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Introduccioén

Durante el estadio embrionario de blas-
tocisto los embriones forman una masa ce-
lular interna (MCI) capaz de formar un am-
plio rango de tipos celulares del cuerpo y un
trofectodermo dedicado a formar la mayor
parte de los tejidos placentarios (Winkel y
Pedersen, 1998). El aislamiento y la siem-
bra de la MCI sobre un soporte de culti-
vo adecuado puede generar células madre
embrionarias humanas (CMEhs) (Thom-
son y cols., 1998; Reubinoff y cols., 2000).
Todas las CMEhs tienen la habilidad de
auto-renovarse perpetuamente en cultivo,
manteniendo un fenotipo indiferenciado
y un cariotipo normal. Son pluripotentes,
es decir, capaces de desarrollar derivados de
las tres capas germinativas primarias tanto
in vitro (cuerpos embrioides) como in vivo (for-
macién de teratomas) (Draper y Andrews,
2002). Hasta el presente los blastocistos usa-
dos para la derivaciéon de CMEhs han sido
obtenidos a partir de embriones normales
donados (Thomson y cols., 1998; Reubin-
off y cols., 2000; Lanzendorf y cols., 2001;
Amit y Itskovitz-Eldor, 2002) o de embrio-
nes descartados de mala calidad (Mitalipova
y cols., 2003).

El uso de embriones humanos o su crea-
cién con el solo propésito de realizar investi-
gaciones en células madre ha sido controver-
sial desde el inicio mismo de estas practicas.
El gobierno de los Estados Unidos, por
ejemplo, mantiene una prohibicién para la
investigacién con fondos publicos mientras

que permite su uso sobre células madre que
hayan sido derivadas a partir de fondos priva-
dos (Solter y Gearhart, 1999). Existe un cier-
to acuerdo acerca del respeto hacia los em-
briones humanos preimplantatorios y acerca
de que no deberian ser tratados como meras
fuentes de provisién de materias primas (Ed-
wards y cols., 2000; Somerville, 2004).

Una alternativa que no utiliza células
embrionarias es la de aislar y caracterizar
células madre derivadas de tejidos adultos
(“clonacién terapéutica”) (Solter y Gearhart,
1999). Esta técnica consiste en crear un
embrién a partir de la transferencia de un
ndcleo somdtico del paciente en un ovocito
donado enucleado, permitir que el embrién
asi obtenido se desarrolle hasta blastocisto y
luego derivar las células terapéuticas reque-
ridas, sorteando asi el problema del rechazo
inmunoldgico. La desventaja es que las célu-
las madre derivadas de embriones clonados
no poseen la misma potencia para generar
distintos tipos celulares que los embriones
“naturales”. Por otro lado, y no menos im-
portante, permanece la importante cuestién
ética de haber creado un embrién clonado.
El uso de embriones anormales o inviables
es la alternativa experimental al uso de em-
briones viables para la obtencién de células
madre embrionarias. Contamos con varias
fuentes potenciales de células totipotentes
generadas a partir de embriones anormales
o inviables:

- Partenogenotas.

- Productos de fecundacién anémala.
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- Embriones anormales segin el Diag-
néstico Genético Preimplantatorio (DGP).

- Embriones 3PN diploidizados median-
te remocién microquirdrgica selectiva del
prontcleo sobrante.

. Blastémeras singulares de embriones
sanos.

* Quimeras experimentales.

Veamos brevemente una a una estas al-
ternativas.

Partenogenotas

Una de las alternativas a este dilema de
obtener células madre sin destruir embrio-
nes consiste en la creacién de embriones que
sean inherentemente incapaces de implan-
tar. En mamiferos, los partenotas o parteno-
genotas (los embriones obtenidos mediante
partenogénesis) pueden desarrollar hasta
diferentes estadios luego de la activacién
ovocitaria (dependiendo de la especie) pe-
ro nunca llegan a término. Los primeros en
obtener células madre a partir de ovocitos
de primates activados partenogénicamente

fueron Cibelli y cols. (2002).

Productos de fecundacién anémala

Suss-Toby y cols. (2004) lograron derivar
y caracterizar una linea de CMEhs a partir
de cigotos aneuploides. Utilizaron embrio-
nes provenientes de FIV y de ICSI, pero el
blastocisto que dio origen a la linea celular
de CMEhs provenia de un cigoto 1PN pro-
ducto de ICSI.

