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RESUM

L’aïllament i derivació de les cèl·lules mare embrionàries humanes (CME) l’any 1998 va 
generar grans expectatives en el camp de la teràpia cel·lular.  Les CME presentaven la 
capacitat  de poder dividir-se  infinitament  i  el  potencial  necessari  per  diferenciar-se  a 
qualsevol tipus cel·lular del nostre cos. Malauradament, després de més de vint anys d’in-
vestigació, l’aplicació  clínica  encara  presenta  problemes  relacionats  amb  la  utilització 
d’embrions humans, el rebuig immunitari després del trasplantament i la formació de tu-
mors. Així doncs, un dels principals objectius en el camp de la medicina regenerativa és  
l’obtenció de CME a partir de cèl·lules somàtiques de pacients. L’any 2006 es va descriure, 
per primera vegada, que cèl·lules totalment diferenciades es podien reprogramar a cèl·lu-
les semblants a les CME. Aquestes CME resultants presentaven les característiques típi-
ques de les CME i, finalment, evitaven els problemes relacionats amb el rebuig immunita-
ri i la utilització d’embrions humans. Tot i així, les tècniques utilitzades en els últims cinc 
anys no són encara les adequades per a l’ús immediat d’aquestes cèl·lules en aplicacions 
clíniques. Els propers anys seran fonamentals per al desenvolupament d’estratègies que 
en permetin l’obtenció de manera segura, i esdevinguin l’alternativa ideal en les teràpies 
de substitució cel·lular i el modelatge de malalties in vitro.

Paraules clau: cèl·lula mare embrionària, pluripotència, cèl·lula mare amb pluripotència 
induïda, teràpia cel·lular.
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HUMAN EMBRYONIC STEM CELLS: WHAT DO WE KNOW AFTER THIRTY 
YEARS OF RESEARCH?

SUMMARY

The isolation and derivation of human embryonic stem cells (hESCs) in 1998 attracted 
significant attention in the regenerative medicine field. Among other properties, these 
cells possessed the dual ability to self-renew and differentiate into all the cell types of the 
body. These characteristics suggest that hESCs hold great potential for application in re-
generative medicine. However, after more than twenty years of intense research, their 
clinical application still shows many concerns regarding the use of human embryos, tis-
sue rejection after transplantation, and tumour formation. Thus, one of the ultimate goals 
in  regenerative medicine is the generation of pluripotent hESCs directly from somatic 
cells  obtained from patients.  A breakthrough appeared when  fully differentiated cells 
were reprogrammed for the first  time in 2006 into ES-like cells.  The resulting ES-like
cells exerts all the characteristics intrinsic to ESC biology and finally could overcome the 
issue related with immune rejection after transplantation and the use of human embryos 
for research. Nevertheless, most of the techniques used to reprogram human somatic cells 
are still not adaptable for immediate clinical applications. Improvements in their safe de-
rivation and validation will bring them one step closer for becoming the ideal alternative 
in cell-replacement therapies and disease modelling in vitro.

Key words: human embryonic stem cell, pluripotency, induced pluripotent stem cell, 
cell therapy.

TOTIPOTÈNCIA, PLURIPOTÈNCIA 
I MULTIPOTÈNCIA: CONCEPTES 
BÀSICS QUE DEFINEIXEN 
ELS DIFERENTS TIPUS 
DE CÈL·LULES MARE

El  desenvolupament  embrionari  en  els 
mamífers  comença en el  moment  en què 
l’embrió  totipotent  és  capaç  d’esdevenir 
tots  els  tipus  cel·lulars  especialitzats  que 
conformaran l’animal adult. Així doncs, el 
terme totipotència fa referència a la capaci-
tat que té una cèl·lula de dividir-se i donar 
lloc a tots els tipus cel·lulars que trobem a 
l’organisme, tenint  en  compte  també  els 
teixits extraembrionaris (placenta i còrion). 
El desenvolupament embrionari en l’ésser 
humà comença en el moment en què l’oòcit 
és  fecundat  per  l’espermatozoide  i  dóna 

lloc  al  zigot, que  és  totipotent, ja  que 
aquesta única cèl·lula té el potencial d’esde-
venir un embrió que contindrà tots els ti-
pus cel·lulars que donaran lloc a un ésser 
viu. Direm, doncs, que una cèl·lula totipo-
tent és aquella que pot donar lloc a un or-
ganisme sencer.

Una cèl·lula pluripotent pot donar lloc a 
qualsevol tipus cel·lular, fetal o adult, però 
no pot esdevenir un fetus o animal adult. 
Finalment, una cèl·lula multipotent pot es-
devenir  únicament  alguns  tipus  cel·lulars 
similars al teixit en el qual resideix.

Les cèl·lules mare (CM) són cèl·lules indi-
ferenciades  que  trobem  en  alguns  teixits 
adults (CMA) i en els embrions (CM em-
brionàries;  CME), així com en alguns tei-
xits fetals com ara el cordó umbilical i  la 
placenta (CMF). Per definició, les CM són 
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pluri o multipotents (en alguns casos toti-
potents) i poden donar lloc a diferents ti-
pus cel·lulars atenent al seu origen i plasti-
citat. Les CM es caracteritzen per presentar 
dos requisits clau: el primer, és que presen-
ten potencial d’autorenovació, és a dir, una 
cèl·lula es divideix donant lloc a dues cèl·lu-
les filles idèntiques amb un potencial proli-
feratiu  indefinit;  el  segon, que  tenen  la 
capacitat de donar lloc a altres tipus cel·lu-
lars a través de processos de diferenciació.

Les CME es presenten com una eina úni-
ca en l’àrea de la biomedicina a causa de 
les  seves  possibles  aplicacions  tant  clíni-
ques com terapèutiques. Poden ser utilitza-
des  in  vitro, amb l’objectiu d’entendre els 

processos  implicats  en  el  desenvolupa-
ment, o in vivo, i esdevenen una font única 
per a estudis de regeneració tissular i terà-
pies de substitució cel·lular.

