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Resumen

Se llevo a cabo el estudio recapitulativo sobre la reprogramacion nuclear in vivo y
rejuvenecimiento del organismo y las perspectivas y retos en Medicina Veterinaria
de perros y gatos. Originalmente el concepto clasico de la diferenciacion celular
como un proceso unidireccional e irreversible fue presentado mediante el “pasaje
epigenético” de Waddington en 1957. Con el descubrimiento de la clonacion
animal inicialmente en ranas y posteriormente en mamiferos, ademéas del
desarrollo subsecuente de la tecnologia de la reprogramacién celular mediante la
induccién de pluripotencia en células sométicas utilizando un grupo de 4 factores
de transcripcion (Oct3/4,Sox2,Klf4 y c-Myc; OSKM), fueron grandes los progresos
que permitieron abordar el concepto de rejuvenecimiento del organismo por
reprogramacion in vivo y la vision emergente de que el envejecimiento es un proceso
epigenético reversible, puesto que las modificaciones epigenéticas no requieren
modificaciones en las secuencias de bases del DNA, es decir en el genoma, por lo que
esta tecnologia puede usarse para modificar activamente la regulacion
epigenética. Una posible aplicaciéon inicial de la reprogramacion del
rejuvenecimiento in vivo pudiera ser el prevenir el envejecimiento individual y asi
tratar de eliminar los mayores factores de riesgo de las patologias asociadas con
el final de la vida como son el céncer, la obesidad, lesiones dentales, el
incremento del peso corporal, enfermedades hepaticas, neurodegenerativas y
diabetes, entre otras. Ademas, se sabe que la tecnologia de reprogramacion in
Vivo puede abrogar las aberraciones epigenéticas asociadas al envejecimiento y al
cancer, del mismo modo puede intentarse un rejuvenecimiento gradual de todo el
organismo. Asi, surgen las siguientes preguntas: ¢Como puede lograrse la
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irreversibilidad del envejecimiento de algunas partes del cuerpo como son: las
neuronas, los cardiomiocitos, miocitos estriados esqueléticos, células del cristalino
o los dientes? y ¢cdmo puede reconciliarse con el rejuvenecimiento de otras
partes del mismo organismo? ¢CU&les son los efectos autobnomos o no celulares
de la reprogramacion in vivo? Las respuestas de estas preguntas podrian
conllevar a extender en forma dramatica el promedio de vida que no puede
lograrse mediante las aproximaciones tradicionales como la genética, la dieta o la
farmacologia. Los conceptos criticos en estos retos constituyen la naturaleza del
envejecimiento, relacion entre envejecimiento de un organismo y el envejecimiento
de sus partes, relacion entre desdiferenciacion celular y rejuvenecimiento y en
incremento del riesgo del cancer que va de la mano con el abordaje del
rejuvenecimiento, con las siguientes perspectivas; llevar a cabo la reprogramacion
in vivo en perros y gatos mediante la utilizacién de los OSKM (Oct 4 Sox 2, Kfl 4y
c- MYC), desarrollando procedimientos que eviten la utilizacién de retrovirus por la
integracion genética y oncogenes, mediante lentivirus o moléculas pequefias
(como inhibidores de enzimas remodeladores de la cromatina), teniendo como
objetivo inicial evitar las complicaciones propias de la edad avanzada que inciden
en la mortalidad. Los principales riesgos a enfrentar seran: evitar la
reprogramacion  ectopica, la tumorogénesis, la irreversibilidad de la
reprogramacion, favorecer la integracién funcional de las células reprogramadas e
inducir la plasticidad celular pero sin la tumorogénesis, determinar si es
conveniente una reprogramacion generalizada o especifica de algun érgano o
tejido de preferencia vitales y saber si estos mecanismos de reprogramacion
pueden realmente extender la vida util de los pacientes sin recurrir a las terapias
de injertos o reemplazos. Concluyendo que la aplicacién clinica requiere de
vencer previamente las limitaciones y retos ya descritos. El perro y el gato
representan modelos biol6gicos muy relevantes para el estudio de la senescencia
y el rejuvenecimiento por compartir con el humano diversas alteraciones
patologicas propias de la edad avanzada. La reprogramacion debera privilegiar
organos vitales responsables de alta mortalidad como son el higado, el rifidn, el
pancreas, el tejido nervioso y érganos limitantes propios de la senilidad como son
la sarcopenia, caquexia y las lesiones o pérdidas dentales. La gonadectomia
parece ser un factor importante para extender la vida de perros y gatos, por lo que
se tendra que indagar mas al respecto.

Palabras clave

Rejuvenecimiento del organismo, reprogramacion in vivo, pluripotencia, células
troncales.



ll. INTRODUCCION

Todos los 6rganos del cuerpo de los mamiferos domésticos y el humano constan
de 220 tipos celulares distintos que se diferenciaron inicialmente de un cigoto
(célula totipotencial). Antiguamente, el proceso de diferenciacion, particularmente
en los mamiferos era considerado un proceso unidireccional e irreversible, en
donde se pensaba que las células diferenciadas eran incapaces de revertir ese
proceso, ademas de originar tipos celulares diferentes a los de su linaje o
especializacion. Este concepto clasico fue resumido por Waddington en el afio de
1957 mediante “pasajes epigenéticos” llamados pasajes epigenéticos de
Waddington (1), que es una representacion esquematica a traveés de valles y
crestas y que indican en la parte superior (crestas) la ubicacion de células
indiferenciadas (totipotentes y Pluripotentes) y conforme se desciende hacia los
valles se van diferenciando en diversos linajes celulares. El paisaje epigenético
permite explicar de manera visual los procesos de diferenciacion,
transdiferenciacion y reprogramacion. Briggs y King (2) establecieron la técnica de
Transferencia Nuclear de Células Somaticas (SCNT) o “clonaciéon”, y junto con los
experimentos de John Gurdon (1962) (2) y de lan Wilmut (1997) (3), se demostro
qgue los nucleos de las células soméaticas adultas diferenciadas podrian ser
reprogramados a un estado embrionario. Uno de los grandes descubrimientos en
el estudio de las células troncales y la medicina regenerativa se llevo a cabo en el
2006 cuando Sinya Yamanaka y Takahashi lograron la reprogramacion de células
somaticas (fibroblastos de piel), en células troncales pluripotenciales inducidas
(iPSC) (4) mediante la expresion forzada de factores de transcripcién propios de
células troncales embrionarias (ESC): Oct 4, Sox-2, ¢c-MYC y KIf 4 (OSMK o
factores de Yamanaka) (4). Las células pluripotenciales son aquellas que pueden
originar a los 220 tipos celulares del organismo, excepto los anexos embrionarios

(5).

Todos estos experimentos previos, han permitido modificar nuestra concepcion
sobre la irreversibilidad del proceso de diferenciacion y el pasaje epigenético de
Waddington haciéndolo mas flexible y con rutas de retroceso (6). Este nuevo
panorama, ha sido muy importante para algunos cientificos que han propuesto la
posibilidad de tratar de reprogramar todas las células somaticas del organismo;
proceso conocido como reprogramacion in vivo (6).

Actualmente se estudia la posibilidad de realizar la reprogramacion de células
somaticas envejecidas in vivo mediante la induccién en la expresion de los genes
OSMK, lo que podria significar un proceso de reversibilidad del envejecimiento del



organismo en individuos seniles, lo que sin duda marcaria un parte aguas en la
medicina regenerativa (6—11).

Uno de los objetivos de la medicina regenerativa es tratar de evitar la generacién
de las lesiones tisulares y el deterioro funcional de los diferentes 6rganos y
sistemas. La derivacion de células troncales pluripotentes, ya sea células troncales
embrionarias (ESC) o troncales pluripotenciales inducidas (iPSC), ocupa un lugar
crucial en las estrategias de estudio, debido a sus propiedades de autorrenovacion
y la posibilidad de expandirlas de manera indefinida y diferenciarlas de manera
controlada in vitro (8). Durante la reprogramacion se lleva a cabo una
reorganizacion dinamica de la regulacion epigenética del material genético de las
células, esta reorganizacion por definicion no conlleva modificaciones en la
secuencia de los nucledtidos del ADN, lo cual implica una gran ventaja y hace el
proceso mas flexible y con mayores posibilidades de intervencion (12). Aunque la
reprogramacion in vivo ha sido estudiada, se ha informado de estudios que indican
que las células somaticas son reprogramables en organismos multicelulares in
vivo (13-15).

El envejecimiento representa un proceso biolégico normal de los organismos, que
implica pérdida de la integridad biolégica, disminucion de la movilidad e
independencia, tienen mayores posibilidades de desarrollar cancer y requieren de
un mayor cuidado personal y de la salud, todos estos elementos implican mayores
costos y cuidados en la atencién de los pacientes (16).

Desafortunadamente la reprogramacion hacia el estado pluripotente comparte
muchas propiedades con un eventual desarrollo de cancer, incluida la adquisicion
de un potencial de auto-renovacion, y la pérdida de la identidad de las células
somaticas originales, ademas de la adquisicion de propiedades de células
troncales que a menudo se observa durante la carcinogénesis en muchos érganos
(12).

El presente trabajo pretende compendiar los conocimientos mas recientes sobre la
reprogramacion in vivo, mediante la consulta metddica de la bibliografia disponible
en los principales buscadores cientificos de los ultimos 20 afios, como son
Googlee Schoolar, Science Direct y PubMed (y en el area médica de manera
especifica: PubMed, Trip Database, HONcode Search, evidence search y
Medscape), para dar un panorama general sobre esta nueva tecnologia de
reprogramacion in vivo.
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La tesis se dividi6 en varias secciones, tal como se muestra en el indice
propuesto, de manera general, en la primera seccidén se describen los principales
conceptos biolégicos del envejecimiento, junto con las modificaciones epigenéticas
que conllevan la posible participacion en este proceso de las células troncales.

Existe cada dia mayor evidencia que indica que la disminucion funcional de las
células troncales en individuos seniles contribuye al menos en parte a los cambios
fisiopatoldgicos propios del envejecimiento en diferentes érganos y tejidos. Los
cambios relacionados con la edad también implican a los nichos donde se ubican
las células troncales (17). Entre las alteraciones observadas en las células
troncales mas estudiadas que son las hematopoyéticas (HSC) se encuentran la
reparacion del ADN y remodelacion de la cromatina.

Se ha también postulado que los dafios microambientales sobre las células
troncales mesenquimales podria ser el llamado fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP) (secrecidn de interleucina 6). Se ha observado que las
células troncales mesenquimales (MSC) provenientes de la médula 6sea de
individuos envejecidos tienen menos capacidad de diferenciacion en células
musculares o de hueso y mayor capacidad en adipocitos. (17). Un ejemplo de los
cambios fisiopatol6gicos asociados con la edad y el envejecimiento de las células
troncales es el caso de los pericitos (células presentes alrededor de los vasos
sanguineos) con la edad tienden a diferenciarse en linajes osteogénicos lo que se
traduce en una mayor propension a generar calcificaciones ectdpicas en las
arterias y valvulas cardiacas (18)

En una segunda seccién se aportd un panorama sobre los diferentes tipos de
reprogramacion nuclear que existen (transferencia nuclear de células somaticas,
fusién celular, reprogramacion in vitro y reprogramacion in vivo), marcando sus
principales caracteristicas y sus diferencias con los mecanismos de
desdiferenciacion, transdiferenciacion y reprogramacion.

En la dltima seccion se desarrolld la reprogramacion in vitro como una alternativa
para inducir el rejuvenecimiento del organismo, junto con las modificaciones
epigenéticas que esto representaria, el reemplazo celular por reprogramacion in
Vivo y las estrategias de antienvejecimiento. Finalmente se dio un panorama sobre
los abordajes relacionados con la investigacion del tema en pequefias especies
(perros y gatos) vy los retos e inconvenientes de su implementacion.



En Medicina Veterinaria de pequefias especies (perros y gatos) se desarrollé en el
2006 por primera vez una linea celular de células ESC a partir de células del
blastocisto canino por Hatoya y col. (19). Sin embargo en el 2008 fueron
reportadas las primeras ESC de perros capaces de producir teratomas (20). Se
inform6 en el 2010 sobre las primeras células iIPSC generadas a partir de
fibroblastos embrionarios por Shimada y col (21). Finalmente se logré la obtencion
de iPSC a partir de fibroblastos y células adiposas de la piel de perros en el 2011
(Lee et al 2011) (22).

La primera reprogramacion nuclear de células somaticas permitio la primera
clonacién canina de un animal llamado Snupy en el 2005 por Lee y col (23); asi
mismo la primera clonacion de un gato se realiz6 en ese mismo afio (Shin et al
2005) (24).