Embriones anormales segiin DGP

Los embriones que se sabe no van a im-
plantar o van a ser abortados debido a su car-
ga de anormalidades cromosémicas, pueden
llegar a ser una fuente de células madre més
aceptable moralmente. Estos embriones,
aun siendo anormales, pueden contener al-
gunas células normales o células anormales
que pueden llegar a auto-corregirse in vitro.

En 2005 Munné y cols. intentaron ave-
riguar si embriones clasificados como anor-

males mediante DGP y puestos a cultivar
para dar origen a células madre eran capaces
de auto-corregirse parcial o totalmente in vitro
y dar origen a células madre disémicas/di-
ploides.

Cincuenta embriones calificados como
anormales segin DGP fueron cultivados
hasta el estadio de blastocisto. Se les realizé
una biopsia de trofectodermo para confir-
mar la anormalidad cromosémica detectada
en dia 3. Treinta y cuatro embriones se ad-
hirieron después de un co-cultivo sobre cé-
lulas soporte durante 12 dias. Veinticuatro
de estos cultivos fueron analizados median-
te FISH vy el resto para la expresion del gen
OCT-4. Los resultados de FISH mostra-
ron que 7 de los cultivos fueron totalmente
normales, 6 fueron mayormente anormales
y 11 habian experimentado algin tipo de
normalizacién cromosémica (entre un 21 y
un 88 % de células normales). El tinico cul-
tivo que pudo ser sometido a RT-PCR de-
mostré expresion de OCT-4. Por lo tanto,
los autores concluyeron que los embriones
anormales son una fuente potencial de célu-
las madre disémicas.

Embriones 3PN diploidizados mediante
remocién microquirdrgica selectiva del
pronucleo sobrante

Aunque Escribd y cols. (2001) intenta-
ron “normalizar” embriones tripronuclea-
dos mediante la extraccién del prontcleo
sobrante, no pudieron asegurarse de que
efectivamente hubiesen removido un pro-
nicleo paterno. Recientemente Escribd y
cols. (20006) lograron corregir efectivamen-
te embriones triploides humanos mediante
la remocién microquirtrgica selectiva del
prondcleo sobrante, confirmando herencia
heteropaterna. El 41% de estos embriones
anormales, inviables, generd blastocistos i
vitro. Siete de ellos fueron sembrados pero
no originaron células madre. Los autores
proponen que este “reciclado” embrionario
podria ser util tanto para propésitos repro-
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ductivos como para investigacién en células
madre. Hasta el momento se conoce un solo
reporte de nacimiento mediante esta técnica
de normalizacién (Kattera y Chen, 2003).

Blastémeras singulares
de embriones sanos

Recientemente el equipo liderado por
Robert Lanza de la compania Advanced
Cell Technology ha demostrado que es posi-
ble obtener lineas de células madre embrio-
narias humanas a partir de una tdnica blas-
témera biopsiada de embriones sometidos a
DGP (Klimanskaya y cols., 2006). Esta al-
ternativa no usa especificamente embriones
andémalos sino que se sirve de los sanos pero
sin danarlos.

Quimerismo experimental

Alikani y Willadsen (2002) consideraron
el uso de embriones inviables (aunque no
definieron con exactitud a qué se referfan)
para construir con sus células individuales
agregados celulares de distintos embriones
para obtener una quimera experimental que
permitiese producir células madre.

El quimerismo experimental inducido
mediante agregacién celular ha sido usado
en otras especies de mamiferos para estudiar
el potencial de desarrollo y la capacidad re-
gulatoria de embriones enteros o de blasté-
meras aisladas (Tarkowski, 1998).

La construccién de agregados celulares
de embriones inviables podria originar blas-
tocistos que por auto-correccion generen cé-
lulas diploides como fuente de células ma-
dre embrionarias (CME), sin los problemas
derivados del uso de embriones normales y
con mayor eficiencia, ya que podrian deri-
var por auto-correccién células normales o
anormales en su totalidad. El fundamento
teérico de esta hipétesis se basa en que existe
conocimiento de que en el caso de las qui-
meras inter-especificas entre ovejas y cabras

s6lo nacen crias de ovinos (MacLaren y cols.,
1993; Holtz, 2005) y en los fenémenos de

auto-correccién (ver Discusién).

