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DESCRIPCIÓN 
 

Método para reprogramar células diferenciadas 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a un método para reprogramar una célula diferenciada a una célula indiferenciada 

por medio de un activador Wnt/β-catenina o un inhibidor GSK-3. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 

La ruta de señalización Wnt/β-catenina regula varios procesos celulares durante el desarrollo de vertebrados e 
invertebrados, incluyendo la proliferación y diferenciación celular, muerte celular, y organogénesis (Karner et al., 

2006; Reya y Clevers, 2005). Además la ruta Wnt/β-catenina controla la homeostasis tisular y la regeneración en 
respuesta a un daño en el pez cebra, Xenopus, planarios, e incluso en mamíferos adultos (Gurley et al., 2008; Ito et 15 
al., 2007; Osakada et al., 2007; Petersen y Reddien, 2008; Stoick-Cooper et al., 2007; Yokoyama et al., 2007). 
 

La β-catenina une las cadherinas al citoesqueleto en la adhesión célula-célula y actúa como una molécula de 
señalización intracelular en la ruta Wnt. La unión de los ligandos Wnt a los receptores Frizzled y LRP5/6 da como 
resultado la inactivación de un complejo de destrucción multiproteico, que está compuesto por glucógeno sintasa 20 
quinasa-3 (GSK-3), Axin y proteína de la poliposis adenomatosa cólica (APC). Esta inactivación da lugar a una 

disminución de la fosforilación de la β-catenina, lo que permite entonces que la β-catenina escape a la degradación 

mediada por la ubiquitina - proteosoma (Willert y Jones, 2006). Como consecuencia, la β-catenina se acumula en el 
citoplasma y se traslada al núcleo, dando lugar a la activación transcripcional de una plétora de genes diana que 

controlan varios procesos celulares y tisulares (Hoppler y Kavanagh, 2007). En ausencia de activación Wnt, la β-25 
catenina se fosforila por el complejo de destrucción y se degrada por el sistema de ubiquitina - proteosoma. La 

activación de la señalización Wnt/β-catenina induce la expresión de múltiples antagonistas que actúan de manera 
coordinada para cerrar la ruta simultáneamente en muchos niveles. Extracelularmente, las proteínas Wif-1 y Dkk 
inhiben la señalización Wnt interactuando con la proteína Wnt y los receptores LRP5/6, respectivamente (Kawano y 

Kypta, 2003). Intracelularmente, tanto la Nkd-1 como la Axin 2 potencian la degradación de β-catenina por medio del 30 
aumento de la formación del complejo de destrucción (Behrens, 2005; Wharton et al., 2001). Las proteínas Wnt 
forman una gran familia de isoformas (desde la Wnt1 a Wnt10b, Wnt11 y Wnt16) (Kikuchi et al., 2007). Entre estas, 
la Wnt3a ha demostrado que potencia la auto-renovación y mantiene la totipotencia de las células madre 
embrionarias (ES) y las células madre hematopoyéticas (HSC) (Anton et al., 2007; Reya et al., 2003) por medio de la 
acumulación de β-catenina en el núcleo celular. Así mismo, tanto la activación de los homólogos GSK-3α y GSK-3β 35 

como las mutaciones en APC dan lugar a la estabilización de la β-catenina y compromete seriamente la capacidad 
de las células ES para diferenciarse y para mantener su rigor (Doble et al., 2007; Kielman et al., 2002; Sato et al., 
2004). 
 
La reprogramación puede permitir la indiferenciación de las células diferenciadas hacia la pluripotencia y puede 40 
tener lugar por medio de diferentes mecanismos. La transferencia nuclear somática ha permitido la clonación de 
diferentes animales por medio de la reprogramación de un núcleo diferenciado (Vajta, 2007). Recientes hallazgos ha 
demostrado que la sobre-expresión de cuatro factores de transcripción específicos de células ES que codifican 
genes de células somáticas de ratón y ser humano pueden inducirlas a convertirse en pluripotentes (Aoi et al., 2008; 
Brambrink et al., 2008; Hanna et al., 2008; Kim et al., 2008; Lowry et al., 2008; Maherali et al., 2007; Park et al., 45 
2008; Takahashi et al., 2007; Takahashi y Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007). Las células somáticas de ratón y ser 
humano también se pueden reprogramar por fusión con células ES, y Nanog, un factor que mantiene las células ES 
en su estado indiferenciado, aumenta la pluripotencia de los híbridos (Cowan et al., 2005; Silva et al., 2006; Tada et 
al., 1997; Tada et al., 2001). También se han visto en los híbridos célula ES-timocitos, la reactivación del cromosoma 
X inactivo, la corrección de la metilación de ADN asociada con genes impresos, y la reactivación del transgén Oct4-50 
GFP. Además, cuando estas células híbridas se introducen en blastocistos diploides huésped, contribuyen a las tres 
capas germinales de los embriones quiméricos (Tada et al., 1997; Tada et al., 2001). Se han comunicado hallazgos 
similares tras la fusión de fibroblastos humanos con células ES humanas. Los híbridos tetraploides que se obtenían 
mostraban el fenotipo y tasa de crecimiento de las células ES humanas. El genoma somático se reprogramó, como 
se demuestra por el análisis transcripcional de genoma completo tipo célula ES humana (Cowan et al., 2005). 55 
 
La Solicitud de Patente WO 2007/115216 proporciona métodos para reprogramar terapéuticamente células madre 
adultas de seres humanos en células pluripotentes. Tales métodos consisten en el aislamiento de una célula madre 
adulta de ser humano y ponerla en contacto con un medio que comprende factores estimulantes que inducen el 
desarrollo de la célula madre en una célula reprogramada terapéuticamente. El medio comprende PM-10™. Tal 60 
método ha sido propuesto también en la Solicitud de Patente WO 2005/123123 en la que el factor estimulante es un 
producto químico seleccionado de entre el grupo que consiste en 5-aza-2’-desoxicitidina, inhibidor de la histona des-
acetilasa, ácido n-butírico y tricostatina. 
 
La Solicitud de Patente WO 2007/054720 desvela métodos para reprogramar y modificar genéticamente células. En 65 
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esta solicitud se obtiene un genoma pluripotente a partir de un genoma diferenciado fusionando una célula 
pluripotente con una célula diferenciada en presencia de Nanog o un inhibidor MEK. 
 
 La Solicitud de Patente WO 2007/019398 proporciona métodos mejorados para reprogramar una célula animal 
somática diferenciada en una célula madre indiferenciada. Tales métodos comprenden (a) inyectar una o más 5 
células animales somáticas diferenciadas en un oocito, (i) remodelar la envoltura nuclear del núcleo de la células 
somática y (ii) reprogramar la cromatina de la célula somática y (b) transferir o fusionar el núcleo remodelado 
resultante que se obtiene en (a) en el citoplasma enucleado de una célula embrionaria indiferenciada para formar 
una célula madre indiferenciada. 
 10 
La Solicitud de Patente WO 2007/016245 se refiere a métodos de reprogramación de células madre adultas o 
células madre que se obtienen de la sangre del cordón umbilical o placentario o del tejido del cordón umbilical o la 
placenta o del líquido amniótico o del amnios. Las células madre reprogramadas se obtienen exponiendo células 
madre pluripotentes adultas o células progenitoras o células madre pluripotentes o células progenitoras obtenidas de 
tejido del cordón umbilical o la placenta o de la sangre del cordón umbilical o la placenta o del líquido amniótico o del 15 
amnios a una cantidad eficaz de medio de células madre embrionarias o a un procedimiento de enucleación para 
retirar el ADN nuclear de la células madre seguido por la introducción de material nuclear de un paciente que se va a 
tratar. El medio de células madre embrionarias es un medio mínimo esencial que comprende al menos un factor de 
crecimiento, glucosa, aminoácidos no esenciales, insulina y transferrina. El factor de crecimiento es el factor de 
crecimiento de fibroblastos, el factor de transformación del crecimiento beta o mezclas de los mismos y dicho medio 20 
comprende además al menos un componente adicional que se selecciona de entre el grupo que consiste en ácido 
aminobutírico, ácido pipecólico, litio y mezclas de los mismos. 
 
La Solicitud de Patente WO 2005/033297 desvela composiciones, métodos y kits para la reprogramación de 
transferencia no nuclear de una célula adulta diferenciada que se obtiene de un tejido de un adulto en una célula tipo 25 
ES. El método de producción de una célula tipo célula madre embrionaria reprogramada comprende poner en 
contacto una célula adulta diferenciada con una bacteria Mycobacterium leprae, o componentes de la misma que se 
seleccionan de entre el grupo que consiste en PGL-1, una fracción de pared celular completa, una proteína de la 
pared celular, un lípido de la pared celular, un carbohidrato de la pared celular, una proteína liberada por una 
bacteria viable, y una proteína segregada por una bacteria viable. 30 
 
La Solicitud de Patente WO 2005/068615 proporciona un método de cultivo de una célula madre pluripotente a la 

vez que se inhibe la diferenciación de la célula madre pluripotente por supresión de la señalización de Wnt/β-

catenina. El supresor de la señalización de Wnt/β-catenina es sFRP, colágeno XVIII, endostatina, carboxipeptidasa 
Z, receptor de la tirosina quinasa, enzima transmembrana Corin, WIF-1, Cerebus, Dickkopf-1, o una combinación de 35 
los mismos. 
 
La Solicitud de Patente WO 2007/016485 desvela el uso del inhibidor GSK-3 para mantener la potencia de las 
células cultivadas. Este documento se refiere al cultivo de células no embrionarias, que se pueden diferenciar en 
tipos celulares de más de un linaje embrionario, en cultivo bajo condiciones que mantienen la capacidad de 40 
diferenciación durante la expansión; más particularmente, el cultivo de células no embrionarias en presencia de al 
menos un inhibidor GSK-3, tales como BIO. Por lo tanto, se han propuesto varias estrategias para reprogramar 
células diferenciadas tales como el trasplante nuclear de células somáticas, el tratamiento con extractos de células 
pluripotentes o la expresión estable de factores definidos. Sin embargo, tales estrategias presentan varios 
inconvenientes que incluyen su aplicación limitada debido a la disponibilidad de los oocitos y la baja eficacia de la 45 
clonación, recuperando la célula reprogramada solamente algunas de las propiedades de las células pluripotentes o 
provocando efectos secundarios. Además, la reprogramación por medio del tratamiento con extractos de células 
pluripotentes da lugar a una reprogramación muy transitoria, si existe, de las células diferenciadas. Además, la 
reprogramación por medio de la expresión estable de factores definidos implica el uso de factores específicos de ES 
(Oct4, klf4, sox2, lin28) o un oncogén (myc) que pueden dar lugar a efectos secundarios no deseados. 50 
 
Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar un método de reprogramación de una célula somática que presente 
una alta eficacia de reprogramación y que sea más fisiológica. 
 