La reprogramacion in vivo en estas especies aun no es una realidad, pero puede
significar un procedimiento de gran ayuda en la medicina veterinaria de pequefias
especies (perros y gatos) si se logran vencer los retos y obstaculos que se prevén
en el camino, como pueden ser falta de presupuesto, falta de interés,
consideraciones éticas y disminucién o control de posibles efectos secundarios.

lll. REVISION SISTEMATICA
PROCEDIMIENTO

Se realiz6é una busqueda de la informacion en dos fuentes: la primera fue 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 se hizo referencia a conceptos generales
sobre el envejecimiento (“Biologia del envejecimiento”), se buscé la informacion
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 fueron: titulo (correspondientes al grado de especializacion del
texto), afio de publicacion, utilizando los mas recientes a los que se pudo acceder
al momento de la elaboracion del trabajo.



Para la segunda parte del trabajo (“Tipos de reprogramacién nuclear y
Reprogramacion in vivo y rejuvenecimiento del organismo”) se utilizaron articulos
indexados especializados en el tema mediante los siguientes buscadores en
internet: Googlee Schoolar, Science Direct y PubMed. Las bases de datos
utilizadas fueron: EBSCO y Ovid. Las palabras claves utilizadas fueron: “stem
cells”, “regenerative veterinary medicine”, “in vivo reprgramming”, “organism
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rejuvenation”, “aging”, “dog”, “cat”.

Se seleccionaron aquellos articulos publicados en revistas indexadas,
preferentemente de entre los afios 2006-2019, ademas de incluir algunos articulos
clasicos por su importancia cientifica e historica.

IV. ANALISIS DE LA INFORMACION

BIOLOGIA DEL ENVEJECIMIENTO

a) TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Definir el envejecimiento no es un asunto sencillo, porque implica muchas
vertientes biolégicas, sin embargo, de manera general puede definirse como la
suma de todas las modificaciones que ocurren en el organismo con el paso del
tiempo y que conllevan a pérdidas funcionales multiples hasta terminar con la
muerte.(25). Puede decirse que el envejecimiento comienza cuando termina el
desarrollo somatico, el envejecimiento se manifiesta en el momento de maxima
vitalidad, alrededor de los 30 afos, para la especie humana. Un concepto
importante que debe considerarse es el envejecimiento diferencial, pues no todos
los individuos envejecen al mismo tiempo (al mismo ritmo) , tampoco lo hacen
todos los organos del mismo individuo (25).

Mientras el envejecimiento puede comenzar en etapas tempranas de la vida, la
senescencia se reserva para las etapas tardias en las que los cambios involutivos
son mas evidentes y conducen en ultima instancia a la muerte.
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La longevidad de una especie es también determinada genéticamente, en el ser
humano es sabido que hay personas hasta con 120 afios de edad en ciertos
lugares como aldeas del Caucaso en Siberia y en lugares andinos del Ecuador
se menciona la existencia de personas que han vivido 130 afios o mas, sin
embargo, no ha podido documentarse adecuadamente la edad real de estas
personas por lo que se debe cifrar en 120 afios la edad maxima del ser humano
(25).

Entre las teorias mas prominentes sobre el envejecimiento se encuentra la de
Harman de 1956 sobre las especies reactivas del oxigeno (radicales de oxigeno
libres) como los agentes responsables de generar los dafios propios del
envejecimiento, del espafiol Jaime Miquel, quién amplid la teoria anterior mediante
la 2da teoria mitocondrial de los radicales libres y el envejecimiento”(26).

Se considera que el envejecimiento es exclusivo de las células post-mitoticas , es
decir propio de los organismos pluricelulares, pero mediante experimentos en
cultivos celulares de pulmoén (neumocitos) Hayflick determiné que las células
aisladas presentaban un nimero determinado de divisiones mitéticas que estaban
determinadas genéticamente, definiéndose asi el llamado “limite de Hayflick”, el
cual menciona que para el ser humano es de alrededor de 80 divisiones mitéticas
después de las cuales la célula ya no puede dividirse y muere por apoptosis (25).
En otras especies como el perro, este nUumero es menor debido a que guarda una
relacion directa con la longevidad de la especie a la que se refiera (25). La base
molecular del limite de Hayflick es la incapacidad de la DNA polimerasa de copiar
por completo la molécula de DNA, de tal forma que en cada divisiébn mitética se
acorta el telémero de los cromosomas hasta llegar al limite de Hayflick, donde el
DNA ya no puede duplicarse, a partir del cual la célulay el organismo comienzan a
envejecer.

Las dos teorias anteriores no son mutuamente excluyentes sino que mas bien
estan entrelazadas, pues cuando se llega al limite de Hayflick al no poderse dividir
la célula empieza a sufrir lo estragos asociados a las especies reactivas de
oxigeno, del mismo modo estos ultimos controlan ademas la accion de la DNA
polimerasa (25).

Por otro lado, existe la teoria de la sefializacidén por insulina, conocida como la via
de la insulina, la cual se basa en la disminucion del factor de crecimiento similar a
la insulina Factor de Crecimiento Tipo Insulina | (IGF-1), también conocido como
somatomedina “C”, el cual es importante para alargar la vida, asi todas las sefales
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que interfieren con la via de sefalizacion de insulina tienen una gran relevancia
con el envejecimiento.

Desde los afios 80°s se ha postulado la teoria del dafio acumulativo del DNA por
las especies reactivas de oxigeno, principalmente de origen mitocondrial, esta
teoria ha tenido amplia aceptacion entre gerontdlogos tradicionales (28). Mediante
restriccion caldrica el proceso de envejecimiento aunque irreversible puede
hacerse mas lento, sin embargo a nivel experimental existen evidencias que
contradicen este modelo, un ejemplo lo constituye un roedor, la rata topo desnuda
que vive en promedio mas de 8 veces (28.3 afios) que su contraparte los roedores
de laboratorio que llegan a vivir entre 3 y 3.5 afios a pesar de mostrar un dafio
oxidativo bastante elevado en sus células, incluso provenientes de animales
jovenes (29), esto demuestra que el dafio acumulativo al DNA no parece ser
relevante en el proceso de envejecimiento en esta especie (30).

Una teoria mas reciente se basa en la idea del “reloj epigenético”, basado en la
reprogramacion de las células somaticas, que sugiere que en los metazoarios, las
caracteristicas del epigenoma son la parte central del envejecimiento, en el que el
grado de metilacion del DNA en las llamadas “islas CpG” (citosinas que forman
dimeros con guaninas en regiones préximas a promotores de los genes) parece
ser un marcador biologico altamente confiable. Stephen Horvath disefi6 un
algoritmo matematico que correlaciona el estado de metilacion del DNA con la
edad (llamado valor beta), esta metilacion se obtiene de 353 CpG’s dentro del
genoma humano y genera un nimero expresado en afos, esta prediccion muestra
un alta correlacién (0.96) con la edad cronoldgica real y un margen de error
calculado en 3.6 afos (31).

El reloj epigenético también es util para explicar algunas patologias como la
enfermedad de Huntington y Parkinson; estd asociado a un envejecimiento
epigenético acelerado, y de manera inversa los individuos muy longevos
presentan una tasa de envejecimiento epigenético mas lenta de lo normal (30)

El modelo epigenético plantea que cuando se engendra un nuevo ser, su reloj
epigenético sufre una regresiéon a “cero”, por los factores de reprogramacion
presentes en el citoplasma del évulo recién fecundado, mientras que el modelo del
dafio al DNA debe considerar la edad de los progenitores ya que aunque sea una
pareja joven cada uno tienen asociado un cierto dafio acumulado en su DNA, por
lo que el cigoto deberia heredar ese dafio genético minimo, que con el paso de las
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generaciones se tendria que amplificar; sin embargo esto no ocurre porque el
nuevo ser presenta un reloj epigenético de cada uno de los cigotos (sin importar a
que generacion pertenezca), se reinicia practicamente a “cero”, de tal forma que
de acuerdo con el modelo del reloj epigenético, en el momento de la fertilizacion
en el cigoto todas las marcas del envejecimiento epigenético se borran por lo que
se restablece su reloj epigenético a “cero” (30)

b) MODIFICACIONES EPIGENETICAS DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Las modificaciones epigenéticas durante el envejecimiento se reflejan en la
remodelacion de la cromatina y modificaciones en las histonas; estos procesos
pueden tomarse entonces como marcadores del envejecimiento.

Todas estas modificaciones epigenéticas de un individuo en un momento dado o
etapa de la vida se conocen como epigenoma. El epigenoma se considera, en los
animales seniles el motor central del envejecimiento, siendo hasta cierto punto un
proceso reversible (32)

Descubrimientos recientes sefialan que el nivel de metilacion del DNA se conoce
como un “reloj epigenético”. La metilacion que es un proceso por el cual se
afladen grupos metilo al DNA reprimiendo la transcripcion génica, siendo esencial
para el desarrollo normal de la célula, ocurre en un conjunto de dinucléetidos de
citosina y guanina (CpG), ubicadas en posiciones precisas a lo largo del genoma,
siendo éste un biomarcador del envejecimiento muy confiable (33).

Stephen Horvath (33) ided un algoritmo matematico que permite predecir la edad
en multiples tejidos u 6rganos, dicho algoritmo se basa en el estado de metilacién
de acuerdo a la edad (estimado a través del llamado valor beta) de 353 CpGs,
localizados en regiones especificas a traves del genoma humano, el cual se basa
en la participacion de una proteina o factor de transcripcion llamado proteina de
unién potenciadora beta EBP (de acuerdo a sus siglas en inglés) en los sitio de
desmetilacién en las 353 CpG”s del cuerpo o tejidos humanos(34). Este algoritmo
genera un numero expresado en afios que corresponde a la edad epigenética del
individuo. En la especie humana se ha obtenido una correlacion del 0.96 de la
edad cronoldgica, con un margen de error de 3.6 afios (35). Este proceso
matematico constituye un excelente biomarcador de la estimacion de la edad y
supera por mucho todos los biomarcadores existentes hasta ahora.
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Se sabe que el reloj epigenético predice con muy alta precision siempre y cuando
el DNA se obtenga de los siguientes tejidos: corteza occipital, colon, epitelio bucal,
células mononucleares de sangre periférica, higado, saliva, tejido adiposo, pulmon
y cuello uterino (35).

La tasa de cambio de la metilacion del DNA en los CpGs de acuerdo a la edad es
muy alta en el ser humano desde el nacimiento y hasta el primer afio de vida,
posteriormente disminuye progresivamente entre 1 y 20 afios de edad, y a partir
de ese momento cambia a una tasa mucho mas lenta (35). Esta tasa (cambio en
la metilacion del ADN) representa la tasa del “tic tac” del reloj epigenético; al
parecer la esperanza de vida estd asociada a la tasa de tics después de los 20
aflos de edad, cuando un ser humano ha alcanzado su madurez y no esta
asociada a la cantidad total de tics del reloj epigenético en general(35).

Al parecer la genética determina de manera principal la tasa de envejecimiento
epigenético, de tal manera que es mucho mas lenta en los individuos centenarios
y sus descendientes(36).

El reloj epigenético es un predictor preciso de la edad cronolégica cuando se trata
de un envejecimiento normal, ya que en condiciones patolégicas como en la
enfermedad de Huntington y Parkinson presentan un envejecimiento epigenético
acelerado, y en estos casos el valor que se obtiene representa solo la edad
biolégica mas que la cronoldgica (37,38).

En las células jovenes existe un estado relativamente alto de represion de
expresion genética, en parte la metilaciéon del DNA, particularmente a nivel de los
promotores de los genes y también una relativa metilacion de las histona H3
(trimetilacion en la lisina 27 y en la lisina 9) y H4 (trimetilada en la lisina 20), estas
modificaciones covalentes en las histonas estan estrechamente asociados con la
represion de la cromatina. Se ha documentado, que de manera contraria las
células que envejecen, cambian sutiimente sus patrones de metilacion ya que
experimentan una hipometilacién global lo que se traduce en una progresiva
desrrepresién de la actividad transcripcional, sin embargo ocurre también una
hipermetilacion progresiva de un grupo selectivo de genes que potencialmente
permaneceran silenciados de manera permanente, algunos de estos genes
corresponden a genes supresores de tumores y a oncogenes por lo que la pérdida
en el primer caso, o ganancia en el segundo se ha relacionado con el desarrollo
del cancer (39). Los factores que influyen en los procesos de metilacion tanto del
DNA como de las histonas son multiples y complejos, algunos de ellos influidos
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por el medio ambiente e incluso el estado metabdlico, se sabe que algunos
metabolitos como son la CoA y la S-adenosil metionina proporcionan grupos
acetilos a las lisinas acetiltransferasas en el primer caso, o grupos metilos
utilizados por lisina metiltransferasa para favorecer la acetilacion o metilacion de
las lisinas de histonas como reguladores epigenéticos influidos por el estado
nutricional y metabdlico del individuo (40).

Debido a que las modificaciones epigenéticas corresponden a la formacién de
enlaces covalentes en el DNA o las histonas, pero no intervienen en la secuencia
de nucledtidos del DNA (no se consideran cambios genéticos), es posible que
estos mecanismos sean reversibles y favorezcan la reprogramacion epigenética,
de tal manera que es factible que un ratén de dos meses (41) o un ser humano
con una edad cronoldgica de 30 afios (33) puedan reprogramar sus células
somaticas mediante la generacion de iPSCs (células troncales pluripotenciales
inducidas) utilizando para ello los factores de Yamanaca, revirtiendo su edad
epigenética a cero meses o afios respectivamente con lo que pueden comportarse
como células embrionarias.

