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A partir de diferentes estadios del desarrollo embrionario murino, es posible
establecer in vitro cultivos de células troncales que presentan dos rasgos dis-
tintivos: su capacidad para proliferar indefinidamente, dando lugar a nuevas cé-
lulas troncales (auto-renovacion), y su capacidad de diferenciaciéon a todos los
tipos celulares que forman el organismo adulto (pluripotencia). Durante déca-
das, el transito del estado pluripotente al estado de diferenciacion terminal fue
considerado irreversible; sin embargo, en la actualidad es posible revertir este
proceso e inducir la pluripotencia en células somaticas mediante la expresion de
factores de transcripcion que regulan la identidad de las células troncales em-
brionarias. Este proceso, denominado reprogramacion celular, da lugar a la ge-
neracion de células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs), que presentan ca-
racteristicas moleculares y funcionales similares a las de células troncales em-
brionarias (ESCs). Por ello, las células reprogramadas son una valiosa herra-
mienta en Biomedicina, y estan siendo empleadas para modelar enfermedades
humanas o para la busqueda de nuevos tratamientos en patologias que no res-
ponden alos enfoques clinicos tradicionales.

Palabras clave: Pluripotencia, ESCs, iPSCs, Oct4-Sox2-Klf4-Myc, p73,
biomedicina.

Introduccion

El desarrollo embrionario de mamiferos es un proceso que comienza tras
la fecundacion del ovocito y la formacion del cigoto, y termina con el estable-
cimiento de todos los tejidos especializados que forman el nuevo individuo. Por
ello, en estadios tempranos del desarrollo, deben existir en el embrion células
con la capacidad para generar todos los tipos celulares que componen el orga-
nismo. La potencialidad de estas células, conocidas como células troncales, seira
restringiendo a lo largo del desarrollo, a medida que se determina el “destino”
celular (cell fate) y se ejecutan programas de diferenciacion especificos, regu-
lados a nivel genético y epigenético(Seah, M. 2018).

Forma de mencionar este articulo: Martin-Lopez, M., Marin, M.C., Marqués, M. 2018, Células troncales
y reprogramacion celular. AmbioCiencias, 16, 25-37. ISBN: 1998-3021 (edici6n digital), 2147-8942
(edicion impresa). Deposito legal: LE-903-07.
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De acuerdo con esa potencialidad, existen varios términos para clasificar
las poblaciones de células troncales que surgen durante el desarrollo
(Klimczewska, 2018). Conviene destacar que solo el cigoto y los blastobmeros em-
brionarios de estadios tempranos son considerados inequivocamente totipo-
tentes, es decir, retienen la capacidad de dar lugar a todos los tejidos embrio-
narios y a los extraembrionarios, como la placenta. En el embrion, las células de
la masa celular interna (ICM) del blastocisto y las del epiblasto se caracterizan
por ser pluripotentes, puesto que son capaces de originar todos los tipos celu-
lares de las tres capas germinales embrionarias (ectodermo, endodermo y meso-
dermo), pero no el linaje trofoblastico extraembrionario. En estadios posteriores
del desarrollo fetal y en los organismos adultos, las células troncales que residen
en los tejidos tienen una potencialidad maés restringida, pudiendo sé6lo diferen-
ciarse a tipos celulares de alguna de las tres capas germinales, por lo que se defi-
nen como multipotentes. Estas células troncales adultas (ASCs) se localizan en
microambientes especializados, denominados nichos, y tienen como funcion el
mantenimiento de la homeostasis tisular a lo largo de la vida de los organismos
(Rezzaetal.,2014).

Células troncales pluripotentes derivadas del embrion deraton

Aunque la pluripotencia de las células embrionarias es s6lo un estado
transitorio in vivo durante la embriogénesis temprana (Wu et al., 2016), es
posible establecer y mantener in vitro cultivos de células troncales pluripotentes
(PSCs) a partir de diferentes estadios del desarrollo embrionario (Fig. 1). Ade-
mas de su pluripotencia, estas células presentan como rasgo distintivo su capa-
cidad de auto-renovacion, gracias a la cual pueden proliferar indefinidamente in
vitro dando lugar a nuevas células troncales, manteniéndose en un estado no di-
ferenciado mediante condiciones especificas de cultivo.