El objetivo del presente trabajo consisti6
en evaluar el potencial de estos agregados
celulares (quimeras experimentales) para ge-
nerar blastocistos in vitro.

Materiales y Métodos

Los cigotos anormales utilizados en es-
te estudio fueron donados por parejas que
efectuaron procedimientos de FIV e ICSI
durante los afios 2004-2005 y que firmaron
los correspondientes consentimientos infor-
mados luego de la aprobacién del proyecto
por el Comité de Etica del Departamento
de Biologfa del IFER.

Dieciocho ovocitos fecundados anormal-
mente con 3 é 4 PN fueron cultivados hasta
dia 3 en cdpsulas separadas bien identifica-
das. Pasado el mediodia del dia 3 los em-
briones anormales fueron colocados en cép-
sulas de microinyeccién conteniendo medio
G-PGD sin Ca2+ ni Mg2+ (Vitrolife, Go-
tenburgo, Suecia) para facilitar la separa-
cién de las células. Se les practic un ori-
ficio en la zona peldcida (ZP) con solucién
dcida de Tyrode (pH 2.4, Irvine Scientific,
Santa Ana, California, EE.UU.) por don-
de se extrajeron una a una todas las células,
dejando completamente vacias las ZPs y las
blastémeras individuales aisladas e identifi-
cadas. Se mezclaron las células de distintos
embriones y se reintrodujeron nuevamente
dentro de las ZPs que habian sido vaciadas.
Cada ZP contuvo blastémeras de distintos
embriones (1 a 3 de cada embrién, 8-9 en
cada ZD, 2-3 embriones en cada experimen-
to), (tabla 1, figuras 1 y 2). Se obtuvieron 16
embriones quiméricos que se dejaron evolu-
cionar hasta dia 5 en microgotas de medio
G2 (Vitrolife, Gotenburgo, Suecia) suple-
mentado con 5% de hSA (Irvine Scientific,
Santa Ana, California, EE.UU.) bajo aceite
(Oil for Embryo Culture, Irvine Scientific,
Santa Ana, California, EE.UU.) a 37°C en
una atmosfera hiimeda de 5.8% de CO2

en aire. El grupo control consistié en em-
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Figura 1. A: ovocito tripronucleado. B: a los 3 dias, ~ Figura 2. A y B: reintroduccion de blastomeras en las
ubicado para ser biopsiado. C: zona pelicida completa-  ZPs vaciadas. C: quimera experimentando compacta-
mente biopsiada. D: blastémeras sueltas. cion celular. D: blastocistos quiméricos eclosionados.

Tabla 1. Grupos experimentales y resultados.
Comp: presencia de compactacion celular. Div + comp: presencia de division celular y compactacion. Necro: necrosis
celular. EB + TF: presencia de embrioblasto y trofoblasto. Eclosion: Blastocistos eclosionados.

Experimento N°  N° de embriones Estatus N° de embriones Resultado N
reconstituidos cromosomico biopsiados
1 2 3PN 1 Comp 1
2 2 3PN 1 Div + comp 1
3 2 3PN 1 Necro 1
4 2 3PN 2 Div + comp 1
EB +TF 1
5 3 3PN+ 3PN + 4PN 3 Comp 2
EB + TF 1
6 3 3PN 3 Eclosion 2
Comp 1
7 3 3PN+ 3PN + 4PN 3 Div + comp 1
Necro 2
8 3 3PN + 3PN + 4PN 2 Eclosion 1
Necro 1
TOTAL 20 16 16

briones biopsiados de nuestro programa de  andlisis estadistico se realizé mediante el test
diagnéstico genético preimplantacional. El  exacto de Fisher.
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Resultados

El 75 % (12/16) de los embriones re-
constituidos mostré algin tipo de evolucién
(divisién y compactacién celular) y el 31 %
(5/16) formaron blastocistos con embrio-
blasto y trofectodermo bien definidos, tres
de los cuales eclosionaron in vitro (tablas 1 y
2, figura 2). Este resultado no fue diferente
estadisticamente del grupo control (35%,

128/366, P=1.000).

