 de H3
bloquea la reprogramacion al reprimir la expresion génica de la regién de la
cromatina donde se ubican genes caracteristicos de las células troncales. Las
modificaciones covalentes de las histonas son procesos complejos, ya que la
metilacion de la lisina 4 de H3 esta asociada con la activacion de diversos genes

embrionarios (49).

El uso de moléculas pequenas con fines de reprogramacion tiene la ventaja de
que no son compuestos inmundgenos, de facil produccion y mayor rendimiento.
Estos compuestos como la vitamina “C”, la forskolina y el ac. Valproico (un
inhibidor de la enzima histona desacetilasa -HDAC-) pueden aumentar la
eficiencia de reprogramacion de las IPSCs, al desmetilar el ADN en la region del
promotor de los genes claves y modificar regiones especificas en las histonas
(50).

8.3 Participacion de los miRNA en la reprogramacion de
IPSCs.

Los micro RNA o miRNA son una variedad de moléculas de RNA de interferencia
(iRNA) que controlan la expresion génica en iPSCs de manera postranscipcional,
al impulsar la pluripotencia al modular la estabilizacion del mRNA, asi como la
cascada de senalizacion propias de la pluripotencia y reprimir la diferenciacion
celular durante la autorrenovacion celular de células troncales embrionarias (ESC)
(50).

Hay diversos miRNAs que favorecen la reprogramacion de las iPSCs: a) algunos
miRNAs (miR 290-295) favorecen de manera indirecta la transicion de genes

asociados con la entrada de Gi a S del ciclo celular con lo cual se incrementa casi
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10 veces el porcentaje de eficiencia de la reprogramacion (de 0.01-0.055 a 0.1-
0.3%) (52), b) otros miRNAs (miR 302-367 y mIR 371-373) suprimen la expresion
de la proteina MBD2 que actua similar a una desmetilasa en las células, lo que se
traduce en un incremento en la expresion de un gen de pluripotencia Nanog y la
conversion de iPSCs totalmente reprogramadas, también estos miRNAs son
capaces de reducir la expresion de inhibidores de la transicién G1-S e incrementar
la cinética de la transicibn mesénquima-epitelio (MET) que se requiere para la
reprogramacion (53); c)Durante la reprogramacion inicial los miR 200b , miR205
promueven la transicion MET a través de la sefalizacion del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), que en combinacién con los SMOK (factores de
Yamanaka) hacen innecesaria la participacion de la proteina morfo génica ésea
(BMP) (54); d) de manera contraria los miR93 y 106 suprimen la expresion de
TFG-B y la proteina p21 incrementando la proliferacion celular y conduciendo a la
célula a MET (55); finalmente e) en la expresion de genes de la matriz extracelular
a través de la regulacion de TGF-B, proteina 5 de union al factor de crecimiento
similar a la insulina (IGFBPS) y proteina 1 de la ruta de sefal inducible (Wisp1) se

expresa de manera muy elevada el miR-135b (56).

Existen miRNas que actuan impidiendo la reprogramacion, como son el MiR Let-7
inhibe la expresion de diversos factores de pluripotencia como son Sox-2, Nanog
Oct 4 y Tcf3 estabilizando el estado de diferenciacion celular porque inhibe la
transicion de G1-S del ciclo celular y la traduccion de CDK4 (ciclina dependiente
de cinasa 4), ademas de formar un circuito de retroalimentacion negativa,
proporcionando un mecanismo molecular que facilita la decisidbn entre la
diferenciacion celular y la autorrenovacion (57). Dos MiR-34a, miR34b/c inhibe la
expresion de tres factores de pluripotencia: Sox2, Nanog y c-Myc, porque estos
micro RNAs se dirigen al gen supresor de tumores p53, evitando con ellos la

reprogramacion de las células somaticas al estado pluripotente (58).

