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RESUMEN

El avance en el conocimiento de la genética y en especial de la biologia molecular, dio paso
a una nueva era: la gendmica, y a nuevos conceptos como transcriptoma, proteoma,
metaboloma, epigenoma, que permiten el estudio de la estructura, organizacién y funcion
de todos los genes y sus productos, asi como de los mecanismos implicados en la regulacion
de su expresion y el modo en que unos genes interactian con otros. El uso de nuevas
tecnologias en la investigacion con células madre favorecio el desarrollo de las células
madre pluripotentes inducidas, con el empleo de numerosos métodos para su obtencion.
Esto demostrd que la adicién de un reducido nimero de genes posibilita la reprogramacion
de células somaticas y la formacion de células madre pluripotentes con caracteristicas
embrionarias, sin necesidad de utilizar embriones humanos, lo que tiene sus connotaciones
éticas y posibles aplicaciones terapéuticas en medicina regenerativa.
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ABSTRACT

The advance of the genetics and specially of the molecular biology, gave rise to a new era:
the genomic and to new concepts like transcriptome, proteome, metabolome, epigenome
allowing us to study the structure, organization and function of all the genes and its
products, as well as the mechanisms involved in regulation of its expression and the way in
which some genes interacting each other. The use of new technologies in research of stem
cells favored the development of induced pluripotent stem cells using the many methods for
its detection. It was demonstrated that the addition of a reduced number of genes allows
the reprogramming of somatic cells and the formation of pluripotent stem cells with
embryonic features, without the use of human embryos, which has its ethical connotations
and potential therapeutic applications in regenerative medicine.
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INTRODUCCION

La genética surgié como una rama de la biologia a partir de los primeros experimentos en
cruzamientos de plantas realizados por el monje agustino Gregor Mendel, entre los afios
1854 y 1868. Anos después, Watson y Crick, basandose en los estudios de difraccion de
rayos X hechos por ellos y otros autores, propusieron una estructura para el acido
desoxirribonucleico (ADN), la que se compone de 2 cadenas de nucleétidos organizadas en
una doble hélice.?

La informacion contenida en el ADN es procesada en 2 etapas consecutivas denominadas
transcripcidon y traduccidn. La transcripcion es el proceso mediante el cual la informacion
almacenada en el cédigo genético se transmite desde el ADN hasta un tipo particular de
acido ribonucleico (ARN), el ARN mensajero (ARNm). La traduccién es la transmisién de la
informacion de dicho ARN hasta una secuencia de aminoacidos (proteina). Este ultimo
proceso ocurre en los ribosomas, los que contienen 4 tipos diferentes de ARN ribosomal y
un gran numero de proteinas ribosémicas especificas. La transferencia de informacion
genética desde el ADN hasta el ARN y en ultimo término hasta las proteinas, se ha
denominado dogma central de la biologia molecular.?

El concepto original de un gen como una secuencia contigua de ADN que codifica una
proteina, se modificd con el conocimiento de la existencia de secuencias no codificantes o
intrones mediante la separacion de las secuencias codificantes o exones; estos uUltimos son
las regiones génicas que llevan la informacién para la sintesis del ARNm y las proteinas,
mientras que los intrones son eliminados del transcripto primario mediante un proceso
denominado empalme (splicing). El empalme es un fendmeno normal en células eucariotas
y permite incrementar la diversidad de las proteinas. Se conocen, ademas, sitios de
empalme alternativo, proceso mediante el cual los exones del ARNm producto de la primera
etapa de la transcripcion, se pueden reconectar de diferentes formas. El resultado son
diferentes ARNm que son traducidos en diferentes proteinas. En los humanos, el 80 % de
los genes tienen empalmes alternativos.?

Una importante tarea de multiples cientificos ha sido conocer la secuencia de esas cadenas
y disefiar mapas que permitan ubicar los genes en los cromosomas, para asi poder aplicar
terapias dirigidas a remplazarlos o modificarlos. Paralelamente surgié el concepto de
genoma para calificar el conjunto de genes existentes en una célula, lo que determind el
comienzo de un gran trabajo llamado Proyecto Genoma Humano®. Se pensaba que el
genoma estaba constituido por 100 000 genes, pero actualmente se conoce que su
composicién varia aproximadamente entre 20 000 y 25 000 genes distintos. Los genes
contienen codificada la informacidén necesaria para la sintesis de una o varias proteinas,
aunque se conoce que algunos de ellos no codifican proteinas, sino ARN ribosomales (ARNr)
y de transferencia (ARNt) que no se traducen, pero tienen funcion propia.