Les  CMA  són  cèl·lules  indiferenciades 
que es troben en teixits  i  òrgans adults  i 
que es poden diferenciar en les cèl·lules es-
pecialitzades  d’aquell  teixit  o  òrgan.  La 
seva freqüència i  capacitat de proliferació 
in vitro és baixa. Un exemple serien les cèl-
lules  mare  hematopoètiques  (CMH)  que 
donen lloc a tots els tipus de cèl·lules de la 
sang. La primera aplicació terapèutica amb 
cèl·lules mare adultes es va dur a terme el 
1968 amb el primer trasplantament de me-
dul·la  òssia.  Les  cèl·lules  mare  mesenqui-
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Figura 1.    Mètodes de derivació per cèl·lules embrionàries humanes. A partir de mostres que provenen de 
donacions anònimes de processos com ara la fertilització in vitro o la injecció d’esperma en l’òvul, diferents 
grups  de  recerca  han  descrit  la  derivació  de  cèl·lules  embrionàries  humanes.  L’esquema  mostra  els  dife-
rents moments en el desenvolupament embrionari  in vitro, en què els diferents autors han derivat línies de 
cèl·lules mare embrionàries (CME). Esquema adaptat de Lei et al. (2007).
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màtiques  (CMM)  representen  un altre  ti-
pus de CMA fàcilment aïllables i expansi-
bles. Els resultats preliminars de molts dels 
assaigs clínics recents amb aquestes cèl·lu-
les són prometedors i apunten efectes be-
neficiosos  en  el  tractament  d’algunes 
malalties  com  la  malaltia  de  Crohn, la 
malaltia de l’empelt contra l’hoste o la re-
generació d’alguns teixits com os i cartílag.

Les  CMF poden obtenir-se a  partir  del 
cordó umbilical o bé de teixits fetals proce-
dents d’avortaments. El trasplantament de 
sang  de  cordó  umbilical  és  una  teràpia 
amb CMF totalment consolidada i establer-
ta des de fa molts anys.

CÈL·LULES MARE EMBRIONÀRIES: 
DERIVACIÓ I CULTIU

Les  CME  humanes  les  van  descriure 
Thomson  et al. (1998), i són cèl·lules pluri-
potents  que  tenen  la  capacitat  de  donar 
lloc a qualsevol tipus cel·lular dels tres lli-
natges germinals (ectoderma, endoderma, 
mesoderma).  En  aquest  primer  treball 
Thomson et al. (1998) van derivar les CME 
a partir de la massa cel·lular interna (MCI) 
de l’embrió. El cultiu d’aquesta estructura 
in vitro es va dur a terme sobre una capa de 
cèl·lules nodridores. Aquestes cèl·lules eren 
encarregades de segregar determinats fac-
tors de creixement al medi de cultiu i per-
metien el creixement de les cèl·lules de la 
MCI per donar lloc a una línia de CME.

En aquests últims trenta anys de recerca 
hem  après  que  les  CME  tenen  capacitat 
d’autorenovació i que la seva pluripotència 
es  manté  mitjançant  factors  transcripcio-
nals  expressats  de  manera  endògena.  En 
les condicions de cultius adients, aquestes 
cèl·lules es poden mantenir indiferenciades 
indefinidament. In vivo, en l’embrió, les cèl-
lules de la MCI existeixen de manera tran-
sient; a mesura que el programa del desen-

volupament avança es diferencien en cèl·lu-
les de l’estadi embrionari següent.

S’han  establert  diferents  metodologies 
per  a la  derivació  de  CME. Els  protocols 
són  diferents  depenent  també  de  l’estadi 
embrionari en el qual fem la derivació. Ini-
cialment, Thomson et al. (1998) van aïllar la 
MCI de l’embrió utilitzant anticossos (im-
munocirurgia). Altres autors, per tal d’evi-
tar  l’ús  de  components  d’origen  animal, 
que  limitarien  l’ús  terapèutic  d’aquestes 
cèl·lules, van proposat aïllar la MCI mecà-
nicament (Ström et al., 2007), mitjançant là-
ser (Turetsky et al., 2008), o fins i tot, sem-
brant el blastòcit sencer (Heins et al., 2004; 
Raya  et al., 2008). Hi ha, però, altres opci-
ons per a la derivació de CME com ara la 
utilització  d’embrions  primerencs  (Zhang 
et al., 2006), en estat de mòrula (Strelchen-
co  et al., 2004), així com de blastòmers aï-
llats (Klimanskaya et al., 2006). En la majo-
ria dels casos s’han utilitzat cèl·lules nodri-
dores per a la derivació de les CME, tot i 
que  en  els  darrers  anys  s’ha  descrit  l’ús
de matrius extracel·lulars (Klimanskaya  et  
al., 2005; Hasegawa, 2010) (vegeu la figu-
ra 1).

Actualment es calcula que hi ha al vol-
tant de mil línies de CME humanes (Borst-
lap et al. 2008; Löser et al., 2010; per a més 
informació:  www.hescreg.eu). La majoria de 
les  línies  de  CME  existents  procedeixen 
d’embrions donats per les parelles sotme-
ses a cicles de fecundació in vitro (FIV), que 
ja  no necessiten utilitzar-los  amb finalitat 
reproductiva i opten per donar-los volun-
tàriament per a recerca. En molts casos es 
tracta  d’embrions  congelats  i  han  de  ser, 
per tant, descongelats i cultivats abans d’u-
tilitzar-los per a la derivació.

L’eficàcia de derivació varia entre els di-
ferents  autors  segons  el  mètode  utilitzat 
(Chen et al., 2009; Aran et al., 2010), la qua-
litat embrionària (Zhang et al., 2006; Lerou 
et al., 2008) o de si la derivació de les CME 
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es fa a partir d’embrions frescos o conge-
lats (Mitalipova  et al., 2003; Sjögren  et al., 
2004).