Tabla 2. Resumen de los resultados. EB: formacion de
embrioblasto. TF: formacion de trofecrodermo

Resultado N=1
Necrosis

Compactacion

Division celular + compactacion

EByYTF

Eclosion (Hatching)

W NN Wb MO

Discusion

Las quimeras construidas a partir de em-
briones inviables forman blastocistos de ma-
nera similar a los embriones de DGP. Estas
constucciones celulares podrian ser utiliza-
das para proporcionar células para la ob-
tencién de lineas de CMEhs normales y/o
anormales que luego deberfan ser evaluadas
genéticamente (sexo, aneuploidia, poliploi-
dia, imprinting, etc.).

Es una prictica establecida en la clinica
embriolégica que los embriones mono (pro-
venientes de ICSI) o triploides y las enti-
dades de mayores ploidias sean descartadas
debido a:

* Los problemas de salud que pueden
acarrear a la paciente, pudiendo derivar en
molas hidatiformes parciales (Edwards y
cols., 1990. Lawler y cols., 1991).

* Que los escasisimos nacidos triploides
reportados en la literatura no pueden ser
considerados seres viables (Maaswinkel-Mo-
oij y cols., 1992; Niemann y cols., 1993.

* Que el gran porcentaje de embriones
diploides que se ha reportado que provie-
nen de cigotos 1PN de FIV (Munné y cols.,
1993) cae al 10-30% cuando provienen de
ICSI (Sultan y cols., 1995; Staessen y Van
Steirteghem, 1997).

Es probable que Suss-Toby y cols. (2004)
hayan utilizado embriones diploides norma-
les pero que hayan aparecido como anorma-
les (1PN) a los ojos del embri6logo debido a
la formacién asincrénica de los pronicleos.
Entonces lo que proponen es utilizar estos
embriones ya que de cualquier manera van
a ser descartados. Pero en sentido estricto en
este abordaje estdn utilizando embriones nor-
males y no presenta ninguna ventaja ética.

El trabajo de Alikani y Willadsen (2002)
parti6 de dos observaciones claves:

1. Una proporcién de células individua-
les experimentan divisién y cavitacién cuan-
do son cultivadas en aislamiento.

2. La remocién completa de fragmentos
de los embriones conduce a la reorganiza-
cién de las blastémeras intactas y facilita la
compactacion (Alikani, 2001).

El experimento de Alikani y Willadsen
(2002) consistié en aislar mediante micro-
manipulacién blastémeras de embriones in-
viables e insertarlas dentro de zonas pelici-
das vacias, dejando estos agregados celulares
en cultivo hasta el dfa 5 6 6. En total, 247
células de 107 embriones inviables fueron
combinadas en 36 agregados. Doce de es-
tos agregados (33%) formaron estructuras
semejantes a blastocistos, normalmente or-
ganizados y con una clara y distintiva MCI.
Se llevé a cabo FISH con sondas para 7
cromosomas en todas las células en 7 de los
blastocistos formados. Entre el 52 y el 90%
de las células en 6 de los blastocistos fueron
diploides.

Este experimento demostré6 que algu-
nas de las células de embriones no viables
mantienen adn su potencial de desarrollo
y capacidad regulatoria al extremo de ser
capaces de contribuir a la formacién de un
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blastocisto normalmente organizado. Mis
aun, una proporcién de estas blastémeras
y de sus descendientes resultaron cromosé-
micamente normales. Los autores partieron
de embriones inviables en el contexto de la
FIV terapéutica y obtuvieron blastocistos
que pueden constituir una fuente de célu-
las madre que no requiera la destruccién de
embriones viables.

Hasta ahora se desconoce si el abordaje
de construir partenogenotas puede ser apli-
cado en humanos. Brevini y cols. (2006) ob-
tuvieron dos lineas celulares aparentemente
totipotentes y auto-renovables a partir de un
nimero no descripto de ovocitos humanos
activados partenogénicamente. El andlisis
citogenético de dichas células informé un
cariotipo estable diploide.

Otra cuestion totalmente diferente con-
sistirfa en utilizar embriones triploides o de
mayores ploidias sin construir quimeras. El
principal problema de este abordaje es que el
desarrollo embrionario estd severamente in-
fluenciado por la ploidia y la herencia paren-
tal. Los cigotos humanos triploides, cuando
su origen es dispérmico, tienen un pobre
desarrollo embrionario (Plachot y Crozet,
1992; Sathananthan y cols., 1999; Plachot
y Mandelbaum, 1990).