Yamanaka y Takahasi supusieron que los factores de transcripcién que tienen una
funcion muy relevante en el mantenimiento del estado pluripotente en las ESC
podrian inducir o reprogramar a un estado de pluripotencia a células somaticas
completamente diferenciadas. Inicialmente seleccionaron 24 factores o genes
como candidatos y posteriormente mediante un ingenioso experimento en el que
se utilizaron ratones transgénicos con una construccion genética en el que se
introdujo un gen de seleccion de resistencia al antibiético neomicina (G418)
insertado por recombinacién homologa en un sitio (locus) del gen Fbx 15, este gen
tenia la caracteristica de activarse de manera exclusiva en células pluripotentes,
por lo que el resto de las células del raton eran sensibles al antibiotico. Se forzo la
expresion de los 24 genes candidatos en células diferenciadas provenientes de
estos ratones transgénicos y se identificO qué genes mostraban o inducian la
activacion del promotor de FBx 15 identificando estas células mediante la
resistencia al antibiético (G418), esta activacion conllevaba la activacién de genes
de pluripotencia. Como resultado de estos experimentos se identificaron 4 genes o
factores Oct4 y Sox2 que se sabia que contribuian a mantener la pluripotencia en
células embrionarias y en ESC, también c-Myc y KIf4 responsables de mantener el
fenotipo pluripotente en ESC, ademas de una proliferacion rapida. Posteriormente
mediante el empleo de retrovirus que se utilizaron como vectores se introdujeron y
se indujo la expresion forzada de estos 4 genes en fibroblastos de la cola de
ratones, posteriormente a las células resultantes se les llamo células pluripotentes
inducidas o iPS y a estos 4 genes maestros se les denomindé como los factores de
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“Yamanaka”. Las iPS presentaron fenotipo de crecimiento y una morfologia muy
similar al de las ESC, se realizaron varias pruebas de pluripotencia como la
formacién de teratomas, cuerpos embrioides, pero no se pudieron obtener
animales quimera en este experimento pionero (38-40)

Todo esto posibilitaria a ser realidad el rejuvenecimiento de un gran nimero de
células del organismo.

c) CELULAS TRONCALES Y ENVEJECIMIENTO

Existen dos caracteristicas biolégicas muy importantes que caracterizan al
envejecimiento tisular: El incremento en el numero de células seniles y la
disminucién en la capacidad de regeneracion tisular debido a la pérdida de
proliferacion de las células troncales(42).

Adicionalmente el grado de envejecimiento de un tejido se puede atribuir a la
disfuncion de las células troncales, por lo que la degeneracién de los diferentes
tejidos y 6rganos puede diferir entre si, debido al dafio en sus células troncales
residentes, ya que debe existir un equilibrio entre la autorrenovacion y la
diferenciacion de las células troncales. La pérdida de esta homeostasis o equilibrio
puede conducir a la formaciéon de tumores (proliferacion excesiva de células
troncales o progenitoras), o bien a la degeneracién tisular (ocasionada por la
disminucién de las células troncales). Se ha propuesto que el envejecimiento
tisular surgié como una alteracién al mecanismo de supresion tumoral, en el que la
actividad supresora reduce también el funcionamiento normal de las células
troncales en etapas avanzadas de la vida, reduciendo la formacion de tumores,
pero ademas disminuyendo la capacidad regenerativa tisular (43).

En el caso de las células troncales hematopoyéticas (HSC) murinas de animales
seniles, hay una disminucién en su funcién hematopoyética, a pesar de que existe
un aumento en el niumero total de ellas con diferentes fenotipos, La alteracion mas
evidente se refiere a la tendencia a diferenciarse en el linaje mieloide en lugar del
linfoide(44). Aunque la causa de esto se desconoce se ha sugerido que se
incrementa el porcentaje de células progenitoras mieloides con la edad a
expensas de las células progenitoras linfoides, por lo que la diferenciaciéon
mieloide parece proliferar mejor y acumularse en la medula 0sea de individuos
seniles (45).
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Como se ha mencionado anteriormente, se ha sugerido que los niveles de
metilacion del DNA en los diferentes tejidos puede ser un marcador adecuado de
la edad molecular de las células de origen, particularmente la hipermetilacion
preferencial en las islas CpG, sin embargo las células troncales embrionarias
(ESC) y las iPSCs no parecen aumentar los niveles de metilaciéon del DNA en
estas mismas islas, independientemente del nimero de replicaciones del DNA que
lleven a cabo en sus respectivas poblaciones. De acuerdo a la hipotesis de Horvat
(33), la reprogramacion epigenética en las células iPSCs puede restablecer el
“reloj epigenético” a cero, con lo que la reversion de las modificaciones
epigenéticas de las células envejecidas podrian también revertir los cambios
propios de la edad. En experimentos en los que se generaron animales quimera
producidos por la inyeccion de iPSCs en embriones en la etapa de blastocisto y su
posterior implantacion en hembras pseudo-gestantes, se observé que la
distribucion de los linajes hematopoyéticos derivados del iPSCs fue muy similar a
los derivados de las células del blastocisto original. Se podria esperar que las HSC
derivadas de las iPCSs mostraran caracteristicas mas “juveniles” de lo que se
observd, por lo tanto no es posible que las modificaciones epigenéticas o el
acumulo de DNA dafado pueda ser la causa significativa del proceso de
envejecimiento. Este dilema podria resolverse si se pudieran generar IPSCs a
partir de HSC verdaderamente envejecidas(45).

Otro tipo de células troncales estudiadas durante el envejecimiento son las MSC.
De acuerdo a diversos estudios se sugiere que la funcionalidad de las MSC
cambia con la edad del donante, de tal manera que en animales viejos se reduce
la diferenciacion a hueso (osteogénica) o a musculo (miogénica), pero se
incrementa la del tejido adiposo (adipogénica) (46).

Estas alteraciones en la capacidad de diferenciacion de las MSC parecen
depender de su localizacion anatomica, por lo que en la medula Osea se
disminuye la diferenciacion de MSC a osteoblastos y se favorece la de adipositos;
en cambio en las MSC presentes en los vasos sanguineos (también conocidos
como pericitos) existe una propension creciente a diferenciarse en células dseas
gue puedan contribuir a la calcificacion ectépica de las valvulas cardiacas y las
arterias (47).

En la progeria “enfermedad de Hutchinson-Gilford” existe una mutacién de la
lamina A, que es un componente fibrilar que mantiene firme la estructura del
nacleo celular y participa en la organizacion de la cromatina, presentandose una
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degeneracion extensa de los tejidos de origen mesenquimal, lo que sugiere que
esta mutacion tiene un impacto relevante en la funcién de mas MSC, también se
sabe que la expresion ectdpica de lamina A y su homélogo de maduracion
alternativa, la progeria, induce disfunciones de la MSC, de manera similar a las
presentes en células MSC de pacientes con progeria. Las modificaciones en la
maduracion alternativa de varios genes, incluido la lamina A, ocurren a medida
qgue los teldmeros se acortan y las células se aproximan a la etapa senil, por lo
qgue los bajos niveles de progeria puedan acumularse durante el envejecimiento
normal, y reflejen simplemente la presencia de pequefias cantidades de células
seniles presentes en el organismo. Aunque no se sabe la causa entre la longitud
de los telémeros (o la actividad de la telomerasa) y los cambios de la maduracion
alternativa, podria esperarse que el mantenimiento de las longitudes de los
teldmeros en las MSC (ya que la telomerasa es activa en las MSC aunque solo en
forma transitoria), reduzca el impacto de la progeria en el deterioro funcional de
estas células. De tal manera que la reprogramacion de las células somaticas hacia
un estado pluripotente pudiera revertir o restablecer los niveles de expresion de la
progeria a un estado similar al de los tejidos juveniles(48).

Se han hecho experimentos que muestran que las MSC pueden acumular dafio en
su DNA, cuando son colocadas en medio de cultivo por largo tiempo, esto podria
explicar las modificaciones en su capacidad de diferenciacion (incremento de la
adipogénesis), sin embargo hay poca evidencia experimental sobre el hecho de
que esta acumulaciéon de dafios en el DNA pueda tener un efecto significativo in
vivo (49-51).

Algunos datos experimentales sugieren que las células troncales pueden volver a
adquirir ciertas capacidades juveniles para regenerar algunos tejidos mediante
cambios en su micro-ambiente. En el caso particular de las células satélite, que
son ceélulas troncales somaticas propias del musculo estriado esquelético que
residen debajo de la lamina basal de las fibro-células.

Con la edad ocurre una disminucién de la masa y fuerza muscular conocida con el
nombre de sarcopenia que puede deberse a una disminucion en el funcionamiento
de las células satélite (52).

Cuando existe un dafio muscular se produce una respuesta inflamatoria que
estimula la proliferacion y migracion de las células satélite al sitio del dafio, al
proliferar y diferenciarse se obtienen miocitos maduros que se fusionan para llevar
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a cabo la reparacion. Este proceso de diferenciacion puede controlarse mediante
la administracion de 5-azacitidina ya que puede aumentar los niveles de metilacion
del DNA permitiendo la expresion del gen de miogenina. Una demostracion de
rejuvenecimiento funcional proviene de experimentos de parabiosis heterocromica
(unién quirdrgica del sistema circulatorio de animales jovenes y viejos), esto
implica que factores presentes en la sangre periférica de los animales jovenes
puede restaurar a niveles similares a las células satélite de los animales seniles.
Estos datos sugieren que la funcion disminuida de las células satélite puede no
deberse a errores irreversibles como el dafio al DNA, si no a cambios epigenéticos
reversibles (53,54).

Los efectos del micro-ambiente sobre la funcion de las células troncales puede
tener una explicacién alternativa a través del llamado “fenotipo secretor asociado a
la senecencia” que se debe a la acumulacién progresiva de células seniles dentro
de un tejido, lo que provoca modificaciones del micro-ambiente mediante la
secrecion de algunos factores como es el caso de la interleucina-6; en este caso
son dos los factores involucrados, la acumulacion de células senescentes y el
impacto en la progresion de un fenotipo senil que se refleja en secreciones
senescentes, existen datos que sefialan que la eliminacién de células envejecidas
puede prevenir o por lo menos retrasar la disfuncién tisular (55).

Algunos trabajos han permitido observar que la acumulacion de dafio en el DNA, o
bien la acumulacion de mutaciones en el DNA mitocondrial puede ser un factor
importante en las células seniles. En el primer caso se ha observado un aumento
gradual y significativo en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), los
cuales puedan provocar las mutaciones en el DNA, esto se ha observado cuando
se determinan niveles crecientes de ROS en cultivos en serie; la acumulacion
aparente de dafios en el DNA podria probablemente reflejarse en la reduccion del
telomero de acuerdo con la edad, sin embargo en ratones knockout las
telomerasas se acortan mas rapido que su contra parte normal. No obstante en la
tercera generacion los animales muestran telémeros criticamente cortos en células
HSC, y se ha relacionado con un envejecimiento hematopoyético prematuro (56).
En cuanto a la acumulacion de mutaciones en el DNA mitocondrial, existen
experimentos en ratones en los que llevan a cabo una correccion de la DNAmt
polimerasa (DNApolimerasa mitocondrial ) defectuosa y muestran algunas
caracteristicas de envejecimiento prematuro en HSC, sin embargo esto solamente
parece restringir la capacidad de diferenciacion de algunos tipos celulares, por lo
que una funcion mitocondrial intacta es necesaria para una adecuada
diferenciacion en algunos tipos de células progenitoras, del mismo modo se ha
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argumentado que las mutaciones del DNA mitocondrial por si mismas son un
factor principal de las células troncales sométicas (57).

Durante el envejecimiento también se ha observado un cambio en la polaridad de
las HSC que se refiere al hecho de que alguno o todos los organelos se
distribuyen asimétricamente; en diversos estudios se sugiere que la polaridad de
las HSC regula la division de las células troncales incidiendo en las divisiones
celulares para que estas sean simétricas 0 asimétricas, las células asimétricas
muestran una disminucion funcional de HSC durante el envejecimiento y puede
estar relacionado con una expresion elevada de Cdc42 que parece inducir un tipo
de envejecimiento prematuro en ratones: la inhibicién farmacoldgica de Cdc42
parece rejuvenecer la funcion de las HSC, ademés de restaurar algunos factores
epigenéticos como la distribucién espacial de la acetilacion de la histona H4
(58,59)

TIPOS DE REPROGRAMACION NUCLEAR

a) DESDIFERENCIACION, TRANSDIFERENCIACION Y
REPROGRAMACION

De acuerdo al pasaje epigenético de Waddington (1957)(1), el proceso de
diferenciacion o especializacion es irreversible y unidireccional, sin embargo, a la
luz de los dultimos descubrimientos ahora se sabe que puede ocurrir la
desdiferenciacion en la que una célula con aparente diferenciacion terminal puede
transformarse fenotipicamente en una célula menos especializada, como se dio el
caso de células progenitoras, pudiendo entonces diferenciarse en otro tipo celular
distinto al original (60). Por ejemplo la conversion de células pancreaticas en
células hepaticas que expresan un gran namero de enzimas propias de las células
hepaticas adultas. También se ha logrado la conversion de células hepaticas en
células pancreaticas endocrinas productoras de glucagon, insulina y polipéptido
pancreatico a partir de células ovoides o células troncales propias del higado (61).