CÈL·LULES MARE EMBRIONÀRIES: 
CARACTERITZACIÓ 
I DIFERENCIACIÓ

Així  doncs, les  CME es  poden derivar 
mitjançant  diferents tècniques a partir  de 
diferents moments durant el desenvolupa-
ment embrionari. Aquestes tècniques tam-
bé  impliquen  la  utilització  de  diferents 
substrats.  Independentment  de  com  s’ha 
derivat  la  línia  de  CME en  el  laboratori, 
aquestes cèl·lules expressen marcadors es-
pecífics, que són idèntics als que expressen 
les  cèl·lules  pluripotents  transitòries  de 
l’embrió. La identificació d’aquests marca-
dors ens ajuda a caracteritzar les nostres lí-
nies de CME en el laboratori. Entre aquest 
grup  trobem  antígens  específics  d’estadi 
embrionari, com ara els glicolípids SSEA-3 
o SSEA-4, antígens sulfatats com Tra-1-60 i 
Tra-1-81 (vegeu la figura 2a), i també activi-
tats enzimàtiques com la fosfatasa alcalina 
(vegeu la figura 2b) i la telomerasa.

Una  altra  característica  de  les  CME  és 
que  aquestes  expressen  típicament  uns 
gens responsables de mantenir i assegurar 
la  pluripotència  cel·lular.  Entre  d’altres, 
s’inclouen  els  factors  transcripcionals 
OCT4, SOX2 i NANOG. Aquests, però, són 
ràpidament silenciats quan les cèl·lules es 
diferencien.

La diferenciació és el procés pel qual una 
cèl·lula indiferenciada es transforma en una 
cèl·lula  especialitzada  (diferenciada)  d’un 
determinat tipus cel·lular. Durant el procés 
embrionari es produeixen processos de di-
ferenciació que poden emular-se en el la-
boratori. Determinades condicions de cul-
tiu dirigiran les CME a diferenciar-se a una 
o altra línia germinal, i després, envers les 

diferents cèl·lules de l’organisme. Les dife-
rents publicacions en el camp de les CME 
han demostrat que aquestes s’han diferen-
ciat  en més dels dos-cents tipus cel·lulars 
presents en el nostre organisme.

Per  dur  a  terme  una  exhaustiva  carac-
terització de qualsevol línia de CME és ne-
cessari valorar-ne la capacitat de diferenci-
ació tant in vitro com in vivo. Així doncs, en 
les  condicions  de  cultiu  adequades  les 
CME proliferen de manera indefinida i es 
mantenen indiferenciades, fet  que  sugge-
reix que l’activitat transcripcional i els re-
guladors epigenètics responsables de man-
tenir la pluripotència es poden mantenir in  
vitro en les CME. Quan aquestes condici-
ons de cultiu canvien, i es perden aquests 
senyals encarregats de mantenir la pluripo-
tència en CME, aquestes es diferencien  in  
vitro en un altre tipus cel·lular (vegeu la fi-
gura 3a), igual que les cèl·lules de la MCI 
ho fan in vivo. La diferenciació in vitro a les 
tres capes germinals de l’embrió es fa a tra-
vés de protocols que consisteixen a aplicar 
diferents medis de cultiu que contenen fac-
tors de creixement i  vitamines encarrega-
des de dirigir la diferenciació de les CME 
al tipus cel·lular que ens interessa.

La  diferenciació  in  vivo (vegeu la  figu-
ra 3b) es valora induint la formació de tera-
tomes (tumors que contenen cèl·lules repre-
sentants de les tres germinals de l’embrió), 
mitjançant la injecció de CME en ratolins 
immunodeprimits, i així avaluar si aques-
tes  cèl·lules  són  capaces  de  diferenciar-se 
en diferents tipus cel·lulars procedents de 
les tres línies germinals (ectoderma, endo-
derma i mesoderma).

Un altre requisit fonamental de les CME 
és l’anàlisi del cariotip (vegeu la figura 3c). 
Tot i  que alguns treballs han documentat 
que aquest  es manté normal durant molt 
de temps (Buzzard et al., 2004; Caisander et  
al., 2006), altres autors han descrit alteraci-
ons del cariotip al llarg del cultiu (Cowan 
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et al., 2004). Algunes trisomies, com les dels 
cromosomes 12 i 17, poden esdevenir favo-
rables en cultiu, i conferir a les cèl·lules més 
potencial proliferatiu, però aquestes tenen 
tendència  a  fixar-se  (Draper  et  al., 2004; 
Spits et al., 2008). Per aquest motiu es reco-
mana fer anàlisis del cariotip de les línies 
CME cada vint passes en cultiu aproxima-
dament.

Així  doncs, l’anàlisi  de  l’expressió  de 
marcadors típics de pluripotència, l’avalua-
ció del potencial de diferenciació  in vitro i 
in vivo, i l’anàlisi del cariotip, són requisits 
fonamentals per a la caracterització de les 

CME en els laboratoris d’arreu del món. Al 
mateix  temps, aquests  assajos  esdevenen 
criteris obligatoris quan volem enregistrar 
les nostres línies de CME en els bancs de 
CME.

BANC DE LÍNIES 
DE CÈL·LULES MARE

El nombre de línies de CME creix ràpi-
dament i és necessària la creació de bancs i 
registres que recullin la informació relativa 
a  les  línies  disponibles.  Són  imprescindi-