Descripción de la invención 55 
 
La presente invención se refiere a un método para reprogramar una célula diferenciada en una célula madre 

indiferenciada por medio del uso de un activador Wnt/β-catenina o un inhibidor GSK-3. 
 

Como la señalización Wnt/β-catenina controla la auto-renovación de ES y el mantenimiento del rigor (Sato et al., 60 
2004), y regula la expresión de genes de células ES (Cole et al., 2008), los autores hicieron la hipótesis de que la 

ruta de señalización Wnt/β-catenina puede controlar también la reprogramación de células somáticas a pluripotencia. 
 

De hecho, los autores demuestran que la activación transitoria de la señalización de Wnt/β-catenina puede 
desencadenar la reprogramación de tres tipos diferentes de células somáticas. Se puede generar una gran cantidad 65 
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de colonias reprogramadas tras la fusión de células ES con células NS, fibroblastos o timocitos embrionarios de 
ratón, cultivando los híbridos transitoriamente con Wnt3a o un inhibidor de la glucógeno sintasa quinasa-3 (GSK-3) 
tales como 6-bromoindirubin-3’-oxima (BIO) y CHIR99021. Los clones aislados reprogramados expresan genes 
específicos de células ES, pierden los marcadores de diferenciación somática, se vuelven no metilados en las islas 
CpG de Oct4 y Nanog, y se pueden diferenciar en cardiomiocitos in vitro y generar teratomas in vivo. Los clones 5 
aislados reprogramados son pluripotentes, ya que son capaces de diferenciarse in vitro e in vivo. Entonces los 

autores identifican la Wnt/β-catenina como la primera ruta que no es constitutivamente activa en las células ES, que 
puede iniciar la reprogramación celular. Esta ruta representa un interruptor para iniciar la cascada de eventos que da 
lugar a la reprogramación de células somáticas en organismos vivos. 
 10 
Por lo tanto, un objetivo de la presente invención es un método para reprogramar una célula diferenciada en una 
célula madre indiferenciada que comprende la etapa de fusionar dicha célula diferenciada con una célula 
pluripotente aislada, en que dicha célula pluripotente asilada se trata in vitro con una cantidad adecuada de un 

activador de la ruta Wnt/β-catenina que es al menos una isoforma de la proteína Wnt o un inhibidor de la glucógeno 
sintasa quinasa-3. 15 
 
Preferentemente, la célula pluripotente aislada se trata in vitro antes de la etapa de fusionar dicha célula diferenciada 
con dicha células pluripotente. 
 
Preferentemente la célula pluripotente aislada es una célula madre adulta. Tal célula se puede obtener por diferentes 20 
métodos que se conocen en la técnica, también sin implicar la destrucción de embriones humanos. Más 
preferentemente la célula pluripotente aislada es una célula madre embrionaria. Tal célula se puede obtener por 
diferentes métodos que se conocen en la técnica, también sin implicar la destrucción de embriones humanos. 
 
En una realización particular la célula diferenciada es una célula somática. Preferentemente la célula diferenciada es 25 
una célula madre neural. De manera alternativa la célula diferenciada es un fibroblasto embrionario. 
Alternativamente la célula diferenciada es un timocito. 
 
Más preferentemente la célula pluripotente aislada es una célula de ratón o humana y la célula diferenciada es una 
célula de ratón o humana. 30 
 

En una realización, el activador de la ruta Wnt/β-catenina es la menos una isoforma de la proteína Wnt. 
Preferentemente, las isoformas de la proteína Wnt se seleccionan de entre el grupo de: Wnt1, Wnt2, Wnt2b/13, 
Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b, Wnt11 or Wnt16. 
Ejemplos de isoformas de proteína Wnt son las siguientes u ortólogos de los mismos (referencias Swiss-prot): 35 
 

Homo sapiens: Wnt1: P04628; Wnt2: P09544; wnt2b/13: Q93097; wnt3: P56703; wnt3a: P56704; wnt4: P56705; 
wnt5a: P41221; wnt5b: Q9H1J7; wnt6: Q9Y6F9; wnt8a: Q9H1J5; wnt9a: 014904; wnt9b: 014905; wnt10a: 
Q9GZT5; wnt10b: 000744; wnt11: 096014; wnt16: Q9UBV4. 
Mus musculus: Wnt1: P04426; wnt2: P21552.1; wnt2b/13: 070283.2; wnt3: P17553; wnt3a: P27467; wnt4: 40 
P22724; wnt5a: P22725; wnt5b: P22726; wnt6: P22727.1; wnt8a: Q64527; wnt9a: Q8R5M2; wnt9b: 035468.2; 
wnt10a: P70701; wnt10b: P48614; wnt11: P48615; wnt16: Q9QYS1.1. 
 

En una realización alternativa el activador de la ruta Wnt/β-catenina es un inhibidor de la glucógeno sintasa quinasa-
3 (GSK-3). Preferentemente, el inhibidor de GSK-3 es BIO o CHIR99021 o un análogo de los mismos (Mus 45 
musculus: Q9WV60; Homo sapiens: P49841). 
 
En una realización preferida el método de la invención comprende además la etapa de sobre-expresión de la 
proteína Nanog en la célula pluripotente aislada, o en la célula fusionada. Ejemplos de proteína Nanog son los 
siguientes u ortólogos de los mismos: Mus musculus: Q80Z64; Homo sapiens: Q9H9S0. 50 
 
Preferentemente, se obtiene la sobre-expresión de la proteína Nanog modificando genéticamente la célula 
pluripotente aislada o la célula fusionada con un vector adecuado que exprese la proteína Nanog. 
 
En la presente invención una célula diferenciada significa una célula especializada para una función específica (tal 55 
como una célula de corazón, hígado o músculo) que no puede generar otros tipos de células. Una célula madre 
indiferenciada es una célula no especializada para una función específica que mantiene el potencial para dar lugar a 
células especializadas. Una célula pluripotente es una célula primordial que se puede diferenciar en un sub-grupo de 
tipos de células especializadas. Una célula madre adulta es una célula indiferenciada (llamada también célula madre 
somática) que está presente en tejidos de adultos, fetales o de recién nacidos y es capaz de diferenciarse en células 60 
especializadas del tejido de las que se origina. Una célula madre embrionaria es una célula indiferenciada que está 
presente en embriones y es capaz de diferenciarse en cualquier tipo de célula especializada. Tal célula madre 
embrionaria, aunque está presente en embriones, también se puede obtener sin la destrucción de embriones. Una 
célula precursora es una célula que se encuentra un estado precoz de diferenciación y ya promete diferenciarse en 
tipos celulares de un linaje específico. Una célula somática es cualquier célula de un organismo multicelular que no 65 
contribuirá a células de gametos. 
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La presente invención se desvelará en detalle en la siguiente descripción también por medio de ejemplos no 
limitantes en referencia a las siguientes figuras. 
 

Figura 1. La activación de la ruta Wnt por Wnt3a potencia la reprogramación mediada por fusión celular. 5 
(A) Placas representativas y cuantificación (como veces de aumentos del número de colonias) de colonias 
híbridas de las fusiones PEG de células ES-neo con células NS-Oct4-puro tratadas con Wnt3a, como se indica. 
Las colonias se tiñeron por la expresión de AP y se contaron (media ± e.e.m.; n = 3). (B) Imágenes de 
fluorescencia de algunas colonias híbridas reprogramadas después de 24 h del tratamiento con Wnt3a (10x de 
aumento). (C) Cuantificación de las colonias híbridas de las fusiones PEG de células ES-neo y células MEF-higro 10 
sin tratar y tratadas con Dkk1 y Wnt3a, como se indica (media ± e.e.m.; n = 3). 
Figura 2. Optimización de la concentración de Wnt3a y BIO para la reprogramación celular. Fusiones ES-
neo x NS-Oct4-puro tratadas durante 24 h con las concentraciones indicadas de Wnt3a o BIO. Tras la fusión y la 
selección con puromicina, las colonias se tiñeron por expresión de fosfatasa alcalina (PA) y se contaron. Se 
muestran las veces de aumentos en el número de colonias (media ± e.e.m.; n = 3). 15 
Figura 3. Visión esquemática del sistema experimental. Las células ES-neo que expresaban genes 
pluripotentes se fusionaron con células Ns-Oct4-puro que expresaban genes específicos neurales. Para ensayar 

el papel de la ruta Wnt/β-catenina en la reprogramación por fusión celular, se trataron las células de dos 
maneras: (1) Se trataron las células ES-neo con BIO durante tiempos diferentes antes de fusionarse con células 
NS-Oct4-puro sin tratar; o (2) las células se fusionaron primero, y luego se trataron con Wnt3a o BIO durante 20 
tiempos diferentes. Solo después de la reprogramación completa del epigenoma celular NS-Oct4-puro se tendrán 
colonias de híbridos primarios viables de células pluripotentes con una forma fenotípica de células ES, debido a: 
i) el promotor Oct4 estará activo en el genoma de células NS y expresará el gen de resistencia a la puromicina y 
GFP; y ii) las células híbridas proliferarán en medio celular ES (que contiene suero fetal bovino y LIF, dos 
señales que promueven la diferenciación de las células NS). 25 
Figura 4. El tratamiento con BIO de células ES y células ES x NS no aumenta la clonogenicidad y 
viabilidad celulares. Las células ES-neo (A) y los híbridos reprogramados ES x NS (B) (tratados o no durante 
24 h con BIO) se colocaron en placas a distintas densidades. Tras 10 días, las placas se tiñeron con AP y se 
contaron. Las veces de cambios en las colonias se muestran en los gráficos (media ± e.e.m.; n = 3). 
Figura 5. La activación de la ruta Wnt/ββββ-catenina con BIO aumenta el número de colonias híbridas 30 
reprogramadas en fusiones de tres tipos celulares. (A) Cuantificación (como veces de aumento en el número 
de colonias) de colonias híbridas de fusiones PEG de células ES-neo con células NS-Oct4-puro tratadas con 
BIO, como se indica. (A, C) Placas representativas y (A, C, E) veces de aumento en el número de colonias de 
clones híbridos de las fusiones indicadas tratadas con BIO, como se indica, teñidas por la expresión de PA y 
contadas. Los aumentos de las veces de cambios en las colonias reprogramadas se muestra también en los 35 
gráficos (media ± e.e.m.; n = 3). (B, D, F) Imágenes de microscopía óptica de algunas colonias híbridas 
reprogramadas después de 24 h del tratamiento con BIO (10x de aumento). 
Figura 6. Tratamiento con BIO de células ES no potencia la fusión mediada por PEG. Las placas que 
contenían colonias híbridas fusionadas entre células ES-neo (tratadas o no durante 24 h con BIO) y células Es-
higro no tratadas. Los clones se tiñeron por la expresión de AP y se contaron. Las veces de cambios de las 40 
colonias se muestran en los gráficos (media ± e.e.m.; n = 3). (B) Cuantificación (como veces de aumento del 
número de colonias) de colonias híbridas de fusiones PEG de células ES-neo con células NS-Oct4-puro. A los 
híbridos de dos experimentos de fusión (2.000.000 células/matraz) se les permitió recuperarse durante 3 h 
después de la fusión PEG. Se agruparon y se dividieron en 5 placas (650.000 células/placa) de tal manera que 
las células no se tocaban unas con otras. Dos horas después de colocarlas en placas, las células se trataron con 45 
BIO como se indica. Las veces de aumento de cambios en las colonias reprogramadas se muestran en los 
gráficos (media ± e.e.m.; n = 3). 
Figura 7. Activación de la ruta de señalización de Wnt/ββββ-catenina cíclica por medio de Wnt3a que capacita 
a las células ES para reprograma células NS sin activación de genes de célula madre. (A) Las placas 
representativas y la cuantificación (como veces de aumento en el número de colonias) de las colonias híbridas 50 
de fusiones PEG entre las células ES-Neo pre-tratadas y las células NS-Oct4-puro no tratadas, como se indica. 
Las colonias se tiñeron por expresión de AP y se contaron (media ± e.e.m.; n = 3). (B) Trasferencia de Western 
de los extractos de proteína de células ES de los pre-tratamientos con Wnt3a de (A), como se indica. (C) 
Inmunofluorescencia para la visualización de la localización de la β-catenina en las células ES de los pre-
tratamientos con Wnt3a de (A), como se indica. (D) Análisis RT-PCR cuantitativo de los genes específicos de 55 