La transdiferenciacién se refiere a la transformacion celular de manera directa (sin
desdiferenciarse) en otro tipo celular distinto al original, por lo que no se
observaran células precursoras ni progenitoras de manera intermediaria (61).
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Una de las primeras observaciones de que la transdiferenciacion era factible fue
realizada en 1987 por Davis et al (65), en donde se demostré que fibroblastos
embrionarios de ratdén se podian transformar en mioblastos mediante la expresion
forzada de un regulador maestro del musculo estriado esquelético denominado
MyoD. Posteriormente se han logrado otros procesos de transdiferenciacion de
neuronas (64-66), de células hematopoyéticas (62-69), hepatocitos (68) y células
endoteliales (70).

La reprogramacioén consiste en la transformacion de células completamente
diferenciadas en células troncales pluripotenciales capaces de originar los 220
tipos celulares del organismo; equivalentes al de células troncales embrionarias.
La reprogramacion requierede modicicaciones epigenéticas profundas; su
conocimiento ha sido uno de los logros en el campo de las células troncales y
medicina regenerativa. Figura 1.
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Reprogramming: Future Directions in Regenerative Medicine Semin Reprod Med
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Otro concepto importante es el de plasticidad, en el cual ocurre una
transdifereciacion en un linaje celular no esperado, es decir en un linaje distinto al
que corresponderia por su estirpe embrionaria; como es el caso de células del
mesodermo (MSC), al tejido nervioso, o bien de células del mesodermo a células
del endodermo (63).
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b) TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS (SCNT)

La reprogramacion mediante transferencia nuclear constituye una de las
principales lineas de investigacion en cuanto a las células troncales. En el afio
1962 el investigador John Gurdon realiz6 un ensayo en el cual reportd el
desarrollo de renacuajos a partir de huevos no fertilizados a los cuales se les
inserto un nacleo de células intestinales de ranas adultas (2).

La transferencia nuclear de células soméaticas (SCNT) es conocida como
“clonacion” y se refiere a transferir el nucleo tomado a partir de una célula
somatica dentro de un ovocito enucleado y sin fertilizar, después de lo cual el
medio ambiente citoplasmético del ovocito es capaz de reprogramar al nucleo
transferido y posteriormente activar el desarrollo embrionario. De tal manera que el
citoplasma del ovocito tiene las instrucciones necesarias para dirigir la expresion
genética del nucleo, pudiendo reprogramarse y comportarse como el nicleo de un
ovocito recién fecundado y no como el nucleo de una célula somética diferenciada
(64).

La generacion de animales por SCNT ha demostrado que puede modificarse el
estado epigenético de células somaticas, incluyendo aquellas que estan
terminalmente diferenciadas, por lo que pueden ser reprogramadas a un estado
embrionario capaz de dirigir todo el desarrollo de un nuevo organismo. Dentro de
los elementos fundamentales que hacen posible la reprogramacién nuclear se
encuentran diversos factores de transcripcidon que se conocen como “factores de
reprogramacion” presentes en el citoplasma del ovocito, y que son capaces de
transformar el epigenoma de una célula somatica en una célula embrionaria (65)

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 demostré 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 ndcleos de las células somaticas (66)

c) FUSION CELULAR

La reprogramacion del nucleo de células somaticas a un estado indiferenciado
puede demostrarse mediante la formacion de hibridos producidos por la fusién de
células embrionarias con células somaticas. Otros hibridos pueden ser entre
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células somaticas y células del carcinoma embrionario, o bien con células
germinales embrionarias o células troncales embrionarias; estas fusiones celulares
demuestran que el fenotipo pluripotente es dominante en los productos de fusion,
es decir, el nucleo diferenciado se reprograma a un estado pluripotente
ocasionado por los factores de reprogramacion presentes en el citoplasma de la
célula mas indiferenciada (célula pluripotente) (65).

d) REPROGRAMACION IN VITRO: CELULAS TRONCALES
PLURIPOTENCIALES INDUCIDAS (iPS)

Las ESC derivadas de la masa celular interna del blastocisto son consideradas
células pluripotentes debido a que tienen la capacidad de diferenciarse en
cualquier linaje celular proveniente de las tres hojas blastodérmicas (ectodermo,
mesodermo y endodermo), es decir, pueden originar cualquiera de los 220
diferentes tipos celulares que constituyen un mamifero. El inconveniente de las
ESC consiste en que debe destruirse al embrion para poderlas obtener, lo cual
tiene implicaciones éticas muy relevantes (4)

En consecuencia, se invirti6 mucho esfuerzo en la investigacion con el objetivo de
generar células humanas pluripotentes a partir 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 (2006). Este estudio en particular fue un gran estimulo para la
investigacion con células troncales (4)

Takahashi y Yamanaka reprogramaron los fibroblastos embrionarios de ratén
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 una alta eficacia de reprogramacion. Sin
embargo con el uso de estos vectores y los factores de reprogramacion surgioé una
cuestidon 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
la insercibn de oncogenes como c-Myc aumenta el riesgo de formacion de
tumores (5).
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En 2007 Takahashi también realizé un estudio pero esta vez en humanos con lo
cual la visién y el futuro de este tipo de células cambié por completo (67), Ya que
este estudio demostré la posibilidad de obtener células pluripotentes de origen
humano, sin la necesidad de destruir un embridn, ni realizar la clonacion
terapéutica dos ‘planteamientos muy cuestionables desde el punto de vista ético.

Posteriormente se procedid a realizar ensayos de obtencion de iPSC mas seguras
utilizando métodos modificados como transposon piggyBac, adenovirus, virus
sendai, plasmidos, vectores episomicos y vectores minicirculos, sin embargo se
observo que la eficiencia de la reprogramacién se reduce significativamente y lleva
mas tiempo reactivar los marcadores de pluripotencia claves para lograr una
reprogramacion completa (5).

Hasta la fecha se han identificado al menos seis estrategias para producir células
iPSC: retrovirus, lentivirus, adenovirus, transfeccion de plasmidos, transposon y
proteina recombinante (68).

Las iPSC desde el punto de vista de la medicina regenerativa pueden resolver el
problema de la bioética (ya que no es necesario destruir ningin embrién para
obtener las células), y la disponibilidad de células para la terapia es ilimitada. A
pesar de lo anterior, existe la desventaja del método de obtencién de iPSC pues
en forma convencional se han utilizado vectores retrovirales que son
potencialmente mutagenicos ya que al insertarse los genes puede resultar en el
desarrollo de tumores por la posible inactivacién de genes supresores de estos, 0
bien la activacibn de genes de proliferacion celular. Cuando se integran varias
copias de genes de reprogramacion, se reduce la probabilidad de un
silenciamiento aleatorio y se incrementa a su vez la posibilidad de mantener una
expresion estable de los transgenes oncogénicos como c-Myc y KFL4 (69).

REPROGRAMACION IN VIVO Y REJUVENECIMIENTO DEL ORGANISMO

a) CONCEPTO DE REJUVENECIMIENTO DEL ORGANISMO

El ser humano, desde épocas inmemoriales, ha tenido el anhelo de la eterna
juventud o la inmortalidad, que se materializd entre los alquimistas de la Edad
Media a través de la mezcla de diversos compuestos hasta encontrar una pocima
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misteriosa, el “elixir de la eterna juventud” (el “elixir de la vida”) que en teoria era
capaz de conferir una juventud indefinida a quienes la bebieran. Actualmente la
ciencia ha encontrado un mecanismo que puede proporcionar rejuvenecimiento al
organismo, este procedimiento es la reprogramacion in vivo, sin embargo, como
muchos avances tecnoldgicos, esta metodologia que reprograma el ndcleo de las
células somaticas no esta exenta de riesgos, como favorecer el desarrollo del
cancer o incluso la induccion a la senescencia (70).

El envejecimiento es un proceso complejo en el que varios mecanismos
convergen para generar una acumulacion de dafio a nivel subcelular, celular e
intercelular, ademas de diversos cambios perjudiciales que se relacionan
directamente con la edad del individuo, todo este conjunto de mecanismos y
cambios representan el llamado deleterioma o alteraciones deletéreas para el
organismo, el cual se incrementa en la medida en que avanza la edad. (71). El
factor que parece determinar la edad biologica de un organismo es el incremento
en el deleterioma. El deleterioma representa el fenotipo propio del envejecimiento.

La definicion de rejuvenecimiento, por otro lado, ha sido motivo de controversia,
algunos investigadores lo definen como el tratamiento de algunos fenotipo propios
del envejecimiento, otros se refieren al conjunto de intervenciones que tienen
como objetivo retrasar el proceso de envejecimiento, sin embargo la definicién
mas adecuada se refiere a los procedimientos o medios para poder trasladar a un
organismo de un estado antiguo o senescente a un estado mas joven, desde este
punto de vista, Unicamente el proceso de reprogramacién nuclear in vivo ha
logrado revertir las células ya diferenciadas a un estado embrionario (o
indiferenciado), comparado con otras intervenciones o procedimientos en los que
no se logra este propdsito como son: la restriccidn calérica, la parabiosis
heterocrémica, administracion de rapamicina (un inhibidor de la enzima mTOR un
sensor celular que regula la sintesis proteica y los niveles nutrimentales y que
incrementa el promedio de vida de los ratones) y administracion de los llamados
senoliticos (72). .

En el organismo existen algunas partes incapaces de reprogramacion y
rejuvenecimiento como son: el tejido muscular cardiaco y estriado esquelético, el
tejido nervioso y el cristalino del ojo, Muchas preguntas y retos quedan por
resolverse antes de poder implementar una tecnologia tan novedosa como
desconocida (73).
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La reprogramacion in vivo se perfila como un asunto cientifico prioritario en
medicina regenerativa para incrementar el llamado “periodo de salud”, el tiempo
que un individuo es capaz de mantener su homeostasis, considerando que la
esperanza de vida del ser humano se ha incrementado al doble en tan s6lo 200
afos, lo que se ha traducido en el incremento exponencial de la poblacién de edad
avanzada. La vejez conlleva al desarrrollo de procesos degenerativos,
imposibilitacion y limitaciones fisicas, ademas de una mayor predisposicion a
diversas enfermedades entre ellas el cancer. A nivel celular y tisular la
senescencia comprende el dafio al ADN, acortamiento de los telémeros,
acumulacion de agregados téxicos, produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y una serie de modificaciones epigenéticas de la cromatina. Todas estas
modificaciones celulares y tisulares se traducen en un deterioro fisioldgico general
0 sistémico que desencadena la muerte después de descender por debajo de un
nivel critico para el mantenimiento de la vida. Sin embargo, las alteraciones
epigenéticas son por definicidon reversibles ya que no implican alteraciones en la
secuencia de nucleotidos del ADN.

b) EPIGENETICA DE LA REPROGRAMACION

Con el envejecimiento los patrones epigenéticos de las células se modifican, lo
que conduce a una pregunta crucial ¢estas modificaciones representan la base
bioldgica del envejecimiento?

Para tratar de responder esta pregunta se han empleado algunos modelos
animales muy interesantes como es el caso de la abeja (Apis mellifera) pues las
abejas reinas viven mucho mas tiempo que las obreras a pesar de compartir el
mismo genoma. Si se analiza el epigenoma de cada una, se observa que el patron
de metilacion de DAN es distinto, si a las larvas de abejas obreras se les trata con
RNAIip dirigido a inhibir la accion de una metiltransferasa (Dnmt3), esto
conduciria a generar el fenotipo de la abeja reina (Kucharski, Maleszka, Foret,
&Maleszka, 2008), este procedimiento exdgeno en realidad trata de imitar el
proceso natural, ya que las larvas de abejas reina se alimentan con grandes
cantidades de jalea real que reduce la actividad de la metiltranferasa Dnmt3, por lo
gue este control epigenético parece ser clave en el proceso que determina la
longevidad de la reina.

Ademas de la metilacion del DNA existen otras “huellas” epigenéticas que deja el
envejecimiento como son: la modificacion de las histonas y la remodelacion de la
cromatina (72). Un rasgo comparativo sobresaliente es el hecho de que en los
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fibroblastos de un individuo de mas de 90 afios de edad disminuye la sintesis de
las histonas H3 y H4 hasta en un 50% si se comparan con la biosintesis de un
nifio de menos de dos lustros de edad (75). Se ha propuesto que la reduccion de
las histonas y chaperonas es el resultado de un ineficiente control de
remodelacion de la cromatina generado por una respuesta al dafio del DNA
producido a su vez por el acortamiento del telomero (72). Las células senescentes
se caracterizan por presentar cambios en la remodelacion de la cromatina de los
telomeros y descondensacion de la cromatina en las porciones del centromero
(76).

