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Resumen.La posibilidad legal en USA, desde marzo de 20@9ushr fondos federalgara la
investigacion que crea y destruye embriones, nd resécionada con la Terapia Regenerativa
sino con el interés de creacion de bancos de séhdananas. Sé6lo unos pocos cientificos,
involucrados en las empresas de biotecnologia, ynemo consorcio con los centros de
reproduccion asistida, siguen potenciando la viaatseguir embriones humaras hocpara
generar materiales de investigacion biomédicaoRarparte, existe un sentir bastante general de
la necesidad de usar las lineas celulares derigelasmbriones, e incluso de crear otras nuevas,
para validar las células pluripotenciales reprog@as desde células somaticas, sin destruccion
de embriones ni uso de Ovulos. Estas células cdasccomo iPS (células troncales con
pluripotencialidad inducida) son de gran valor annvestigacion biomédica y se plantea un
posible uso en Terapia Celular en un futuro cerc&ecanalizan los datos de la literatura de los
altimos meses sobre el conocimiento alcanzado acgeclas células troncal de adulto y su
reprogramacion a pluripotenciales y se pone de fieatd las alternativas racionales a la
evaluacién de las iPS con células procedentes deames.

Palabras clave:Reprogramacion; células troncales embrionaridsjascon pluripotencialidad
inducida; Terapia Celular.

Does 2009 mark a revival of embryonic stem cells?
Summary

The legal possibility of using federal funds to wavith embryonic cells and destroy embryos
started on March 2009 in the USA. It has nothingdaowith regenerative therapies. It is directed
to create banks with human cells, banks directed bgw scientists involved in biotechnology
enterprises connected with centers of in vitroedpction. They pursue the useaaf hochuman
embryos for biomedical research. The idea of usiely) lines derived from embryos is quite
spread, and even the idea of obtaining new linghisftype to validate reprogrammed somatic
pluripotential cells, the so called iPS cell (inddgluripotent stem), without destroying embryos
or using ovules. This type of cells is indeed adagrvalue in medical research and it is opening
new possibilities in Cell Therapy. Recent data amalyzed and considerations are advanced
encouraging rational alternatives to eliminate gmabic cells in the evaluation of iPS cells.

Key words: Reprogramming; embryonic stem cells; induced phtept stem cells; Cell
Therapy.



1. El contexto de la Terapia Celular Regenerativareel afio 2009

En marzo de 2009, el presidente Barack OBadw la orden de levantar la prohibicion
(enmienda Dickey—Wicker de 1996) de usar fondosrfdds para la investigaciéon que crea y
destruye embriones. Bl de agosto de 2001 el Presidente George W. Busia fienitado el
empleo de fondos federales por parte loe NIH (National Institutes of Healthy la
investigacion que se realizasolamentecon las lineas celulares derivadas de embriones
humanos existentes hasta entonces.

Esta orden del Presidente de USA ocurre un afio despeégueé las células de adulto
rejuvenecidasnarcaron una nueva era a la investigacion en eeRggenerativa o Celular.

El pasado 23 de enero, después de una previa vegatunda, la FDA (Food and Drug
Administration) otorgd permiso a la empresa GerampGration, situada en Menlo Park de
California, para un restringido y muy imperfectcsayo en fase | en el que se usaran células
derivadas de embriones para lesiones de la méspiaaé. A unas diez personas con parélisis se
les inyectara, en el plazo de una o dos semanasiéesle ocurrir la lesion, precursores de los
oligodendrocitos, células clave para la maduragidancionamiento del sistema nervioso. Las
pruebas previas en animales han sido s6lo modeedamositivas para esa lesion y Thomas B.
Okarma, ejecutivo de Geron, afirma que el propédioeste primer ensayo es validar la
seguridad del procedimiento, no comprobar su afc&ntre otras cuestiones han usado en los
animales una concentracion de millones de células yse conoce la dosis adecuada para
personas. En un comentario, publicado el 5 de memzNaturd se pone de manifiesto la falta
de prudencia de comenzar este ensayo. Dos compad&sdvanced Cell Technology (ACT)
de Los Angeles, California y Novocell de San Didgabajan en la preparacién de células
derivadas de las embrionarias.

Las declaraciones acerca del interés de la ace@®@adack Obama (mas all4 de las implicaciones
politicas que puedan tener) ponen de manifiestacdestiones. En primer lugar, la existencia de
unos pocos cientificos involucrados en las emprdedsiotecnologia y en intimo consorcio con

los centros de reproduccion asistida que sigueenpi@ndo la via de crear embriones humanos
ad hocpara usarlos como material terapéutico y de imyestn. Su interés por crear mas lineas
celulares y proseguir la investigacion con céltlescales embrionarias tiene, en cierto sentido,
poco que ver con la ya clasica Terapia Celular Remgdiva, basada en la sustitucion de las
células dafiadas por la enfermedad, o por lesidBessitia, mas bien, en el maridaje de
conveniencia realizado entre el lobby del uso dbriemes humanos como material bioldgico y

la tecnologia de fecundacion artificial, no estmsente procreativa, que genera los embriones.