9. Perspectivas de utilizacion de iIPSC en medicina

veterinaria
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9.1 Modelos animales para diversas enfermedades

El modelado de enfermedades basado en iPSCc esta indicado generalmente para
tratar trastornos causados por una sola mutacion genética (trastornos
monogenéticos) y que tienen inicio temprano ya que de esta forma las iPSC
pueden derivarse mas facilmente de los pacientes y diferenciarse en células

relevantes para dicha enfermedad (12) (Tabla numero 2)

Modelo de Células madre Efecto o propdésito Referencia
enfermedad pluripotentes
inducidas (iPSC)

derivadas de
células caninas

Cardiaca. Células estromales | Trasplante autologo 34
Infarto al miocardio adiposas caninas y
e isquemia de fibroblastos caninos

extremidades
posteriores

Osteoartritis en Fibroblastos Eficacia y seguridad 56
perros dérmicos para el tratamiento

de enfermedades
articularse humanas

Trombocitopenia Fibroblastos Terapia parala TTP 37
embrionarios canina y una
caninos promesa extensible

para la TTP humana

Tabla numero 2. Estudios que utilizan células troncales pluripotentes inducidas

(iPSC) con enfoques terapéuticos. (32)

Las aplicaciones de las células iPSC principalmente se enfocan a enfermedades
en las que su curso es crénico y no agudo como son padecimientos localizados en
0jo, pancreas, higado y diversos trastornos o lesiones degenerativas neurales
como la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y la
lesion de la médula espinal son las principales causas para utilizar candidatos

para la terapia celular basada en iPSC. (29)
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9.2 Investigacion de farmacos

Dado que cualquier célula clinicamente relevante como los cardiomiocitos, células
neuronales, hepatocitos, células beta pancreaticas secretoras de insulina, vy
células progenitoras renales pueden derivarse de iPSC especificas del paciente
sano o de pacientes enfermos podrian servir como modelos mas confiables para
el descubrimiento de medicamentos, realizando asi un analisis de células
enfermas versus células sanas aportando conocimientos sobre el funcionamiento

de algunos tipos de farmacos. (18)

Un importante inconveniente en el desarrollo de farmacos son las posibles
alteraciones cromosomicas por el alto numero de pasajes y cultivos prolongados
en estas células puede alterar la representacion de una célula normal con un
comportamiento fisiolégicamente in vivo lo cual nos llevaria a resultados poco

confiables. (18)
9.3 Terapiacelular para diversas enfermedades.

El higado es un 6rgano objetivo ideal para la terapia basada en células, pensando
en el trasplante de hepatocitos en pacientes con hepatopatia metabdlica
hereditaria o insuficiencia hepatica aguda, ya existen pacientes en que los
hepatocitos trasplantados son capaces de repoblar el higado y restaurar la funcion
hepatica hasta 18 meses. Sin embargo, aqui debemos considerar que los
hepatocitos derivados de 6rganos de donantes sélo pueden proporcionarse a una
pequeina cantidad de pacientes de los muchos que lo necesitan, descartando asi

situaciones de urgencia. (11)

Otro ejemplo es la ingenieria del musculo cardiaco bioartificial la cual puede
reemplazar tejido cardiaco infartado, sin embargo, esta ingenieria se ve
obstaculizada por el hecho de que los cardiomiocitos adultos (CM) tienen un bajo
potencial de proliferacion. (11). También se ha observado que los cardiomiocitos

trasplantados no logran integrarse fisiologicamente a los impulsos nerviosos
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generados por el érgano y forman grupos con impulsos ectopicos que pueden
representar un peligro potencial de disfuncion cardiaca e incluso paro cardiaco
(59)

El modelado de enfermedades, con mayor frecuencia en roedores puede llevar a
la desventaja de extrapolar estos ensayos de animales a humanos para obtener
resultados confiables, debido a la diferencia entre especies y a la variacion en las
respuestas biologicas, lo cual podria verse reflejado en un fracaso en la

introduccidn y comercializacién de nuevos farmacos. (18)

Para el modelado de enfermedades lo ideal seria realizar ensayos utilizando
animales con mayores similitudes con el hombre y posteriormente ser probados
en humanos, sin embargo todo esto se ve limitado debido a que las fuentes
celulares son insuficientes y de dificil acceso como por ejemplo cardiomiocitos,
células neuronales, células beta pancreaticas y otro tipo de células clinicamente

relevantes. (18)