La derivacion de las primeras lineas de células troncales embrionarias
(ESCs) se produjo en 1981, a partir de la ICM de blastocistos pre-implantacion de
ratones de la cepa 129 (Evans y Kaufman, 1981). Las lineas de células troncales
epiblasticas (EpiSCs) se derivaron dos décadas mas tarde (Brons et al., 2007), a
partir de epiblastos post-implantacion, y reflejan un estado de pluripotencia méas
cercano al de la fase de gastrulacion. Finalmente, las lineas de células germinales
embrionarias o EGCs se establecen a partir de las células germinales primor-
diales (PGCs), en torno al dia 8,5-12,5 del desarrollo embrionario (Matsui et al.,
1992).

Ademas de la clasificacion convencional de las PSCs en funcién del esta-
dio embrionario en el que se derivan, se ha definido la existencia de un estado de
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pluripotencia naive, representativo de la ICM del blastocisto, y otro estado
primed, que recapitula las caracteristicas de desarrollo del embrion post-
implantaciéon (Wu y Izpisua Belmonte, 2015). Los estados naive y primed pro-
porcionan, respectivamente, a las ESCs y las EpiSCs murinas distintas caracte-
risticas a nivel de morfologia, expresion génica, y estado epigenético (Takahashi
et al., 2018). Cada estado depende de diferentes vias de senalizaciéon y también
difieren en la capacidad de generacion de quimeras (las EpiScs contribuyen ine-
ficientemente a su formacion cuando se inyectan en blastocistos, aunque si for-
man embriones quiméricos al ser inyectadas en epiblastos E7,5). Es importante
destacar que estos dos estados de pluripotencia no son compartimentos estanco,
sino que las células pueden transitar entre ellos de forma reversible, en funcion
de las condiciones de cultivo (Weinberger et al., 2016), habiéndose propuesto la
existencia de estados alternativos intermedios entre los anteriores (Kalkan y
Smith, 2014; Duetal., 2018).

EMBRION K EMBRION . POSTNATAL/ADULTO
PRE-IMPLANTACION POST-IMPLANTACION

==r
E5,5-7,5 E8,5-12,5
Pluripotencia Multipotencia

Figura 1. Origen de las células troncales pluripotentes durante el
desarrollo embrionario (Martin-Lopez, Tesis Doctoral, 2017).

Caracterizacion de las células pluripotentes

La descripcion de las PSCs tinicamente en base a criterios morfologicos
resulta insuficiente, por lo que es esencial disponer de analisis que permitan ca-
racterizar la autorenovacion y pluripotencia de las PSCs, tanto in vitro como in
vivo. La caracterizacion en términos moleculares de la identidad de las ESCs
(stemness) requiere determinar la activacion de los programas transcripcionales
y de las vias de sefializacién que regulan estos procesos. Junto con estos analisis
genéticos, existen diversos ensayos para comprobar la capacidad de diferencia-
cion de las PSCs, que aparecen recogidos enla Tabla 1.
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Tabla 1. Ensayos utilizados para evaluar la pluripotencia de las PSCs.

Diferenciacion
mediante la
formacion de
cuerpos
embrioides (EBs)

Invitro

Abordaje Experimental

Las PSCs se cultivan en suspension, formando agregados
multicelulares con forma esférica o EBs que recapitulan los
primeros estadios del desarrollo embrionario. Mediante analisis
de la expresion de marcadores especificos se confirma que las
PSCs pueden diferenciarse a cualquier tipo celular de origen
ectodérmico, mesodérmico o endodérmico

Formacion de
teratomas

Las PSCs se inyectan subcutaneamente en ratones
inmunodeficientes, que desarrollan tumores. Mediante analisis
histopatologico, se confirma que los tumores contienen células
diferenciadas pertenecientes alastres capas germinales