Treb. Soc. Cat. Biol., 63: 215-233

Figura 2.    a) Expressió de marcadors de pluripotència en una línia de cèl·lules 
mare embrionàries (CME) derivada en el Centre de Medicina Regenerativa de 
Barcelona (CMR[B]). Les CME expressen els marcadors de superfície SSEA-4, 
TRA-1-81, SSEA-3  i  TRA-1-60, i  els  marcadors  nuclears  NANOG, OCT4  i 
SOX2. Els nuclis, visualitzats en blau, es van tenyir amb 4´,6-diamidino-2-feni-
lindol (DAPI).  b)  Detecció d’activitat  fosfatasa alcalina en una línia de CME. 
Les CME cultivades en presència d’una monocapa de cèl·lules nodridores presen-
ten activitat enzimàtica fosfatasa alcalina (blau).
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Figura 3.    a) Les CME es manipulen en el laboratori mitjançant protocols específics 
per a la diferenciació  in vitro en les tres capes germinals embrionàries. Ectoderma: en 
verd es mostra la tinció per a la proteïna β-tubulina de classe III específica de neurones 
(TUJ-1). Endoderma: en verd es mostra la tinció citoplasmàtica per a la proteïna α fetal 
(AFP) i en vermell la tinció nuclear per a la proteïna Forkhead box 2 (FOXA2). Meso-
derma: en verd es mostra la tinció per a actina α sarcomèrica (ASMA). b) Les CME són 
injectades en els testicles de ratolins immunodeprimits amb l’objectiu d’analitzar el seu 
potencial de diferenciació in vivo en les tres capes germinals embrionàries. Ectoderma: 
en verd es mostra la tinció per a la proteïna β-tubulina de classe III específica de neuro-
nes (TUJ-1) i en vermell per a la proteïna fibril·lar acídica de la glia (GFAP). Endoderma: 
en verd es mostra la tinció citoplasmàtica per a la proteïna α fetal (AFP) i en vermell la 
tinció nuclear de la proteïna Forkhead box 2 (FOXA2). Mesoderma: en verd es mostra la  
tinció per a la proteïna actina muscular α sarcomèrica (ASMA) i en vermell la tinció per 
a la proteïna  α actina muscular (ASA).  c) L’anàlisi de cariotip de la nostra línia CME 
mostra que aquesta és normal, diploide i femenina.
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bles  per  als  investigadors  que  necessiten 
informació sobre les línies existents i les se-
ves  característiques.  La funció  dels  bancs 
de  línies  cel·lulars  és  expandir, caracterit-
zar, preservar i posar a disposició dels in-
vestigadors que les sol·licitin les línies dis-
ponibles  existents, amb  els  controls  de 
qualitat necessaris per a la investigació bà-
sica o per al desenvolupament de l’aplica-
ció clínica. Els bancs de CME també poden 
oferir  suport  tècnic  als  investigadors  que 
en necessitin.

BASES MOLECULARS 
DE LA PLURIPOTÈNCIA 
DE LES CÈL·LULES 
MARE EMBRIONÀRIES

Amb  la  finalitat  d’entendre  quines  són 
les bases moleculars que permeten el man-
teniment de la pluripotència i la inducció 
de la diferenciació en les CME, els primers 
estudis es van fer en el model de ratolí. Les 
CME  de  ratolí  es  van  aïllar  l’any  1981 
(Evans  i  Kaufman), i  des  de  llavors, els 
avenços en el camp de la investigació de la 
biologia molecular de les CME han permès 
mitjançant la generació de soques transgè-
niques entendre el paper específic de gens 
responsables  de  a)  el  manteniment  de  la 
pluripotència en les cèl·lules de la MCI, b) 
el desenvolupament embrionari, i  c) la di-
ferenciació cel·lular.

En un primer moment, es van identificar 
Oct4 i  Nanog com  els  principals  factors 
transcripcionals encarregats de mantenir la 
pluripotència  i  el  desenvolupament  de 
l’embrió. Per entendre millor la funció d’a-
quests factors en el manteniment de la plu-
ripotència  cel·lular  es  van  fer  estudis  per 
identificar els llocs d’unió per a Oct4 i Sox2 
en  diferents  regions  promotores  de  dife-
rents gens en CME de ratolí, i més tard en 
humans (revisat a Jaenisch i Young, 2008). 

Sox2 es  va  identificar  com  un  factor  de 
transcripció capaç d’heterodimeritzar amb 
Oct4 per  regular  l’expressió  de  diferents 
gens encarregats de sostenir la pluripotèn-
cia de les CME (revisat a Jaenisch i Young, 
2008).  Igualment, es  va  identificar  Nanog 
com l’element indispensable per al mante-
niment de la pluripotència en cèl·lules de la 
MCI en ratolí (Chambers et al., 2003; Mitsui 
et al., 2003). L’expressió de Nanog és regula-
da al mateix temps per Oct4 i Sox2 (Kuroda 
et al., 2005). Més tard, estudis de precipita-
ció de cromatina han demostrat que la xar-
xa de pluripotència  Oct4-Sox2-Nanog com-
parteix un gran nombre de gens diana que 
codifiquen factors de transcripció impres-
cindibles per a la diferenciació i el desen-
volupament  embrionari  que  romanen  si-
lenciats en CME (Boyer et al., 2005; Loh et  
al., 2006; Barrero et al., 2010). Durant els úl-
tims quinze anys s’han identificat tota una 
sèrie de gens implicats en el manteniment 
de la pluripotència cel·lular, que inclouen: 
Sall4, Dax1, Essrb, Tbx3, Rif1, Nac1 i 
ZPF281; aquests es regulen entre si i  for-
men part  d’una xarxa altament complexa 
que manté la pluripotència en CME (revi-
sat per Boué et al., 2010).

Independentment de les seves activitats 
com  a  factors  de  transcripció, les  activi-
tats  proteiques d’OCT4, SOX2 i  NANOG 
estan altament interrelacionades entre si en 
una  xarxa  complexa  en  què  aquests  ele-
ments interaccionen de manera directa. A 
partir d’estudis de purificació de la proteï-
na  de  NANOG  en  CME  de  ratolí, s’ha 
identificat una xarxa de proteïnes essenci-
als per a la supervivència i diferenciació de 
les  cèl·lules  de  la  MCI.  Moltes  d’aques-
tes són al mateix temps dianes directes de
Nanog i  Oct4, fet que suggereix que hi ha 
un mecanisme d’autoregulació de la pluri-
potència.

La cromatina de les CME també està sot-
mesa  a  modificacions  epigenètiques  que 

Treb. Soc. Cat. Biol., 63: 215-233



CÈL·LULES MARE EMBRIONÀRIES: QUÈ EN SABEM DESPRÉS DE TRENTA ANYS D’INVESTIGACIÓ? 223

regulen la transcripció de diferents regions 
del  genoma.  Els  elements  reguladors  del 
desenvolupament embrionari resten silen-
ciats a les CME i s’activen durant els pro-
cessos de diferenciació cel·lular. Així doncs, 
a  més de la regulació per part  de factors 
transcripcionals  sobre  gens  imprescindi-
bles en el manteniment i supervivència de 
les CME, també hi ha mecanismes que mo-
dulen la cromatina de manera dinàmica re-
gulant  la  pluripotència  i  diferenciació  de 
les CME.