10. iPSC en pequeias especies

10.1 Obtencién de iPSC en perros y gatos

En este estudio se describe la primera generacién de iPSC del gato doméstico.
Este trabajo proporciona los pasos iniciales para realizar avances en pacientes
felinos y mejorar el potencial de los gatos como modelos animales para
enfermedades humanas analogas donde las terapias prospectivas pueden
traducirse rapidamente de la clinica felina a la humana. Este ensayo informa la
generacion de iPSC a partir de gatos domésticos (fiPSC). Donde los fibroblastos
se derivaron de tejido adiposo de felinos los cuales se infectaron con retrovirus
anfotrépico que contenia las secuencias de codificacion para Oct4 humano, Sox2,
KIf4, cMyc y Nanog. Los clones de iPSC aislados se expandieron en fibroblastos
embrionarios inactivados de raton en presencia de factor inhibidor de leucemia
felina (LIF). El suministro retroviral de genes pluripotentes humanos dio lugar a

colonias de fiPSC dentro de 5-7 dias. Estas células similares a iPSC requirieron
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suero fetal bovino y LIF felino para su mantenimiento. Estas colonias tenian
cupulas con bordes retractiles similares a las iPSC de ratén. La inmunocitoquimica
demostro tincion positiva para marcadores de células troncales fosfatasa alcalina,
Oct4, Sox2, Nanog y SSEA1. Estas células fueron negativas para SSEA4. La
expresion de Nanog felino endogeno se confirmé por PCR. Posteriormente las
células pudieron diferenciarse in vitro en células representativas de las tres capas
germinales. Finalmente estos resultados confirman la generacion de las primeras

células pluripotentes inducidas a partir de gatos domésticos. (30)

10.2 Perspectivas de aplicacion en medicina veterinaria de

pequefias especies.

En medicina veterinaria los animales de compafia desarrollan naturalmente
muchas enfermedades que se parecen a las condiciones que padecen los
humanos por lo tanto representan una fuente de gran importancia en la

investigacion como modelos preclinicos. (62)

Las enfermedades de los animales de compafia reflejan muchas condiciones
humanas con respecto a sus sintomas, historia natural, patologia, asociaciones
genéticas, fenotipo molecular, factores de riesgo ambientales y respuesta a la
medicacion. (30) Por lo tanto la homologia de secuencias genéticas de tejidos
sanos es mas extensa entre humanos y animales de compafia que entre
humanos y roedores, lo que sugiere que los datos de las investigaciones con
animales de companfia tienen un potencial mas significativo para descubrir y
comprender de mejor forma la patogénesis de las enfermedades y los
mecanismos de resistencia a los tratamientos, probando de igual forma los
beneficios que pudiera traer las distintas terapias usando como base los modelos

animales para la aplicacién de las células troncales en humanos (62) (Imagen 3).
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Figura 3. Obtencién de células iPSC en medicina veterinaria para el beneficio

humano. (14)

Un objetivo con las células iPSC es emplearlas para probar la toxicidad de
medicamentos in vitro creando modelos de enfermedades. Un ejemplo son las
células hepaticas (hepatocitos) generadas a partir de iPSC de individuos con
diferentes componentes enzimaticos del citocromo p450 las cuales podrian

predecir la toxicidad hepatica de nuevos farmacos. (63)

Otra posibilidad es desarrollar mediante ingenieria tisular lineas celulares
“‘universales” las cuales seran modificadas genéticamente y se tratara de obtener
un desarrollo con cierto margen de tolerancia, con lo cual podrian obtenerse

mediante protocolos de induccion iPSC clinicamente aplicables. (11)

La terapia celular alogénica convencional requiere de producir inmunosupresion
previa, con la preocupacion de que con esto aumenta el riesgo de insuficiencia
renal, infecciones graves o la presencia de tumores. Esto nos encamina a generar
una linea universal de iPSC con tolerancia inmune. Ensayos novedosos han

informado recientemente la inactivacion del complejo de histocompatibilidad
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(MHC) clase | y la sobre expresion de los genes de CD47 en iPSC con lo cual se
logr6 evadir el rechazo inmune y que sobreviviera sin el uso de
inmunosupresores. Estos enfoques tendrian el potencial de abrir nuevos caminos
a terapias celulares derivadas de iPSC sin preocupaciones y complicaciones de

rechazo inmune. (18)

Una perspectiva de aplicacion es derivar células de pacientes con enfermedades
genéticas, lo cual permite que se desarrollen lineas de iPSC especificas del
paciente para desarrollar pruebas de drogas in vitro. Un ejemplo son las lineas de
iPSC que albergan mutaciones que se sabe que causan miocardiopatia
hipertrofica (HCM) en el gato ya que recapitulan eficazmente la enfermedad a nivel
de células individuales, lo que podria permitir el descubrimiento de nuevos

objetivos farmacologicos para la terapia clinica. (30)