Generacion de
ratones
quiméricos y
contribu-cion a la
linea germinal

Mo

In

Las PSCs se inyectan en blastocistos de raton, donde deben
incorporarse ala ICM del blastocisto y dar lugar al nacimiento de
quimeras, contribuyendo a todos los tejidos del organismo. Para
conocer si ha habido contribucion ala linea germinal, se realizan
cruzamientos prueba

Complementacion
de embriones
tetraploides

Los PSCs se agregan con embriones tetraploides y deben ser
capaces de dirigir el desarrollo completo del embrion. Los
embriones 4n no son capaces de completar el desarrollo normal,
pero si contribuyen al tejido extraembrionario

complementando la pluripotencialidad delas PSCs 2n

Las ESCs murinas crecen formando colonias redondeadas y compactas,
con bordes bien delimitados. Las células que las integran muestran una relacion
nucleo-citoplasma elevada, tienen una elevada actividad de las enzimas fosfatasa
alcalina y telomerasa y, al igual que las células de la ICM, presentan el antigeno
embrionario especifico de estadio-1 (SSEA-1). Las células expresan los factores
de transcripcion OCT4, NANOG y SOX2, fundamentales para el desarrollo em-
brionario temprano de mamiferos, y que constituyen la red esencial de regu-
lacion transcripcional de la pluripotencia (Loh et al., 2006). El analisis epigené-
tico delas mESCs ha permitido identificar la presencia de dominios bivalentes en
la cromatina, en los que coexisten marcas activadoras y represoras de metilacion
de histonas. Esta configuracion proporciona un estado de mayor plasticidad, que
posibilita tanto el mantenimiento de la pluripotencia, como la capacidad de res-
puesta rapida a las senales pro-diferenciadoras (Gaspar-Maia et al., 2011). Final-
mente, cuando se inyectan en blastocistos de ratones, las mESCs contribuyen a
todas las células de las tres capas germinales y a la linea germinal de animales
quiméricos.
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Induccion dela pluripotenciay reprogramacion celular

Durante décadas se considero que, de acuerdo con el modelo propuesto
por Conrad Waddington a finales de los afios 50, las vias que dirigian la progre-
sion del desarrollo y la diferenciacion celular eran unidireccionales, y el destino
de las células, comprometidas hacia un linaje determinado, permanente e irre-
versible (Takahashi y Yamanaka, 2016). Sin embargo, en la actualidad se sabe
que el estado diferenciado de una célula somatica puede ser revertido a un estado

pluripotente, mediante el proceso denominado reprogramacion, abriendo la
posibilidad de desarrollar estrategias de induccion de la pluripotencia por
manipulacion experimental (Fig. 2).

Totipotencia B) . o;?.

Na\:ve Primed

:‘/f

Pluripotencia

Figura 2. A) Proceso de desarrollo segin el modelo del paisaje
epigenético de Waddington. B) Ruta alternativa de induccion de la
pluripotencia: reprogramacion celular. Adaptado de Takahashi y
Yamanaka, 2016.

Laprimera de estas estrategias se basé en poner en contacto el niicleo dela
célula somatica con el ambiente de un ovocito previamente enucleado. En los ex-
perimentos pioneros de transferencia nuclear, realizados en anfibios en los
afnos cincuenta, se consigui6 obtener organismos adultos genéticamente idénti-
cos a las células donantes del nacleo, tanto de origen embrionario (en el caso de
los trabajos de Briggs y King, 1952), como de células diferenciadas (Gurdon,
1962). En mamiferos, la aplicacion de la tecnologia de transferencia nuclear tuvo
sus primeros frutos en la década de los ochenta, con los experimentos de
MacGrath y Solter en ratén, y de Willadsen en rumiantes (revisado por Wilmut
et al., 2015), pero no fue hasta finales de los anos noventa, cuando las investiga-
ciones realizadas en el Instituto Roslin (Edimburgo, Reino Unido) permitieron
obtener mamiferos clonados mediante transferencia nuclear, tanto a partir de
células embrionarias mantenidas en cultivo (1996), como fibroblastos fetales y,
finalmente, de células altamente diferenciadas de una oveja adulta, en el caso de
laoveja Dolly (Wilmut et al., 1997).

