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Resumen

El Premio Nobel 2012 en Fisiologia o Medicina fue concedido a Sir John Gurdon y Shinya Yamanaka por sus avances en la reprogramacion
celular. Estos descubrimientos no sélo cambiaron nuestra vision del proceso de diferenciacion celular, pero también tienen el potencial
de revolucionar la medicina. Proporcionando una breve contextualizacién histérica y un resumen sucinto de las metodologias actuales,
presentamos los principales avances en la investigacion basica, asi como sus posibles aplicaciones en la clinica. Esta revision tiene como
objetivo proporcionar un panorama general del estado actual sobre el campo de reprogramacioncelular y sus implicaciones terapéuti-

cas.
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Abstract

The 2012 Nobel Prize in Physiology or Medicine was awarded to Sir John Gurdon and Shinya Yamanaka for their breakthroughs in cellular
reprogramming. These discoveries not only changed our view of the process of cell fate determination, but also hold the potential to
revolutionize medicine. By providing a brief historical context and a succinct summary of the current methodologies, we present the
major advances in basic research, as well as their potential applications to the clinic. This review aims to provide a concise overview of

the current state of the field and its implications for therapy.
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Experimentos en reprogramacion nuclear, han desafiado la
idea de que cambios genéticos son responsables de la sub-
diferenciacion de linajes celulares. En 1962, Sir John Gurdon
demostrd que el nucleo de células diferenciadas de intestinos
de Xenopus laevis, podian generar animales sanos al ser trans-
feridos a huevos enucleados. Es muy interesante que, al tomar
células de embriones clonados, parcialmente desarrollados y
transferirlos a nuevos huevos enucleados, el éxito era signifi-
cativamente mayor'. Complementados con la generacion de la
oveja Dolly, el primer mamifero clonado de células diferencia-
das?, estos experimentos demostraron que cambios epigenéti-
cos reversibles son los responsables de la diversidad de tejidos
€n un organismo.

Las células madres embrionarias son naturalmente pluri-
potentes, ya que tienen dos caracteristicas especificas: la capa-
cidad de auto-renovarse y la posibilidad de ser diferenciadas
en cualquier tipo de célula en el cuerpo’. Una pregunta fun-
damental que quedé por ser explorada en los experimentos
en clonacién, plantea lo siguiente: jcudles son los factores
necesarios para revertir estos cambios epigenéticos, y llevar a
las células a un estado embrionario? Experimentos en fusiéon
celular dejaron en claro que factores de transcripcién son ne-
cesarios y suficientes para alterar el paisaje epigenético de las
diferentes células®. Sin embargo, no fue hasta que el japonés
Shinya Yamanaka generé células pluripotenciales inducidas
(iPS, por sus siglas en inglés) mediante la introduccion de fac-
tores exogenos a células epiteliales de ratones y humanos, que
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estos factores fueron identificados™®.

Sibien la reversién a estado embrionario fue elegantemente
demostrada, la conversion directa de un linaje celular a otro,
sin pasar por un estado embrionario, es de mayor interés, ya
que permitiria la rapida produccion de células necesarias para
pacientes afectados por diferentes enfermedades’.

En esta revision bibliografica se discutiran los diferentes
procesos de reprogramacion, tanto directa como a través de la
formacién de células iPS, seguida por diferenciacion in vitro
(figura 1). Ademas, se debatiran las ventajas de la reprograma-
cion en la medicina personalizada y la investigacion cientifica.

Pluripotencia inducida: La prueba maxima de

conservacion genética y plasticidad celular

Las primeras pruebas de que pluripotencia puede ser in-
ducida a los diferentes tipos de células provenientes de los ex-
perimentos en clonacién. Si bien la oveja Dolly fue el primer
mamifero formalmente clonado?, esta fue derivada de células
mitéticas mamarias. Es por esto que, la clonaciéon de Dolly no
dejé en claro si todas las células terminalmente diferenciadas
adultas pueden ser inducidas a pluripotencia. De hecho, los
autores no estaban seguros si la célula donante era terminal-
mente diferenciada o si era una célula progenitora en las glan-
dulas mamarias. La clonacién de ratones a partir de linfocitos
maduros By T, en la cual el genoma habia sido recombinado?,
y la clonacién a partir de neuronas postmitdticas del bulbo
olfatorio’, demostraron inequivocamente que células termi-
nalmente diferenciadas pueden dar origen a animales sanos.
Aunque la clonacidn exitosa ha sido obtenida de multiples cé-
lulas donantes, esta no ha sido definida en todos los tipos de
células. Por ejemplo, Yagi y colegas fallaron en clonar anima-
les sanos a partir de neuronas corticales postnatales'.