La presencia de la cardiomiopatia dilatada hipertréfica en gatos domésticos (HCM)
se parece mucho a la (HCM) humana a nivel genético clinico y patolégico. En
cuanto a la poblacion felina afecta alrededor del 15% de todos los gatos y
aumenta casi al 30% en animales mayores de nueve afos. Dada la importancia y
las similitudes de la enfermedad tanto en humanos como en gatos se pueden
descubrir y desarrollar nuevas terapias farmacoldgicas beneficiosas seria
beneficioso para la salud de ambas especies, aportando nuevos descubrimientos

tanto para la medicina humana como para la medicina veterinaria. (64)

10.3 Ventajas de la utilizacion de iPSC en medicina

veterinaria regenerativa

A diferencia de los animales de experimentacion como los roedores, los perros y
los gatos son animales que tienen un tiempo de vida mayor, ademas de que
generalmente se desarrollan en un entorno diferente al confinamiento del
laboratorio, lo cual los mantiene expuestos a factores externos y ambientales.
Derivado de lo anterior, presentan con frecuencia enfermedades como obesidad,
diabetes y cancer, ademas del deterioro propio del envejecimiento y que los hacen

susceptibles a lesiones traumaticas como las que sufre algun paciente humano.
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(18) Estas condiciones en la investigacion con este tipo de pacientes puede dar
una oportunidad significativa para usarlos como modelos de enfermedades
frecuentes a los animales de compafia con enfermedades especificas de
humanos para ensayos clinicos en humanos tomando en cuenta algunos criterios
de exclusién como la edad, el peso corporal, la condicién corporal, comorbilidades,
etapa de la enfermedad o terapias previas y disposicion de los propietarios para

que participen en los estudios. (62).

La produccion e investigacion de iPSC en medicina veterinaria tiene la ventaja que
la regulacion legal y ética es menos estricta que en medicina humana lo cual
podria facilitar su desarrollo y aplicacion clinica. (65) Por lo tanto este tipo de
ensayos podrian desarrollarse y proporcionar informaciéon a niveles comparables

con los estudios en humanos. (62)

Estos enfoques podrian incluir la evaluacion de SC genéticamente mejoradas, o
SC especificas de linaje, En los ultimos anos se han podido desarrollar
organoides, que son constructos tridimensionales compuestos de diferentes tipos
celulares que se originan mayormente de SC y en particular de iPSC, que tiene la
extraordinaria capacidad de organizarse y diferenciarse por si mismas siendo
capaces de simular la estructura y funcionalidad de los &rganos originales;
también se tratan de utilizar exosomas, que son vesiculas extracelulares que al
ser aplicadas en el paciente cumplen funciones de comunicacién intercelular pues
contienen citosinas y RNA mensajeros y RNAs de interferencia pequefios (si
RNAs) que modifican el comportamiento y la diferenciacion de células dentro del
organismo del mismo modo que lo harian las cSC, particularmente las MSCs,
favoreciendo los procesos de regeneracion tisular ,pero sin los inconvenientes y
los riesgos de la aplicacion de células SC o iPSC (citas). Todos estos
procedimientos estdan encaminados en hacer realidad en un futuro no lejano la

medicina regenerativa personalizada.(39)

Otra de las principales ventajas de las iPSC es que son células
inmunoloégicamente compatibles, (Nishikawa et al., 2008). (43) En las aplicaciones

clinicas el rechazo inmunoldgico es uno de los principales problemas al realizar un
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trasplante de algun 6rgano o tejido. La promesa que presentan estas células en un
futuro seria obtener células iPSC derivadas del propio paciente para de esta forma
poder realizar el trasplante y asi evitar el rechazo inmunolégico lo cual nos acerca

a una medicina personalizada. (25)

Por lo tanto se consideran mucho mas utiles en una aplicacion médica ya que
estas células al ser generadas a partir de células del propio paciente teéricamente

estariamos asi evitando el rechazo inmunolégico. (17)

Una ventaja que poseen las células iPSC humanas en comparacion con las ESC
es que estas pueden generarse a partir de practicamente cualquier tipo de células
somaticas o adultas, sin destruir el blastocisto humano. Las iPSC pueden ser
generadas a partir de células somaticas provenientes de pacientes normales y de
esta forma utilizarse como como una herramienta celular para investigar
mecanismos del desarrollo en humanos y el modelaje de enfermedades de una

manera que antes no era posible. (26)