L Cfr. Entre otros comentarios: “Embrionic Educatideditorial deNaturedel 26 March 2009, vol 458, pag. 385;
Holden, C. (2009) “CIRM Close-Hauled, Seeks BormdSustain Headway” and “Most State Stem Cell Effort
Staying Afloat”Science323, 1660-1661.

2 Wadman, M. (2009) “Stem cells ready for primesirhlature457, 516.

% Barde, Y. (2009) “Caution urged in trial of stesils to treat spinal-cord injuryNature,458, 29. Por el momento,
las Unicas células que han mostrado beneficio eargtol de las lesiones medulares son las estesnaa la médula
Osea, que incluyen progenitores hematopoyéticoshdabo, ya hay ensayos en marcha con células aatottela
médula 6sea y por ahora se han probado en 38 pexieon lesion medular. Los datos disponibles maresjue
diez pacientes pudieron caminar en paralelo, $iet@cieron sin apoyo y cinco con muletas. Por qteate, el
equipo de Jeffery Toretski publicd en julio en thcédn digital dePLoS Oneque han localizado una poblacion de
células troncales en la médula espinal que podefgritar Utiles como tratamiento de las lesionedutages.



En segundo lugar, la existencia de un sentir méasinade que —con independencia de que los
fondos federales puedan usarse legalmente pakadatievas lineas desde embriones humanos-
se podrian éticamente crear nuevas lineas de medapdral y limitado”, en cuanto sean
necesarias para validar las pluripotenciales repmgdas desde células somaticas -sin
destruccion de embriones ni uso de 6vulos-, y enddida en no sean suficientes para ello las
gue ya existen. Se plantea asi woanplicidad éticacon el empleo de embriones, en unas
condiciones muy rigurosas y durante un tiempo @jeimprescindible para el avance de la
prometedora y legitima Terapia Celular con céldmsadultd.

2. Creacion y destruccion de embriones humanos panavestigar en el contexto de los
centros de FIV

Algunos centros, como la Universidad de Stanfoug ¢plaboran con las clinicas de FIV en el

diagnostico de defectos genéticos de embrionebab&an quejado de que la falta dinero les
estaba restringiendo la investigacion que usa estdmiones con defectos genéticos que de
ninguna forma van a ser implantados -y siempreanda los padres los donen- para derivar de
ellos lineas celulares. Se promete con esta imaestin estudiar la enfermedad que aflige, en
muchos casos, a las familias de los embriones uildssr para convertirlos en donantes,

precisamente por ser portadores de un defectoigenks decir, se usarian para investigacion
los embriones rechazados para procreacion, y lighdigagnostico genético preimplantacional

(DGP), a la obtencion de lineas celulares con nomea portador de errores.

Justamente los NIH, que trabajan con las lineadacek derivadas de embriones que ya existian
antes de quel éresidente George W. Bush pusiera la limitaciénf@hdeos federales, habian
elegido entonces 21 lineas derivadas de embrioimesledectos genéticos. Se calcula que
actualmente existen entre 400 y 1.000 lineas, nsudddas cuales se han generado de embriones
con predisposicion genética especifica a algunérreadades, tras andlisis genético de una
biopsia del embrion. Ademas, estas lineas masntesise obtuvieron en un medio de cultivo sin
material procedente de animales, que fue uno dertdgemas técnicos iniciales. Son, por tanto,
objetivamente mas aptas para la investigacion ipieal que las primeras lineas que se
obtuvieron de la destruccion de embriones.

Robert Lanza, de la empresa ACT, lleva varios aisiciando que se pueden obtener células
embrionarias (ES) sin destruir el embrion, pardaeel rechazo social (y ademés poder acceder
a fondos federales en USA) que genera la creacidestruccion de embriones humanos para
investigacion. Se conoce que estas células traaaebrionarias no sirven para curar, a
diferencia de las de adulto, y ademas su “utilidaaia investigar ha sido superada por las de
adulto reprogramadas. La técnica consiste en tpighrembrion una célula en su dia tres de
vida®; el resto del embrién retiene su capacidad derdslea aunque obviamente no se les va a
dar la oportunidad de desarrollarse y llegar a m&re Espafia, el representante de este curioso
empefio es el equipo de Carlos Simon del Centreiperielipe de Valencia y acaba de anunciar
en abril que ha conseguido la linea Val 10B, “sifiat el embridon”. Si ya la biopsia de dos

4 Brown, M.T. (2009) “Moral Complicity in Induced @ipotent Stem Cell ResearcKennedy Institute of Ethics
Journal 19, 1-22; Byrnes, W.M. (2008) “Direct Reprogrammiagd Ethics in Stem Cell ResearctNational
Catholic Bioethics Quarterl§, 277-290.