Els factors transcripcionals i  els  regula-
dors  epigenètics  són, doncs, els  elements 
fonamentals  que  regulen  la  pluripotència 
cel·lular en les CME. Tant  Oct4 com Sox2 i 
Nanog regulen  gens  encarregats  de  la  re-
modelació de la cromatina i modificadors 
d’histones  (revisat  per  Boué  et  al., 2010; 
Barrero  et al., 2010). Al mateix temps, s’ha 
descrit que Oct4, Sox2 i Nanog estan sotme-
sos  a  regulacions  epigenètiques  que  en 
permeten la regulació transcripcional (Loh 
et al., 2006).

APLICACIÓ TERAPÈUTICA 
DE LES CME: LIMITACIONS 
I ALTERNATIVES

La teràpia cel·lular amb CME consisteix 
en el trasplantament de cèl·lules diferencia-
des obtingudes a partir de CME, per tal de 
reparar i substituir teixits que han perdut 
la funcionalitat cel·lular. Hi ha, però, riscs 
associats amb l’ús d’aquestes cèl·lules en el 
context  de  la  teràpia  cel·lular  i  de  l’engi-
nyeria  de  teixits.  Per  definició, les  CME 
pluripotents tenen un elevat potencial pro-
liferatiu, que es tradueix, a vegades, en la 
formació de tumors després del trasplanta-
ment.  Es  tracta  de  tumors  benignes, for-
mats per estructures diferenciades, anome-
nats  teratomes. Cal  tenir  molt  en  compte 
que hi ha l’opció que aquests tumors esde-

vinguin malignes.  Diverses investigacions 
en les àrees de la teràpia gènica i l’oncolo-
gia  han proposat  estratègies per  evitar  el 
creixement descontrolat de les CME, però 
fins  ara  no  han  donat  resultats  positius. 
Aquest és un dels riscs principals de la uti-
lització de les CME pluripotents en el con-
text de la teràpia cel·lular, ja que una única 
cèl·lula no diferenciada entre una població 
de cèl·lules diferenciades trasplantades pre-
senta el potencial de diferenciació suficient 
per donar lloc a la formació d’un teratoma. 
Una altra conseqüència derivada de la plu-
ripotència és que una cèl·lula indiferencia-
da trasplantada pot diferenciar-se a l’atzar 
i donar lloc a un tipus cel·lular no desitjat. 
Per exemple, la diferenciació a os o a mús-
cul d’una o diverses cèl·lules indiferencia-
des trasplantades en un cervell podria te-
nir conseqüències nefastes.

Hi ha també, però, alguns punts crítics a 
l’hora  de  pensar  en  una  aplicació  de  les 
CME en teràpia cel·lular de manera imme-
diata:

a) Els protocols de diferenciació han de 
millorar fins al punt en què es puguin ob-
tenir  preparacions  cel·lulars  homogènies 
prèviament diferenciades in vitro per evitar 
diferenciacions in vivo que podrien esdeve-
nir  teratogèniques.  És  imprescindible  po-
der controlar i dirigir la diferenciació cel·lu-
lar  i  l’obtenció  de  poblacions  pures  per 
plantejar una teràpia sense risc per al paci-
ent i amb possibilitats d’èxit.

b) És necessària una estandardització de 
les  metodologies  entre  laboratoris.  S’han 
de  tenir  en  compte  determinats  aspectes 
tècnics: la derivació, el cultiu i els bancs de 
les CME s’han de dur a terme en condici-
ons  lliures  d’agents  xenocontaminants  i 
complint les normes segons les bases esta-
blertes en els protocols de bones pràctiques 
de manipulació (GMP).

c) És imprescindible que les cèl·lules tras-
plantades mantinguin la seva funcionalitat. 
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S’han d’integrar en el teixit existent i fer les 
connexions necessàries per restablir la fun-
ció del teixit o òrgan.

S’ha  de  prevenir  la  reacció  immunità-
ria enfront de les CME trasplantades. S’ha 
descrit  que  les  CME  expressen  proteïnes 
del  multicomplex  d’histocompatibilitat  i 
que durant la diferenciació els nivells d’ex-
pressió  incrementen.  Així  doncs, es  pot 
pensar que després del trasplantament, les 
CME diferenciades podrien ser rebutjades 
pel sistema immunitari del receptor. Hi ha, 
però, alternatives  per  a  la  producció  de 
CME  humanes  immunocompatibles  que 
impliquen  la  reprogramació  del  nucli  de 
les  cèl·lules  del  pacient  mateix a  un estat 
pluripotent;  d’aquesta  manera  aquestes 
cèl·lules reprogramades es podrien utilitzar 
per a trasplantament. Hi ha quatre mèto-
des per  induir  la  reprogramació  i  la  plu-
ripotència en cèl·lules somàtiques: la trans-
ferència  nuclear, la  fusió  de  cèl·lules 
somàtiques amb CME, la partenogènesi i la 
reprogramació amb factors genètics cone-
guts.

MÈTODES PER INDUIR 
LA REPROGRAMACIÓ 
I LA PLURIPOTÈNCIA 
EN CÈL·LULES SOMÀTIQUES

La transferència nuclear somàtica

La transferència nuclear somàtica consis-
teix  en la substitució  del  nucli  d’un òvul 
per un de procedent d’una cèl·lula somàti-
ca d’un individu adult. En l’ambient del ci-
toplasma  de  l’òvul  el  nucli  transferit  és 
capaç de començar el procés de reprogra-
mació, desenvolupant una cèl·lula pluripo-
tent  que  posseeix  la  dotació  genètica  del 
donant, per evitar així el rebuig immunita-
ri que presenten les CME. No obstant això, 
les dades documentades fins ara s’han ob-