células ES (Nanog, Oct4, Rex1 y Fgf4) y dianas de la β-catenina (Axin2, Cdx1 y c-Myc) en el ARNm total 
purificado de las células ES con pre-tratamientos con Wnt3a de (A), como se indica. (E) Análisis RT-PCR 
cuantitativo de los niveles de transcripción de Axin2 y Nanog en células ES con los pre-tratamientos con Wnt3a 
de (A), como se indica (media ± e.e.m.; n = 3) 
Figura 8. Análisis FACS de los productos de fusión primarios. Fusiones PEG de células ES-GFP con células 60 
NS-Oct4-puro. Se permitió que las células de los experimentos de fusión se recuperaran durante 3 h tras la 
fusión PEG. Las células se fijaron y marcaron con Nestina (que se expresa solo en las células NS). El porcentaje 
de células coloreadas positivas dobles (GFP/PE) se indica en cada panel. 
Figura 9. Acumulación periódica de ββββ-catenina en células ES por medio de inhibición BIO de los 
aumentos de la reprogramación por GSK-3 de las células NS sin activación de genes de células madre. 65 
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(A) Las placas representativas y la cuantificación de colonias híbridas de las fusiones PEG entre células ES-Neo 
pre-tratadas con BIO y células NS-Oct4-puro no tratadas, como se indica. Las colonias se tiñeron por expresión 
de AP y se contaron. La cuantificación muestra también las células NS-Oct4-puro pre-tratadas con BIO 
fusionadas con células ES-Neo no tratadas (barras grises) (media ± e.e.m.; n = 3). (B) Imagen de microscopía 
óptica de una colonia híbrida reprogramada asilada de fusiones con células ES-neo pre-tratadas con BIO durante 5 
24 h (24 h) y células NS-Oct4-puro (aumento de 10x). (C) Transferencia de Western de los extractos de proteína 
de las células ES pre-tratadas con BIO de (A), como se indica. (D) Inmunofluorescencia para la visualización de 

la localización de β-catenina en las células ES de los pre-tratamiento con BIO de (A) como se indica. (E) Análisis 

RT-PCR semicuantitativo de los marcadores de ES (Nanog, Oct4, Rex1 y Fgf4) y dianas de β-catenina (Axin2, 
Cdx1 y c-Myc) en el ARNm total purificado de las células ES pre-tratadas con BIO de (A), como se indica. (F) 10 
Análisis RT-PCR cuantitativo de las transcripciones de Axin2 y Nanog en las células ES pre-tratadas con BIO 
(media ± e.e.m.; n = 3). 
Figura 10. Las células ES tratadas con concentraciones crecientes de BIO muestran un aumento de la 
activación de Topflash, un aumento de la localización nuclear de la ββββ-catenina y una disminución de los 
niveles de fosfo-ββββ-catenina. (A) Ensayo de indicador luciferasa de las células ES nucleofectadas con las 15 
construcciones indicadoras (Topflash o Fopflash) y tratadas durante 24 h con Wnt3a o diferentes 
concentraciones de BIO. Se utilizaron células GSK3 -/- como control ya que inducen una activación de Topflash 
muy alta. Cada barra representa la media de los tres experimentos independientes (media ± e.e.m.; n = 3). (B) 
Localización de β-catenina en las células ES tratadas durante 24 h con BIO a diferentes concentraciones, como 
se indica. (C) Transferencia de Western de los extractos de proteínas de las células ES tratadas durante 24 h 20 
con BIO a diferentes concentraciones, como se indica.  
Figura 11. La sobre-expresión de Axin2 en células ES inhibe su capacidad de reprogramación. (A) 
Cuantificación (como número de colonias) de colonias híbridas de fusiones PEG de clones ES-Axin2 (F5, D5, B6, 
D7, A9) con células NS-Oct4-puro (media ± e.e.m.; n = 3). (B) Transferencia de Western de extractos de 
proteínas de los clones ES que sobre-expresan Axin2. (C) Análisis RT-PCR de la expresión de Axin2 en ES 25 
tratadas durante 24 h con BIO y clones ES-Axin2, como se indica. 
Figura 12. El tratamiento de células NS-Oct4-puro con BIO antes de la fusión con células ES-neo da como 
resultado un escaso aumento de la reprogramación. (A) Las placas que contenían colonias híbridas 
fusionadas entre células NS-Oct4-puro tratadas con BIO y células ES-neo no tratadas. Los clones se tiñeron por 
expresión de AP y se contaron. Los aumentos en veces de cambios en las colonias reprogramadas se muestran 30 
en el gráfico (media ± e.e.m.; n = 3). (B) Ejemplo de una colonia aislada reprogramada de células ES-neo 
fusionadas con células NS-Oct4-puro pre-tratadas con BIO durante 24 h. (C) Transferencia de Western de los 
extractos de proteína total de las células NS-Oct4-puro a los tiempos de tratamiento indicados. 
Figura 13. Los bajos niveles de ββββ-catenina estabilizada inducen la reprogramación de células NS. (A) 
Ensayo indicador luciferasa de clones ES-β-catenina nucleofectados con la construcción indicadora Topflash. (B) 35 
Cuantificación (como veces de aumento del número de colonias) de las colonias híbridas de las fusiones PEG de 

los clones ES-β-catenina (E1, F19, A13, A12, C2) con células NS-Oct4-puro, y de la fusión PEG de ES tipo 
silvestre o células GSK3-/- con células NS-Oct4-puro, como se indica (media ± e.e.m.; n = 3). (C) Ensayo de 

indicador luciferasa (Topflash) de células ES sin tratar y tratadas durante 24 h con 1 µM de BIO o 100 ng de 
Wnt3a, y del clon E1 (media ± e.e.m.; n = 3). 40 
Figura 14. Los híbridos aislados son pluripotentes y se pueden diferenciar in vitro o in vivo. (A) Cariotipo 
normal y (B) expresión GFP en diferentes clones híbridos reprogramados aislados de fusiones de células ES-neo 
pre-tratadas con BIO (24 h) y células NS-Oct4-puro. (C) Análisis RT-PCR de Oct4, Nanog, Rex1, Blbp y Olig2 en 
células ES, células NS y algunos de los clones híbridos, como se indica. (D) Secuenciación genómica con 
bisulfito de las regiones promotoras de Oct4 y Nanog en células ES, células NS y clones híbridos. Los círculos 45 
vacíos indican dinucleótidos CpG no metilados; los círculos rellenos indican CpG metilados. (E) Morfología de 
cuerpos embrioides durante la diferenciación, como se indica. (F) Análisis RT-PRC de marcadores de 
diferenciación en células ES, células NS y clones híbridos, como se indica. (G) Tinción por hematoxilina eosina 
del teratoma derivada de células de un clon reprogramado trasplantado subcutáneamente en ratones SCID. 
Figura 15. Análisis de los 21 clones híbridos diferentes aislados de la fusión de células NS-Oct4-puro con 50 
células ES-neo que se pre-trataron con BIO. Análisis RT-PCR de Oct4, Nanog, Rex1, Blbp y Olig2 en ES-neo, 
en NS-Oct4-puro y en los 21 clones híbridos. 
Figura 16. Los híbridos ES x MEF y ES x timocitos son pluripotentes y se pueden diferenciar in vitro. Los 
grupos reprogramados aislados de las fusiones de ES-neo x MEF-higro y Es-higro x Timocitos-neo tratados 
durante 24 h con BIO. (A) Análisis RT-PCR de Oct4, Nanog, CD4, CD8, Col1a1, Col1a2 en células ES, MEF, 55 
timocitos y clones híbridos, como se indica. (B) Morfología de los cuerpos embrioides durante la diferenciación, 
como se indica. (C) Análisis RT-PCR de los marcadores de diferenciación en células ES y clones híbridos, como 
se indica. 
Figura 17. Formación de teratomas de clones híbridos Es-neo x NS-Oct4-puro. Las células híbridas (1,5 x 
10

7
) se inyectaron subcutáneamente en ratones inmunodeficientes (SCID). Cuatro semanas después de la 60 

inyección, se fotografiaron los teratomas antes de recolectarse y analizarse. 
Figura 18. Acumulación periódica de ββββ-catenina en células ES que las capacita para reprogramar células 
somáticas tras la fusión. En el momento cero (células no tratadas), los niveles de β-catenina son bajas debido 
a su degradación por medio del complejo de destrucción. Tras 24 h de tratamiento con Wnt3a o BIO, se activa la 

ruta Wnt/β-catenina, la β-catenina se estabiliza y entra en el núcleo. Una vez en el núcleo, activa varios genes 65 
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diana, incluyendo un hipotético desconocido “reprogramador”, un factor maestro que puede dirigir la 

reprogramación en las células somáticas tras la fusión. La acumulación de β-catenina también activa la 
transcripción de sus inhibidores, Axin2 y Dkk4. En los dos puntos de tiempo siguientes, tras 48 h y 72 h de 
tratamiento con Wnt3a o BIO de las células ES, los altos niveles de Axin2 aumentan la formación del complejo de 

destrucción y entonces la β-catenina se fosforila y se degrada. Además, el Dkk4 inhibe la señalización de Wnt 5 
interactuando con su receptor. Por lo tanto, las células ES no pueden reprogramar las células somáticas. 
Finalmente, las 96 h de tratamiento con Wnt3a o BIO de las células ES da lugar a la activación de la señalización 

Wnt/β-catenina, inactivación del complejo de destrucción multiproteico, la acumulación de β-catenina en el 
núcleo, la transcripción del “reprogramador”, y la consecuente capacidad de las células ES para reprogramar 

células somáticas tras la fusión. Los niveles muy altos y constantes de β-catenina no permiten la reprogramación, 10 
posiblemente debido a que se activan los mecanismos de control en el punto de control y actúan como 
reguladores negativos. 
Figura 19. La sobre-expresión de Nanog y la activación de la ruta Wnt cooperan para aumentar la 
reprogramación de las células NS. Placas representativas y cuantificación (como veces de aumento del 
número de colonias) de las colonias híbridas de las fusiones PEG entre células EF4 pre-tratadas con BIO y 15 
células NS-Oct4-(LV-Higro) como se indica. Las colonias se tiñeron con giemsa y se contaron. Las células ES-
higro se fusionaron con las células NS-Oct4-puro sin tratar (barras grises). 
 