Se han estudiado cepas endogamicas de ratones con trasplante de glandula
pineal de animales jévenes a viejos en los que se ha logrado un incremento de su
expectativa de vida en un 20% (73).

A pesar de lo anterior quedan varias puntos medulares sin resolver como son: no
estd bien establecida la relacion causa-efecto entre la epigenética y el
envejecimiento, de tal modo que los marcadores epigenéticos puedan ser también
impulsores del envejecimiento; también debe conocerse si la longevidad es
afectada directamente por una modificacion epigenética, no esta esclarecido si
debe atribuirse a la maquinaria epigenética por si sola o por cambios que
corresponden a la expresion génica (72).

c) ENVEJECIMIENTO IRREVERSIBLE

No todos los érganos dentro del organismo envejecen de la misma manera, tal es
el caso de las neuronas que se diferencian de manera completa en etapas del
desarrollo embrionario, de manera similar el caso de los cardiomiocitos, los
miocitos estriados esqueléticos y las células del cristalino del ojo, asi como los
dientes de un adulto, de tal manera que cuando hablamos de rejuvenecimiento
por reprogramacion nuclear, esta no ocurre en los elementos irreversiblemente
envejecidos a lo largo de la vida, aunado a esto existen pérdidas de células
irremplazables, por lo que el dafio acumulado en estos tipos celulares hacen
pensar que al envejecer, el organismo entero también lo hace, por lo que el
envejecimiento deberia ser considerado irreversible a pesar de que algunos
elementos celulares reinicien a “cero” su reloj biologico, otros al ser irremplazables
envejecen al organismo irremediablemente (30).
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d) REJUVENECIMIENTO DEL ORGANISMO

La utilizacion clinica de las iPSCs tiene diversas desventajas y retos como son: la
baja eficiencia de derivacion de iPSCs del paciente, mutaciones genéticas que se
inducen durante el cultivo celular in vitro, se requiere un largo tiempo para poder
diferenciar las iPSCs, en diferenciarlas en las células deseadas para el paciente,
posible rechazo inmune (a pesar de ser un trasplante autélogo) y transformacion
neoplasica de las células transplantadas; mediante la reprogramacion in vivo se
pueden superar algunos de estos inconvenientes como son las alteraciones
genéticas (que se generan en los cultivos in vitro a largo plazo) y el rechazo
inmune después del transplante (77). Ademas también evita el desarrollo del
cancer relacionado con el proceso de desdiferenciacion ya que el proceso de
reprogramacion in vivo es directo.

Existen reportes que sefialan que las células reprogramadas in vivo presentan
caracteristicas celulares mas maduras en comparacion con las células
reprogramadas in vitro.

La reprogramacion in vivo ha logrado transformar fibroblastos en miocitos
cardiacos que disminuyeron el area del infarto inducido y atenuaron la disfuncién
cardiaca posteriormente a la ligadura coronaria experimental, también las células
exocrinas del pancreas en células B de los islotes, también se ha logrado la
reprogramacion directa in vitro de células gliales (sumamente abundantes) en
neuronas que se han tratado de emplear en lesiones cerebrales o de la médula
espinal, del mismo modo en el higado la reprogramacion in vivo logro reducir la
activacion de miofibroblastos hepaticos con lo que se redujo la sintesis de
colagena vy la cirrosis, por lo que aparentemente tiene un potencial terapéutico

para el tratamiento de enfermedades hepaticas cronicas (77).

La aplicacion in vitro de los factores de Yamanaka (OSKM) ha logrado la
adquisicion de pluripotencia con que se eliminan diversos marcadores del
envejecimiento del organismo. La induccion de OSKM a corto tiempo (durante 2
dias) alarga la vida util de los ratones en un modelo de progeria y mejora el
fenotipo celular asociado al envejecimiento y en animales envejecidos de manera
natural, mejord la expansion celular de células B en una lesion pancreatica,
ademas de la regeneracion del musculo estriado esquelético lesionado
previamente. Cabe mencionar que la parabiosis heterocronica (unién de la
circulacion sanguinea sistémica entre un animal joven y uno viejo) describen
también el rejuvenecimiento tisular y la prolongacion de la esperanza de vida en
ratones con el modelo de progeria como envejecimiento natural (78).Un riesgo
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muy importante que debe tomarse en cuenta es que el proceso de reprogramacion
in vivo hacia la pluripotencia comparte diversas propiedades con el desarrollo de
las ceélulas cancerosas, de tal forma que la terminacion prematura de la
reprogramacion in vivo puede incrementar el riesgo de la carcinogénesis o dar
lugar al desarrollo de teratomas, la induccién de OSKM por 7 dias caus6 canceres
(independientes de OSKM) que consistieron en células displasicas e
indiferenciadas en diversos érganos, las células cancerosas mostraron pérdida de
su identidad celular inicial u original y caracteristicas génicas asociadas a la
pluripotencia (77) . La expresion in vivo de OSKM también induce de manera
simultanea senescencia celular, lo que refleja la complejidad inherente del proceso
de reprogramacion in vivo.

e) REEMPLAZO CELULAR POR REPROGRAMACION IN VIVO

De manera clasica la medicina regenerativa esta basada en terapias de remplazo
celular mediante el transplante para poder suplir diversas disfunciones derivadas
de la muerte de un grupo de células o bien su deterioro fisioldgico o patoldgico.
Las células introducidas pueden modificarse ex vivo, a nivel celular o molecular
para hacerlas mas eficientes (79). La terapia celular es un area de la medicina
regenerativa en la que las células troncales tienen un papel preponderante, sin
embargo presenta diversos inconvenientes que limitan su utilizacion.

Desde el descubrimiento de las células troncales en 1961 por Till y Mc Culloch
(79), se visualizé la posibilidad de trasplantar células troncales de la médula ésea
para poder corregir diversas patologias hematopoyéticas a partir de la HSC, en la
actualidad este descubrimiento ha podido salvar millones de vidas en todo el
mundo pues este concepto se ha realizado con bastante éxito para diversas
enfermedades hematopoyéticas en las que se ha podido llevar al plano clinico,
pero no ha dado buenos resultados en otros campos, en buena medida por
problemas de inmuno incompatibilidad (68,80).

En el campo del envejecimiento el descubrimiento de las iPSC por Yamanaka en
el 2006 hizo pensar a los cientificos en la generacion de células funcionales
rejuvenecidas in vitro para realizar terapias de reemplazo de manera autdloga de
practicamente cualquier célula del organismo. Después del descubrimiento de las
IPSC se penso en la capacidad de poder rejuvenecer todos los tipos de células
somaticas in vitro, que fueran totalmente funcionales y poder hacer terapias a
base de reemplazos celulares autélogos, tomando una pequeiia biopsia de células
del paciente senil, transformarlas primeramente en iPSC y una vez rejuvenecidas

29



se diferenciaban en las células requeridas por el paciente, sin embargo como ya
se ha mencionado las IPSC presentan diversas dificultades como son:
diferenciacion incompleta, posible reactivacion de los transgenes, mutaciones
adquiridas en el proceso de reprogramacion, inestabilidad genética y cancer (81).
Por tanto, en el trasplante de células derivadas de iPSC se podia observar una
heterogeneidad celular y  funcionalidad inmadura, ademas del riesgo de
‘contaminacion” con células no completamente diferenciadas o células con
mutaciones acumuladas, es decir con inestabilidad genética que las hacia
proclives a desarrollar tumores.

Aunado a lo anterior el procedimiento de trasplante celular presenta obstaculos
como son la preparacion in vitro y retencion del injerto, ademas de la posible
invasividad del procedimiento quirargico del injerto (82).

La estrategia de trasplante celular podria entonces ser sustituida por un
procedimiento de reprogramacion in vivo para lograr que las células residentes en
los diferentes 6rganos y tejidos del cuerpo rejuvenezcan y sean funcionales. Sin
embargo esta reprogramacioén a un estado celular pluripotente conlleva el riesgo
de generar tumores, por lo que la estrategia de inducir una transdiferenciaciéon
para evitar que las células se desdiferencien no debe sustituirse y asi evitar el
estado pluripotente (83).

Una de las primeras evidencias de que la transdiferenciacion era posible fue
realizada por Davis et. al. en 1987 (84) quienes pudieron reprogramar in vitro
fibroblastos en mioblastos mediante la expresién forzada de MyoD un gen maestro
propio del masculo esquelético.

La transdiferenciacion es mas facil de lograrse en células juveniles o cercanas al
desarrollo (85) es decir entre tejidos de la misma hoja blastodérmica, pero también
se ha reportado entre células distantes del desarrollo, entre diferentes hojas
blastodémicas, como es la conversion de fibroblastos (mesodermo) a hepatocitos
(endodermo) (86), o bien de fibroblastos (mesodermo) a neuronas (ectodermo)
(87).

La transdiferencicion in vivo ha sido también reportada por diversos autores y
tejidos (61,81).
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Como una alternativa al trasplante celular en 6rganos se puede inducir la
transdiferenciacion in vivo para tratar de repoblar células perdidas durante el
proceso de envejecimiento, lo que contribuiria a tratar de complementar las
capacidades regenerativas intrinsecas de cada 6rgano o tejido. Los 6rganos con
bajo potencial regenerativo desafortunadamente son vitales y comprenden al
pulmaén, rildn, cerebro, médula espinal y corazén (88), por lo que no es casualidad
que los principales esfuerzos de estos mecanismos de reprogramacion estén
dirigidos a éstos organos.

Entre los casos de transdiferenciacion in vivo se encuentran la induccion de
cardiomiocitos a partir de fibroblastos cardiacos que conlleva una mejoria de
lesiones isquémicas (89), transdiferenciacion de astrocitos a neuronas de la
médula espinal, de células de la neuroglia en neuronas del cuerpo estriado.
Ademas se incluyen diversos experimentos en los que se ha logrado la
transdiferenciacion de células de los acini serosos pancreaticos o células a en
células B de los islotes pancreaticos, observandose ademas una mejora de la
diabetes (70), a pesar de que el pancreas es considerado como un érgano con
alto nivel regenerativo pero bajo nivel de recambio celular (88), es un 6rgano de
gran importancia clinica tanto en animales domésticos como en el humano por la
condicién degenerativa que implica la diabetes.

f) ESTRATEGIAS ANTI-ENVEJECIMIENTO MEDIANTE
REPROGRAMACION IN VIVO

Extender la esperanza de vida en buenas condiciones fisiologicas tanto de las
personas como de los animales ha sido uno de los objetivos de la medicina desde
hace mucho tiempo ya que a lo largo de la histéria se ha creado y reforzado un
fuerte lazo de amistad y dependencia entre ellos.

La reprogramacion in vivo de células residentes en un tejido es una alternativa al
trasplante celular. La reprogramacion a un estado pluripotente conllevaria un
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rejuvenecimiento de estas células, sin embargo esta reprogramacion esta también
aunada al riesgo de generar tumores (62,83).

La utilizacion de SC con candidatos es muy atractivo con fines de estudio
antienvejecimiento (91) ya que tienen propiedades antiinflamatorias vy
antiapoptoticas ademas de poder promover procesos de regeneracion de 6rganos
y tejidos al reemplazar las células muertas por células sanas, ademas de poder
contrarrestar caracteristicas seniles como la limitacion en la multiplicacion celular
por tener actividad de la enzima telomerasa y la propiedad de autorenovacion,
diversos tipos de SC se han postulado, entre ellos algunos autores consideran
alas SC del tejido adiposo un buen elemento para estos objetivos, debido a su
gran cantidad y a su obtencion mediante liposuccién (92).

La parabiosis heterocrénica (técnica en la cual se une el sistema circulatorio de un
animal viejo con el de un joven), es una estrategia que he demostrado poder
rejuvenecer varias caracteristicas de los animales mas viejos al revertir la
hipertrofia cardiaca relacionada con la edad, ademas de remodelar la edad de la
vasculatura cerebral, activar la proliferacion de células madre neurales y mejorar la
neurogenesis olfativa (91).

Un aspecto muy importante para tomarse en cuenta es que la reprogramacion in
vivo anula las alteraciones epigenéticas asociadas al envejecimiento. La induccion
ciclica a corto plazo por 2 dias de OSKM en ratones amortigua 0 aminora los
cambios fenotipicos e histolégicos asociados a la senescencia en muchos
organos, ademas de extender la vida (Gtil y funcional) de ratones con el modelo de
progeria Hutchison-Gilford, esta enfermedad cursa con alteraciones epigenéticas
propias del envejecimiento, particularmente a nivel de las histonas de los
nucleosomas (93).

En ratones envejecidos naturalmente con este mismo esquema de induccion de
OSKM a corto plazo (2 dias) promueve la expansion de células B después de
lesiones en el pancreas mejorando ademas la tolerancia a la glucosa (93).