Este proyecto ha sido sin duda uno de los avances cientificos mas importantes en la historia
de la humanidad, no solo por las implicaciones cientificas que se derivan directamente de él
sino por sus implicaciones morales y éticas, ya que demostré que todos los seres humanos
compartimos el 99,99 % de nuestro ADN, es decir, somos iguales en el 99,99 %. Nos
diferenciamos solo en el 0,01 % de la informacidén genética que poseemos y esto es lo que
hace que cada ser humano tenga una caracteristica propia e individual.
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Hasta hace poco, con las tecnologias disponibles de Biologia Molecular, se estudiaban la
estructura y funcion de genes individuales, pero con los avances cientificos en esta rama de
la ciencia surgio la gendmica, cuyos métodos permiten el estudio conjunto de miles de
genes, asi como las complicadas redes de interacciones que entre ellos se establecen en el
interior de las células durante su ciclo vital. La gendmica tiene el potencial de revolucionar
la practica médica con lo que se denomina medicina personalizada.*

En las ultimas décadas, la tecnologia del ADN recombinante ha tenido una gran importancia.
La identificacidon de las endonucleasas de restriccidon, el desarrollo de los vectores de
clonacion del ADN, de la reaccion en cadena de la polimerasa y los microarreglos, entre
otras técnicas, han revolucionado el mundo de la biologia molecular y han surgido nuevos
conceptos como transcriptoma, proteoma, metaboloma, epigenoma y las respectivas
disciplinas que los estudian: transcriptomica, protedmica, metaboldomica, epigenémica. Los
estudios de transcriptomica, protedmica y metabolédmica constituyen la gendmica funcional.®

TRANSCRIPTOMA

Es el conjunto de genes que se estan expresando en un momento dado en una célula. La
expresion de un gen supone que este ha sido transcripto a ARN mensajero. Cada tipo
celular tiene un transcriptoma caracteristico.® Ademas de los diferentes genes activos en un
momento dado, que generan un conjunto particular de ARNs mensajeros, también se
transcribe ADN que no es traducido a proteina. Este ARN no codificante tiene un importante
papel regulador sobre la expresién de genes.

Actualmente se conoce que la mayoria de los organismos eucariotas tienen un gran nimero
de genes que se transcriben en forma de ARN pequefios, los que estan implicados en
muchos de los procesos bioldgicos, incluido el desarrollo, la diferenciacién y proliferacién
celular, la muerte celular, el control metabdlico, la hematopoyesis, el silenciamiento
transposdémico, la defensa antiviral y la diferenciacién y mantenimiento de las células
madre.”® Dentro de este grupo se encuentran los microRNAs (miARN) y pequefios ARNs
enddgenos de interferencia (endo-siARNS).

Los miARN son las moléculas efectoras naturales del mecanismo de ARN de interferencia
(ARNi), de 21 a 25 nucledtidos de longitud se incorporan a un complejo ribonucleoproteico
efector, conocido como complejo de silenciamiento inducido por ARNi (RISC, del inglés RNA
- induced silencing complex) que sefializa y degrada los ARNm complementarios por ruptura
endonucleolitica o inhibicién de la traduccién. El nivel de complementariedad de las bases
nucleotidicas entre los miARN y los ARNm especificos define cual de los 2 procesos se
realizara. La perfecta complementariedad de bases entre ellos induce la degradacion de los
transcriptos, mientras que la existencia de varias bases no apareadas produce inhibicion de
la traduccion. Esta nueva familia de ARN son diversos en secuencia, se encuentran
evolutivamente conservados y estan implicados en los mecanismos reguladores
postranscripcionales del silenciamiento de la expresion génica.