Estas investigaciones indicaron que la diferenciacion celular y las “res-
tricciones” epigenéticas impuestas en el genoma de la célula somética durante el
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desarrollo no eran irreversibles (Hochedlinger y Jaenisch, 2015), demostrando

que el ovocito contiene los factores necesarios para reprogramar el epigenoma, y
sugiriendo que estos factores podrian ser identificados y utilizados en células so-
maticas. La existencia en las células troncales de factores transactivadores capa-
ces de conferir el estado pluripotente a células somaticas se corroboro6 en ensayos
de fusién de células somaticas con PSCs (revisado por Yamanaka y Blau,
2010), observandose que en el hibrido resultante de la fusiéon, o heterocarionte,
se activan genes silenciados en la célula somatica, que adquiere las caracteristi-
cas dela célula pluripotente.

Estos y otros estudios condujeron a la demostraciéon de que la expresion
ectdpica transitoria de un conjunto minimo de factores de transcripcion asocia-
dos a células troncales embrionarias permite inducir la reprogramacion ce-
lular de células somaticas murinas y humanas, dando lugar a la generacion de
células pluripotentes(Takahashiy Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Es-
tas células, denominadas células troncales pluripotentes inducidas o iPSCs,
presentan caracteristicas molecularesy funcionales similares alas ESCs. El “coc-
tel” de factores de reprogramacion consiste en cuatro factores de transcripcion
pertenecientes a la red de regulacion transcripcional de la pluripotencia:
OCT3/4,S0X2,KLF4yc-MYC (alos que nos referiremos de aqui en adelante co-
mo OSKM).

Transferencia nuclear de células somaticas (SCNT)

g+ @ -

Célula somatica Ovocito enucleado SCNT-ESC

Fusién celular con células troncales pluripotentes

 AACEEdOn

Célula somatica 4n-PSC

Expresidn de factores de transcripcion (TFs)

+ ocra
KLF4 cmc #
Célula somatica iPSC

Exposicién a moléculas quimicas

Figura 3. Diferentes estra-

.D. > ] tegias para conseguir la
’ + .... ® induccion de la pluripotencia.
Adaptado de Takahashi y
Yamanaka, 2015.

Célula somatica Moléculas pequefias iPSC
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A pesar de la mejora de las metodologias de obtenciéon de iPSCs, la repro-
gramacion celular es un proceso muy lento e ineficiente, y solo un nimero peque-
no de células alcanza la reprogramacion completa con éxito (menor al 0,01-
0,06% en la mayoria de los casos). En los ultimos afios, se han desarrollado di-
versas estrategias para incrementar la eficiencia del proceso, al tiempo que se ha
intentado evitar tanto el uso de DNA viral, como la integracion permanente en el
genoma de los transgenes OSKM (Rony et al., 2015). Esto es debido a la posibi-
lidad de mutagénesis insercional, asi como al riesgo que conlleva la reactivacion
de los transgenes, que podria dar lugar a la formacién de tumores. Una de las al-
ternativas es la utilizacion de compuestos quimicos que mejoran la eficiencia del
proceso (por ejemplo, modificadores epigenéticos) o que sustituyen algu-
nos/todos los factores OSKM (Higuchi et al., 2015). Esta estrategia de reprogra-
macion, conocida como reprogramacion quimica es el foco de numerosas in-
vestigaciones encaminadas ala obtencion de iPSCs clinicamente més seguras.