En ratones con lesiones del musculo estriado esquelético la induccion con OSKM
aumenta su capacidad regenerativa, como parte de la mejora en el
rejuvenecimiento del organismo y prolonga la vida util (93).
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La terminacion prematura de la reprogramacion inducida in vivo por OSKM tiene el
enorme inconveniente de poder desarrollar cAncer (94) ya que la reprogramacion
hacia el estado pluripotente comparte desafortunadamente diversas
caracteristicas de las células cancerosas como son la pérdida de la identidad
original de las células somaticas y la adquisicion de la autorrenovacion, de hecho,
en muchos érganos que desarrollan cancer las células adquieren propiedades
tipicas de las SC (Stem cells). La expresion a largo plazo de OSKM in vivo genera
teratomas en diversos organos en los que ademas pueden identificarse IPSCs, lo
gue demuestra que la reprogramacion in vivo es posible y la expresion simultanea
de OSKM in vivo puede inducir senescencia celular en lugar de rejuvenecimiento
determinada a través del fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) (95).

PERSPECTIVAS DE LA REPROGRAMACION IN VIVO EN LA MEDICINA
REGENERATIVA DE PERROS Y GATOS

En un estudio realizado en Estados Unidos, se observd que los perros de raza
mixta (criollos) vivieron significativamente mas tiempo en comparacion con los
perros de raza pura, esta diferencia aumenté conforme aumentaba el tamafio del
cuerpo, ademas los perros que presentaron desgaste dental tuvieron mas
probabilidades de morir antes que aquellos que tenian su dentadura intacta, de
igual modo, los perros independientemente de su sexo tenian mayor riesgo de
morir si tenian sus génadas intactas en comparacion con los animales a los que se
les habia practicado la gonadectomia. Todos esas observaciones apoyan la
conveniencia de la reproduccidén mixta, la gonadectomia en machos y hembras, el
impacto del tamafio corporal y el cuidado dental (96)

El tamafo corporal de los perros incide en el momento de la muerte de los
animales y la aparicion de muchas de las enfermedades implicadas con la edad,
por ejemplo el cancer es un padecimiento que se incrementa drasticamente con la
edad, sin embargo se presenta mas tardiamente en las razas pequefias a
diferencia de las grandes (97,98), lo mismo sucede con la apariciéon de las
cataratas (99) .

33



La obesidad es un riesgo de salud que se incrementa con la edad y aunque
existen mdultiples causas de obesidad (endocrinologicas, farmacéuticas,
metabdlicas, genéticas, entre otras), la principal causa es la sobrealimentacién, o
sea el desbalance entre el consumo de energia a través de los alimentos y el
gasto durante el dia (100).

La restriccion en la dieta incrementa la longevidad en diversas especies animales,
entre ellas los perros (101,102), ademas de alargar la vida de los perros se
disminuy¢ el riesgo de displasia, osteoartritis y un aumento en la tolerancia a la
glucosa (103-105), aunque no existieron diferencias en las causas de muerte
(105).

Los gatos maduros o de edad media se situan entre los 7 a 10 afios de edad, los
gatos o viejos de 11 a 14 afios y los pacientes geriatricos de 15 o mas afos (106) .

En los gatos viejos las principales condiciones clinicas que requieren atencién se
pueden clasificar en: a) alteraciones urinarias (insuficiencia renal croénica,
hipoplasia renal, deshidratacién), b) problemas ortopédicos (como espondilosis
lumbar y osteoartritis), c) problemas digestivos (inflamacion intestinal, colangitis,
constipacién, enfermedades dentales y parodontales, lipidosis hepética vy
pancreatitis), d) Desordenes endocrinos (diabetes mellitus -DM-, presencia de
nédulos tiroideos), e€) enfermedades cardiovasculares (hipertension,
cardiomiopatia, placas de amiloide), f) neoplasias y g) problemas oculares
(hemorragia retinal, degeneracion retinal, desprendimiento de retina, disminucién
de la visién y ceguera) (106)

En un estudio realizado en Nueva Zelanda (107) en perros (de 12 a un maximo de
17 afios de edad) y gatos de (15 a un maximo de 22 afos de edad) se observo
gue entre los perros las enfermedades crOnicas mas comunes que requirieron
eutanasia fueron: enfermedades degenerativas articulares (32%), neoplasias
malignas (21%), enfermedades cardiovasculares (12%), mientras que en los
gatos: enfermedades cardiovasculares (34%), falla renal (31%), neoplasias
malignas (28%) . Del mismo modo, en este estudio (Gates et al.), tanto en gatos
(77.3%) como en perros (69.4%) tuvieron mas de un signo clinico asociado a una
disminucién en la calidad de vida como son inapetencia y declinamiento no
especifico.
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En la siguiente tabla se resumen las principales afecciones de perros de edad
avanzada, muchos de ellos generados por una condicion previa de obesidad
(Tabla 1)

Tabla 1 Modificada de (Obesidad de German)(100) .

Enfermedades que se relacionan con la obesidad en animales de
compafia

Anormalidades metabdlicas Hiperlipidemia, dislipidemia, resistencia
a la insulina, intolerancia a la glucosa,
sindrome metabdlico, lipidosis hepética.

Endocrinopatias Hiperadrenocorticismo, hipotiroidismo,
diabetes mellitus tipo | y IlI, insulinoma,
hipopituarismo, lesion hipotalamica.

Problemas ortopédicos Osteoartritis, fracturas  condilares
humerales, craneales, ruptura de
ligamentos, enfermedad del disco
intervertebral.

Enfermedades cardiorespiratorias | Colapso traqueal, paralisis laringea,
obstruccion de vias respiratorias en
braquiocefélicos.

Problemas urogenitales Urolitiasis (oxalato de calcio), distosia,
carcinoma de células de transicion,
incompetencia del mecanismo del
esfinter uretral.

Neoplasias Carcinoma de glandula mamaria.

Alteraciones funcionales Trastornos articulares, disnea,
hipertension arterial, intolerancia al
ejercicio, intolerancia al calor, golpe de
calor, debilidad del sistema inmune,
riesgo anestésico aumentado,
disminucién de la esperanza de vida,
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En medicina se ha abierto una nueva hipétesis llamada “dividendo de la
longevidad” (LD por sus siglas en inglés) que se basa en dos principios
fundamentales: el primero consiste en la mejora de los procesos bioldgicos que
impulsan el envejecimiento, con lo cual podremos retrasar la aparicion de todos o
al menos la mayoria de los trastornos relacionados con la edad, este principio es
una vision fisiopatolégica del proceso de envejecimiento; el segundo principio es
mas bien demografico, ya que se basa en el retraso de la tasa de envejecimiento
con lo cual el periodo de debilidad que acomparfa el final de la vida podria
compactarse o mantenerse en su lugar, en lugar de alargarse, es decir procurar
alargar el periodo de vida saludable sin extender el periodo no saludable (108). Sin
embargo, hay que sefialar que la salud no es sélo retrasar el inicio o la progresién
de enfermedades fatales o potencialmente mortales, ademéas se debe procurar
reducir diversos factores de riesgo como son: la obesidad, la diabetes mellitus tipo
II, problemas y pérdidas de piezas dentales y procurar la castracion de los
animales en edades tempranas.

Los perros son de las especies mas heterogéneas que existen, algunas razas
difieren no sélo en “cuando” mueren sino también “por qué “mueren”. Por citar un
ejemplo en el caso de los Doberman Pinscher tienen una alta tasa de morbilidad y
mortalidad originadas por cadiomiopatias (109) (102). En estudios recientes se ha
observado que la pérdida de la vision, audicién, dolor articular y la debilidad
muscular (por sarcopenia) son comunes en los perros seniles. Esto indica que
retrasar la aparicion del cancer, enfermedades cardiacas y metabdlicas como la
diabetes (111), el dolor de las articulaciones, asi como mantener la funcionalidad
sensorial y la movilidad podria ser una estrategia exitosa como lo ha sido en la
especie humana (108).

La causa mas comun de muerte en perros es el cancer, sin embargo si se
eliminaran todas las muertes causadas por cancer, el aumento de la vida util de
estos animales es modesto, pero si ralentizamos el proceso de envejecimiento en
un 10% (que es poco comparado con lo que ya se ha logrado en otras especies
COmo moscas, ratones 0 gusanos) se lograria un incremento similar de la vida util
de los perros (108).

También hay que considerar que las razas pequefias al vivir mas también
desarrollan un mayor numero de enfermedades relacionadas con la enfermedad
en relacion con las razas grandes, por lo que prolongar el “potencial de longevidad
podria traer como consecuencia el incremento de algunas enfermedades, incluso
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desde el principio de la vida (98). Lo anterior supone que el proceso de
intervencién con la finalidad de alargar la vida util de los animales debe ser en el
momento mas oportuno para lograr el mejor efecto posible en estos procesos
complejos en las diferentes razas, con la finalidad de reducir de manera efectiva
las enfermedades y debilidades de la vida temprana y tardia de estos animales
(108).

Los 6rganos claves del proceso de rejuvenecimiento que han sido estudiados en
ratones y que pueden tener utilidad en perros y gatos son principalmente: el
musculo cardiaco, el masculo estriado esquelético, el tejido nervioso, el pancreas,
higado y la retina del ojo (ademas de otros 6rganos sensoriales) (111).

La reprogramacion parcial ciclica (91) demostr6 que pueden borrarse algunas
marcas de envejecimiento epigenético, pero evita las marcas de diferenciacion
celular y aunque logré un incremento del 50% en el tiempo medio de
supervivencia en relacion con los controles (progeroides) si se interrumpe el
tratamiento de reprogramacion, los signos de envejecimiento regresan y en
general a lo largo del tratamiento algunos rasgos de envejecimiento
permanecieron sin cambio. Este proceso indujo la proliferacion de células satélites
en el muasculo estriado esquelético y células B del pancreas, haciéndolas mas
resistentes a lesiones y a mejorar su capacidad de regeneracion tisular, en ratones
con modelo de progeria en los que estas células (al igual que en individuos
seniles) disminuye su numero por lo que se puede inferir que este procedimiento
podria tener efectos benéfico clinicos, mas alla del proceso de rejuvenecimiento
integral del organismo del ratdén. Por lo anterior se piensa que de manera inicial la
reprogramacion parcial ciclica podria aplicarse de manera preventiva a pacientes
proclives a presentar alteraciones organicas predecibles y asi evitar factores de
riesgo y reducir quizas de manera significativa su tasa de envejecimiento (30). En
etapas posteriores se podria intentar el rejuvenecimiento progresivo de individuos
seniles mediante la reprogramacion parcial ciclica (30). Un punto fundamental
seria lograr que la induccion de reprogramacion no requiriera continuos
tratamientos para evitar que la reprogramacién desapareciera una vez que los
tratamientos se suspenden (91).

a) REJUVENECIMIENTO DE CARDIOMIOCITOS

En animales adultos los cardiomiocitos pierden su capacidad de proliferacion
celular, haciendo este 6rgano vital muy vulnerable, Las lesiones mas comunes
son los infartos al miocardio que ocasionan muerte celular masiva,
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acompafnandose de fibrosis del area lesionada, y su incapacidad permanente de
regeneracion tisular (112). La cicatriz cardiaca o el tejido fibrético formado en el
proceso de reparacion no presentan contraccion cardiaca lo que demerita el
funcionamiento normal del o6rgano, por lo que el infarto constituye segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la principal causa de muerte del ser
humano en el mundo. En medicina veterinaria de perros y gatos, las principales
afecciones cardiacas corresponden a: regurgitacion mitral, enfermedades
pericardicas y diversas cardiomiopatias de caninos y felinos (113).

En todo caso una de las principales estrategias terapéuticas en el proceso de
rejuvenecimiento es buscar la transdiferenciacion de fibroblastos en cardiomiocitos
funcionales, ya que la tasa de renovacion de los cardiomiocitos es muy baja en los
mamiferos adultos y mas alun en los animales envejecidos (70). La
transdiferenciacion de fibroblastos a cardiomiocitos (por conversion directa y sin
procesos de desdiferenciacion) se ha logrado tanto in vitro (114) como in vivo (89).
Esta conversion se logr6 mediante la expresion forzada de 3 factores de
transcripcion que especifican el linaje cardiaco: Gata4, Mef2 y Thx5 (GMT, de
acuerdo a sus iniciales). Las células similares a cardiomiocitos, mostraron
marcadores, perfiles epigenéticos y expresion génica propios de los cardiomiocitos
y desde el punto de vista funcional, ademas a pesar de que inicialmente las
células reprogramadas in vitro mostraron contraccion en un bajo porcentaje, una
vez que en los ratones se realizé un ensayo de infarto, las células trasplantadas
un dia después de la maduracién espontanea exhibieron contraccion espontanea
(114). En experimentos in vivo demostraron que la presencia de sefiales en el
microambiente tisular del corazén favorece la reprogramacion, siendo
aparentemente mas eficiente que la reprogramacion in vitro. La expresion directa
de GMT en el modelo de ratones infartados fue capaz de transdiferenciar
fibroblastos residentes del corazon en cardiomiocitos funcionales, pues se observo
acoplamiento eléctrico, ademas de responder a estimulos eléctricos (89).De estos
trabajos se puede concluir que los fibroblastos cardiacos pueden ser
reprogramados en cardiomiocitos in vivo, ademas de que el micromambiente del
corazén favorece la reprogramacion y su integracion fisiolégica en el érgano.