El proceso de biogénesis de los miARN maduros comienza en el interior del nucleo. Cada
transcripto primario (pri-miARN) tiene una longitud de 60 a 110 nucledtidos y forman
estructuras de plegamiento secundario, donde un pequefio segmento palindromico se
autoaparea por complementariedad de bases que forman una horquilla compuesta por un
fragmento apareado y un pequefio bucle en el extremo. Los pri-miARNs son procesados por
el microprocesador, el cual esta constituido por la proteina de union al ARN, DGCRS8 (del
inglés, Di George Sindrome critical region gene 8) y una endonucleasa RNasa tipo II
lamada Drosha, que reconoce a esta estructura y la corta por la zona de doble hebra. Esto
da lugar a los pre-miARNs que constan de un segmento de doble cadena de 33 nucleédtidos
con un extremo libre y en el otro un bucle de cadena simple. Luego, los pre-miARN son
transportados al citoplasma por el factor de intercambio de nucleétido de guanina Ran (Ran-
GTP) y el receptor Exportina 5. Los pre-microARNs se acoplan al complejo RISC, el que esta
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compuesto por la proteina TRBP, proteinas Argonauta 2 (Ago 2) y una segunda RNasa tipo
ITI llamada Dicer que corta el bucle del extremo y libera un fragmento de doble cadena de
22 nucleodtidos. Una de las hebras es usada como molde para reconocer a la molécula de
ARNm, mientras que la otra cadena es degradada (figura).!%!!
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Fig. Representacidan esquernatica de la biogénesis de los microARMNs,
(Tormado de: Peralta-Zaragoza O, et al. Rev Invest Clin 2010;62:63-80.1)

Este proceso fue descrito por primera vez en 1993 y referido en el 2001 en varios
articulos.*®**> Se han identificado mas de 1 000 tipos de miARNSs, y por estudios
bioinformaticos se predice la existencia de muchos mas, aunque solo un determinado
subconjunto de ellos es activo en cada tipo celular.

Paralelamente a la identificacion de los miARNs, también se han descrito ARNs de
interferencias pequefios, enddgenos llamados endo-siARNs (del inglés small interferent
RNA). Se ha demostrado que tienen una longitud de 21 nucleétidos, con orientacion sentido
y antisentido, extremos 3 “modificados, y el extremo 5° no comienza con uracilo. Son
altamente especificos para la secuencia de nucledtidos de ARNm a diferencia de los
microARN. Estos siARNs derivan de transposones, de secuencias de heterocromatina, de
regiones intergénicas, de transcriptos largos de ARN y de ARNm codificantes.®

Aunque son muchos los métodos para estudiar el transcriptoma, el mas utilizado es el de
microarreglos o micromatrices, que permite analizar miles de moléculas de ARNm y
cuantificar el nivel de expresién de los genes de forma simultanea en un momento del
desarrollo o en respuesta a diferentes estimulos ambientales. Los nuevos procedimientos
basados en analisis sobre micromatrices de ADN permitirdn analizar de forma simultanea
practicamente la totalidad de los genes, mediante la utilizacion de un soporte (chip) con una
superficie aproximada de un centimetro cuadrado.!’ Esta nueva capacidad de identificacién
simultanea y rapida de los genes permitira conocer el grado de interrelacion entre genes o
grupos de genes y su influencia en relacidén con la actividad funcional normal de la célula y,
por lo tanto, también de sus alteraciones e implicaciones en la patologia.

PROTEOMA
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Describe el conjunto total de proteinas expresadas por un genoma completo de una célula
durante su tiempo de vida, incluidas las modificadas después de la traduccion.

El método mas utilizado para estudiar la expresion de las proteinas codificadas por los
transcriptos es la electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida. Esta técnica
permite separar con gran resolucion la mayoria de los polipéptidos celulares combinando de
forma secuencial diferencias en carga y en masa molecular.'®

METABOLOMA

Los metabolitos son todos los compuestos intermediarios de las reacciones bioquimicas. Es
el conjunto dindmico de moléculas y elementos quimicos presentes en un organismo vivo,
sean sintetizados de novo por el propio organismo o incorporados desde el exterior.

En el afio 2007 se completo el andlisis del metaboloma humano, individualizando y
caracterizando cerca de 2 500 metabolitos, 1 200 principios activos y 3 500 componentes
de origen alimentario.*®

EPIGENOMA

El término epigenética se define como cambios heredables en la expresidn génica que no
son debidos a alteraciones en la secuencia del ADN, sino a modificaciones quimicas que
controlan la utilizacién selectiva de los genes.

Los seres vivos estan formados por células que muestran caracteristicas morfoldgicas y
funcionales diferentes; aunque todas presentan una informacidén genética idéntica, esta no
se expresa de forma simultanea en una misma célula, sino que a lo largo del desarrollo
celular se seleccionan grupos de genes que determinan el futuro estructural y funcional de
determinados tipos celulares.