Fases del proceso de reprogramacion

La secuencia de eventos que se inicia con el silenciamiento del programa
genético de las células somaticas diferenciadas ha sido ampliamente estudiada
en el caso de la reprogramacion de fibroblastos (Brambrink et al., 2008), y co-
mienza a ser caracterizada en otros tipos celulares (Nefzger et al., 2017). La rea-
lizacién de un extenso perfil transcriptomico de estas células (Li et al., 2010;
Samavarchi-Tehrani et al., 2010), permiti6 describir la reprogramacion celular
como un proceso secuencial, definido por tres fases: iniciaciéon, maduracion y es-
tabilizacion. Complementando estos estudios, otros analisis genémicos y pro-
tedomicos han determinado que este proceso esta caracterizado por dos “oleadas”
de cambios moleculares, la primera estocastica y la segunda jerarquica y organi-
zada, separadas por un periodo intermedio en el que se pueden encontrar células
en un estado de reprogramacion parcial (Buganim et al., 2012).

La fase de iniciacion comienza con la expresion de los factores de re-
programacion OSKM en las células sométicas. Uno de los primeros cambios que
se detectan es un aumento de la proliferacion celular, asi como un cambio en el
metabolismo energético de las células, que empiezan a realizar glucolisis anae-
robica en detrimento de la fosforilacion oxidativa. A nivel morfologico, tiene lu-
gar una transformaciéon coordinada para una reduccion rapida del tamaiio celu-
lar y el comienzo de la formacion de grupos celulares compactos. Esto implica la
pérdida de la identidad mesenquimal, seguida de la reactivacion de las carac-
teristicas epiteliales (como son el establecimiento de los contactos célula-célula,
la polaridad celular y la expresion de moléculas de adhesion celular), en un pro-
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ceso que recapitula la Transicion Mesénquima-Epitelio o MET (Li et al.,
2010; Samavarchi-Tehrani et al., 2010). La transicion MET, marca distintiva de
la fase de iniciacién, es dependiente de la via de senalizacion de BMP (en accién
sinérgica con los factores OSKM), y es totalmente imprescindible para que las
células contintien haciala fase de maduracion.

La denominada fase de maduracion, es un paso en “cuello de botella”

querefleja la baja eficiencia del proceso de reprogramacion. En esta fase desapa-
rece por completo la expresion de los marcadores mesenquimales y se silencian
los transgenes OSKM, al tiempo que se activa gradualmente la expresion de los
genes endogenos asociados a la pluripotencia. Especialmente, la expresion sos-
tenida de NANOG es necesaria para la completa maduracion de las iPSCs y para
que las células progresen hacia la fase final de estabilizacion, en la que tiene
lugar la restauracion completa de la red de regulacion de la pluripotencia, con
independencia de la expresion de los transgenes OSKM (Silva et al., 2009). En
esta fase, los cambios epigenéticos contintian, y se produce la reactivacion de la
telomerasa y la reactivacion del cromosoma X inactivo, en células murinas con
dotaciéon cromosémica XX (Stadtfeld et al., 2008).

Genes de células somaticas

THY1
ZEB1/2
SNAIL

€

Célula somatica | | iPSCs

Marcadores

+ OSKM Dependeincia de los transgenes Independencia de los transgenes
[Pregrama somatico
MET
Apoptosis Elongacion de |
Proliferacion

Glucolisie anaerdbica Reactivacion del cromosoma X

Activacion de la red de regulacion de la pluripotencia

Figura 4. Fases del proceso de reprogramacion y eventos molecu-
lares secuenciales caracteristicos (Martin-Lopez, Tesis Doctoral,
2017).

Facilitadores v barreras moleculares dela reprogramaciéon
A pesar de la mejora de las metodologias de obtencion de iPSCs, es nece-
sario tener en cuenta que la mayoria de las células que expresan los factores

OSKM fracasan en superar las barreras epigenéticas y transcripcionales que pre-
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vienen la induccién de la pluripotencia. Por ejemplo, durante la fase de inicia-

cion, las células deben superar los procesos de parada del ciclo celular, apoptosis
y senescencia, que se activan en respuesta al dano en el DNA (Marion et al.,
2009). Es por ello que los genes que regulan todos estos procesos celulares, como
los supresores tumorales, p16INK4a, Rb1 (Retinoblastoma) o Trp53, represen-
tan algunas de las barreras mas importantes para la reprogramacion y, en con-
sonancia, la represioén/inactivacion de estos genes incrementa la eficiencia del
proceso (Popowskiy Tucker, 2015).