La auto-normalizacién ocurrirfa in vitro
en una proporcién muy significativa de los
cultivos producidos pero, a partir de embrio-
nes cromosémicamente anormales mono o
poliploides. Munné y cols. (2005) sostienen
que eso ocurre fundamentalmente debido a
la pérdida de un cromosoma (en las células
trisémicas) entre el dia 3 y el dia 5 de cultivo
embrionario (endoreduccién cromosémica).

En 2006 Frumkin y cols. reanalizaron en
dia 5 embriones que habian sido biopsiados
(y calificados como anormales) para DGP
en dia 3, con el propésito de verificar si real-
mente ocurria la autocorreccién. Encontra-
ron que 13 de 52 (28%) eran parcial o ente-
ramente disémicos en dia 5. Este resultado
puede ser explicado de 3 maneras:

1. Errores en el FISH que conducen a un
7-15% de errores en el diagndstico.

2. Un alto grado de mosaicismo cromo-
sémico en embriones de dia 3 que no siem-
pre puede ser detectado mediante un DGP
de 1 6 2 blastémeras.

3. Auto-correccién, un mecanismo de
seleccién natural —segtn los autores- que
opera en favor de las células normales, pro-
bablemente mds significativo durante los es-
tadios de divisién intensa.

Cho y cols. (2006) repitieron el experi-
mento de Alikani y Willadsen (2002) uti-
lizando embriones murinos y formando
agregados celulares entre blastémeras di-
ploides y tetraploides. No obtuvieron célu-
las madre, pero obtuvieron nacidos vivos a
partir de la transferencia de las quimeras ex-
perimentales. Ademds observaron, luego de
cultivar células de la MCI de los blastocistos
formados, células semejantes a células ma-
dre que eran homogéneas a las del donante
diploide original.

Algunos estudios han demostrado la des-
aparicién de las células somadticas tetraploi-
des en las quimeras tetraploide-diploide. Se
ha hipotetizado que en embriones mixo-
ploides las células aneuploides desaparecen
gradualmente en el feto en crecimiento por
relocalizacién en la placenta o por disminu-
cién de su proliferacién y que sélo las células
diploides pueden proliferar y diferenciarse
normalmente en el feto (Eakin y Behringer,
2003; Tam y Rossant, 2003).

El mosaicismo puede ser frecuente atin
entre embriones de dia 3 de buena calidad.
Peeters y cols. (2006) determinaron el grado
de mosaicismo en embriones sanos y de bue-
na calidad donados para investigacién. En
general se posee informacién de mosaicismo
a partir del estudio de dos o tres células por
embrién. Estos autores pudieron estudiar
todas las células, ya que los fijaron en su to-
talidad. De 158 blastémeras fijadas perte-
necientes a 28 embriones sélo 8 embriones
(28.6%) fueron uniformemente diploides y
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9 (32.1%) fueron mosaicos “limitados” (es
decir, con mds de un 75% de células diploi-
des). Seis embriones (21.4%) fueron mosai-
cos extensivos (entre 75 y 40% de células
diploides) y cinco fueron anormales (menos
de un 40% de células diploides). De estos 5
uno fue uniformemente anormal, 3 fueron
cadticos y uno fue una trisomia 13 con una
célula diploide de 6.

Una tnica célula extraida de un embrién
humano de 3 dias podria ser usada para
producir lineas estables de células madre sin
comprometer la viabilidad del embrién (Kli-
manskaya y cols., 2006). El mismo equipo
ya habia logrado hacer lo mismo con rato-
nes (Chung y cols., 20006). Esto permitiria,
al igual que en los procedimientos descrip-
tos anteriormente, generar células madre
embrionarias humanas sin la controvesial
destruccién de embriones humanos.

Klimanskaya y cols. (2006) tomaron
91 células provenientes de 16 embriones
descartados porque no eran normales, las
sembraron por separado y obtuvieron die-
cinueve crecimientos celulares similares a
CMEhs y dos lineas celulares que se man-
tuvieron indiferenciadas durante 18 meses,
demostrando cariotipo normal y expresién
de marcadores de pluripotencia, incluyen-
do OCT-4, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60,
TRA-1-80, fosfatasa alcalina y nanog, fac-
tores asociados con un estadio indiferen-
ciado y caracteristicos de células madre que
se auto-renuevan. También mantuvieron el
potencial de formar derivativos de las tres
capas germinales embrionarias in vitro y en
teratomas.