tingut  a  partir  de  treballs  fets  amb  dife-
rents espècies animals com ara granota, co-
nill, ratolí o ovella, entre d’altres (Briggs i 
King, 1952; Bromhall, 1975; Wilmut  et al., 
1997; Gurdon i Byrne, 2003; Hochedlinger i 
Jaenisch, 2002), exceptuant l’espècie huma-
na. En humans, la tècnica de la transferèn-
cia nuclear produeix un elevat nombre de 
fracassos, ja que els nuclis  de les cèl·lules 
adultes van acumulant mutacions en el seu 
DNA durant el temps i, a més, es necessi-
ten un gran nombre de transferències per 
arribar a obtenir una cèl·lula somàtica plu-
ripotent, la qual cosa fa que aquesta tècnica 
sigui poc eficient. A tots aquests problemes 
tècnics  s’han  d’afegir  els  problemes  ètics 
que implica la utilització d’òvuls humans 
per a la transferència nuclear. Hi ha, però, 
una alternativa per al darrer cas: la transfe-
rència nuclear somàtica alterada (de l’anglès 
altered nuclear transfer), que consisteix a uti-
litzar nuclis procedents de cèl·lules somàti-
ques amb una mutació en el gen que codi-
fica  la  proteïna  Cdx2.  La  deficiència  de 
Cdx2, que és una proteïna relacionada amb 
la  formació  del  trofectoderma, fa  que  es 
desenvolupin  pseudoembrions  incapaços 
d’implantar-se en l’úter, i proporciona una 
possible via d’obtenció de cèl·lules somàti-
ques  que  evitaria  les  possibles  qüestions 
ètiques que genera la destrucció posterior 
d’embrions relacionada amb la transferèn-
cia nuclear.

Una alternativa per no haver d’utilitzar 
òvuls amb la finalitat de la reprogramació 
nuclear és utilitzar CME per reprogramar 
nuclis  de  cèl·lules  somàtiques  adultes.  En 
aquest sentit, la fusió cel·lular permet gene-
rar un híbrid de cèl·lula embrionària i cèl-
lula adulta.
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La fusió cel·lular

La fusió cel·lular és el fenomen biològic 
en  què  dues  cèl·lules  fusionen  les  seves 
membranes  i  donen  com  a  resultat  una 
única cèl·lula amb un sol nucli. Per tal d’a-
conseguir  la  fusió  de  les  membranes, les 
cèl·lules s’exposen a un agent químic, com 
el  polietilenglicol, que és un polímer que 
segresta l’aigua i provoca la desorganitza-
ció  de  les  membranes cel·lulars  i  la  fusió 
posterior de cèl·lules.

Hi  ha  diferents  treballs  que  descriuen 
que la fusió de CME de ratolí (Tada  et al., 
2001) i d’humans (Cowan et al., 2005) amb 
cèl·lules T de la sang i fibroblasts, respecti-
vament, genera cèl·lules híbrides amb nu-
clis somàtics que expressen marcadors ca-
racterístics  de  CME.  Cowan  et  al. (2005) 
van descriure que les cèl·lules obtingudes 
presentaven  els  nuclis  reprogramats  i  en 
mantenien la pluripotència.  Aquests estu-
dis  suggerien que  les  CME contenien  els 
factors  de  reprogramació  necessaris  per 
poder modificar els  nuclis  de cèl·lules so-
màtiques, i això les feia cèl·lules similars a 
les CME.

Aquesta tècnica, tot i que presenta resul-
tats encoratjadors, requereix algunes consi-
deracions.  En  primer  lloc, l’eficiència  del 
procés de fusió entre CME i cèl·lules somà-
tiques és molt baixa. De la mateixa manera, 
es  necessiten  fàrmacs  per  seleccionar  els 
híbrids en què la fusió s’ha fet satisfactòri-
ament.  En  segon  lloc, la  cèl·lula  híbrida 
presenta poliploïdia (quatre nuclis), i des-
prés de la fusió coexisteixen els cromoso-
mes de la CME amb els de la cèl·lula somà-
tica. Així doncs, les cèl·lules reprogramades 
amb aquesta tècnica presenten una dotació 
cromosòmica aberrant, cosa que fa que no 
es  puguin  aplicar  en  estudis  de  teràpia
cel·lular, ja  que  idealment, hem  d’obtenir 
cèl·lules que presentin una dotació genètica 
idèntica a les cèl·lules somàtiques del paci-

ent. Aquesta tècnica només seria factible si 
aconseguíssim  eliminar  els  cromosomes 
provinents  de  la  CME mantenint  el  grau 
de  pluripotència  de  la  cèl·lula  obtinguda 
després de la fusió.

Partenogènesi

Hi ha un altre mètode per induir la re-
programació però que és específic  de gè-
nere, ja que només es pot aplicar al gènere 
femení:  la  partenogènesi.  És el  procés re-
productiu  mitjançant  el  qual  l’embrió  es 
desenvolupa a partir d’un òvul no fecun-
dat per un espermatozoide. És una modali-
tat reproductiva freqüent en molts organis-
mes, però no en mamífers.  Tot  i  això, en 
moltes espècies de mamífers l’aturada en la 
metafase II  dels oòcits  per agents físics o 
químics  (citocalasina) pot  conduir  al  des-
envolupament  d’un  embrió  en  estadi  de 
blastòcit  diploide, ja  que l’agent  físic/quí-
mic impedeix la divisió cel·lular però no la 
replicació del DNA. A partir d’aquest em-
brió  es  poden  aïllar  cèl·lules  pluripotents 
que podrien ser trasplantades en les dones 
donants  d’òvuls  activats, i  reduir  així  els 
problemes associats al rebuig immunitari. 
S’han descrit protocols per a ratolí (Kim et 
al., 2007), macacos (Cibelli et al., 2002) i hu-
mans (Revazova et al., 2007).