Diversos investigadores utilizando este modelo murino han logrado incrementar la
eficiencia de la reprogramacion in vivo afiadiendo al coctel original (GMT) el factor
de transcripcion propio del linaje cardiaco, Hand2 (GHMT) (115)..Mediante la
utilizacion de miRNAs propios del tejido cardiaco como miRNA 1, 33 208 y 499
administrados in situ a corazones murinos infartados eran suficientes para
promover la reprogramacion de fibroblastos en cardiomiocitos (116), lo que abre
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enormes posibilidades clinicas por la facilidad de administrar miRNAs en lugar de
factores de transcripcion, convirtiéndolos en atractivas herramientas terapéuticas
para un futuro.

b) REJUVENECIMIENTO DE NEURONAS

El nicho de las células troncales neurales se ubica en las regiones
subventriculares y region subgranular del giro dentado del hipocampo (117). Estas
regiones en los seres humanos tienen gran plasticidad y capacidad de migracion
celular para poderse diferenciar en linajes nerviosos (118).

Los esfuerzos en medicina regenerativa se han concentrado en la diferenciacion
de células de la neuroglia en neuronas, debido a que presentan algunas
caracteristicas de células progenitoras y ademas son las células mas abundantes
en el sistema nervioso central, particularmente en el cerebro de animales adultos
(119), lo que las hace muy atractivas para los procesos regenerativos in situ. Estos
procesos de transdiferenciacion se han intentado mediante la utilizacion de
factores de transcripcion ectopicos Unicos antes que la utilizacion de un grupo de
ellos, asi se ha utilizado el factor Sox2 en la corteza cerebral para inducir células
con caracteristicas a neuronas a partir de astrocitos, o bien usando este mismo
factor de transcripcion a partir de células de la gia NG2, esto pudo lograrse
cuando existian lesiones focales, lo que refuerza la idea de que la reprogramacion
celular se ve favorecida cuando estan asociadas repuestas inflamatorias o dafio
tisular (120). En experimentos in vitro pericitos de la corteza cerebral del raton se
han podido diferenciar en neuronas por medio de SOx2 y una proteina que
interviene como especificador neuronal Mashl, las células nerviosas obtenidas
presentan potenciales de accion, lo que abre la posibilidad de utilizar en un futuro
de manera clinica a los pericitos (121).

En cuanto a las enfermedades neurodegenerativas, en un modelo murino para
estudiar la enfermedad de Alzheimer, el factor de transcripcion NeuroD1, células
gliales fueron reprogramadas a neuronas glutaminérgicas provenientes de
astrocitos y células glia NG2, y neronas GABAérgicas a partir de glia NG2 (122).
Para el caso de la enfermedad de Parkinson, se han podido inducir in vivo
neuronas dopaminérgicas a partir de astrocitos del cuerpo estriado (123), estas
neuronas mejoran los signos motores caracteristicos de la enfermedad
demostrado en un modelo murino de la enfermedad de Parkinson, esta
transdiferenciacion a partir de astrocitos humanos ha sido demostrada in vitro
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generando con ellos expectativas para su posible utilizacion terapedtica a futuro
(70).

En el campo de la senectud, las estrategias de reprogramacion in vivo tendrian
como obijetivo tratar de revertir la degeneracion neuronal originada por la edad o
bien para incrementar la capacidad regenerativa endogena de los pacientes (70).

c) REJUVENECIMIENTO DE CELULAS B PANCREATICAS

En perros la diabetes es una enfermedad endocrina bastante comun y de origen
espontaneo, en la que existe deficiencia en la secrecién de insulina debida a la
pérdida de las células B, la causa no se conoce con claridad, pese a sus
semejanzas con la diabetes mellitus tipo | de los humanos; la causa autoinmune,
como ocurre en los humanos, es todavia muy controvertida (124).

En comparacién con la presentacion de la diabetes mellitus en humanos, en los
perros también hay hiperglucemia, atrofia de los islotes pancreaticos, mientras en
humanos se presenta en personas menores de edad (menos de 18 afios) en los
perros puede presentarse desde una edad media (8 afios) hasta animales seniles,
en ambos casos la terapia es a base de insulina y las principales complicaciones
de la enfermedad en perros corresponde a problemas oculares como cataratas,
retinopatia , ademas de cetoacidosis diabética (DKA) (111). Existen estudios que
demuestran que una décima parte de los perros diagnosticados con diabetes son
sacrificados en ese momento y otra décima parte en el transcurso de un afio con
la enfermedad (125).

El tratamiento de la enfermedad es fundamentalmente sintomatico pero no
curativo, la medicina regenerativa ha buscado diversas estrategias para tratar de
curar a estos pacientes, el fundamento de todas ellas es proporcionar células 3
funcionales que induzcan la normoglucemia de manera fisiologica y permanente
para no requerir el tratamiento a base de insulina (126).

Una estrategia es el trasplante del pancreas, sin embargo presenta diversos
inconvenientes, entre los que destacan el rechazo agudo, la infeccion por
cytomegalovirus y complicaciones postquirdrgicas. Sin embargo se ha visto que
con la ayuda de inmunosupresores del 60 al 80% de los pacientes transplantados
han vivido sin requerir insulina durante 10 afilos (127). El trasplante de islotes
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pancreaticos en humanos, es un procedimiento menos invasivo que ha logrado
evitar el uso de insulina induciendo normoglucemia hasta por 5 afios después del
trasplante (128). Sin embargo, este procedimiento tampoco esta exento de
dificultades como lo es la trombosis de la vena porta, esteatosis hepéatica,
hemorragias, ulceras orales inducidas por el tratamiento con inmunosupresores,
entre otros (128), de hecho la utilizacién de estos medicamentos son factores que
limitan el uso de ambos procedimientos de trasplante. Se han disefiado
procedimientos de aislamiento de islotes pancreaticos en perros y se han
desarrollado procedimientos de encapsulamiento de islotes en perros y ratones
para conocer su biocompatibilidad y eficiencia a largo plazo en estos modelos
animales (129)

Queda aun mucho por investigar para poder realizar aloinjertos ya sea de érganos
completos como de islotes aislados en perros.

Otra estrategia seria lograr la reprogramacion in vivo, no necesariamente de todo
el organismo, sino de manera especifica del pancreas o de érganos que puedan
sustituir en parte la actividad endocrina del pancreas.

En 2008 Zhou y colaboradores lograron la transdiferenciacion de células
exocrinas del pancreas (acinis serosos) en células endocrinas B in vivo (126)
productoras de insulina en ratones, mediante la expresion forzada de tres factores
de trancripcién (MafA, Neurog3 y Pdx), este tipo de reprogramacion consiste en un
atajo para evitar los procesos de desdiferenciacion y posterior reprogramacion
especifica. Las células  reprogramadas son funcionales pues lograron disminuir
la hiperglucemia de los animales, ademas de que las células se agruparon
recordando los islotes de Langerhans o islotes pancreaticos caracteristicos de la
porcion endocrina del pancreas (126).

También en roedores puede lograrse la transdiferenciacion de células a en
mediante la expresion de Pax4 que es un gen caracteristico de células  (130) o
bien mediante la inactivacion del gen Arx que es caracteristico de las células a
(131). Las células de los conductos pancreaticos de ratones adultos pueden
convertirse en células a, B o y mediante la inactivacion del gen Fbw7 que es un
sustrato de la enzima ubiquitina ligasa (SCF), con lo que estas células de los
conductos se pueden reprogramar en células propias de la porcion endocrina del
pancreas (132).
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En estos procesos de reprogramacion in vivo es deseable que no se utilicen
intervenciones genéticas o el uso de transgenes, por los riesgos inherentes, en
este sentido se han podido utilizar factores de crecimiento o citocinas, como el
factor de crecimiento epidermal y el factor neutréfico ciliar con fines de
reprogramacion exitosa en un modelo de hiperglucemia crénica en murinos, con lo
que las células exocrinas (acini) se transdiferencian en células B propias de los
islotes de Langerhans. Otro mecanismo de reprogramacion consiste en la
reprogramacion epigenética de las células en las que se reactiva Neurog3, una
proteina requerida para el establecimiento del estado endocrino durante el
desarrollo pancreatico (133).

La medicina regenerativa también ha considerado otra estrategia muy interesante
que consiste en generar células B del pancreas en 6rganos extrapancreaticos,
pero que tienen en comun un mismo origen endodérmico; como son los
hepatocitos, vesicula biliar y células intestinales. En el caso del intestino, las
células progenitoras enteroendocrinas presentes en las criptas o glandulas
intestinales expresan Neurog3 (neurogenina 3) (134). La expresion de insulina y
otros marcadores propios de las células 3 por estas células se logra mediante la
inactivacion de Foxol, lo que posiblemente indica que la expresion de esta
proteina evita esta transdiferenciacion en el intestino, aunque este proceso es
parcial, pues las células conservan algunas caracteristicas intestinales (135) . Mas
recientemente se ha logrado la transdiferenciacion completa mediante la expresion
forzada de Neurog3 ademas de Pdx1 y MafA (136) .

Estos hallazgos tienen gran importancia clinica debido a que dada la longitud del
intestino implica la presencia de un gran numero de células enteroendocrinas con
un potencial terapeutico para poderse emplear con esta finalidad.

RETOS E INCONVENIENTES DE LA REPROGRAMACION IN VIVO

Por lo expuesto en este trabajo debemos considerar que el proceso de
rejuvenecimiento quizds no sea la Unica o la mas adecuada estrategia para
incrementar la vida atil de perros y gatos y se requiere mucha investigacion basica
y clinica que nos ayude a comprender todas las variables y circunstancias
presentes a lo largo de la vida y conocer a fondo el proceso biolégico del
envejecimiento que nos permita tomar decisiones sobre la forma y el momento de
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intervenir en el proceso de envejecimiento para poder alargar la vida atil de los
animales.

Uno de los principales retos del proceso de rejuvenecimiento es conocer su efecto
favorable en la primera causa de muerte en lo perros y gatos viejos que es el
cancer, sin considerar el riesgo de desarrollar tumores que implica el proceso de
reprogramacion nuclear in vivo (e in vitro en un proceso de reprogramacion
incompleta), este es sin duda uno de los principales retos fisiopatologicos de la
medicina para poder hacer realidad la extension de la vida.

El proceso de reprogramacion in vivo hacia la pluripotencia origina la pérdida de la
identidad celular original , adquisicion de autorrenovacion, que son caracteristicas
que comparten muchas células cancerosas (93). Debido a que las modificaciones
de la reprogramacion son epigenéticas, puede abrirse un enorme campo de
investigacion para conocer las modificaciones epigenéticas que llevan a las
células somaticas a desarrollar el cancer (93). La expresion de OSKM a largo
plazo gener6 teratomas con la presencia de iPSCs en diversos organos, lo que
demuestra el peligro de convertir células sométicas en iPSCs por reprogramacion
in vivo de manera descontrolada; sin embargo si se hace a corto plazo (3- dias) se
pueden generar lesiones displasicas reversibles en érganos como intestino,
higado y pancreas, pero si se dejan por 1 semana se pueden desarrollar cAnceres
irreversibles por células indiferenciadas en multiples érganos, entre ellos el rifién,
estas células cancerosas pierden su identidad original y adquieren marcadores
genéticos propios de células pluripotentes (94). Ademas muestran hipermetilacion
del DNA, que se han identificado como responsables del desarrollo del tumor.

De los 220 tipos celulares distintos s6lo se ha sometido a experimentacion de
reprogramacion in vivo un pequefio numero de ellos en las especies
correspondientes (perros y gatos) ya que hasta ahora la principal especie de
experimentacion son los ratones (70).

Debera estudiarse de manera especifica la fuente celular a reprogramar ya que al
reprogramar a las células y transdiferenciarlas podria perderse su funcion, uno de
los mejores candidatos (y mejor conocidos) son los fibroblastos, ya que tienes alto
potencial proliferativo lo que la poblacion reprogramada podria reponer facilmente
por nuevos fibroblastos, ademas son muy comunes en multiples érganos y
cumplen funciones de apoyo estructural y funcional de los érganos, sin embargo
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hace falta mas experimentacion ya que en el cuerpo existen diversos tipos de
fibroblastos y sus respuestas podrian variar grandemente (70).

Aunque a diferencia de la reprogramacion in vitro, la reprogramacion in vivo
parece favorecer el proceso de maduracién funcional de las células inducidas por
el microambiente tisular (ausente en el medio del cultivo in vitro), debe
garantizarse la funcionalidad efectiva de las células inducidas en los distintos
organos (137).

Un reto del proceso de reprogramacion in vivo, sera evitar el riesgo de la
reprogramacion ectépica (reprogramacion de tipos celulares no deseados en un
tejido u 6rgano), pues el proceso requiere de altos niveles de reprogramacion
génica ectbpica, sin embargo hasta ahora no existen reportes en este sentido ,
quizas porque se han utilizado bajos niveles de factores de transcripcion (119).