® Klimanskaya, ., et al. (2006) “Human Embryoniet®tCell Lines Derived from Single Blastomeresgture444,
481-485.



células del embrion en estado de ocho células gadéagndstico preimplantacional tiene sus
problemas y mueren parte de ellos ¢ alguien piemsdog padres de los sometidos a esta prueba
van a aceptar que se les quite “de paso” otraa@hdls para los intereses biotecnolégicos del
centro de investigacion, si desearan que eselbgad a nacer? No. Simplemente en honor a la
verdad, al anuncio de “células embrionarias siradafiembrién” falta afiadir “embrion, tal vez
Vivo, pero sin opcion a ser implantado en Uteresadrollarse”.

¢Tienen utilidad cientifica estas lineas celulatas, dificiles, por otra parte, de obtener?
Obviamente cualquier muestra bioldégica humana egriahpara estudio. Pero una vez mas,
también en la investigacion, las células embri@safpluripotenciales obtenidas a partir de
embriones) con dotacion genética conocida por ePD€alizado en el embrion, han sido
desbancadas por las células sométicas de un indigioh la dotacion genética deseada a las que
se les induce pluripotencialidad, las ya famos& iBon células pluripotenciales, en estado
semejante al embrionario.

Ambos tipos celulares pluripotenciales -las ESsyiRS- pueden convertirse en cualquier tipo de
células maduras y son utiles para hacer la “disatde los mecanismos de enfermedades, para
probar farmacos y nuevas terapias.

Y de nuevo, como ocurrio con las células troncdéeadulto, los partidarios de la destruccion de
embriones repiten que las iPS pueden tener el tdeflecno ser exactamente iguales a las ES.
Habria que decir que es deseable, al menos, geeamotan iguales a las indomitas derivadas de
embriones. Un comentario sutil se desliza siempeesg reintenta desprestigiar a las de adulto:
las procedentes de embriones son “naturales” gdagticas reprogramadas son “artificiales” y
pueden estar alteradas ¢Nos van a hacer olvidandagulaciones de la obtencion, cultivo y
biopsia, de los embrion&s vitro?

3. Creacion y destruccion de embriones con finesrégéuticos en el contexto del cultivo de
embrionesin vitro

De forma paralela se creé el eco de que la enmiBiakey—Wicker necesitaba una puesta al dia
para adecuarse a la realidad de la investigaci@ea¢ificos, por cierto muy pocos, ligados a los
intereses de empresas biotecnoldgicas norteamasicacomo Geron y ACT. Empresas
empefadas en crear embriones, o aprovechar sahrgneantenerlos vitro mas all4 de esos
5-6 dias, por el procedimiento de afiadir nuevomfas, e incluso células del endometrio de la
madre, al medio en que se desarrollan.

Estan tratando de alcanzar en el laboratorio el fie lamitica segunda semana de vida. En el
mitico “dia después del 14" las incontrolables célulabréanarias de la masa interna celular del
embrion de unos seis dias, el blastocisto, se lmavectido ya en células en un estado
pluripotencial, diferente, y diferente entre ebagun el sitio que han ocupado a lo largo y ancho
de los ejes dorsoventral y antero-posterior delr@mbLa aparicion de la linea primitiva desde
la region posterior hacia la anterior del embri@me de manifiesto el rapido y espectacular
avance del desarrollo embrionario en esos diascélagas aun pluripotenciales dan su primer
paso de compromiso hacia el linaje que correspahligar que ocup&n

® Cfr Murry Ch.E., Keller G. (2008) “Differentiationf Embryonic Stem Cells to Clinically Relevant Ptgions:
Lessons from Embryonic Developmertell 132, 661-680; Rossant J. (2008) “Stem Cells andyHaneage
developmentTell 132 527-531.



Es bien conocido que las células troncales emhi@mnao sirven para la Terapia Regenerétiva
por dos motivos técnicos: son indomitas y no sdnpdeiente por lo que generarian rechazo
inmunolégico. El primer problema podria “solucics&lrcon el cultivan vitro de los embriones
durante mas tiempo. Se establece asi una nueva fitgrmaridaje con la reproduccion artificial.
Sin embargo, antes de conseguirlo las iPS ya laslbsbancado. Incluso las desbancarian en el
caso de que hubiesen resultado también indémitgengraran tumores, puesto que en tal caso
ambas compartirian el problema. Y el segundo prabléo es solo para las procedentes de
embriones, inmunologicamente ajenas al paciente.