Todas las células proceden por divisiones sucesivas de una célula precursora comun y las
caracteristicas morfo-funcionales propias de cada tipo celular dependen basicamente del
particular grupo de genes que han sido seleccionados para manifestarse. También existe
especificidad temporal, lo que quiere decir que los diferentes genes en una célula se activan
o desactivan en diferentes momentos de la vida de un organismo.

La regulacion de la expresion génica constituye un proceso esencial en el mantenimiento de
las diferencias estructurales y funcionales de las células. Las investigaciones sugieren que a
medida que las células se desarrollan hacia destinos especificos, ciertas regiones de sus
genomas se cierran debido a varias modificaciones epigenéticas. Entonces este acceso
limitado para determinados genes se manifiesta en una limitacion de su potencial de
diferenciacién.?®

Los mecanismos epigenéticos incluyen las modificaciones de las histonas, el remodelado de
la cromatina y la metilacion del ADN. Esta ultima es la principal modificacion epigenética del
genoma, que regula aspectos fundamentales de su funcion.

La extension de la metilacion estad inversamente relacionada con la actividad génica. Los
genes que son inactivos transcripcionalmente estan frecuentemente hipermetilados.
Comprende diferentes proteinas reguladoras como las ADN metiltransferasas, desmetilasas,
proteinas de unién a CpG metilados, enzimas modificadoras de histonas y complejos
remodeladores de la cromatina. La region del promotor metilada puede bloquear la
transcripcion lo que evita la unién de los factores de transcripcion; o bien los grupos metilos
pueden unirse con otras proteinas que cambian la conformacion del cromosoma y hacen la
regién del promotor inaccesible para la transcripicién.
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La investigacién epigenética ha adquirido una importancia fundamental para el desarrollo de
la tecnologia de las células madre teniendo en cuenta los mecanismos epigenéticas que
pueden intervenir en la regulacién de la expresién génica.?*

CELULAS MADRE EMBRIONARIAS Y ADULTAS

Las células madre, segln su estado evolutivo, pueden clasificarse en embrionarias y
adultas. Las células madre embrionarias (CMEs) derivan de la masa celular interna del
embrién en estadio de blastocisto (7-14 dias) y son capaces de generar los diferentes tipos
celulares del cuerpo, por ello se llaman pluripotenciales; por otra parte, estan las células
madre adultas presentes en tejidos de fetos, recién nacidos y adultos.?? Recientemente se
han descrito células con caracteristicas embrionarias obtenidas mediante la reprogramacién
de células adultas y se denominan células madre pluripotentes inducidas (CMPi).?>2°

Métodos de obtencion de células madre pluripotentes inducidas (CMPi)

Varios grupos han mostrado que las células somaticas del humano y el ratéon pueden ser
reprogramadas por sobreexpresiéon de algunos factores de transcripcién y obtener células
con caracteristicas embrionarias. Estos trabajos han revolucionado la biologia de las células
madre y han proporcionado nuevas posibilidades para sus aplicaciones terapéuticas en
medicina regenerativa.>>%’

En los experimentos pioneros de los investigadores japoneses Takahashi y YamanaKa?? se
hizo el analisis de un grupo inicial de 24 genes, cuya expresion se habia asociado de forma
especifica con células embrionarias y mediante experimentos de transfeccion en fibroblastos
embrionarios de ratén (MEF), fueron eliminando uno a uno los genes. Al final, se redujo la
lista a solo 4 genes (Oct4, Soc2, Kfl4, c-Myc). Estos factores de transcripcion conforman
una intrincada red de interacciones a través de la formacién de heterodimeros que actdan
sobre los promotores de los genes diana, inducen la expresién de genes que promueven la
pluripotencia e inhiben genes que median la diferenciacion, ademas de regular su propia
expresion.