La familia génica de p53 esta formada por los factores de transcripcion
P53, p73 ¥ p63. Los tres miembros comparten una gran homologia estructural y
presentan varias isoformas proteicas, implicadas en la regulacién de multiples
procesos biolégicos (Pflaum et al., 2014). p53 posee un papel central en el man-
tenimiento de la integridad genémica, regulando el ciclo celular, la senescenciay
apoptosis. Tanto p63 como p73 pueden activarla transcripcion de genes diana de
P53, pero también son capaces de regular vias de senalizacion independientes y
de desempenar funciones especificas propias. Diferentes grupos de investiga-
cion han demostrado que la falta de p53 incrementa la cinética y eficiencia del
proceso de reprogramaciéon (Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009). Por el
contrario, p63 (la isoforma DNp63) acttia como un regulador positivo de la re-
programacion. En el caso de p73, Martin-Lopez et al. (2017) han demostrado que
P73 es necesario para que el proceso de reprogramacion se produzca de forma
eficiente, incluso en ausencia de p53. En concreto, la funcion de p73 es necesaria
para que se lleve a cabo adecuadamente la transicion MET durante la fase de ini-
ciacion. Estos autores han propuesto un modelo en el cual la expresion de p73 se
induce durante el proceso de reprogramacion celular para modular positiva-
mente la via de sefializacién de BMP durante la transicion MET. De acuerdo con
ese modelo, la isoforma DNp73 incrementaria la senalizacién de BMP mediante
la represion directa del inhibidor de la via, Smad6. Por tanto, p73 se comportaria
como un regulador positivo de la reprogramacion celular (Martin-Lopez et al.,
2017).

Consideraciones finales

Desde la obtencion de las primeras lineas de iPSCs hace algo mas de una
década, estas células se han convertido en una herramienta muy relevante para
la investigacién biomédica (Shi et al., 2016). En primer lugar, la posibilidad de
obtener células pluripotentes a partir de una gran diversidad de células somati-
cas, junto con la capacidad de diferenciacion de las iPSCs a cualquier tipo celular
del organismo, ha revolucionado el campo de la terapia celular, al permitir dispo-
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ner de una valiosa fuente de células y evitando tanto los problemas éticos suscita-
dos por la derivacion de ESCs humanas, como la posibilidad de rechazo inmuno-
l6gico por parte del paciente. Por este motivo, gran parte de esfuerzos han estado
encaminados a generar iPSCs clinicamente tutiles y seguras y, actualmente,
existen varios ensayos en fase clinica con iPSCs humanas (Ilic et al., 2015; Guhr
etal.,2018).

Por otro lado, también se han realizado numerosas investigaciones repro-

gramando células somaticas procedentes de pacientes con patologias, con el fin
de modelar estas enfermedades in vitro (Warren y Cowan, 2017; Karagiannis et
al., 2019). Esto no s6lo permite estudiar de forma detallada los mecanismos mo-
leculares involucrados en la patogenia de la enfermedad, sino que facilita el de-
sarrollo de nuevos tratamientos farmacolégicos.

Finalmente, la combinacion de la reprogramacion celular con la tecnolo-
gia de edicion génica ofrece oportunidades sin precedentes tanto para la genera-
cion de modelos mas precisos de enfermedades, como para la correcciéon de las
mutaciones en células derivadas de pacientes, las cuales podrian ser repro-
gramadas y utilizadas para las aplicaciones ya mencionadas (Raya et al., 20009;
Hockemeyer y Jaenisch, 2016). La futura traslacion a la clinica de estas tecnolo-
gias no s6lo requerira avances técnicos y la mejora del conocimiento de la biolo-
gia de las células troncales, sino que las importantes implicaciones éticas aso-
ciadas deberan ser debatidas por la comunidad cientifica y apropiadamente
reguladas.
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