Métodos 
 20 
Células 
 
Las células NS-Oct4-puro aisladas de ratones HP165 y que albergan las secuencias reguladoras del gen Oct4 de 
ratón que dirige GFP y los genes de resistencia a la puromicina fueron un regalo de Dr. A. Smith; se cultivaron como 
se había descrito anteriormente (Conti et al., 2005). Los timocitos se aislaron de ratones de 6-8 semanas de edad. 25 
Las MEF resistentes a la higromicina se obtuvieron en el pasaje 3 (Millipore). Las células ES-neo y ES-higro se 
derivaron de E14Tg2a y se transdujeron con los vectores lentivirus pHRcPPT-PGK-Neomicina y pHRcPPT-PGK-
Higromicina (Zito et al., 2005). Las células ES GSK3 DKO fueron un regalo de Dr. Doble, y se cultivaron como se 
había descrito anteriormente (Doble et al., 2007). Las células ES se cultivaron en gelatina en medio de Eagle 
modificado Dulbecco knock-out (DMEM) suplementado con un 20 % de suero fetal bovino (Hyclone), 1x aminoácidos 30 
no esenciales, 1x GlutaMax, 1x 2-mercaptoetanol y 1.000 U/ml LIF ESGRO (Chemicon) 
 
Híbridos celulares 
 
Las fusiones PEG ES x NS y ES x MEF: 1,2 x 10

6
 de células NS o MEF se colocaron en matraces T25. Tras 2 h, 1,2 35 

x 10
6
 células ES se colocaron dentro de estos, permitiendo que se unieran a las células NS o MEF. Tras otras 2 h, 

se añadió 1 ml de PEG 1450 al 50 % (p/v) (Sigma; pre-calentado a 37 ºC) durante 2 minutos, y luego se lavaron las 
células tres veces con DMEM libre de suero. Finalmente, se cultivaron con medio completo celular ES con y sin 1 

µM de BIO (Calbiochem), 100 ng/ml de Wnt3a (R&D) o 50-100 ng/ml de DKK1 (R&D). Tras 12 h, las células se 
tripsinizaron y se colocaron en placas de cultivo de gelatina+laminina tratada p100. Para la selección de ES x NS, se 40 
añadió puromicina tras 72 h, mientras que para la selección de ES x MEF, se añadieron higromicina más neomicina 
tras 24 h. 
 
Fusiones ES x timocitos: las células se fusionaron en suspensiones como se había descrito anteriormente (Silva et 
al., 2006). Tras la fusión, se compactaron por centrifugación y se desechó el sobrenadante. Las células aglomeradas 45 
se resuspendieron en medio completo celular ES y se pusieron en placas. La selección se llevó a cabo tras 24 h, 
utilizando higromicina más neomicina. 
 
Fusiones PEG ES pre-tratadas x NS 
 50 
Se colocaron 1 x 10

6
 células ES en placas p100 y se trataron durante 96, 72, 48, 24 y 12 h con 100 ng/ml de Wnt3a 

o 1 µM de BIO. El último día, las células se tripsinizaron, contaron, y se colocaron en placas sobre células NS para 
las fusiones o la recolección para los análisis de ARN y proteínas. Las fusiones PEG y la selección de fármacos se 
llevaron a cabo como se ha descrito previamente. 
 55 
Diferenciación in vitro de células híbridas 
 
El medio de diferenciación para la producción de cuerpos embrioides consistía en el medio de mantenimiento celular 
ES sin suplementación de LIF. Las células se recolectaron por tripsinización, se contaron, y se propagaron en gotas 

(400 células ES únicas/30 µl gota inicial) durante 2 días antes de transferirse a placas de cultivo bacteriano de 10 60 
cm

2
. El día 5, los cuerpos embrioides se transfirieron a placas p100 gelatinizadas. 
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Producción de teratoma 
 
Se tripsinizaron las células en suspensiones de una única célula y se resuspendieron en solución fosfato tamponada 
a una concentración de 1,5 x 10

7
 células/ml. Estas células se inyectaron subcutáneamente en las extremidades 

traseras de ratones SCID Fox Chase utilizando una aguja de 25 gauges (200 µl). Los teratomas se recolectaron tras 5 
4 semanas, y se fijaron, embebieron, seccionaron y tiñeron. 
 
Construcción de plásmidos y células ES estables 
 

Se subclonaron β-catenina mutada de ratón en la serina 33, un amable regalo de Dr. de la Luna, y Axin2 de ratón 10 
(Chia y Constantini, 2005), un amable regalo de Dr. Constantini, en el vector vacío pCAG-C1 producido en el 
laboratorio que contenía, en orden de secuencia: promotor CAG, sitio de multiclonación, IRES, gen de resistencia a 

la neomicina y poliA. Las líneas celulares ES estables que expresaban β-catenina o Axin2 se aislaron tras 

nucleofección (Amaxa) de las dos construcciones y selección de fármacos con 250 µg/ml de neomicina. 
 15 
Transferencia de Western 
 
Se llevó a cabo la transferencia de Western como se había descrito previamente (Zito et al., 2007). Los anticuerpos 

primarios que se utilizaron eran: anti-β-catenina, clon 14 (BD Biosciences); anti-fosfo-β-catenina, S33/S37/T41 (nº 

9561 Cell Signaling Technologies); anti-conductina sc-20784 (Santa Cruz); anti-APC, sc-895 (Santa Cruz); y anti-β-20 
tubulina, clon D66, T0198 (Sigma). 
 
Inmunotinción 
 
Las células ES se lavaron dos veces con solución salina fosfato tamponada (PBS), se fijaron con un 4 % de 25 

paraformaldehído y se bloquearon en un 5 % de suero de cabra durante 40 min. Las células se incubaron con anti-β-
catenina, clon 14 (BD Biosciences) durante 2 h y con un anticuerpo anti-ratón conjugado con fluoresceína durante 1 
h. Las células se lavaron entonces y se montaron en portaobjetos con unas pocas gotas de Vectashield con DAPI 
(Vector Laboratories). 
 30 
Transfecciones transitorias y actividad de luciferasa 
 
Las células ES se co-transfectaron por nucleofacción (Amaxa) con la construcción indicadora Topflash que dirige el 
ADNc de luciferasa de luciérnaga y un pRl-CMV que dirige la expresión constitutiva de ADNc de renilla para la 
normalización. Se llevaron a cabo los tratamientos con Wnt3a y BIO el día después de la nucleofección y se lisaron 35 
las células con 1x tampón de lisis indicador pasivo. Las actividades indicadoras de luciérnaga y renilla se midieron 
utilizando un luminómetro basado en 96 pocillos y se detectaron según las instrucciones del fabricante (Promega 
Dual-Light system). 
 
Análisis RT-PCR semicuantitativa 40 
 
Para la RT-PCR, se extrajo el ARN total de las células ES y de los cuerpos embrioides (200 cuerpos embrioides 
para cada clon y para cada punto de tiempo de diferenciación) utilizando el kit Rneasy (Qiagen), y se generó el 
ADNc utilizando superscript III (Invitrogen). Los cebadores que se utilizaron son: 
 45 

Oct4: directo, GGCGTTCTCTTTGGAAAGGT- 

 GTTC (SEC ID Nº 1); 

 inverso, CTCGAACCACATCCTTCTCT 

 (SEC ID Nº 2). 

Nanog: directo, AGGGTCTGCTACTGAGAT- 

 GCTCTG (SEC ID Nº 3); 

 inverso, CAACCACTGGTTTTTCT- 

 GCCACCG (SEC ID Nº 4). 

Rex1: directo, GCCCTCGACAGACTGAC- 

 CCTAA (SEC ID Nº 5); 

 inverso, CTTCCTCAGGGCGGTTTTAC- 

 CC (SEC ID Nº 6). 

Fgf4: directo, GACTACCTGCTGGGCCTCAA 

 (SEC ID Nº 7); 

 inverso, CGACACTCGGTTCCCCTTCT 

 (SEC ID Nº 8). 

Olig2: directo, GCGTGGGTATCAGAAGCACT 

 (SEC ID Nº 9); 
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 inverso, CCAGTCGGGTAAGAAACCAA 

 (SEC ID Nº 10). 

Blbp: directo, GGGTAAGACCCGAGTTCCTC 

 (SEC ID Nº 11); 

 inverso, ATCACCACTTTGCCACCTTC 

 (SEC ID Nº 12). 

Axin2: directo GGGAGCAGTTTTGTGGCAG- 

 CA (SEC ID Nº 13); 

 inverso, AGGGTCCTGGGTAAAT- 

 GGGTGAG (SEC ID Nº 14) 

C-Myc: directo, TGCCGCCCACTCTC- 

 CCCAACC (SEC ID Nº 15); 

 inverso, CCGCCGCCGTCATCGTCT- 

 TCC (SEC ID Nº 16). 

Brachyury: directo, TGCTGCCTGTGAGTCATA 

 (SEC ID Nº 17); 

 inverso, ACAAGAGGCTGTAGAACATG 

 (SEC ID Nº 18). 

Nkx2.5: directo, GCTCTCCTGCTTTCCCAGC 

 (SEC ID Nº 19); 

 inverso, CTCCCATCCCTACTGCCT- 

 TCTGCAGC (SEC ID Nº 20). 

AFP: directo, TCCCTCATCCTCCTGCTA 

 (SEC ID Nº 21); 

 inverso, GCACATTCTTCTCCGTCAC 

 (SEC ID Nº 22). 

Cdx 1: directo TCTACACAGACCACCAACGC 

 (SEC ID Nº 23) 

 inverso AGAAACTCCTCCTTGACGGG 

 (SEC ID Nº 24). 