Al ser generadas a partir de pacientes que presentan enfermedades genéticas,
como la enfermedad de Alzheimer, se pueden desarrollar modelos de enfermedad
in vitro ya que los métodos de reprogramacion han mejorado significativamente
con nuevos vectores, o con el uso de proteinas recombinantes produciendo
células iPSC del paciente portadoras de mutaciones especificas lo cual nos

podria acercar a comprender mejor la patologia de la enfermedad. (25)

La reprogramacion in vitro de las células somaticas mediante los factores de
Yamanaka y la generacion de iPSC abrio la posibilidad de considerar la
reprogramacion de las células somaticas del organismo, es decir realizar una
reprogramacion in vivo con la finalidad de poder rejuvenecer al organismo
(Taguchi et al., 2017; Goya, et al., 2018; Galkin et al., 2019). (67) (68) (69)

Se considera que la exposicion a corto plazo a los factores de reprogramacion
parcial de las células puede modificar sus caracteristicas fisioldgicas y celulares
en cuanto al envejecimiento esto debido a una probable remodelacién de los

marcajes epigenéticos durante el envejecimiento. (26).
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Con esto los marcadores de reprogramacion parcial se puedan obtener células
rejuvenecidas con un potencial de realizar las funciones completas y con un riesgo
menor de oncogénesis. Estos enfoques de reprogramacion parcial y el
consiguiente rejuvenecimiento pueden servir para desarrollar futuras posibilidades
para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la edad, la mejora de la

salud y la longevidad. (26)

Recientemente se estudio el potencial de las células pluripotentes inducidas para
la inmunoterapia, con el interés en particular en tratamientos de cancer. Esto
utilizando iIPSC y derivando células dendriticas y macrofagos las cuales son
células que poseen la capacidad de activar las células T mediante la presentacién
de antigenos pudiéndose utilizar en inmunoterapia contra el cancer. Estos
enfoques podrian servir para desarrollar tratamientos contra tumores malignos
(26)

10.4 Desventajas y retos en la utilizacién de iPSC en

medicina veterinaria regenerativa.

El potencial de las iPSC es enorme, pero quedan muchos obstaculos antes de que

sus aplicaciones médicas y farmacéuticas puedan realizarse plenamente. (63)

Algunas de las limitantes actuales que se deben mencionar son la falta de
tecnologias de cultivo a gran escala de las iIPSC, ademas de la ineficiente
diferenciacion de estas células con la cual no se logra que sea completamente
especifica por lo tanto se deben evaluar los riesgos relacionados con la formacién
de teratomas después del realizar trasplantes . A pesar de esto se considera que
la formacién de teratomas puede ser manejable a través de rigurosos métodos de
purificacion celular y con los sistemas genéticos que permiten la ablacién de

injertos de células contaminantes. (11)

Otra desventaja de las iPSC es la presentacién de anomalias cromosémicas la

cual podria surgir durante la expansion secundaria al trasplante y la cual puede
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dar origen a una transformaciéon maligna. (11). Esto se debe a que se ha

observado que las iPSC presentan inestabilidad genética.

Uno de los desafios mas importante para poder trasladar las iPSC a su aplicacion
clinica requiere vencer varios obstaculos como son: la ineficiencia y la
reprogramacion incompleta de estas células, ademas de las mutaciones que

ocurren durante el proceso de la reprogramacion y durante el cultivo. (26)

Otro problema con la utilizacién de iPSC en la clinica es que ciertas enfermedades
requieren del empleo de mas de un tipo celular para poder tratarlas, como es el
caso de la esclerosis lateral amiotrofica que ademas de motoneuronas se
requieren células de la glia que deben desarrollarse a partir de las iPSC del mismo
paciente (Yamanaka 2009). (63)

El uso de transgenes oncogénicos como Myc para lograr la reprogramacion
aumenta el riesgo de mutagénesis por insercion, debido al uso de retrovirus para
la induccidn de la pluripotencia. Por lo cual se deben manejar tecnologias

alternativas para lograr la generacion de células iPSC libres de transgenes. (11)

La utilizacién de retrovirus y lentivirus en la reprogramacion nuclear para generar
iPSC representa un riesgo para su aplicacion clinica, no solo por la mutagénesis,

como ya se ha mencionado,

Ademas el uso de los retrovirus pueden hacer que el PSC sea inmunogenico
(Zhao et al. 2011). (15) Asi que se han informado distintas formas de generar
IPSC sin integracion las cuales incluyen; plasmido (Okita et. Al 2011; Okita et al.
2008) (70) Virus sendai (Fusaki et al 2009) (71) adenovirus (Stadtfeld et al. 2008)
RNAS sintetizado (Warren et al. 2010) y proteinas (Kim et al 2009). (48)