El Oct4 pertenece a la familia de factores de transcripcion Oct (octamero) y tiene una
funcion clave en el mantenimiento de la pluripotencia. El Sox2 coopera activamente con
Oct4 en la regulacién de genes implicados en el mantenimiento de la pluripotencia, como
Nanog, Fgf4, osteopontina y Lefty, pero, a diferencia de Oct4, no se expresa solamente en
células pluripotentes, sino que también lo hace en etapas tardias del desarrollo,
especialmente en células madre neuronales. Kfl4 es un miembro de la familia de factores de
transcripcidn Kruppel-like que se expresa en CMEs y parece desempefiar una doble funcion
como oncogén y antioncogén. En la reprogramacion parece estar relacionado con la
inhibicion de p53, que evita la salida de las células del ciclo celular y contrarresta la acciéon
de c-Myc en la induccidn de la apoptosis y la diferenciacion; se expresa en células de piel,
estdmago, intestino y musculo esquelético. El c-Myc es un factor de transcripcion con
multiples dominios y un potente oncogén implicado en la proliferacién celular, la replicacion
del ADN, la inhibicidn de la diferenciacion celular y la metastasis. Aunque se ha demostrado
qgue el c-Myc no es indispensable para la reprogramacion celular, su presencia si influye de
manera significativa en la cinética y la eficiencia del proceso.?® La inclusién de este Gltimo en
el grupo de 4 genes resultaba problematico, pues es un protooncogen implicado en muchas
funciones celulares, como el control del ciclo celular. Su activacién fuera de control puede
causar tumores. Ante esta situacién, el grupo de Yamanaka decidi6é obtener células
inducidas a partir del uso de Kfl4, Oct3/4, Sox2, pero sin afladir c-Myc. Los ratones
generados a partir de esas células no desarrollaron tumores. 2°

Otros investigadores han minimizado el nUmero de genes que es necesario transferir,
combinandolos con drogas que inhiban o bloqueen determinadas rutas metabdlicas o de
sefializacién celular. Se demostrd que era posible obtener CMPi a partir de fibroblastos
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humanos mediante la introduccién de Oct3/4 y Sox2 y la exposicion de las células a un
inhibidor de histonas desacetilasas.*

Recientemente, un grupo de cientificos utilizd una nueva combinacién de genes para la
reprogramacion de células adultas, se agregd un nuevo factor de transformacion, el Tcl- 1A,
a los ya conocidos Sox2 y c-Myc.>*

Se han utilizado diferentes técnicas para inducir la expresion de los factores de pluripotencia
en varios tipos de células adultas. Esta misma combinacion de factores funciona también
con fibroblastos humanos. El método mdas comun es la transduccién génica utilizando
retrovirus y mas recientemente, lentivirus. Sin embargo, presenta el problema de generar
un alto riesgo de inducir mutaciones en los sitios de insercién del retrovirus y de modificar
de manera permanente el genoma de las CMPi e inducir la formacién de tumores. Varios
métodos alternativos se han propuesto tratando de resolver este problema: la utilizacion de
adenovirus no integrativos,? la transfeccién transitoria con plasmidos,*® el uso de
transposones (piggyBac transposition system)3* y el uso de virus que pueden retirarse de la
célula una vez que han cumplido su objetivo de inducir la expresién de los genes de
pluripotencia, mediante el sistema Cre (Cre-excisable virus).*® En teoria, estos procederes
minimizan el riesgo de modificacién del genoma de la célula diana, aunque este riesgo no
puede ser descartado de manera absoluta, lo que limita, por ahora, la utilizacién de las CMPi
en ensayos clinicos.

Especificamente el denominado sistema piggyBac, ha sido descrito por varios equipos de
investigadores.®**” Consiste en utilizar en la reprogramacién un Gnico vector que es un
pldsmido que funciona como soporte fisico de los 4 genes usados habitualmente, asociado
con un transposén (piggyBac), que es una secuencia de ADN con la capacidad de moverse a
lo largo del genoma de una célula. Este método, aunque también utiliza plasmidos, afade la
herramienta del transposén para eliminar los 4 genes introducidos en las lineas celulares ya
establecidas, lo que se minimiza el riesgo de dafio al genoma, por lo que es mas segura que
las anteriores que presentaban problema para eliminar dichos vectores.

La nomenclatura de este sistema surge a partir de los transposones de Drosophila que
estaban insertados en genomas de Baculovirus y eran cargados alrededor de estos genomas
virales. Asi, después de darle diferentes nombres a este transposon, se buscoé uno mas
llamativo y por afinidad se penso en la palabra piggyback que significa "montar a
horcajadas sobre los hombros". Para indicar la relacién con los Baculovirus se sustituyo6 la k
y se puso B en mayuscula y asi surgio piggyBac.