Los embriones utilizados en este estudio
fueron desmantelados célula por célula. O
sea que este trabajo sugiere que potencial-
mente uno podria sacar una célula de un
embridn sano, y sin dafarlo obtener lineas
de células madre. Esto permitiria en el fu-
turo obtener cualquier niimero de lineas de
células madre sin danar a los embriones o
perjudicar su desarrollo.

Sin embargo Pearson (2006), comentan-
do el articulo de Klimanskaya y cols. (20006),
se ha preguntado si este abordaje puede res-
ponder a todas las preocupaciones éticas.
Existe temor de que remover una célula de
un embrién de dia 3 disminuya sus chances
de implantacién o altere su desarrollo cau-
sando problemas de salud en el nifio resul-
tante. Existen numerosos reportes de que es-
to no es asi: Handyside y cols., 1990; Hardy
y cols., 1990; Magli y cols., 2006; Staessen y
cols., 2004; Cieslak-Janzen y cols., 2006.

Otros autores han sefalado que cada una
de esas células es totipotente y capaz de desa-
rrollar un embridn enteramente nuevo, y que
entonces ese potencial se estarfa destruyen-
do (Piotrowska-Nitsche y cols., 2005; Han-
sis y cols., 2001). Sin embargo, un estudio
reciente (Deb y cols., 2006) ha demostrado
la localizacién de determinantes de destino
celular (Cdx2) en las células de embriones
de ratén en el estadio de 2 células.

Mds aun, otros autores califican a este
abordaje de éticamente inadmisible ya que
estd involucrada la técnica de DGP que, se-
gln estos mismos autores, ya es moralmente
inaceptable porque su prictica, ademds de
involucrar el riesgo de dafio embrionario,
s6lo aumenta la discriminacién contra las
personas discapacitadas (de Melo-Martin
y cols., 2006). Para una discusién objetiva
sobre estos temas recomendamos la lectura
de Handyside (1996) y de Schulman y Ed-
wards (1996).

La respuesta de cardcter utilitario de usar
células de los procedimientos de DGP pa-
rece éticamente inaceptable ya que se sabe
que biopsiar mds de una célula si produce
dafio embrionario (Cohen y Munné, 2005).
Ademds, parece muy improbable que algin
paciente consienta en donar una célula adi-
cional y que no sea utilizada para descartar
mosaicismo.

Enla mismalinea de trabajo que Klimans-
kaya y cols. (20006) se encuentran Takeuchi
y cols. (2006), quienes han extraido blast6-
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meras individuales de embriones de ratén
en estadio de 8 células. Alternativamente
extrajeron células individuales de MCI de
blastocistos murinos. Las células fueron
sembradas para producir células madre y los
embriones biopsiados fueron transferidos a
hembras receptoras para evaluar el dafio. De
46 blastémeras aisladas obtuvieron una linea
de células madre. El 93.5% de los embrio-
nes biopsiados desarrollé un blastocisto. La
transferencia de embriones biopsiados de 8
células y la de blastocistos generados a partir
de embriones biopsiados resultd, respectiva-
mente, en un 50 y 30.8% de nacidos vivos,
valores no diferentes del que obtuvieron con
el grupo control. Cuando las 13 biopsias de
MCI (cada una constando de 3-5 células
individuales de MCI) fueron sembradas en
forma separada, dieron origen a 4 lineas de
células madre (28.6%). En el grupo control,
la siembra de 51 blastocistos intactos dio
origen a 9 lineas de células madre (17.6%).

Lim y cols. (2006) estimaron que es po-
sible establecer lineas de células madre a
partir de blastémeras aisladas de embriones
de ratén de 2 y 4 células, pero la eficiencia
es menor que cuando se utilizan embriones
enteros.

Conclusion

En conclusién, la obtencién de blasto-
cistos a partir de agregados celulares podria
ser un método genuino para obtener células
madre ya que garantiza totalmente la no des-
truccién de embriones viables. Su eficiencia
podria ser mayor comparada con los otros
métodos que tampoco destruyen embriones
viables: los productos de fecundacién anéma-
la y los embriones anormales segtin el DGP.
La importancia de desarrollar estas técnicas,
ademds de evitar la controversia ética, reside
en aumentar las fuentes de células madre, ya
que en general la provisién de pre-embriones
humanos y la baja eficacia de estas técnicas
son factores limitantes importantes.
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