El riesgo de cancer aumenta significativamente con la edad de los mamiferos, por
lo que la edad de los animales que se utilizan como fuente de iPSC es
determinante para poderlas utilizar en la clinica. Como consecuencia se debe

considerar el uso de fuentes de células jévenes como por ejemplo las células

44



derivadas de la sangre del cordon umbilical lo cual nos podria asegurar mayor
utilidad clinica. (11)

Una preocupacion importante para el uso de las células iPSC en cuanto a su
aplicacion en pacientes es el riesgo de tumorigenicidad esto debido a que las
células se mantienen en cultivo por periodos prolongados lo cual puede acumular
anomalias cariotipicas y perder la heterocigosidad por lo tanto se debe mantener
una alta seguridad antes de llegar a una aplicacion clinica con este tipo de células.
(12)

Otro punto critico que debe garantizarse con las iPSC es su funcionalidad, debido
a que cada paso en su reproduccidn celular es complejo y presenta
complicaciones como son: las condiciones de diferenciacién, selecciéon in vitro,
tasa de supervivencia inicial, tasa de supervivencia en el injerto y comunicacion

con el nicho. (25)

El proceso de desarrollo de las células iPSC a partir de células somaticas, es un
proceso de larga duracion lo cual limita su aplicacion en enfermedades agudas y
lesiones como la hemorragia cerebral aguda, traumatismos, insuficiencia cardiaca
aguda, shock anafilactico, hemorragia gastrointestinal, gastroenteritis aguda y

dificultad respiratoria aguda (17)

Otro inconveniente en la utilizacion de iPSC diferenciadas en terapia celular,
puede ser que el injerto sea muy invasivo como en el caso de los cardiomiocitos,
ademas del riesgo de la falta de integracién fisiologica del injerto generando
arritmias cardiacas como ya se ha mencionado, o el riesgo potencial de generar
tejido ectopico (Lai, et al. 2011), (72) ademas de otras complicaciones como

osificaciones y calcificaciones del tejido hospedero. (Breitbach, et al., 2003). (67)

Para tratar de evitar la invasividad en el proceso del injerto, las células pueden
aplicarse por via sanguinea, buscando que ocurra en “homing” que consiste en la
integracion y arribo de las SC trasplantadas al sitio lesionado, existiendo una
correlacion directa entre el numero de células que llegan al tejido con el grado de

lesion tisular, este fenomeno ha sido descrito (Chapel, et al., 2003). (73) La
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aplicacion intravenosa de SC no esta exenta tampoco de complicaciones
ocasionando por un lado la obstruccion de vasos pequefios distales al sitio de
aplicaciéon (Furlani, et al., 2009) (74), o por el otro la ineficiencia en el ingreso de
las células trasplantadas en ciertos 6rganos como son: los pulmones, los rifiones y
el bazo (Kidd, et al. 2009). (75)

En teoria las células iPSC y sus derivados no tendrian por qué generar una
respuesta inmunologica por ser trasplantes autologos o isogénicos, que provienen
del mismo paciente, sin embargo algunos estudios han demostrado que las
células iPSC pueden mostrar caracteristicas genéticas y epigenéticas andmalas,
por su inestabilidad genoémica y por lo tanto pueden provocar un rechazo

inmunitario. (17)

Se ha observado que las células IPSC de pasaje temprano de las células de
Sertoli forman teratomas con menos dano tisular, menos infiltracion de células
inmunitarias y menos necrosis in vivo en comparacion con las células iPSC de
pasaje tardio en ratones singénicos, lo cual sugiere que las células iPSC pueden

perder la baja inmunogenicidad tras sistemas de pases prolongados in vitro. (17)

Uno de los retos que debe superarse en el empleo de las iPSC es mejorar su
eficiencia, cuando Yamanaka y Takahashi generd las primeras células iPSC a
partir de fibroblastos embrionarios de raton, la eficiencia informada fue de 0.1%. Al
siguiente afno utilizaron la misma técnica para la obtencion de células iPSC
humanas y la eficiencia disminuyé a 0.01%. Posteriormente para reducir el
potencial de generacion de oncogenes de c-Myc este grupo de investigadores
elimindé uno de los genes utilizando solamente (Oct4, Sox2 y KIf4) para generar
iPSC en el raton y el humano pero la eficiencia disminuyé aun mas a 0.001% y