FGF5: directo, AAAGTCAATGGCTCCCAC- 

 GAA (SEC ID Nº 25); 

 inverso, CTTCAGTCTGTACTTCACTGG 

 (SEC ID Nº 26). 

GAPDH: directo, ACTCCCACTCTTCCACCTTC 

 (SEC ID Nº 27); 

 inverso, TCTTGCTCAGTGTCCTTGC 

 (SEC ID Nº 28). 

CD4: directo, CTGCGAGAGTTCCCAGAAGA 

 (SEC ID Nº 33); 

 inverso, TTCCTGTTCTCCAGCTCACA 

 (SEC ID Nº 34); 

CD8: directo, GCTCAGTCAT- 

 CAGCCAACTCG (SEC ID Nº 35); 

 inverso, ATCACAGGCGAAGTCCAATC 

 (SEC ID Nº 36); 

Col1a1: directo, GCAGACGGGAGTTTCTCCTC 

 (SEC ID Nº 37); 

 inverso, TCAAGCATACCTCGGGTTTC 

 (SEC ID Nº 38); 

Col1a2: directo, CGACTAAGTTGGAGGGAACG 

 (SEC ID Nº 39); 

 inverso, CTTTGTCCACGTGGTCCTCT 

 (SEC ID Nº 40). 

GATA4: directo, GTCGTAATGCCGAGGGTGA 

 (SEC ID Nº 41); 

 inverso, TCCTTCCGCATTGCAAGAG 
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 (SEC ID Nº 42). 

 
Secuenciación genómica con bisulfito 
 
Se llevó a cabo el tratamiento con bisulfito utilizando el Kit Epitect bisulfito (Qiagen), de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Los productos amplificados se clonaron en el pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Se 5 
secuenciaron diez clones elegidos aleatoriamente con los cebadores M13 directo y M13 inverso para cada gen, de la 
siguiente manera: 
 

MeNanog: directo, GATTTTGTAGGTGGGAT- 

 TAATTGTGAATTT (SEC ID Nº 29); 

 inverso, ACCAAAAAAACCCACACT- 

 CATATCAATATA (SEC ID Nº 30). 
MeOct4: directo, GGTTTTTTAGAGGATGGTT- 
 GAGTG (SEC ID Nº 31); 

 inverso, TCCAACCCTACTAACCCAT- 

 CACC (SEC ID Nº 32). 
 
RT-PCR cuantitativa 10 
 
El aislamiento de ARN y la transcripción inversa se llevaron a cabo como se ha descrito para la RT-PCR 
semicuantitativa. La matriz para cada reacción PCR era el ADNc que se obtenía de 16 ng de ARN total en un 

volumen de reacción de 25 µl. Se utilizó qPCix-UDG verde SYBR platino (Invitrogen) con la máquina de PCR en 
tiempo real ABprism 7000, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los cebadores que se utilizaron 15 
eran: 
 

NanogRT: directo, AACCAAAGGATGAAGT- 

 GCAAGCGG (SEC ID Nº 43); 

 inverso, TCCAAGTTGGGTTGGTC- 

 CAAGTCT (SEC ID Nº 44). 
Axin2 (adquirida, SuperArray Bioscience Corporation). 

 
Análisis FACS 
 20 
Se trataron o no las células ES-GFP con BIO durante 12, 24, 48, 72 y 96 h y posteriormente se fusionaron PEG con 
células NS-Oct4-puro. Los híbridos se tripsinizaron, contaron, se resuspendieron en PBS (1 x 10

6
 células por punto) 

y se centrifugaron. Luego, se añadieron 0,1 ml de solución de paraformaldehído al 4 % a las células y se incubaron 
durante 15 min. Posteriormente, se añadió la solución de bloqueo (0,1 % Triton, 10 % de suero de cabra, en PBS) y 

se incubaron las células durante 1 h. Las células se marcaron entonces con α-nestina (1:100) (ab6142, Abcan) 25 
durante una noche. El día siguiente, las células se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con 
fluorocromo PE (1:50) (ab7002 Abcam) durante 1 h. Se llevaron a cabo los análisis FACS utilizando un citómetro 
FACSAria de BD Biosciences. 
 
Diferenciación de células híbridas in vitro 30 
 
El medio de diferenciación para la producción de cuerpos embrioides consistía en el medio celular ES sin 
suplementación de LIF. Las células se recolectaron por tripsinización, se contaron y propagaron por gota a gota (400 

células ES únicas/30 µl de gota inicial) durante 2 días antes de transferirse a placas de cultivo bacteriano de 10 cm
2
. 

El día 5, los cuerpos embrionarios se transfirieron a placas p100 gelatinizadas. 35 
 
Expresión de Nanog 
 
Células 
 40 
Se derivaron células NS-Oct4-(LV-Higro) a partir de las NS-Oct4-puro y se transdujeron con el vector lentivírico 
pHRcPPT-PG-higromicina. Las células EF4 que tenían el promotor CAG que dirige el Nanog y los genes de 
resistencia a la puromicina fueron un regalo de Dr. I. Chambers. Las células se cultivaron como se había descrito 
previamente (Chambers et al., 2003). 
 45 
Las fusiones PEG de células NS x ES-Higro o NS-Higro x EF4 se hicieron como se ha descrito previamente. Para la 
selección de NS x ES-Higro y NS x EF4, se añadieron puromicina más higromicina tras 72 h. 
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Resultados 
 
La unión de los ligandos Wnt al receptor Frizzled da como resultado la inactivación de un complejo multiproteico 
compuesto por la glucógeno sintasa quinasa (GSK-3), Axin1, Axin2 y proteína de poliposis adenomatosa cólica 

(APC). La inactivación de GSK-3 da lugar a un descenso en la fosforilación de la β-catenina, que entonces se 5 

escapa de la degradación mediada por el proteosoma/ubiquitina (Willert y Jones, 2006). Como consecuencia, la β-
catenina no degradada se acumula en el citoplasma y se traslada al núcleo, dando lugar a la activación 
transcripcional de una plétora de genes diana (Hoppler y Kavanagh 2007). Las células madre embrionarias 

cultivadas Wnt3a (ES) se pueden auto-renovar y permaneces totipotentes debido a la acumulación de β-catenina 

(Anton et al., 2007). Además, tanto la inactivación de los homólogos de GSK-3a y GSK-3β y las mutaciones en APC 10 
comprometen gravemente la capacidad de las células ES para diferenciarse (Doble et al., 2007, Kielman et al., 
2002). Es digno de mención que la regeneración de los folículos pilosos y de los progenitores cardiovasculares es 
dependiente de Wnt (Ito et al., 2007, Qyang et al., 2007). Estas observaciones dieron pie a los autores a determinar 

si la señalización Wnt/β-catenina es una ruta que puede dirigir la reprogramación de células somáticas. 
 15 
La activación de la ruta Wnt/ββββ-catenina potencia la reprogramación de células somáticas tras la fusión 
 
 Los autores utilizaron polietilenglicol (PEG) para generar híbridos entre células ES que expresaban 
constitutivamente el gen NeoR, y las células madre neurales de ratón (NS)-Oct4-puro/GFP (Silva et al., 2006) que 
expresan el gen PuroR y proteína fluorescente verde (GFP) bajo el control del elemento regulador Oct4 (Pou5f1) que 20 
solo es activo en células pluripotentes (Yeom et al., 1996). Inmediatamente tras la fusión, las células se cultivaron en 
gelatina (sin alimentadores que expresaran diferentes isoformas de Wnt (Dravid et al., 2005; Wiese et al., 2006)) 
durante 12, 24 y 48 h (Figura 1A) en presencia de una concentración optimizada de Wnt3a (100 ng/ml; Figura 2A). 
Los híbridos se seleccionaron en medio celular ES suplementado con puromicina; bajo estas condiciones de cultivo 
solo pueden crecer los clones reprogramados. El medio celular ES induce la diferenciación y detención del 25 
crecimiento de células NS, y por lo tanto también de los híbridos no reprogramados. Además, la puromicina 
proporciona una selección adicional para los clones reprogramados (Figura 3). 
 
Las colonias resistentes se tiñeron por expresión de fosfatasa alcalina (AP), un marcador celular ES, y se contaron 
(Figura 1A). Estas células se habían reprogramado, ya que retenían el fenotipo redondeado de las células tipo ES y 30 
que expresan AP y Oct4-puro/GFP (Figura 1A, B). Los autores seleccionaron hasta 20 veces más de clones 
reprogramados con respecto al control tras 24 h de cultivo con Wnt3a. El número de clones reprogramados 
descendía tras 48 h de tratamiento, lo que indica que el cultivo prolongado con Wnt3a puede disminuir la eficacia de 
reprogramación. 
 35 
Estos datos mostraban claramente que el tratamiento con Wnt3a dependiente del tiempo aumenta mucho la 
capacidad de las células ES para reprogramar células NS. 
 
Para apoyar estos datos, se obtuvo un número muy grande de clones reprogramados positivos a AP (entre 30 y 300) 
que mostraban un fenotipo tipo célula ES cuando se fusionaban fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) que 40 
expresan diferentes isoformas de Wnt (Dravid et al., 2005; Wiese et al., 2006) con células ES. Este número 
aumentaba hasta 5 veces cuando se cultivaban estos híbridos en presencia de Wnt3a durante 48 h (Figura 1C). 

Finalmente, para confirmar que la activación de la ruta Wnt/β-catenina aumenta la reprogramación celular somática, 
los autores inhibieron esta ruta con Dkk1, un inhibidor del receptor LRP6 (Logan y Nusse, 2004). El descenso 
sorprendente del número de clones positivos a AP reprogramados (hasta 6 veces; Figura 1C) demostraba que la 45 

ruta de señalización Wnt/β-catenina estimula la reprogramación de células somáticas. 
 
La inhibición transitoria de GSK3 en células ES aumenta su capacidad para reprogramar diferentes células 
somáticas 
 50 

Para confirmar que la reprogramación celular aumenta con la activación de la ruta de señalización Wnt/β-catenina 
convencional, los autores decidieron inhibir transitoriamente la GSK-3 por adición al medio de cultivo del inhibidor 
selectivo de GSK-3, la 6-bromoindirrubin-3’-oxima (BIO) (Meijer et al., 2003). La inhibición de GSK-3 imita la 

activación de la ruta por medio de Wnt3a, ya que promueve la acumulación de β-catenina en el núcleo (Meijer et al., 
2003) y mantiene la pluripotencia de las células madre (Sato et al., 2004). Inicialmente, para excluir un papel directo 55 
de BIO en el aumento de la clonogenicidad y/o viabilidad de las células ES y los clones híbridos, los autores 
pusieron en placas un número escalado de células ES o híbridos en un medio que contenía BIO. Esto demostraba 
que la clonogenicidad y viabilidad tanto de las células ES como de los híbridos cultivados en ausencia y presencia 

de BIO, respectivamente, eran iguales (Figura 4A, B). Además, como la ruta Wnt/β-catenina está regulada por un 
bucle de retroalimentación inhibidora (Ueno et al., 2007), los autores ensayaron diferentes concentraciones de BIO 60 

para determinar la concentración que imita esta regulación fisiológicamente más estrechamente: la adición de 1 µM 
de BIO daba lugar a la activación relativamente limitada del gen indicador Topflash (un vector que albergaba los 

sitios de unión de la β-catenina fusionados a luciferasa) y se parecía al nivel de actividad de la estimulación con 
Wnt3a (Figura 10A). Además, las concentraciones más altas de BIO eran ligeramente tóxicas para las células NS 

(datos no mostrados). Por lo tanto los autores utilizaron 1 µM de BIO como referencia bajo las condiciones 65 
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experimentales restantes. 
 