Las células madres embrionarias son pluripotentes y son
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el estindar de oro en el campo de la pluripotencia inducida.
Las primeras células madres embrionarias mamiferas fueron
derivadas en 1981'". Sus contrapartes humanas fueron obteni-
das en los afios 90'>"%. Sin embargo, su uso es extremadamente
controversial, ya que son obtenidas a partir de la masa celular
interna de blastocitos, y por tanto, este proceso destruye nece-
sariamente al embrion en desarrollo™. Una manera de esqui-
var los problemas éticos y técnicos de generar células madres,
ya sea por derivacion directa a partir de un embrién o por
clonacion, es la induccion a pluripotencia en células diferen-
ciadas’. La investigacion revolucionaria de Yamanaka y otros
colegas, ha demostrado que la expresion forzada de solamente
cuatro factores de transcripcion, es suficiente para reprogra-
mar células adultas a un estado equivalente al embrionario™
Aunque el trabajo original fue desarrollado en fibroblastos,
estos principios han sido mantenidos en multiples sistemas”",
incluyendo neuronas postmitéticas postnatales'

Originalmente, las células pluripotenciales inducidas (iPS)
fueron obtenidas a través de infeccion viral>'. Lamentable-
mente, estos métodos integraban el genoma viral dentro del
receptor, disminuyendo las aplicaciones médicas, ya que la
integracion viral ha sido anteriormente asociada con el desa-
rrollo de tumores, y con la expresion residual de los factores
exogenos'’. Desde entonces, métodos alternativos han sido
desarrollados. Es de gran relevancia mencionar a los métodos
basados en expresion de ARN'" y administracion directa de
proteinas recombinantes®

Problemas adicionales en la generacion de células iPS para
usos médicos incluyen el dificil mantenimiento de las mismas
en cultivos in vitro; y las diferencias entre las células iPS y cé-
lulas embrionarias naturales. Recientes avances desarrollados
por Chad Cowan y colegas, han optimizado el cultivo, reten-
cién y modificacion genética de células pluripotentes; usando
medios de cultivos sin productos animales®'. Finalmente, las
diferencias y similitudes entre células iPS y células madres
embrionarias han sido sujetas a extenso analisis por distintos
grupos. Hasta el momento no se han encontrado diferencias
consistentes entre células iPS y células embrionarias bona

ﬁdeZZ,ZS.

Reprogramacion directa: Forzando células a

cambiar su identidad

Aunque la produccion de células iPS es muy atractiva para
el campo de la medicina, esta también tiene algunas desventa-
jas, como ser la baja eficiencia de reprogramacion y los largos
tiempos requeridos para la derivacion, validacion y diferen-
ciacién en el tipo de células deseadas’. Sorprendentemente, va-
rios grupos han logrado reprogramar directamente un tipo de
células terminalmente diferenciadas en otro subtipo, sin nece-
sitar ir por el estado embrionario. Inicialmente, investigadores
dela Universidad de Pennsylvania, demostraron la conversién
directa de fibroblastos, condroblastos y células epiteliales a
mioblastos; gracias a la sobreexpresion de factores de trans-
cripcién necesarios para el desarrollo musculo-esquelético®
Estos resultados inspiraron la busqueda de combinaciones ne-
cesarias para generar otros tipos de células directamente. Uno

Paciente

A

e

Células Primarias

%%

Células Primarias

Clonauo/ \

Reprogramacion

Células Pluripotentes

! ! Aciacién in vitro

Células Deseadas

(Correccién
Genética)

Reprogramacion
Directa

Modelo de Enfermedades

Figura 1. Aplicaciones de la reprogramacion celular en la medicina.
Existen dos maneras de generar células especificas para pacientes. La ma-
nera mas rapida es por la reprogramacion directa de células donantes a
células deseadas. Sin embargo, la manera mas utilizada es la induccién de
pluripotencia en células donantes, ya sea a través de clonacién o de repro-
gramacion. Estas células pluritpotentes pueden posteriormente ser dife-
rencias en células deseadas. Las células deseadas son después utilizadas
para modelar enfermedades in vitro o para ser transplantadas nuevamente
al paciente.

de los primeros ejemplos proviene del sistema inmunologico,
donde se logré la conversion de linfocitos B a macréfagos®
Ejemplos adicionales incluyen la reciente conversion directa
de fibroblastos en cardiomiocitos® y células Sertoli*.

La produccién directa de células del sistema nervioso ha
sido una prioridad para el campo de la reprogramacion. Re-
cientemente, Huang y colegas han generado células madres
neuronales a partir de fibroblastos®. Sorprendentemente,
estas células pueden generar neuronas y células glia in vitro.
Adicionalmente, neuronas maduras y funcionales, como ser
neuronas dopaminérgicas y motoras, pueden también ser ob-
tenidas a partir de fibroblastos.