Reprogramació somàtica mitjançant 
factors de transcripció coneguts

Tant la transferència nuclear com la fusió 
de cèl·lules somàtiques amb CME perme-
ten la reprogramació del nucli de cèl·lules 
somàtiques  totalment  diferenciades, cosa 
que indica que tant els oòcits com les CME 
contenen  els  factors  «reprogramadors» 
capaços  de  convertir  cèl·lules  somàtiques 
en  CME.  Basant-se  en  aquestes  observa-
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cions, Takashi i Yamanaka (2006) obtingue-
ren un patró de vint-i-quatre gens, prefe-
rentment expressats en CME de ratolí, que 
coexpressats en fibroblasts fetals de ratolí 
podien induir l’estat de pluripotència i  la 
formació de colònies amb morfologia sem-
blant  a  les  CME.  Posteriorment, acotaren 
els factors realment crítics per a la inducció 
de la pluripotència a quatre factors trans-
cripcionals: Oct3/4, Klf4, Sox2 i cMyc (vegeu 
la figura 4a).

Oct3/4 és present tant en cèl·lules pluri-
potents com totipotents, i la seva expressió 

va  disminuint  progressivament  durant  la 
gastrulació  de  l’embrió, i  es  manté  final-
ment només en les cèl·lules germinals pri-
mordials.

Sox2 conté un domini d’unió a DNA de 
tipus HMG (de l’anglès high motility group), 
que  li  permet  regular  la  transcripció 
d’Oct4 i d’altres gens relacionats amb Oct4. 
La proteïna SOX2 forma heterodímers amb 
OCT4, la qual cosa permet regular OCT4, 
SOX2 i també NANOG.

 Klf4 és un factor de transcripció de la fa-
mília de factors semblants a Krüppel que 
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Figura 4.    a) Reprogramació de fibroblasts embrionaris de ratolí a cèl·lules mare amb 
pluripotència induïda mitjançant la transducció d’Oct4, Sox2, Klf4 i  cMyc.  b) Esquema 
amb les diferents metodologies utilitzades en els darrers cinc anys per a la reprograma-
ció de diferents tipus de cèl·lules somàtiques.
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s’expressa en cèl·lules epitelials postmitòti-
ques de la pell i del tracte gastrointestinal.

cMyc és  un dels  primers  oncogens tro-
bats  en  carcinomes  humans, i  actua  com 
un potent modificador de l’estructura de la 
cromatina  mitjançant  la  unió  a  múltiples 
llocs  del  genoma  (revisat  per  Yamanaka, 
2007).

AVENÇOS EN LA INVESTIGACIÓ 
AMB CÈL·LULES iPS

Així  doncs, Takashi  i  Yamanaka  (2006) 
van descriure d’una manera senzilla  com 
es  poden aconseguir, a  partir  de  cèl·lules 
somàtiques, cèl·lules mare pluripotents, al-
trament anomenades cèl·lules iPS (de l’an-
glès  induced pluripotent stem cells).  Les cèl-
lules iPS esdevingueren l’eina perfecta en 
el context de la teràpia cel·lular, ja que, fi-
nalment, era  possible  aconseguir  cèl·lules 
idèntiques a les cèl·lules dels pacients evi-
tant  els  problemes relacionats  amb el  re-
buig immunitari i amb la utilització d’em-
brions  humans.  Tot  i  així, la  barreja  de 
Takashi i Yamanaka requeria la utilització 
de dos factors oncogènics:  Klf4 i cMyc, i hi 
havia també el dubte de si aquests resul-
tats es podrien reproduir en humans. Yu et  
al. (2007), però, van demostrar que era pos-
sible  reprogramar  fibroblasts  humans 
substituint  Klf4 i  cMyc per  Nanog i  Lin28. 
De  la  mateixa  manera, Nakagawa  et  al. 
(2008) van demostrar la possibilitat de ge-
nerar cèl·lules iPS a partir de fibroblasts hu-
mans i  de ratolí  sense incloure  cMyc.  Im-
mediatament  després, una  multitud  de 
grups van poder reproduir  aquests resul-
tats  en diferents tipus cel·lulars i  en dife-
rents espècies. En l’espècie humana, s’han 
pogut  reprogramar  molts  tipus  cel·lulars 
diferents com ara queratinòcits  (Aasen  et  
al., 2008), cèl·lules mare neurals (Kim et al., 
2009), cèl·lules  mare  de  cordó  umbilical 

(Giorgetti  et  al. 2009), cèl·lules  mesenqui-
màtiques del teixit adipós (Sun et al., 2009), 
entre d’altres. A més a més, diferents estu-
dis  demostren  que  és  possible  reduir  el 
nombre de factors  de transcripció  per  tal 
de generar tals cèl·lules iPS.

Avui dia sabem que els factors que utilit-
zem per reprogramar cèl·lules somàtiques a 
cèl·lules iPS varien en funció del tipus cel-
lular que volem reprogramar. Així doncs, 
se sap que cèl·lules somàtiques que expres-
sen nivells endògens d’alguns dels quatre 
gens  presents  en  els  factors  inicials  de 
Takashi i  Yamanaka no necessiten aquest 
factor  per  induir  la  pluripotència.  Per 
exemple, Kim et al. (2009) van reprogramar 
cèl·lules mare neurals només sobreexpres-
sant  Oct4, ja que aquestes cèl·lules expres-
sen  de  manera  endògena  alts  nivells  de 
Sox2. De la mateixa manera, Giorgetti et al. 
(2009)  van  reprogramar  cèl·lules  mare  de 
cordó  umbilical  únicament  mitjançant  la 
sobreexpressió d’Oct4 i Sox2, ja que aques-
tes cèl·lules expressen cMyc i altres marca-
dors típics de CME com  Nanog. Fins avui 
dia encara es desconeix quin és el millor ti-
pus cel·lular per convertir en iPS en el con-
text  de  la  teràpia  cel·lular.  Si  tenim  en 
compte, però, que  les  cèl·lules  iPS  s’han 
d’obtenir a partir de cèl·lules somàtiques de 
pacients, hauríem d’imaginar que el tipus 
cel·lular  que  hem  de  reprogramar  s’ha 
d’obtenir de manera segura i poc invasiva. 
Seguint aquesta hipòtesi, Aasen et al. (2008) 
van demostrar que era possible reprogra-
mar queratinòcits aïllats a partir  d’un ca-
bell.