En el 2009 se publicé un trabajo que cambid la tecnologia de las CMPi para inducir la
pluripotencia en células somaticas sin la utilizacion de ADN ni el empleo de virus. El material
genético que se venia empleando hasta ese momento se sustituyd por proteinas
recombinantes (Oct4, Sox2, c-Myc y KIf4) producidas en el laboratorio a partir de la bacteria
Escherichia coli. Las 4 proteinas estaban combinadas por su extremo carboxilico con el
péptido poliarginina de 11 residuos, lo cual facilita atravesar la membrana celular y nuclear
(técnica conocida como CCP del inglés cell penetrating peptide). Las proteinas se afiadieron
al medio de cultivo donde se encontraban células adultas de la piel de ratones, que se
transformaron en otras mas primitivas y pluripotenciales. Se demostré que estas células
eran capaces de convertirse en cualquier otro tejido. Las ventajas de este nuevo método
incluyen: menos costo, mas simple y rapido que los utilizados hasta entonces y
fundamentalmente poder lograr células madre con caracteristicas embrionarias sin la
insercion de genes que alteren el cédigo genético de las siguientes generaciones celulares.?®

En este contexto de avances cientificos con algunos aspectos alin muy controvertidos, ha
surgido recientemente lo que puede ser un nuevo hito en la biologia celular moderna: las
células sintéticas. La informacion de una secuencia genémica de Micoplasma mycoides

obtenida por sintesis biotecnoldgica, fue introducida dentro de una célula de Micoplasma
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capricolum para crear nuevas células de Micoplasma mycoides, pero controladas por el
cromosoma sintético. El ADN sintético incluia secuencias marcadoras, polimorfismos y
mutaciones adquiridas durante el proceso. Las nuevas células tienen el fenotipo esperado y
son capaces de continuar su autorreplicacién.*®

Muy recientemente se ha comunicado otro avance en este campo con la introduccion de un
nuevo método, que aunque relativamente complejo, se plantea que resulta mas eficiente
que los otros procederes establecidos con anterioridad para hacer la reprogramacion de
células humanas diferenciadas y llevarlas al estado de pluripotencialidad.

Con este nuevo método, las células adultas diferenciadas se convirtieron en células
pluripotentes reprogramandolas con ARNm, por lo que las células asi reprogramadas se
nominaron RiPS (del inglés RNA induced pluripotent stem cells). El ARNm que se empled en
el desarrollo de las RiPS fue un ARNm sintético modificado para que no desencadenara
reacciones adversas en las células. Una ventaja adicional de este procedimiento es que
también puede usarse para transformar las CMPi en células diferenciadas de linajes
predeterminados, lo que permite controlar la diferenciacién de las células madre
pluripotenciales. Se ha sefialado que esta tecnologia de ARN elimina el riesgo de integracion
genézlgica y mutagénesis insercional que se atribuye a todas las metodologias basadas en
ADN.

Las células madre pluripotentes inducidas (CMPi) éson similares o no a las células
madre embrionarias (CMEs)?

Se podria afirmar que no existe una diferencia esencial entre las CMEs y las CMPi. Sin
embargo, el grado de similitud molecular entre ellas no ha sido completamente dilucidado.

Diferentes estudios sugieren que las CMPi son casi idénticas a las CMEs, pero hay un
pequefo porcentaje de sus genes que son expresados diferencialmente. Lo que no esta
claro es si estas diferencias estan dadas por el protocolo de cada experimento o si todas las
células reprogramadas expresan una individualidad que las distingue a ellas. Varios grupos
han utilizado técnicas para identificar un nimero de genes que Unicamente se expresan en
las células embrionarias, pero no en las células maduras, y se definen como genes
representantes del linaje de célula madre (stemness), los cuales son responsables de la
pluripotencia; dicha funcidon se mantiene por un breve tiempo durante el desarrollo
embrionario de los mamiferos, en las células de la masa celular interna del blastocisto. La
pérdida de la pluripotencia y la diferenciaciéon a tejidos celulares especificos conduce a
cambios en los patrones de expresion génica que incluyen el silenciamiento de genes que
codifican para factores de transcripciéon que son claves para el mantenimiento de la
pluripotencia y la expresién de genes inductores de la diferenciacion.*

Chin y otros, aplicaron métodos para comparar CMEs y CMPi de humanos y ratones
mediante técnicas de hibridizacién gendmica comparativa, con el fin de detectar
alteraciones subcariotipicas en ambos grupos de células; ademas, hicieron estudios del
perfil de ARN y de miARN, asi como de modificacion de las histonas para determinar si
existian diferencias en su expresién génica.*

Se pudo apreciar que el 79 % de los genes son expresados a un nivel mas bajo en las CMPi
gue en las CMEs. Esta observacion sugiere que las CMPi humanas no tienen eficientemente
silenciado el patron de expresién de las células somaticas de las que se originaron.