Los autores analizaron entonces los efectos del tratamiento con BIO en el transcurso del tiempo. Las células 
fusionadas PEG ES-neo x NS-Oct4-puro se cultivaron durante 12, 24, y 48 h con esta concentración optimizada de 

BIO (1 µM; Figura 2B). Tras 24 h de tratamiento, los autores obtuvieron hasta 70 veces más de clones 5 
reprogramados (desde 200 a 1.500 de clones totales), con respecto al control (Figura 5A). La reprogramación era 
dependiente del tiempo de estimulación con BIO, con una disminución del número de clones reprogramados tras 48 
h de tratamiento. Los híbridos seleccionados se reprogramaban ya que mostraban un fenotipo tipo ES, eran 
positivos a AP, y expresaban GFP-puro (Figura 5A, B). Sin embargo para excluir el papel del BIO como un 
potenciador de la fusión celular, los autores llevaron a cabo más experimentos de control. El BIO no potenciaba la 10 
fusión mediada por PEG de células ES, ya que solo había un ligero aumento del número de clones tras la fusión de 
células ES-neo pre-tratadas con BIO con células ES-higro (Figura 6A). En la fusión de células ES x ES, los autores 
solo podían seleccionar híbridos y no clones reprogramados, y el número de clones que se obtenía era comparable. 
Además, para excluir de una mejor manera la posibilidad de que BIO tenía una actividad fusiogénica en diferentes 
tipos celulares, los autores fusionaron PEG células ES-neo x NS-Oct4-puro durante 3 horas y luego volvieron a 15 
colocar los híbridos a una dilución tal que las células no tuvieran contacto entre ellas. Así, se añadió BIO al medio 
celular durante 12, 24, 48 y 72 h (Figura 6B). Los híbridos se formaron antes de la adición de BIO y no podían 
aumentar ya que las células no se tocaban entre ellas. Aun así, sin embargo, los clones se seleccionaron con un 
pico a las 24 h del tratamiento con BIO (Figura 6B). Esto confirma además que BIO aumenta la reprogramación, y no 
la fusión, de células. 20 
 
La inhibición de GSK-3 con BIO también aumentaba sorprendentemente el número de colonias reprogramadas 
cuando se fusionaban células MEF y timocitos con células ES. Las células híbridas PEG de ES-neo x MEF-higro y 
ES-higro x timocitos-neo se cultivaron en BIO durante 12, 24 y 48 h, y se seleccionaron por doble fármaco. Había 
hasta 20 veces (entre 200 y 1.500 clones totales) y nueve veces (entre 20 y 100 clones totales) de aumento, 25 
respectivamente, en el número de clones reprogramados seleccionados, con respecto a sus controles (fusiones en 
ausencia de BIO; Figura 5C, E). De nuevo, la eficiencia era más baja con el aumento del tiempo de tratamiento con 
BIO. Todos los clones seleccionados mostraban un fenotipo tipo ES y eran positivos a AP (Figura 5C-F). 
 
Estos datos demuestran que la inhibición transitoria de GSK-3 aumenta mucho la capacidad de las células ES para 30 
reprogramar células somáticas. Además, esta reprogramación existe en un tiempo variable a lo largo de los 
diferentes tipos celulares. 
 
La estabilización cíclica de ββββ-catenina en células ES aumenta su capacidad para reprogramar células NS 
 35 

Los autores entonces se preguntaban si la activación de la ruta Wnt/β-catenina en células ES fortalecería y 
aumentaría su capacidad de reprogramación. Por lo tanto los autores investigaron si un aumento de la 
reprogramación se produce cuando se cultivan las células ES y/o NS con Wnt3a o BIO durante 12, 24, 48, 72 y 96 h, 
y se fusionan con células NS-Oct4-puro cultivadas en ausencia de BIO. Se apreciaron aumentos de hasta 15 veces 
(aproximadamente 600 clones totales) u 80 veces (aproximadamente 2000 clones totales en el número de clones 40 
reprogramados cuando se pre-cultivaban las células ES durante 24 h y 96 h con Wnt3a o BIO, respectivamente 
(Figuras 7A y 9A); los clones seleccionados mostraban un fenotipo tipo célula ES, eran positivas a AP, y expresaban 
Oct4 (Figuras 7A y 9A, B). Por el contrario, había un escaso aumento de reprogramación de NS con las células ES 
cultivadas con Wnt3a o BIO durante 12, 48 y 72 h. Para asegurar que el pre-tratamiento de células ES con BIO 
antes de fusionarlas con células NS-Oct4-puro no aumentaba la fusión, las células fusionadas PEG se cultivaron 45 
durante 3 h, un tiempo para que se produzca la reprogramación, y se llevó a cabo un análisis FACS. Se apreciaba el 
mismo número de clones híbridos si las células ES se pre-trataban o no con BIO antes de la fusión, lo que excluía 
una actividad fusiogénica aumentada, dependiente de BIO (Figura 8). Los autores por lo tanto se preguntaban por 
qué había una onda parabólica de reprogramación a lo largo de los periodos de tratamiento Wnt3a y BIO. Esto 

parece que se debe a la acumulación de β-catenina en las células tratadas con Wnt3a y BIO a las 24 h y 96 h 50 
(Figuras 7B y 9C), y su posterior localización en el núcleo celular en estos dos momentos del tratamiento (Figuras 

7C y 9D). Estos datos muestran que la reprogramación puede desencadenarse solo tras la acumulación cíclica de β-

catenina. Mientras que a las 12 h de tratamiento con Wnt3a o BIO no se acumulaba suficiente β-catenina para 
desencadenar la reprogramación, a las 24 h (y 96 h) de pre-tratamiento con Wnt3a y BIO de las células ES se 
producía la acumulación de β-catenina; en los mismos momentos, se expresaban también Axin2, Dkk4 y APC, 55 

dando lugar a un bucle de retroalimentación negativa en la ruta Wnt/β-catenina (Bazzi et al., 2007; Doble et al., 
2007; Jho et al., 2002; Lustig et al., 2002; Niida et al., 2004; Yan et al., 2001) que afectaba los momentos posteriores 

de 48 h y 72 h (Figuras 7B, D, E y 9C, E, F, y datos no mostrados). La ola de acumulación de β-catenina es similar 
en las células ES tratadas con Wnt3a y BIO. Esto puede ser debido a la baja concentración de BIO que se utiliza 
aquí, que puede no inhibir la actividad de GSK-3 completamente, lo que se parece al bucle de regulación de 60 

retroalimentación en las células tratadas con Wnt3a. Además, con 1 µM de BIO, la cantidad de fosfo-β-catenina en 
células ES era mayor con respecto a las células tratadas con concentraciones crecientes de BIO, y además, la 
acumulación nuclear de la forma no fosforilada era bastante baja. Esto da lugar a la conclusión de que la GSK-3 no 

se inhibía completamente por 1 µM de BIO (Figura 10B, C). Para confirmar que el aumento de la expresión de Axin2 
se evitaba con la reprogramación, los autores generaron clones ES estables que sobre-expresaban Axin2 (ES-65 
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Axin2) y las fusionaron con células NS-Oct4-puro. Se seleccionaron los clones no reprogramados tras la fusión con 

cinco diferentes clones ES-Axin2 (Figura 11). En conclusión, la activación de la ruta Wnt/β-catenina es un 

mecanismo clave para la reprogramación de células somáticas, y solo cuando se acumula la β-catenina en las 
células ES en un cierto umbral pueden estas células reprogramar las células NS tras la fusión. 
 5 
De manera notable, las células ES tratadas con Wnt3a y BIO expresaban los mismos niveles de genes pluripotentes 
Nanog, Oct4, Rex1 y Fgf4 en todos los momentos de tratamiento, mientras que la expresión de genes dependientes 

de β-catenina Cdx1, Axin2 y Dkk4 era cíclica de acuerdo con la acumulación de la misma proteína β-catenina 

(Figuras 7D, E y 9E, F). Es digno de mención que, aunque c-Myc, un conocido gen diana de β-catenina (He et al., 
1998) había demostrado previamente que aumentaba la reprogramación cuando se sobre-expresaba junto con otros 10 
tres genes (Takahashi y Yamanaka, 2006), aquí se expresaba constantemente bajo los tratamientos con Wnt3a y 
BIO. Estos datos sugieren que el pretratamiento de las células ES con Wnt3a o BIO da como resultado la activación 

de la ruta de señalización Wnt/β-catenina y la expresión de genes diana específicos de β-catenina que a su vez, 
estimulan la reprogramación de células somáticas. Esta ruta es independiente de Nanog, Oct4, Rex1, Fgf4 y c-Myc; 
además, estos genes se expresaban a los mismos niveles durante los diferentes tratamientos con Wnt3a y BIO. 15 
 

El pre-tratamiento alternativo de células NS con BIO daba lugar a la acumulación de β-catenina a las 24 h y las 72 h, 
pero proporcionaba escaso aumento de la reprogramación, con solo un ligero aumento en el número de clones tipo 

células ES, positivas a AP (Figura 9A y Figura 12). Por lo tanto la ruta de señalización Wnt/ β-catenina dirige un 
notable aumento de reprogramación de células somáticas solo cuando es activada en células ES. 20 
 
A continuación, los autores querían caracterizar mejor el mecanismo de activación de reprogramación y asegurarse 

de que la β-catenina es un factor clave en el mecanismo de reprogramación de células somáticas. Los autores se 

preguntaban si las células ES que expresan niveles diferentes de β-catenina tienen diferentes capacidades de 
reprogramación. Para esto, los autores generaron clones ES estables que sobre-expresaban diferentes niveles de la 25 

β-catenina estabilizada (ES-β-catenina) que albergan una mutación en uno de sus sitios de fosforilación dependiente 
del complejo de destrucción. Los autores seleccionaron cinco clones que activaban la expresión del gen indicador 
Topflash con diferentes grados de actividad, siendo E1 y F19 los menos activos, A13 y A12 con actividad intermedia, 

y C2 el más activo y el más similar a células ES GSK-3-/-, que acumulaban una cantidad constante y alta de β-
catenina (Doble et al., 2007) y activaba mucho Topflash (Figura 13A). Se generó un número muy alto de genes 30 
reprogramados (hasta 55 veces de aumento) tras la fusión de los clones E1 y F19 con células NS-Oct4-puro, se 
generó un número intermedio de clones reprogramados con la fusión de los clones A13 y A12 (hasta 18 veces de 
aumento), y casi no se seleccionaron clones tras la fusión del clon C2 y de células GSK-3-/- (Figura 13B). Es digno 
de mención que el clon E1 activaba el gen indicador Topflash con una extensión similar a la que se observaba en las 

células tratadas 24 h con 1 µM de BIO o Wnt3a (Figura 13C), lo que da lugar a la conclusión de que estas células 35 

expresan niveles similares de β-catenina activa, y por lo tanto tienen capacidades de reprogramación comparables. 