La principal estrategia seguida para solucionaugstion del rechazo inmune para poder usar las
células troncales procedentes de embriones fuetesito de construir un embrién clénico del
paciente. Se inicid asi la poco razonable ideaad&lbnacion terapéutica”, que tuvo su punto
final con un gran fraude Las codiciadas células con dotacién genéticaiddegbtenidas por
transferencia nucledfas SCNT),fallan en los experimentos con animales y no hawglpas de
que se haya conseguido un embrién clénico hufatoa dificultad insalvable en el intento de
la llamada clonacion terapéutica ha sido la neeésit usar évulos para realizar la transferencia
nucleat®. El debate ha sido extenso y una vez mas Lanzda &€T, insiste y propicia la
sustitucion de los oocitos humanos por los de dnipaa construir asi lo que se denomino
erréneaérlnente embriones hibridos y muy recientemeatédha mostrado que tampoco son
eficaces".

Mas aun, en definitiva la id¥ade conseguir lineas celulares con caracteristisasuna
enfermedad concreta mediante la transferencia @wdeo de una de sus células a un ovulo e
intentar que se desarrolle durante unos dias, qaedi@ada con la reprogramacion de células
somaticas. El consorcio empresas biotecnologicasese de reproduccion artificiatamina
ahora en la linea de crear embriones sometibléagaaktico genético previo a la implantacion
(DGP) y “criar” embriones humanos algo mas madparscultivoin vitro a fin de conseguir los
bancos de células troncales a la carta.

" Lépez-Moratalla, N. (2008) “Etica de la investigat en terapia regenerativaCuadernos de Bioétic&6, 195-
210; Lopez-Moratalla, N. (2008) “Células troncals adulto. Estrategias de investigaci@FFARM 92-99;
Lépez-Moratalla, N. (2008) “La racionalidad ciditth de la utilizacion de células troncales emtaitas en la
medicina regenerativaRelacion Médico-Pacient€omision de Etica y Deontologia Médica del Cade@ficial de
Médicos de Valladolid, pp.59-172; Lopez-Moratalld, (2006) “Racionalidad de la investigacion conutad
troncales embrionarias'Cuadernos de bioéticegl, 327-347; Lépez-Moratalla, N. (2004) “Uso tendijpen e
investigacion con células troncales humanas: ratithed cientifica’Cuadernos de bioética8, 77-100.
8_6pez-Moratalla, N. (2004) “Clonacién Terapéutic®ersona y Bioética2,16-23; Lépez-Moratalla, N. (2007)
¢ Qué hay de nuevo sobre las células troncales?opdaude la clonacion terapéuticBadernos de Bioétic4,
367-385; Lépez-Moratalla, N. (2005) “El lobby deslaélulas embrionarias, telon de fondo del fraudelad
clonacién”.Cuadernos de Bioética8, 419-439 .

° Byrne, J. A., Pederson, D. A. Clepper, L. L.,le(2007) “Producing Primate Embryonic Stem CblsSomatic
Cell Nuclear TransfeMNature450, 497-502.

9 Baylis, F., McLeod, C. (2007) “The Stem Cell Deb@ontinues: The Buying and Selling of Eggs fordaesh”.
Journal of Medical Ethic83, 726—731.

Y Chung, Y., Bishop, C.E., Treff, N.R., Walker, SSandler, V.M., Becker, S., Klimanskaya, |. Wur;3A Dunn,
R., Hall, R.M., Su, J., Lu, S-J., Maserati, M., €h¥-H, Scott, R., Atala, Dittman, A.R, Lanza, R20Q9)
“Reprogramming of Human Somatic Cells Using Humad Animal Oocytes"CLONING AND STEM CELLS1,
Ol: 10.1089/cl0.2009.0004; Lopez-Moratalla N. (2p0Ba falacia de los embriones hibridoflueva Revistale
politica, cultura y arte. 118, 78-82.

12 | 6pez-Moratalla, N. (2007) “Células humanas repeedas y el final de la clonacién human@tadernos de
Bioética 64, 387-392.



4. Las capacidades reales de las células iPS parmaestigacion y para terapia

La obtencién de células pluripotenciales inducid@$s, a partir de células adultas tuvo en sus
inicios el lastre el empleo de vectores viralesy) tms que se insertaron los genes que las
reprograman a pluripotenciales. Estos vectoresapodomprometer la seguridad en caso de
posibles aplicaciones clinicas. En el Ultimo affangoarte de las investigaciones en este campo
se han centrado en perfeccionar la tecnologia3068 esta superatfaSe ha logrado inducir la
pluripotencialidad sin vectores viralésnediante plasmidos y transposdriegue se eliminan
una vez que expresados los genes de la pluripatefad que portan. Se han usado moléclas

e incluso micro RNA.

También se ha avanzado, con rapidez y eficaciegmongramar a pluripotenciales diversos tipos
de células somaticHsy por diversos sistemas técnicbe especial interés, es el hecho de que se
ha logrado inducir pluripotencialidad a células atoas procedentes de enferffipdo que
aporta un material insustituible para conocer lecanismos moleculares y disefar y probar
terapias y farmacos.

Cuatro laboratorios han conseguido generar célil8sdesde células de pacientes con una
variedad de enfermedades con origen genéticenfermedades degenerativas. Frank Soldner y

13 pera, M.F. (2009) “Low-risk reprogrammintyature 458, 715-716.