La majoria de treballs des de l’any 2007 
fins avui dia han utilitzat retrovirus o lenti-
virus per sobreexpressar de manera efici-
ent els factors de reprogramació en els di-
ferents  tipus cel·lulars  estudiats.  Aquestes 
metodologies no són aplicables en el con-
text de la teràpia cel·lular, ja que les iPS ob-
tingudes s’haurien generat amb plasmidis 
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vírics que s’integren de manera permanent 
en el genoma de les cèl·lules que volem re-
programar, que  promouen  l’aparició  de 
mutacions que podrien activar  l’expressió 
d’oncogens que afavoreixin la proliferació 
cel·lular o la tumorigènesi.

La investigació actual se centra a desen-
volupar  nous  mètodes  per  evitar  aquests 
problemes, i de fet, treballs recents han de-
mostrat que es poden generar cèl·lules iPS 
humanes amb mètodes segurs, que assegu-
ren l’expressió transient dels factors de re-
programació, com  ara  plasmidis  episo-
màtics (Yu  et al., 2009), adenovirus (Zhou
i  Freed, 2009), virus  sendai (Fusaki  et
al., 2009)  i  transposons  (Woltjen  et  al., 
2009), proteïnes  recombinants  (Zhou  et
al., 2009), RNA (Rossi, 2007), micro-RNA 
(Li  et  al., 2011), vectors  mínims d’expres-
sió  de  DNA (Narsinh  et  al., 2011), entre 
d’altres.  Aquestes  metodologies  eviten  la 
integració  dels  oncogens  en  el  genoma
de les cèl·lules del pacient (vegeu la figu-
ra 4b).

Tot i així, la reprogramació somàtica mit-
jançant factors transcripcionals coneguts té 
una  eficiència  molt  baixa.  De  fet, només
un de cada deu mil fibroblasts es reprogra-
ma de manera eficient  quan sobreexpres-
sem els factors de pluripotència mitjançant 
mètodes integratius com retrovirus o lenti-
virus.  Aquesta  eficiència  encara  disminu-
eix  més  dràsticament  quan  volem  repro-
gramar  les  cèl·lules  amb metodologies  no 
integratives. Per aquest motiu, una de les 
altres  línies  d’investigació  en el  camp de 
les  iPS  se  centra  en  el  descobriment  de 
compostos químics que incrementin l’efici-
ència de reprogramació. Fins ara s’han des-
crit diferents compostos capaços d’afavorir 
el procés de reprogramació, com ara l’àcid 
valproic, el parnat o inhibidors i activadors 
de  diferents  proteïnes  essencials  per  a  la 
proliferació cel·lular (revisat per Desponts i 
Sheng Ding, 2010).

El camp de les cèl·lules iPS és molt nou, i 
encara  desconeixem  els  mecanismes  mo-
leculars  responsables  d’induir  la  pluripo-
tència  mitjançant  factors  transcripcionals 
coneguts en cèl·lules somàtiques. Tot i així, 
aquesta  metodologia  ofereix  un  escenari 
únic per a l’estudi de malalties monogèni-
ques.  Així doncs, hi ha hagut alguns tre-
balls pioners que han demostrat que la cor-
recció gènica del gen causant de la malaltia 
es pot efectuar en cèl·lules iPS de pacients. 
Una vegada aconseguit aquest procés, les 
cèl·lules iPS s’han diferenciat  in vitro en el 
tipus  cel·lular  que  resulta  afectat  per  la 
malaltia. En concret, Raya et al. (2009) van 
demostrar que és possible reprogramar fi-
broblasts de pacients d’anèmia de Fanconi 
a  cèl·lules  iPS.  Els  autors  van  corregir  la 
mutació causant de la malaltia en aquestes 
cèl·lules i després les van diferenciar a pre-
cursors  hematopoètics, i  van  demostrar 
que era possible pensar en aquesta tecnolo-
gia en un futur no gaire llunyà en teràpies 
de substitució en l’àmbit de la medicina re-
generativa. De la mateixa manera, la gene-
ració de cèl·lules iPS a partir de mostres de 
pacients de diferents malalties ha permès 
estudiar la progressió  in vitro de diferents 
malalties (Moretti et al., 2011; Itzhaki et al., 
2011).

Tot i així, les cèl·lules iPS encara no po-
den solucionar un dels principals proble-
mes  relacionats  amb  la  utilització  de  les 
CME en estudis in vivo. Recentment, un es-
tudi comparatiu ha descrit que una vegada 
injectades  en  els  ratolins  immunodepri-
mits, les cèl·lules iPS de ratolí són més tu-
morigèniques que les CME de ratolí (Miu-
ra  et  al., 2009).  Altres  observacions  més 
recents han demostrat que el procés de la 
reprogramació  nuclear  mitjançant  factors 
transcripcionals  coneguts  presenta  simili-
tuds amb els mecanismes relacionats amb 
la transformació cel·lular durant processos 
tumorigènics (revisat per Boué et al., 2010). 
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Aquestes observacions limiten la utilització 
immediata de les cèl·lules iPS per a estudis 
de teràpia gènica en humans.

Tot i que l’aplicació clínica de les cèl·lules 
iPS encara presenta limitacions relaciona-
des  amb  el  seu  potencial  tumorigènic, 
aquesta tecnologia es presenta com a eina 
fonamental per a la investigació de les ba-
ses moleculars responsables de l’adquisició 
i manteniment de la pluripotència cel·lular, 
així  com  dels  processos  de  diferenciació 
cel·lular.  De  la  mateixa  manera, aquesta 
metodologia esdevé fonamental per a l’es-
tudi de malalties degeneratives, i un con-
text  únic  per  a  l’assaig  de  drogues  i  fàr-
macs específics per a cada pacient.

Així doncs, en el capítol present hem re-
sumit els avenços científics de les últimes 
tres dècades en el camp de la biologia de 
les  cèl·lules  mare  embrionàries  humanes. 
També hem explicat com els inconvenients 
relacionats  amb  l’ús  d’aquestes  cèl·lules 
han conduit envers el desenvolupament de 
diferents alternatives, com ara les cèl·lules 
iPS. Tot i que aquestes encara estan en el 
seu  naixement, representen  un  descobri-
ment únic en el camp de la medicina rege-
nerativa i del modelatge in vitro de malalti-
es degeneratives.
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