0.01% respectivamente. (16)

Una estrategia alternativa probada por Huangfu et al. 2008 usando Oct4, Sox2 y
acido valprdico (VPA), un inhibidor de histona desacetilasa que admite la
reprogramacion primaria de fibroblastos humanos con sélo dos factores para

generar células iPSC humanas. Estos resultados respaldan la posibilidad de
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realizar la reprogramacion a través de solo dos medios quimicos, con lo cual se
podria aumentar la seguridad celular y el potencial para su uso terapéutico, sin
embargo, esta estrategia tiene el riesgo de que los virus se integren en los

cromosomas Yy alteren las secuencias endogenas del genoma. (16)

En cuanto a las investigaciones con animales existen algunos modelos de
enfermedades que podrian llegar a un diagndstico facilmente, sin embargo existen
también algunas condiciones en las que puede ser dificil llegar a un diagndstico
definitivo en el cual se necesitaria la confirmacién mediante una imagen especifica
como resonancia magnética, tomografia computarizada, tomografia por emision

de positrones lo cual puede no ser accesible para los propietarios. (62)

Para superar estas limitaciones algunos investigadores intentan establecer
colonias reproductoras de animales de compaiia, con el fin de reproducir la
enfermedad sin embargo estos ensayos aun tienen mucho camino por recorrer.
(62)

También se ha visto una variabilidad en la inactivacion del cromosoma X,
observando que algunas iIPSC humanas mantuvieron la inactivacion del
cromosoma X durante el proceso de reprogramacion mientras que otras células
mostraron ambos cromosomas X reactivados o con una reactivacion anormal o

parcial. (26)

La estabilidad de la reactivacion e inactivacion del cromosoma X puede dar como
resultado una poblacion que no presente un estado constante de activacion de
este cromosoma lo cual es de interés si se quisiera utilizar células iPSC para
modelar el desarrollo embrionario temprano y enfermedades ligadas al

cromosoma X y trastornos ligados al sexo como podria ser el autismo. (26)

La tecnologia iPSC permite la reprogramacién de células de individuos en el
contexto de sus antecedentes genéticos derivando asi células que presenten
comportamientos genéticos y epigenéticos que reflejen a las células del donante
considerando asi que son una herramienta para modelar enfermedades humanas.
(26)
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El principal desafio con las células iPSC para el modelado de enfermedades es
establecer el tipo o tipos de células correctos con un fenotipo que represente con
precision los aspectos patologicos de la enfermedad de interés. Grupos de
investigadores ya han utilizado iPSC para modelar la fisiopatologia de diversas
enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas, hepaticas, renales y asociadas al

cancer entre otras. (26)

Las iPSC también podrian ser utiles para modelar enfermedades asociadas con el
cancer con caracteristicas heredadas o en edades tempranas, ya que estos
canceres al ser de un inicio temprano podrian ser promovidos por el proceso de

desarrollo embrionario en si, que se podria abordar desde la diferenciacion. (26)

Para el modelado de este tipo de enfermedades cancerigenas a pesar de tener un
futuro bastante prometedor existe la limitacion de que estas células no se someten
a factores ambientales como la contaminacion quimica, el tabaquismo, las
infecciones por virus entre otras cuestiones externas. (26) Una preocupacion
importante sobre la eleccion del tipo de células donantes es que algunos tipos de
células como los fibroblastos dérmicos derivados de biopsias de piel y las células
sanguineas pueden llevar consigo un mayor numero de cargas mutacionales y
anomalias cromosdmicas, debido a su exposicion a la radiacion UV y a las altas
tasas de renovacion celular esto especialmente en donantes de edades

avanzadas. (18)

Otra cuestion clave en cuanto a la generacion de iPSC es el proceso de
generacion de este tipo de células y la seleccion del método éptimo, ademas de la
eleccion y la combinacion de los factores de reprogramacion debido a la

preocupacion de que estos métodos causan oncogénesis. (18)