14 Stadtfeld, M., Nagaya, M., Utikal, J., Weir, G.o¢hedlinger K. (2008) “Induced Pluripotent Stem I€el
Generated Without Viral Integratior8cience322, 945-949. Okita, K., Nakagawa, M. Hyenjong, lehjsaka, T.,
Yamanaka, S. (2008) “Generation of Mouse Inducedtipdtent Stem Cells Without Viral VectorS$cience 322,
949-953. Osafune, H.D., Maehr, K., Maher; R. et(2008). Induction of Pluripotent Stem Cells frominkary
Human Fibroblasts with Only Oct4 and Sox®4ture Biotechnologg26, 1269-1275.

15 Kaji, K., Norrby, K., Paca A., Mileikovsky, M., Madeni, P., Woltien, K. (2009) “Virus-free inductiasf
pluripotency and subsequent excision of reprogramgnficctors”’Nature 458, 771-775Woltjen, K., Michael, I.P.,
Mohseni, P., Desai, R., Mileikovsky, M., Hamalain&, Cowling, R., Wang, W., Liu, P., Gertsenstéih, Kaji,
K., Sung, H.K., Nagy, A. (2009)PiggyBactransposition reprograms fibroblasts to inducedipbient stem cells”.
Nature 458, 766-770Zhou, H. et al. “Generation of induced pluripotetegm cells using recombinant protei@ell
Stem Cel.ld0i:10.1016/j.stem.2009.04.005 (online 23 abri020 Yu, J. et al. “Human induced pluripotent stem
cells free of vector and transgene sequen8egncedoi:10.1126/science.1172482 (online 26 marzo 2009).
®Huangfu, D. Maehr, R., Guo, W., Eijkelenboom, Anjtéw, M., Chen, A.E., Melton, D.A. (2008) “Induoti of
pluripotent stem cells by defined factors is greathproved by small-molecule compoundsat. Biotechnal 26,
795-797. Shi, Y. et al. (2008) “A combined chemizadl genetic approach for the generation of indytexpotent
stem cells"Cell Stem CelR, 525-528. Wernig, M. Lengner, C.F., Hanna, dddto, M.A., Steine, E., Foreman, R.,
Staerk, J., Markoulaki, S., Jaenisch, R. “A druddicible transgenic system for direct reprogramnohgnultiple
somatic cell types”Nat. BiotechnoR6, 916-924Kim, J.B., Zaehres, H., Wu, G., Gentile, L., Ko, Kebastiano,
V., Arauzo-Bravo, M.J., Ruau, D., Han, D.W., Zenkk, Scholer, H.R. (2008) “Pluripotent stem cefidiiced from
adult neural stem cells by reprogramming with t&ctérs”.Nature454, 646-650.

17 pasen, T., Raya, A., Barrero, M.J., et al. (20@Bificient and Rapid Generation of Induced Plurigmut Stem
Cells from Human KeratinocytesNature Biotechnolog6, 1276—1284Recientemente el equipo tartin Dym
publica en la edicion digital détem Cells and Developmedt abril de 2009, que ha usado las células pitogas
de testiculos humanos, segin la propuesta hechel pouipo de Thomas Skutella a fin de que porasé&dlogas
pudieran derivarse de ellas células para terapiasi(e456, 344-349).

18 park, I.H., Arora, N., Huo, H., Maherali, N., Ahfeldt, T., Shimamura, A., Lensch, M.W.Cowan, C.,
Hochedlinger, K., Daley, G.Q. (2008) “Disease-Sfietnduced Pluripotent Stem Cell€ell 134, 877-886.
¥park, I.H., Zhao, R., West, J.A., Yabuuchi, A., Htb, Ince, T.A., Lerou, P.H., Lensch, M.W., and&a G.Q.
(2008) “Reprogramming of human somatic cells taiplhtency with defined factordNature451, 141-146.



Rudolf Jaenisch reprograman fibroblastos de la geslcinco pacientes con enfermedad de
Parkinson y desde ellas que se obtienen neurondagioras de dopamifia

El estudio de la enfermedad de Alzheimer, o laeessls lateral amiotrofica (ASL), se ve
potenciado ahora por el trabajo del equipo de Difngsie ha reprogramado fibroblastos de una
biopsia de dos enfermas de ALS. Las iPS conservaaracter de neuronas y células de la
astroglia de las pacientes: una mutacion en elggencodifica la superoxido dismutasa y que
generé en una de ellas un trastorno neurodeger@eratambién se han logrado iPS de un
enfermo con atrofia muscularedulaf?, a partir de las células cutaneas, lo que supispemer

de un modelo especifico para estudiar la patolatfiaesa grave enfermedad hereditaria
autosémica recesiva, que origina la muerte erféaaia temprana.