Otra barrera que debera vencerse es la integracion funcional de las células
inducidas en los oOrganos o tejidos, esta es particularmente complicada
considerando que en un individuo viejo existe un microambiente “enfermo” o
decadente en el que posiblemente se han llevado a cabo eventos de reparacién
que generalmente ocasionan la presencia de tejido cicatricial. Particularmente
relevante es el caso del corazén, en el que se requerird reprogramar un mayor
namero de células que los modelos murinos, con el riesgo potencial de efectos
detrimentales o adversos en este proceso. (119). Para tratar de contrarrestar esto
se puede llevar a cabo la extirpacion quirdrgica del areas lesionada o acondicionar
el tejido mediante el uso de metaloproteinasas que remodelan la matriz
extracelular favoreciendo un enfoque reconstructivo en el que las células
trasplantadas y reprogramadas vayan a poblar estas areas acondicionadas o
extirpadas (138-140) favoreciendo su integracion fisiolégica in situ. Este proceso
de integracion pude favorecerse mediante el trasplante de andamios
biodegradables que traten de imitar la matriz extracelular propia del 6rgano o tejido
en el area extirpada (141), de tal forma que mientras el andamio se degrada de
manera paulatina las células reprogramadas e injertadas producen su propia
matriz extracelular de manera natural.

En diversos estudios principalmente en roedores se ha demostrado la ventaja de
reprogramacion in vivo sobre la reprogramacion in vitro, particularmente en un
entorno tisular de lesiones. Sin embargo la experiencia con otros avances
biotecnolégicos como la terapia génica (en la que se experimento incluso con
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primates no humanos) dejo claro la importancia de los ensayos clinicos, pues
algunos resultaron fatales en humanos, de tal manera que seré indispensable
saber la respuesta particular de los perros y gatos a esta nueva tecnologia, pues
las respuestas en caninos y felinos pueden ser muy distintas a las observadas en
modelos animales murinos (70). Debe tomarse en cuenta que podrian también
existir diferencias intrinsecas o propias en las células entre las diferentes
especies, por ejemplo los factores inductores que funcionan en una especie (por
ejemplo cardiomiocitos diferenciados a partir de fibroblastos murinos) podrian no
ser tan efectivos o requerir de ciertos ajustes en otras especies (por ejemplo entre
roedores y perros o gatos) (70).

De acuerdo con diversos datos cientificos los factores de reprogramacion OSKM
parecen ser universales pues se han demostrado en especies muy alejadas
filogenéticamente como son las ranas, moscas, peses, aves y mamiferos (142—
145). Por lo que los procesos de estos factores “universales” o pequenas
moléculas anélogas pueden ser (tiles en los procesos de reprogramacion in vivo.
El problema de la administracion de estos factores inductivos podra ser el objetivo
de diversos estudios aunque es probable que con los avances de la
nanoingenieria y la terapia génica puedan ser superados en un futuro razonable
(146,147).

La plasticidad celular (que deberd demostrarse cientificamente de manera cabal)
también es un fendmeno bioldgico que debe tenerse en mente, ya que por un
lado se relaciona con una alta capacidad regenerativa, pero por el otro se
relaciona con la tumorogénesis, lo que se ha demostrado por la expresiéon a largo
plazo de los factores inductivos in vivo.y la formacion de teratomas en el raton, es
decir, la expresion descontrolada de OSKM puede tener efectos muy
desfavorables (70). El grado de induccién conlleva un incremento proporcional en
el grado de plasticidad, asi una induccion por 8 dias induce la formacion de
teratomas, la expresion por 4-7 dias origina displasias propias de cada tejido,
mientras que la expresion por 2 dias es insuficiente en el proceso de
rejuvenecimiento epigenético sin formacion de las neoplasias (109). Ademas de
los factores de Yamanaka (OSKM) podrian emplearse (segun el érgano o tejido)
especificadores de linaje para provocar la rediferenciacion (o transdiferenciacion)
directa de las células progenitoras inducidas (70).

Antes de la aplicacion clinica de la reprogramacion in vivo, debemos conocer
diversos mecanismos moleculares subyacentes en el proceso, como son: a)
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¢,COmo se altera el pasaje epigenético durante la reprogramacion?, b) ¢Cuales
son las rutas moleculares y de sefializacion intracelular e intercelular que se
activan y cuales se reprimen? Para conocer posibles factores de riesgo de utilizar
esta tecnologia, c) ¢Qué circuitos genéticos pueden activarlo o antagonizarlo
independientemente del tipo celular? Que pudieran permitir predecir el resultado
de reprogramacion en células de cada una de las cuatro hojas blastodérmicas. d)
¢cuales son los diferentes marcadores moleculares para identificar los diferentes
estados plasticos de las células en los procesos de reprogramacion? Que
permitan identificar posibles riesgos de activacion de oncogenes para aspirar a
realizar estrategias de reprogramacion mas robustas, seguras y eficientes (70).

Los estudios mas recientes se han llevado a cabo utilizando los factores OSKM en
ratones en modelos de progeria y con lesiones agudas en érganos como el
pancreas y el musculo, por lo que debemos conocer si realmente el proceso de
reprogramacion in vivo, es capaz de extender realmente y de manera eficaz la
vida util de los animales de laboratorio (0 testigos) y si es capaz de hacerlo en
perros y gatos. También deben descubrirse los mecanismos que producen las
mejoras histolégicas observadas en los 6érganos estudiados (pancreas y musculo),
0 si este mecanismo de reprogramacion puede ser Util 0 por lo contrario riesgoso
en otros 6rganos o modelos animales (70).

La estrategia de reprogramacion por OSKM contempla la utilizacion de retrovirus,
y oncogenes (M y K) que vuelven el procedimiento inseguro y propenso al
desarrollo de tumorogénesis. Para poder superar estos inconvenientes , pueden
emplearse virus adenoasociados que no se integran al genoma y presentan baja
inmunogenisidad como ventajas (77).

Investigaciones recientes (148-150) permiten predecir que en un futuro puedan
emplearse moléculas pequefias en los procesos de reprogramacion que
complementen o incluso sustituyan a OSKM, sin embargo debe tomarse en cuenta
que la reprogramacion in vivo es un proceso complejo y de multiples pasos por lo
gue ademas de conocerlo y optimizarlo debe darse un enfoque completamente
qguimico en el futuro (77).

No debe perderse de vista que el proceso de reprogramacion in vivo depende en
buena medida del microambiente tisular (células circundantes y sefiales
intercelulares, asi como el tejido conjuntivo especifico del érgano en particular),
por lo que deben conocerse los mecanismos autdbnomos no celulares de la
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expresion de los factores de reprogramacion en los mamiferos y en particular en
los carnivoros de interés (perros y gatos) para hacer los procesos mas confiables
y especificos (77).

Todos estos estudios previos a la utilizacion clinica de la reprogramacion in vivo,
probablemente conduzcan a estrategias terapéuticas mas seguras que puedan
sustituir terapias de reemplazo, injertos o trasplantes invasivos por mecanismo de
rejuvenecimiento y autocuracion que conduzcan a una regeneracion eficiente y
fisiolégica 0 a mecanismos de rejuvenecimiento que extiendan la vida util de los
perros y gatos.

CONCLUSIONES

Para su posible aplicacion en un futuro la reprogramacion in vivo con fines de
rejuvenecimiento, estrategia de antienvejecimento y regeneracion tisular, debe
vencer diversos obstaculos y retos. La utilizacion de vectores de virus
adenoasociados puede garantizar una mayor seguridad pues muestran baja
inmunogenicidad, ademas de no mostrar integracion en el genoma. Es
conveniente buscar en el proceso de reprogramacion in vivo métodos lo menos
invasivos posibles, una posible estrategia es la utilizacion de productos quimicos,
sin embargo el proceso es complicado y requiere de multiples pasos, otra opcién
es buscar moléculas pequefias que eliminen las barreras epigenéticas propias de
un tipo celular diferenciado que pudiera conducir a una mayor eficiencia de la
reprogramacion. Otra estrategia pudiera ser la utilizacion de programas de
prediccidbn computacional acerca de los factores de reprogramacion para la
conversion eficiente del destino celular, lo mismo podra utilizarse el analisis
unicelular a lo largo del proceso de reprogramacion con el objetivo de procurar
mejorar la calidad y eficiencia del proceso (77).

La expresion de los factores en los organismos multicelulares permitira relevar los
efectos autonomos NO celulares, a este respecto se ha descubierto un papel
relevante de la senescencia en la plasticidad celular en los tejidos, lo que sugiere
gue la utilizacién de OSKM incrementa la plasticidad celular, la cual se asocia a un
mayor potencial de regeneracion tisular.

En relaciéon con el estudio del desarrollo embrionario normal del organismo la
reprogramacion in vivo puede proporcionar valiosa informaciébn sobre los
fendmenos bioldgicos vinculados con la senescencia ya que esta forma parte del
crecimiento embrionario normal de los mamifero (77).
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El perro y el gato representan un modelo biolégico muy relevante para el estudio
de la vejez, ya que comparten con el ser humano diversas afecciones y
enfermedades relacionadas con la edad avanzada como son: obesidad, diabetes,
falla cardiaca congestiva, enfermedades autoinmunes, catarata, enfermedades
renales y hepéticas, enfermedades neurodegenerativas, sarcopenia,
enfermedades articulares y cancer (98,99,108,151,152).

En el plano practico, la mayor factibilidad de aplicaciones en la clinica de perros y
gatos se encuentran las siguientes intervenciones:

Se han realizado experimentos que demuestran que puede generarse el
rejuvenecimiento de ciertos tejidos en el perro, como es el ligamento periodontal
de los dientes, lo cual es muy relevante en la clinica de perros y gatos (153).

La utilizacion de farmacos que extienden la esperanza de vida ha sido utilizada en
“perros, particularmente la rapamicina, que puede extender la vida de los perros
hasta la mitad del promedio de vida normal (154), ademas de también ser capaz
de restaurar la funcién del sistema inmune. Otro candidato para tener efectos de
rejuvenecimiento es la metformina que actualmente se utiliza para controlar la
diabetes, la metformina (y la rapamicina inhiben la mTOR y otros efectos
relacionados con la senescencia (154).

En enfermedades hepéticas de perros y gatos, como son la hepatitis aguda y
cronica, la hepatitis disecante lobular canina (exclusiva del perro), higado graso,
cirrosis y enfermedades biliares, dado que se ha estudiado la aplicacion de células
troncales (células ovales) y progenitoras hepaticas, es factible pensar en posibles
procesos de rejuvenecimiento hepatico (71).

El ser humano desde el inicio de los tiempos ha temido a la muerte, de ahi la
creacion de la religién que le da cierta paz, cierta tranquilidad y la esperanza de
una vida eterna donde no hay dolor emocional ni fisico. En la historia encontramos
varios ejemplos relacionados a la busqueda de la eterna juventud, por ejemplo los
alquimistas de la edad media los cuales formulaban pocimas magicas y hechizos
que les ayudaran a alcanzar la tan anhelada juventud, pero, a pesar de los
avances en la ciencia y tecnologia, el hombre no ha podido aun encontrar la
manera de permanecer joven por mas tiempo, o simplemente evitar el desarrollo
de enfermedades.

Cada dia, alrededor del mundo se llevan a cabo decenas de experimentos
tratando de encontrar la férmula del rejuvenecimiento, la que nos permita alcanzar
el suefio que desde siempre ha estado en la mente del ser humano;
desafortunadamente dentro de esas pruebas que arrojan alguna esperanza,
también se observan situaciones que pueden poner en peligro la vida.
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Desde siempre los seres humanos también han estado ligados a sus animales,
por trabajo, alimento o compafia, por lo que hoy en dia se piensa en buscar
métodos o tratamientos que también alarguen su vida.

Los estudios con animales de compafiia (perros y gatos), podrian ademas abrir
nuevos caminos en la medicina regenerativa, ademas de mayor comprension de la
complejidad de las enfermedades, asi como de las funciones moleculares, y con
ello generar terapias que puedan brindarle al ser humano mayores esperanzas de
recuperacion.

Un seguimiento desde el inicio hasta la total recuperacion de las enfermedades de
perros y gatos, ayudara de igual manera a los pacientes y que se avance en la
medicina regenerativa.

Desafortunadamente en México no se ha logrado superar la frontera que nos
separa de los estudios p investigaciones tedricas de las practicas, lo que nos aleja
mas de llegar a una meta especifica, a un resultado concreto, que en este caso
seria alcanzar mejores condiciones de salud y vida.

Aungue ya existen informes sobre la generacion de iPSC a partir de perros y gatos
muy prometedores tanto para medicina veterinaria como humana, las condiciones
Optimas para reprogramar células somaticas de las diferentes especies y
mantener su estado de pluripotencia, aun estamos lejos de entenderlas y usarlas
en la clinica, sin embargo hemos comenzado a recorrer el camino.
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