Otra preocupacion es la produccion de células fenotipicas clinicamente relevantes
derivadas de iPSC de “grado clinico” con un sistema controlado, aprobado y a
gran escala. Este tiempo de produccion IPSC clinicamente aplicables pude ser
critico debido a que el tiempo estimado para cumplir con ciertos tratamientos no

siempre podria cumplirse. Por lo cual lo ideal seria crear biobancos con lineas
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celulares aprobadas de varios donantes homocigotos de antigenos que coincidiria
con la mayoria de la poblaciéon para generar células trasplantables aprobadas
como un producto comercial cumpliendo siempre con los estandares de calidad y

control, ademas de la autorizacion reglamentaria. (18)
11. Conclusiones

En conclusion los modelos de enfermedades de animales de compania poseen un
potencial significativo para contribuir a estudios multidisciplinarios con aquellas
enfermedades que se parecen mucho a una enfermedad humana (sintomas,

patologia, asociaciones genéticas, respuestas terapéuticas (62)

Dado que los ensayos de células troncales en roedores la mayoria de las veces no
puede predecir, reproducir y recapitular de forma tan similar los resultados en
humanos, por otro lado, los animales de compafiia nos acercaran mas a
similitudes con las enfermedades y a un menor fracaso en cuanto este tipo de

terapias. (62)

Los estudios con animales de compafia pueden abrir nuevos caminos en la
medicina regenerativa, a través de estudios de factibilidad piloto (Fase 1)
seguridad y eficacia temprana (f2) y estudios de eficacia mayor (f3) que podrian
ser demasiado prematuros o demasiado costos en humanos y a los cuales los

rodean muchas cuestiones éticas por superar. (62)

Una medicina mas aplicada en animales de compafia podria darnos un
panorama mas amplio para la compresion de la complejidad de las funciones
moleculares, las enfermedades y las terapias que podrian brindarse en humanos
de manera mas eficiente reduciendo fracasos en un futuro. (62) La perspectiva
de la gravedad de la lesion, el inicio, el curso en el tiempo, los puntos variables de
supervivencia, las variables no controladas (por ejemplo, co-morbilidades) y la

refractariedad a las terapias. (62)

Una progresion desde el concepto hasta la cura de las enfermedades en este

animal de compainia no solamente ayudaria a nuestros pacientes caninos y felinos
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sino también a los pacientes humanos a poder avanzar en la medicina

regenerativa. (65)

Dado que al menos la mitad de las enfermedades hereditarias caninas que se
prueban en los principales estudios tienen equivalentes a las enfermedades en los
humanos, el perro se convertira cada vez mas en un modelo de animal
incomparable para desarrollar terapias y poder trasladar e implementar dichos

conocimientos en humanos. (65)

Por lo tanto los componentes clave para cualquier tratamiento exitoso basado en
iPSC sera la capacidad para producir eficientemente células iPSC sin alteraciones
genéticas con fines terapéuticos o con anomalias cariotipicas como modelo de
enfermedades, para la generacion de células a gran escala y para el estudio de
enfermedades apropiadas en medicina regenerativa tanto en el pequefas

especies como en el humano. (65)

La capacidad de generar iPSC ha abierto sin lugar a dudas nuevas y grandes
posibilidades para el estudio y desarrollo de nuevas tecnologias con los objetivos
de modelado de enfermedades, desarrollar y probar farmacoterapias especificas,
para cada paciente es decir la llamada terapia personalizada. En el campo del
cancer el estudio de estas células y su mecanismo de reprogramacién podria
generar una fuente celular para originar células inmunes con gran potencial para

el desarrollo de inmunoterapias contra el cancer. (26)

Los ensayos clinicos con células derivadas de iPSC para tratar enfermedades
degenerativas y lesiones en 6rganos estan en camino de convertir la esperanza en
realidad y esto es solamente el comienzo de una poderosa plataforma
regenerativa con resultados alentadores. Sin embargo, aun se tienen que superar
muchos obstaculos y retos para traducir de manera efectiva el verdadero potencial

que poseen estas células (18)

Aunque ya existen informes sobre la generacion de iPSC a partir de pequenas
especies (perros y gatos) y aunque estas investigaciones son extremadamente

prometedoras para la medicina veterinaria y para la medicina humana las
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condiciones exactas necesarias para reprogramar las células somaticas de cada
especie y mantener su estado de pluripotencia aun no se encuentran tan cercanas
para ser descifradas y aplicadas en la clinica, sin embargo, el largo camino hacia

este objetivo ha comenzado a ser recorrido. (61)
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