Para determinar si los miARNs son expresados al mismo nivel en las CME que en las CMPi,
se hizo un analisis de su perfil de expresion y se aprecié que el patron de este tipo de ARN
es altamente reproducible entre diferentes experimentos de reprogramacién y que las CMPis
tienen una individualidad en su miARN que las define como Unicas dentro de las CMEs.*?
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Se pudiera pensar que la causa de la expresién diferencial de los genes entre las células
embrionarias e inducidas pudiera estar dada por el protocolo de reprogramacion en si
mismo o por alteraciones gendémicas. Sin embargo, en estudios de hibridizaciéon gendémica
comparativa se detectaron pocas alteraciones subcariotipicas, lo que sugiere que el genoma
de las células reprogramadas se mantiene muy estable después de multiples pasos.

Por otra parte, las células madre embrionarias e inducidas son similares en morfologia, tasa
de proliferacion y en la expresion de algunos marcadores genéticos como la telomerasa,
enzima que mantiene la longitud de los telémeros cromosdémicos, elementos importantes
para mantener la capacidad de replicacién.

En estudios recientes se pudo apreciar que las CMPi mantienen su memoria, huella del
patrén de metilacion de las células somaticas de las que proceden. Como ejemplo de esto se
ha evidenciado que las CMPi obtenidas a partir de la sangre son mas faciles de retornar a
células sanguineas que las producidas a partir de células de piel o del cerebro.*?

Al parecer, las diferencias entre ambos tipos celulares radican en su origen y expresion
génica. Un aspecto que es necesario definir en las CMPi es su capacidad de inducir tumores,
puesto que este es un riesgo en comun con las CMEs y limitarian su potencialidad
terapéutica.

Aplicaciones clinicas de las células madre

Actualmente, la terapia celular ha surgido como una opcion de gran relevancia clinica para
la regeneracién tisular. Los nuevos conocimientos adquiridos sobre las células madre y su
capacidad de convertirse en células de diferentes tejidos esta relacionada con la medicina
regenerativa y su aplicacidon clinica en enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas,
diabetes, alteraciones ortopédicas, enfermedades malignas, entre otras.

La reprogramacion de una célula somatica diferenciada a una célula pluripotente con
caracteristicas similares a las embrionarias, es un impacto en el campo de la biologia celular
gue evita el problema ético de la utilizacién de embriones o de ovocitos humanos y permite
desarrollar una fuente de células pluripotentes viable técnicamente y socialmente aceptable.
Ademas, ofrece una herramienta para el estudio de las bases moleculares y celulares de las
enfermedades.*

Se han comunicado estudios en los que se han obtenido CMPi de pacientes con anemia de
Fanconi, con la particularidad de que las células somaticas fueron previamente tratadas con
terapia génica para corregir su defecto genético, por lo que las células producidas eran
normales y por lo tanto, crean una nueva posibilidad terapéutica para pacientes con esa
enfermedad.*> También se han reprogramado células de pacientes con diabetes mellitus de
tipo 1, que se han podido diferenciar en productoras de insulina, por lo que podrian ser
utiles para estudiar la patogenia de la enfermedad y crean nuevas expectativas terapéuticas
para estos pacientes que pudieran conducir a la terapia celular personalizada.*® Sin
embargo, en este campo solo se estan dando los primeros pasos y se han hecho algunas
investigaciones para tratar de diferenciar in vitro las CMPi hacia linajes celulares especificos.

Por otra parte, como antes comentamos, se han podido obtener CMPis con caracteristicas
autologas, al proceder de un paciente con determinada enfermedad, lo que abre la
posibilidad de su uso en estos casos sin los conflictos que ocasionan las células alogénicas.
No obstante estos avances en el area experimental, se considera que aun debe pasar un
tiempo antes que se pueda desarrollar su aplicacion clinica. Este es un apasionante reto
para el futuro. Mientras tanto, la aplicacién clinica de las células madre autélogas adultas
continla avanzando y aportando resultados muy alentadores. Solo el futuro podra contribuir
a responder las interrogantes que se mantienen en la actualidad.
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