Un ultimo ejemplo que comentamos, son los trabd@<ouglas A. Melton que convierten
células exocrinas adultas del pancreas de rat@élatas beta secretoras de insulina, sirviéndose
de tres factores de transcripciéon (Ngn3, Pdx1 yayldflelton busca una terapia regenerativa
espectacular: la reprogramacioén in vivo de laslaglexocrinas del pancreas a células beta, lo
que ha conseguido ya en el modelo arfifnal

Se inicia la creacion de bancos de lineas celutgasadas de estas células reprogramadas para
uso en investigacion de los mecanismos de la eeftad) las pruebas de farmacos y de nuevas
terapias. Son promesas con futuro de las que, esnh@gico, no se deben crear expectativas de

futuro inmediato. No obstante, la investigaciominéalica da un gran paso al poder tener acceso
a modelos humanos de la enfermedad a nivel ceyuéer de esperar que los resultados salten

pronto a la clinica.

En resumen, a corto plazo la reprogramacion delaslsomaticas -en que se retiene la
pluripotencialidad de una linea celular y a su peeden diferenciarse a otros tipos celulares-
supone en primer lugar disponer de modelos patiaviestigacion terapéutica de esperables
beneficios médicos. A mas largo plazo es posibeppedan usarse en Terapia Regenerativa. Y
es posible que estos conocimientos precisos pugelaarar terapias para el rejuvenecimianto
vivo de células somaticas a células progenitoras,jpompto las productoras de insulina.

A largo plazo, se piensa en la posibilidad de gstasecélulas del enfermo, reprogramadas,
crecidas y convertidas en un tipo concreto de aéhaincal o progenitora, pudieran usarse para
transferirlas al tejido dafiado al modo clasicoad&drapia Regenerativa con células de adulto.

En este sentido, el equipo japonés de Yamdfiaka analizado el poder regenerativo
adipogénico de 4 lineas de iPS humanas y lo ha @@mp con el de B3 Las iPS podrian

20 soldner, F., Hockemeyer, D., Beard, C., Gao, @l|,B.W., Cook, E.G., Hargus, G., Blak, A., Coqgpér,
Mitalipova, M., et al. (2009). “Parkinson's disegsatient-derived induced pluripotent stem cellsefi viral
reprogramming factors'Cell 136, 964-977.

1 Dimos, J.T., Rudolfa, K.T., Niakan, K.K., NiakdnM., Weisenthal, H.M., Chung,W., Croft, G.F., SahG.,
Leibel, R., Goland, R., Wichterle, H., HendersonE.C Eggan, K. (2008). “Induced Pluripotent StemllCe
Generated from Patients with ALS Can Be Differaetisinto Motor Neurons'Science321, 1218-1221.

22 Epert, A.D., Yu, J., Rose, F.F., Mattis, V.B., kon, C.L., Thomson, J.A., Svendsen, C.N. (2009)tedi
pluripotent stem cells from a spinal muscular atgopatient”.Nature 457, 51-61.

43 Zhou, Q., Brown, J., Kanarek, A., Rajagopal, Jeltbh, D.A. (2008) “In vivo reprogramming of adpiancreatic
exocrine cells to b-cellsNature455, 627-633.

%4 Taura, D., Noguchi, M., Sone, M., Hosoda, K., Md&i, Okada, Y., Takahashi, A., Hommaa, K., Oyamata
Inuzuka, M., Sonoyama, T., Ebihara, K., Tamura,lféh, H., Suemori, H., Nakatsuji, N., Okano, Hanfanaka, S.,



usarse para lograr terapias contra las lipodisisofide origen congénito o adquirido,
caracterizadas por la falta de tejido adiposo yagueluce a una diabetes resistente a la insulina,
hipertrigliceridemia e higado graso) por conocirtdemle la génesis de este tejido y la
clarificacion de las patogénesis y fisiopatologi ld obesidad y del sindrome metabdlico.
Existian dificultades para el estudio debido a guemodelo de raton no es idéntico a la
enfermedad humafiay a que no se ha tenido, hasta ahora, un modkltac

Existe, por tanto, uso a dos niveles: a) lineaslams para estudio de enfermedades y b)
explorar el potencial regenerativo para uso terg@lEn ambos casos se necesita algun sistema
riguroso de evaluacion de las células.

5. ¢Se requiere necesariamente revalidar las célslaPS con las ES, procedentes de
embriones, para uso en investigacion biomédica y gkerior uso terapéutico?

La semejanza, en cuanto a pluripotencialidad, dagePS y las ES procedentes de embriones
humanos plantea algunos interrogantes. Existemeghancias acerca de cual es el criterio que
permita evaluar las iBS De forma rutinaria, los cientificos que trabagam células troncales
recomiendan estrategias comparativas entre lalsédtloncales de adulto -ahora las iPS- con las
procedentes de embrioA&sconsideradas el estandar de oro. Las ES se hatiagio a lo largo

de 10 afios, y origen comun de todas ellas en ldsienes hace que de hecho sean menos
variables que las iPS derivadas desde diferenjedede adulto. Mas aun, es posible que
algunos métodos de obtener iPS no sean adecuados.