Idealmente y para uso en terapia médica, la reprograma-
cion directa se deberia lograr in vivo, es decir, dentro del or-
ganismo del paciente. Lamentablemente, este proceso es ex-
tremadamente dificil y muy pocos avances se han realizado en
el area. Sin lugar a duda, el pionero en este tema es el grupo
dirigido por Douglas Melton en Harvard. A través de elegan-
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tes experimentos, este grupo logré convertir directamente
células exocrinas de pancreas en células {3, que exitosamente
producen insulina®. Notoriamente, dos grupos independien-
tes reportaron la conversion in vivo de fibroblastos a cardio-
miocitos***. Estos avances han abierto las puertas a nuevos
enfoques para revolucionar la medicina moderna.

La Medicina Personalizada: ;Una Realidad?

La posibilidad de utilizar células paciente-especificas, para
generar células pluripotentes que pueden renovarse infinita-
mente y diferenciarse in vitro en cualquier célula del cuerpo,
ofrece grandes esperanzas en el ambito de la medicina per-
sonaliza®. Varios protocolos han sido establecidos para ob-
tener diferentes células diferenciadas de gran interés, para
tratamiento médico de enfermedades degenerativas®. Por
ejemplo, un reciente reporte demostré la diferenciacion de
células pluripotentes en adipocitos blancos y marrones®. Si-
milarmente, la obtencion de células  productoras de insulina
ha sido lograda, aunque con menor éxito*”*. En el campo de
la neurociencia, diferentes neuronas motoras han sido obte-
nidas al tratar células pluripotentes con combinaciones de
factores de transcripcion y drogas®*. De gran importancia
para terapias en salud reproductiva, fascinantes experimentos
han producido oocitos y espermatozoides a partir de células
iPS*%2, Finalmente, no podemos olvidar la creacion in vitro de
células progenitoras sanguineas®, que pueden convertirse en
una fuente ilimitada de sangre altamente pura y segura para
transfusion.

Indiscutiblemente, la aplicaciéon mas grande de la reprogra-
macioén celular y el desarrollo de células iPS es el tratamiento
y correccion de mutaciones genéticas que dan origen a enfer-
medades actualmente incurables. Como prueba de principio,
el grupo de Rudolf Jaenisch demostrd por primera vez que
es posible curar la anemia de células falciformes, usando una
combinacion de reprogramacion celular e ingenieria genética.
Brevemente, este grupo tomd fibroblastos de ratones que lle-
vaban la mutacion genética que causa la anemia. Estos fibro-
blastos fueron reprogramadas a células iPS, y las mutaciones
fueron corregidas por recombinaciéon homologa, para luego
ser diferenciadas a progenitores sanguineos. Después de un
trasplante aut6logo en animales enfermos, esta anemia fue cu-
rada permanentemente*’.

En humanos, células iPS son principalmente utilizadas

para modelar enfermedades genéticas in vitro, y visualizar sin-
tomas tempranos en el desarrollo de estas. Con este enfoque,
actualmente se han obtenidos importantes pistas que pueden
acelerar la deteccion y tratamiento de desordenes degenerati-
vos, como ser la enfermedad de Alzheimer* y de Parkison®.
Ademas, estos métodos también han sido aplicados a la en-
fermedad de Huntington; en la cual se han podido corregir
las expansiones CAG, que dan origen a fenotipo particular de
este desorden”’. Finalmente, uno de los experimentos mds im-
presionantes de este afio es la eliminacion del cromosoma ex-
tra causante del Sindrome de Down en células iPS, derivadas
de fibroblastos de pacientes afectados por esta enfermedad®.
Aunque esta técnica no puede ser utilizada para reemplazar
todos los tejidos de los afectados, es de particular interés para
la generacion de células progenitoras sanguineas. Utilizando
un enfoque similar al demostrado por Rudolf Jaenisch en ane-
mia de células falciformes*, trasplantes aut6logos podrian ser
realizados en pacientes con Sindrome de Down, para eliminar
la alta susceptibilidad a leucemia y otros desordenes sangui-
neos caracteristicos de la enfermedad.

El ambito de reprogramacion se ha desarrollado a un paso
tan acelerado que es muy dificil predecir los avances que po-
dremos conseguir para el final de esta década. Sin embargo,
todas las historias discutidas en esta revision indican clara-
mente que la reprogramacion tendrd un papel fundamental
en la medicina moderna. Es razonable pensar que en el futuro
cercano, cientificos y especialistas médicos trabajaran mano
a mano para ofrecer terapias altamente innovadoras para en-
fermedades actualmente consideradas incurables. Claro esta,
que esfuerzos son necesarios para apoyar la creacion de ban-
cos internacionales de células iPS, como es sugerido por el
Premio Nobel Shinya Yamanaka y otros®. Estas instituciones
facilitarian en gran magnitud los accesos a estas tecnologias,
y por tanto acelerarian la realizacion de todas las promesas de
las células madres pluripotentes a la medicina personalizada.
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