Estos datos demuestran claramente que la reprogramación se produce solo cuando los niveles de β-catenina no son 

demasiado bajos ni demasiado altos; los niveles de β-catenina necesitan estar en un nivel fisiológico medio, que 

tienen los clones E1 y F19 y las células ES tratadas tanto con Wnt3a como con 1 µM de BIO. 
 40 
Los clones aislados se reprograman y se pueden diferenciar in vitro e in vivo 
 
Para confirmar la pluripotencia, y por tanto el fenotipo tipo celular ES, se aislaron 21 clones reprogramados 
diferentes de la fusión de células ES pre-tratadas con BIO durante 24 h con NS-Oct4-puro. Todos los clones eran 
tetraploides (Figura 14A), eran positivos a GFP, y expresaban Oct4, Nanog y Rex1 tras varias pasadas (Figura 14B). 45 
Por el contrario se anularon los genes neurales Blbp y Olig2 (Figura 14C y Figura 15). De la misma manera, los 
híbridos reprogramados ES x timocitos y ES x MEF expresaban Oct4 y Nanog y perdían la expresión de CD4 y CD8, 
y los marcadores específicos Col1a1 y Col1a2, respectivamente (Figura 16A). Además, el análisis de la secuencia 
con bisulfito revelaba que en los clones reprogramados ES x NS, las islas CpG de los promotores Nanog y Oct4 
estaban altamente desmetilados y eran comparables a las células ES, sugiriendo que estos dos loci tenían 50 
modificaciones epigenéticas masivas subyacentes; por el contrario las mismas CpG estaban altamente metiladas en 
las células NS parentales (Figura 14D). Estos datos muestran claramente que los híbridos aislados de las fusiones 
con células ES pre-tratadas con BIO se habían reprogramado. 
 
A continuación, para determinar la capacidad de diferenciación de los clones reprogramados, los autores indujeron 55 
la diferenciación espontánea de ES x NS, ES x timocitos y ES x MEF. Los cuerpos embrioides que se formaban: 
eran estructuras con forma esférica claramente visibles tras 3 días y se diferenciaban tras 6 y 9 días (Figura 14E y 
Figura 16B). La expresión de Oct4 (célula madre pluripotente), AFP (endodermo), Brachyury (mesodermo), Nkx2.5 
(músculo cardíaco) y GATA4 (músculo cardíaco) se apreciaban a los 3, 5, 7 y 9 días de diferenciación, en sus 
tiempos esperados (Boheler et al., 2002), y como era comparable con las células ES (Figura 14F y Figura 16C). 60 
Además, algunos de los clones comenzaban a palpitar espontáneamente, demostrando su diferenciación en 
cardiomiocitos. 
 
Finalmente, para ensayar la capacidad de diferenciación de los híbridos ES x NS in vivo, los autores trasplantaron 
cinco clones diferentes subcutáneamente en ratones inmunodeficientes (SCID). Tres semanas tras la inyección, se 65 
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apreciaban los teratomas (Figura 17). El examen histológico mostraba la presencia de tejido epitelial tipo intestinal 
(endodermo), músculo estriado y tejido adiposo (mesodermo), tejido neural, epidermis y cartílago (ectodermo) 
(Figura 14G). 
 
Estos datos demostraban claramente la capacidad de diferenciación de los clones reprogramados, tanto in vitro 5 
como in vivo. 
 

Los datos de los autores demuestran que la activación de la ruta de señalización Wnt/ β-catenina sin sobre-
expresión de cualquiera de los genes de células ES conocidos puede controlar la reprogramación de células 
somáticas. Además, en un sistema tanto con sobre-expresión de Nanog como activación de la ruta Wnt, la 10 
reprogramación de células NS está aumentada incluso más (Fig. 19), indicando que estas dos rutas pueden 

cooperar, pero permanecen distintas. Los autores han demostrado que la acumulación cíclica de β-catenina 
determina la reprogramación, imitando un escenario fisiológico que puede producirse in vivo. Por el contrario, la 

ganancia de función estable de β-catenina puede dar como resultado la formación de tumores (Katoh et al., 2007) o 
la incapacidad para reprogramar células que se diferencien tras la fusión (Doble et al., 2007, Kielman et al., 2002), 15 
mientras que su pérdida de función puede dar como resultado el fallo de la reprogramación (Haegel et al., 1995). 
 
Finalmente, los autores postulan que se puede activar un nuevo gen que es probablemente un factor epigenético 

que no se expresa constitutivamente en células ES por medio de la señalización Wnt/β-catenina, para activar una 
cascada de eventos que desencadena la reprogramación del genoma de los núcleos somáticos. Los datos de los 20 
autores dan lugar a la hipótesis altamente especulativa y provocadora de que la regeneración de tejidos dañados 

puede iniciarse por medio de células madre “comandantes” que se activan por medio de la ruta Wnt/β-catenina y que 
son capaces de reprogramar células somáticas tras la fusión. 
 
Discusión 25 
 

Los autores han demostrado en el presente documento que la activación transitoria de la ruta de señalización Wnt/β-

catenina da lugar a la acumulación cíclica de β-catenina en células ES que las capacita para reprogramar células 

somáticas tras la fusión. Cuando, y solo cuando, se estabiliza un nivel específico de β-catenina y se traslada al 

núcleo, las células ES con capaces de reprogramar células diferenciadas; por el contrario, cuando se degrada la β-30 

catenina, no se produce la reprogramación. Los niveles de β-catenina diferentes a lo largo del tiempo probablemente 
se deben a la expresión de algunas de sus dianas inhibidoras, tales como Axin2 y Dkk4, estabilizando el complejo 
de destrucción e inhibiendo los receptores Wnt, respectivamente. Se ha demostrado un bucle de retroalimentación 

negativa de la ruta de señalización Wnt/β-catenina en células ES diferenciadas, que puede dar como resultado 
efectos tanto positivos como negativos en la cardiogénesis (Ueno et al., 2007). Además, los autores han demostrado 35 
que la sobre-expresión de Axin2 en las células ES afecta su capacidad de reprogramación. La acumulación 

periódica de β-catenina activa o bajas cantidades de una β-catenina mutante estabilizada es por lo tanto esencial 

para el proceso de reprogramación; por el contrario, altos niveles y estables de β-catenina afecta la capacidad de 
células ES para reprogramar células somáticas (Figura 7). 
 40 

¿Por qué es tan importante el nivel y el tiempo de acumulación de β-catenina para la eficacia de reprogramación? 

Una ganancia de función estable de la β-catenina puede dar lugar a la formación de tumores (Katoh y Katoh, 2007). 

Además, las células ES GSK-3-/- que expresan establemente niveles de β-catenina no se diferencian (Doble et al., 
2007; Kielman et al., 2002), y los autores han demostrado que estas células, como los clones que albergaban altas 

actividades de β-catenina, no eran capaces de reprogramar células somáticas. Por otro lado, una pérdida de función 45 

de β-catenina tenía serios defectos en el desarrollo de ratones en estadio de gastrulación (Haegel et al., 1995; 

Huelsken et al., 2000) y las células ES β-catenina-/- no expresaban marcadores de células madre (Anton et al., 

2007). Además los autores han demostrado en el presente documento que los niveles basales de β-catenina activa 
en las células ES pueden activar la reprogramación solo muy escasamente. 
 50 

Por lo tanto, la pérdida de función y la ganancia de función de β-catenina son altamente tóxicas para las células, con 
graves efectos sobre su capacidad para diferenciarse y la capacidad para inducir la reprogramación. Por el contrario 

una activación transitoria de la señalización Wnt/β-catenina está regulada por un bucle de retroalimentación negativa 

que atenúa el nivel de β-catenina, lo que resulta en olas de su acumulación hasta un umbral específico, y la 
inducción de la reprogramación. 55 
 

Una vez en el núcleo, la β-catenina activa diferentes genes diana (Katoh y Katoh, 2007). En el presente documento, 
los autores postulan que uno o más factores, los “reprogramadores” que no se expresan constitutivamente en 

células ES, se transcriben con la unión a la β-catenina, y activan una cascada de eventos que desencadenan la 
reprogramación del genoma del núcleo somático. Esto se sugiere también por el hallazgo de que la reprogramación 60 

se produce en tiempos variables a través de los varios tipos celulares, lo que da lugar a la predicción de que la β-
catenina inicia un programa complejo de eventos que puede durar tiempos diferentes en los diferentes tipos 
celulares. 
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La reprogramación puede deberse a factores que tras-actúan que pueden desencadenar la transcripción y/o 
supresión de los genes específicos del núcleo somático, implicando que estos factores deben estar constantemente 
presentes para mantener el fenotipo no diferenciado. De manera alternativa, la inducción de una nueva modificación 
epigenética heredable del núcleo somático puede cambiar un programa, dando como resultado modificaciones 
masivas en la cromatina. Sea el que sea el mecanismo, la transcripción del reprogramador por sí misma está 5 

ajustada finamente por puntos de control que regulan sus concentraciones; además, los altos niveles de β-catenina 
estabilizada en células GSK-3-/- o C2 que se habían saltado la inactivación del complejo de inactivación, abolían la 
capacidad de reprogramación de las células ES, dando lugar a los inventores a visualizar que hay sistemas de 
puntos de control alternativos que controlan las concentraciones de los reprogramadores que pueden entrar en 
acción. 10 
 
En las células ES humanas y de ratón, el grupo de proteínas policombinadas (PcG) muestran una represión 
transcripcional de la expresión de genes de desarrollo, lo que por otra parte promovía la diferenciación (Boyer et al., 
2006b; Lee et al., 2006). La estructura de cromatina de muchos de estos genes regulados por PcG contienen 
modificaciones de “dominios bivalentes” que consisten tanto en inhibidores de la metilación de histona H3 lisina 27 y 15 
activación de las marcas de metilación de histona H3 lisina 4 (Bernstein et al., 2006). Además, los reguladores 
maestros de pluripotencia, como Oct4, Sox2 y Nanog, controlan genes que codifican los factores de transcripción, 
enzimas modificadoras de cromatina, y proteínas de transducción de señal, que regulan la auto-renovación de las 
células ES (Boyer et al., 2006a; Loh et al., 2006). Durante el proceso de reprogramación, uno o más programadores, 

como las dianas específicas de β-catenina, pueden iniciar las modificaciones del estado de la cromatina del núcleo 20 
somático, resultando finalmente en el grado de pluripotentes, características genómicas tipo ES, que contienen 
modificaciones de dominios bivalentes reguladas por PcG y genes regulados por Oct4, Sox2 y Nanog. 
 