Evaluacién de la pluripotencialidad

Es preciso establecer una “linea base” desde lasgyauedan medir los avances en las iPS,
puesto que su pluripotencialidad es artificial yniiza la pluripotencialidad natural de las ES.
La precision y rigor de los conocimientos del dedkr embrionario y de las células troncales es
esencial para refinar los modelos celulares salzelie “diseccionar”’ la enfermedad, pergefnar
terapias, probar farmacos, etc. y mas audn, paranizavaen su potencial uso en el
reemplazamiento de las células de los tejidosadestpor la enfermedad.

¢En que se parecen y en que se distinguen ambos ¢glulares pluripotenciales? Son
semejantes en morfologia, proliferacion y expresiéralgunos marcadores y en la formacion de
teratomas de ratdh que no forman algunas células troncales multimiédes de adulto, como
las mesenquimales y hematopoyeéticas. Las iPS tiemgratron diferente de expresion global de
genes y no todas forman quimeras de raton cuanmhyeean a un blastocito. Es obvio que falta
mucho por conocer sobre estas células rejuvenedidatuda principal es si se ha realizado una

Nakao, N. (2009) “Adipogenic differentiation of ham induced pluripotent stem cells. Comparison it of
human embryonic stem cellFEBS Letter$83, 1029-1033.
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verdadera reprogramacion epigenética ¢qué facesescificos de tejido requieren para ello?
¢Han podido, incluso, cambiar las moléculas de rfioge de modo que pudieran ser
incompatibles inmunolégicamente con el propio dos@n

Dos criterios han servido para evaluar la pluripoi@idad de las ES. El requerimiento minimo
fue su capacidad de formar teratomas y el criestdndar de que son pluripotenciales ha sido la
capacidad de formar quimeras. El procedimientoadimacion de quimeras de ratdn, en un
modelo de raton inmunosuprimido, que sirvié paral@ar la pluripotencialidad de las ES
humanas es largo y costoso. No obstante, es necesaocer qué regula en las iPS la capacidad
proliferativa de forma que no haya riesgo de queegen tumores de igual forma a como ocurre
con las ES; existe un riesgo de que induzcan twsrgirao estuvieran todas ellas diferenciadas
por completo. Para ello ¢habria que pasar la prdelgenerar una quimera insertandolas en un
embrion de raton en estado de blastocisto?

Como pone de manifiesto Yaman®kan un articulo de abril de 2009, a corto plazp dpae
iniciar el andlisis comparativo entre las iPS oldas por diversos meétodos en diversos
laboratorios, para ver qué linea asegura la difémeion total y poder avanzar en su uso en
Medicina Regenerativa. Se trata de purificarlas®ig en definitiva de desarrollar métodos
sencillos y sensibles para evaluar la efectividadguridad de los miles de clones y subclones de
iIPS generados por ladiferentes técnicas de inducir pluripotencialidae ge estan utilizando. El
avance en esta investigacion no esta condicionalp@mparacion con las ES. Para que sean
Utiles en la primera fase de la investigacion -comodelos celulares para el estudio de
enfermedades, pruebas de farmacos, etc.- y comaat@@mde su reprogramacion no es necesario
gque pasen la prueba de dar quimeras, ni siquierdogmen teratomas. Basta con que regulen su
capacidad autogenerativa: se dividan y den otmalacéloncal. Mas aun para su posible futuro
uso en terapia regenerativa es imprescindible anbente, que no formen los teratomas.

La evaluacion acerca de si nuevas técnicas de ajecélulas iPS producen una plena o una
parcial reprogramacion podran ser evaluadas, enepriérmino, por criterios de morfologia,
presencia de marcadores, expresion de genes grdifacionin vitro. Con un sentido cientifico
practico esto es suficiente en el inicio. Con scseleccionarian los mejores clones y se asegura
gue se estabilizan en un estado uniforme.

Evaluacion del potencial de diferenciacion

Para las aplicaciones clinicas, ademas de la s&@hede los clones iPS, se requiere un segundo
criterio para evaluar el potencial real de madueaia el tipo deseado y asi poder reemplazar a
las células dafiadas del propio enfermo. Una viié décevaluacion es comparar el proceso de
diferenciaciéon con ES diferenciadas. Ahora bien iggsescindible la comparacion directa o
puede simplemente usarse el conocimiento del ppapes se tiene ya por los experimentos con
las células ES?

% yamanaka, S. (2009) “A Fresh Look at iPS Cel@@&ll 137, 13-17.
8. Zhu, Y., Liu, T., Song, K., Fan, X., Ma, X. andiCZ. (2008) “Adipose-derived stem cell: a bettems cell than
BMSC". Cell Biochem. Func6, 664—675; Taura, D., et al. (200BEBS Letter$83, 1029-1033 1033.