En cultivo, la generación de células madre pluripotentes inducidas (iPS) demuestra que la pluripotencia se puede 
obtener por sobre-expresión de factores de transcripción definidos (Aasen et al., 2008; Aoi et al., 2008; Brambrink et 25 
al., 2008; Dimos et al., 2008; Hanna et al., 2008; Hockemeyer et al., 2008; Huangfu et al., 2008b; Kim et al., 2008; 
Lowry et al., 2008; Maherali et al., 2008; Maherali et al., 2007; Park et al., 2008a; Park et al., 2008b; Stadtfeld et al., 
2008a; Stadtfeld et al., 2008b; Takahashi et al., 2007; Takahashi y Yamanaka, 2006; Wernig et al., 2008; Yu et al., 
2007), incluyendo los genes de células madre; sin embargo, este proceso probablemente no se produce in vivo ya 
que los factores como Nanog, Oct4 y Sox2 no se expresan en tejidos adultos o en células madre somáticas adultas 30 
y ya que son indispensables para la función de células madre adultas (Lengner et al., 2007). Por otro lado, la sobre-
expresión de una mezcla de estos factores de transcripción es una receta potente para la generación de nuevas 
células madre en cultivo lo que será esperanzadoramente un recurso potente para aplicaciones médicas. Los datos 

de los inventores demuestran que la activación transitoria y periódica de la ruta de señalización Wnt/β-catenina sin 
sobre-expresión de cualquiera de los genes celulares ES conocidos puede controlar la reprogramación de células 35 
somáticas, imitando un escenario fisiológico que puede producirse in vivo. Sorprendentemente, las células hepáticas 

de ratón adulto expresan altos niveles de β-catenina, y parece que la eficacia de selección de hepatocitos-iPS es 
mayor con respecto a los fibroblastos iPS, incluso si el número de integraciones retrovíricas de los factores de 
reprogramación es menor en las células hepáticas (Aoi et al., 2008). Estos hallazgos indican que la señalización Wnt 
puede aumentar la generación de células iPS. Esto lo demostró recientemente Marson et al. (2008), donde ellos 40 
demostraron que las líneas iPS se podían aislar con alta eficacia a partir de células MEF transducidas con lentivirus 
que codifican Oct4, Sox2 y Klf4 y cultivadas en Wnt3a-CM (medio acondicionado Wnt3a). Digno de mención y de 
acuerdo con los datos de los inventores, Marson et al., (2008) demostró que los mecanismos mediados por Wnt de 
reprogramación es independiente de c-Myc. Sin embargo, no fueron capaces de reproducir los efectos de Wnt3a-CM 
sobre la reprogramación con inhibidores de GSK-3. Esto se debía potencialmente al cultivo prolongado en un medio 45 
que contenía inhibidores, que como muestran los autores en el presente documento, tiene efectos negativos en la 
reprogramación. 
 
Los clones reprogramados aislados se pueden diferenciar in vivo e in vitro. El proceso para conseguir la 
reprogramación completa es lento, como se ha visto en células iPS en que las cantidades detectables de GFP se 50 
expresan semanas después de la selección con antibióticos (Jaenisch y Young, 2008). Resulta interesante, en el 
presente estudio, que los híbridos seleccionaron se reprogramaron completamente pronto mientras se 
seleccionaban por el fármaco, ya que expresaban altos niveles de GFP y puromicina al mismo tiempo. 
 
Finalmente surge una cuestión: ¿Puede producirse la reprogramación mediada por la señalización Wnt de células 55 
somáticas en la fusión celular espontánea? Se ha demostrado la fusión independiente de PEG en diferentes tipos 
celulares, pero es un evento muy raro (Ogle et al., 2005). Esto es probablemente debido a que la mayoría de los 
híbridos formados son forzados a someterse a la diferenciación bajo las condiciones de cultivo que se utilizan. Será 
interesante en el futuro determinar si se puede aumentar la reprogramación de células fusionadas espontáneamente 

por activación de la ruta de señalización Wnt/β-catenina. Este puede representar el punto de partida para explorar si 60 
puede producirse la reprogramación de células fusionadas espontáneamente en organismos vivos. 
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<210> 5 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 5 40 
gccctcgaca gactgaccct aa  22 
 
<210> 6 
<211> 22 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 50 
<400> 6 
cttcctcagg gcggttttac cc  22 
 
<210> 7 
<211> 20 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 60 
 
<400> 7 
gactacctgc tgggcctcaa  20 
 
<210> 8 65 
<211> 20 
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20 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 5 
 
<400> 8 
cgacactcgg ttccccttct  20 
 
<210> 9 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 9 
gcgtgggtat cagaagcact  20 
 20 
<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 10 
ccagtcgggt aagaaaccaa  20 30 
 
<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 11 40 
gggtaagacc cgagttcctc  20 
 
<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 50 
<400> 12 
atcaccactt tgccaccttc  20 
 
<210> 13 
<211> 21 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 60 
 
<400> 13 
gggagcagtt ttgtggcagc a  21 
 
<210> 14 65 
<211> 23 
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21 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 5 
 
<400> 14 
agggtcctgg gtaaatgggt gag  23 
 
<210> 15 10 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 15 
tgccgcccac tctccccaac c  21 
 20 
<210> 16 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 16 
ccgccgccgt catcgtcttc c  21 30 
 
<210> 17 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 17 40 
tgctgcctgt gagtcata  18 
 
<210> 18 
<211> 20 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 50 
<400> 18 
acaagaggct gtagaacatg  20 
 
<210> 19 
<211> 19 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 60 
 
<400> 19 
gctctcctgc tttcccagc  19 
 
<210> 20 65 
<211> 26 
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22 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 5 
 
<400> 20 
ctcccatccc tactgccttc tgcagc  26 
 
<210> 21 10 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 21 
tccctcatcc tcctgcta  18 
 20 
<210> 22 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 22 
gcacattctt ctccgtcac  19 30 
 
<210> 23 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 23 40 
tctacacaga ccaccaacgc  20 
 
<210> 24 
<211> 20 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 50 
<400> 24 
agaaactcct ccttgacggg  20 
 
<210> 25 
<211> 21 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 60 
 
<400> 25 
aaagtcaatg gctcccacga a  21 
 
<210> 26 65 
<211> 21 
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23 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 5 
 
<400> 26 
cttcagtctg tacttcactg g  21 
 
<210> 27 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 27 
actcccactc ttccaccttc  20 
 20 
<210> 28 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 28 
tcttgctcag tgtccttgc  19 30 
 
<210> 29 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 29 40 
gattttgtag gtgggattaa ttgtgaattt  30 
 
<210> 30 
<211> 30 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 50 
<400> 30 
accaaaaaaa cccacactca tatcaatata  30 
 
<210> 31 
<211> 24 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 60 
 
<400> 31 
ggttttttag aggatggttg agtg  24 
 
<210> 32 65 
<211> 23 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 5 
 
<400> 32 
tccaacccta ctaacccatc acc  23 
 
<210> 33 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 33 
ctgcgagagt tcccagaaga  20 
 20 
<210> 34 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 34 
ttcctgttct ccagctcaca  20 30 
 
<210> 35 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 35 40 
gctcagtcat cagccaactc g  21 
 
<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 
 50 
<400> 36 
atcacaggcg aagtccaatc  20 
 
<210> 37 
<211> 20 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 60 
 
<400> 37 
gcagacggga gtttctcctc  20 
 
<210> 38 65 
<211> 20 
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25 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 5 
 
<400> 38 
tcaagcatac ctcgggtttc  20 
 
<210> 39 10 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> cebador sintético 
 
<400> 39 
cgactaagtt ggagggaacg  20 
 20 
<210> 40 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> cebador sintético 
 
<400> 40 
ctttgtccac gtggtcctct  20 30 
 
<210> 41 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> cebador sintético 
 
<400> 41 40 
gtcgtaatgc cgagggtga  19 
 
<210> 42 
<211> 19 
<212> ADN 45 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 
 50 
<400> 42 
tccttccgca ttgcaagag  19 
 
<210> 43 
<211> 24 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 60 
 
<400> 43 
aaccaaagga tgaagtgcaa gcgg  24 
 
<210> 44 65 
<211> 24 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 5 
 
<400> 44 
tccaagttgg gttggtccaa gtct  24 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un método in vitro para reprogramar una célula diferenciada aislada en una célula madre indiferenciada, que 
comprende la etapa de fusionar dicha célula diferenciada con una célula pluripotente aislada, en donde dicha célula 
pluripotente aislada se trata in vitro con una cantidad adecuada de activador de la ruta Wnt/ β-catenina que es al 5 
menos una isoforma de la proteína Wnt o un inhibidor de la glucógeno sintasa quinasa-3. 
 
2. El método de acuerdo con la reivindicación 1 en el que la célula pluripotente aislada se trata in vitro antes o 
después de la etapa de fusión de dicha célula diferenciada con dicha célula pluripotente. 
 10 
3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la célula diferenciada se 
selecciona de entre el grupo de: célula somática, célula madre neural, fibroblasto embrionario, timocito. 
 
4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la célula pluripotente aislada se 
selecciona de entre el grupo de: célula madre adulta, célula madre embrionaria. 15 
 
5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la célula pluripotente aislada es 
una célula de ratón o una célula humana y la célula diferenciada es una célula de ratón o humana. 
 
6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la isoforma de Wnt se 20 
selecciona de entre el grupo de: Wnt1, Wnt2, Wnt2b/13, Wnt3, Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt8a, 
Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wnt10a, Wnt10b, Wnt11 o Wnt16. 
 
7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el inhibidor de la glucógeno 
sintasa quinasa-3 es BIO o CHIR99021 o un análogo de los mismos. 25 
 
8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende además la sobre-
expresión de la proteína Nanog en la célula pluripotente aislada. 
 
9. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7 que comprende además la sobre-expresión de la proteína 30 
Nanog en la célula fusionada. 
 
10. El método de acuerdo con las reivindicaciones 8 o 9 en el que la sobre-expresión de la proteína Nanog se 
obtiene modificando genéticamente la célula pluripotente aislada o la célula fusionada o transduciendo la célula 
pluripotente aislada o la célula fusionada con un vector apropiado. 35 
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