Ciertamente, el conocimiento adquirido con el astdé las células procedentes de embriones es
conocimiento, con independencia en que algunosayarh conseguido destruyendo embriones
humano¥. Como conocimiento verdadero es un bien, aunoiée‘esntaminado” por el camino
empleado en alcanzarlo; es, obviamente, legitinogaapge en él para avanzar.

Una cuestion bien distinta es si es 0 no legitisar las células que otros han obtenido a partir de
embriones humanos como controles de la investigadifgunos piensan, como se refiri6 mas
arriba, que esta justificada esta cooperacion pdrepeficio médico que se derivara de esta
investigacion. Se plantea si con las lineas calslga existentes seria suficiente, o se requiere un
acuerdo para crear nuevas lineas durante un pepaeate” de evaluacion de las iPS; y siempre
y cuando se establecieran condiciones, que limaeproduccion e impidan un renacer del
negocio biotecnolégico consumidor de embriones, caiivo de este uso. Es un caso de
complicidad (o cooperacion) que atafie especialmeetds que dirigen la politica cientifica y los
directores de investigacion. Tiene de dirimenteaivencimiento de muchisde que es la
ultima batalla a ganar para que la Terapia Regw@rse base exclusivamente en las células de
adulto, acabando con la destruccion de embrioraautilizacion de évulos para conseguir este
tipo de material biol6gico.

Ahora bien, no hay que renunciar a la exigencidadética de la investigacion, en cuanto
cooperacion. La comunidad cientifica, y los cieowg en particular, tienen , que potenciar,
cueste lo que cueste, la creatividad para bussasltarnativas a la necesidad de validar la
capacidad de las iPS de diferenciarse al niveladiseYamanaka usd ES ya existentes en el
ultimo control de las iPS diferenciadas a troncal@iposas, como se refiere mas arriba; habian
realizado toda la experimentacion rigurosa en desnae carecia de otra posibilidad y habia que
evitar que se hicieran pruebas en multiples labd, sin los experimentos previos en animales
y se generase la “necesidad” de crear nuevas Iltfesae embriones. Y unas semanas después la
generacion de células de la retina desde iPS basamt el conocimiento de la diferenciacion de
las ES* -sin usarlas de control factico- con uso posilaleprerapia Regenerativa. Marca asi los
limites correctos de evaluacién del potencial éiferador.

6. El reto a la racionalidad de los programas de irestigacion con las iPS

La l6gica de la investigacion cientifica, y la esipecia acumulada a lo largo de generaciones de
brillantes cientificos, nos aportan siempre las de ir a por la alternativa no destructiva, la que
menos invada en el organismo, la méas parecidaatlaal... Y siempre agotando las pruebas en
animales tanto para las pruebas de terapias cora@paocer el funcionamiento natural.

32 Como afirma Thomson, “These new iPS cells woulthawe been derived successfully in human matauisksss
we had the last ten years of human embryonic stdhwork.” (Thomson, J. 2008. Reprogramming—A Nevgiun
for Creating Patient Specific Cells. Keynote Présgon, 2008 World Stem Cell Summit, Madison, Disjide en
www.worldstemcellsummit.corh6 January 2009.

%Baker M. (2009) “Fast and furiou®Nature 458, 271-272.

% Hiramia, Y., Osakada F., Takahaskj K., Okitec, K., Yamanake, S., Iked&, H., Yoshimura, N., Takahasli
M. (2009) “Generation of retinal cells from mouselduman induced pluripotent stem celldeuroscience Letters
Online 23 abrildoi:10.1016/j.neulet.2009.04.035



Asi lo estan haciendo los “grandes”. Nada mas anseda reprogramacion de células de adulto
Rudolf Janisch, con su profundo conocimiento deldaacién en ratén, pudo comprobar que al
menos en ratén las iPS propias podian ser utilizpdea curar una anerfia

Por su parte, Douglas Melton, de la Universidatidesad, que inicialmente pensé en las células
embrionarias para curar la diabetes, creé un sistlmrazado de las células que le ha permitido
generaiin vivo células capaces de convertirse en productorassdina en los ratones. El pensé
gue las células beta no se formarian después dehieato. Y, sin embargo, la via que abrié ha
servido para que poco después el equipo de SusaneB@Veir de Boston encuentren, nada
menos, que existe una poblacion de células enner@as que pueden estimularse dentro y fuera
del organismo para convertirse en las beta protagtode insulina (PNAS, doi:
10.1073/pnas.0805803105). La regeneracion del pasa@n los diabéticos podra hacerse de la
forma menos invasiva: simplemente ayudando al esjegimiento celular. Esto es, es posible un
bypass a la pluripotencialidad pasando las cétlitastamente de un estado a otro.

El gran reto de esta area es conocer la diferddoiatatural, la expresion de los diferentes
grupos de genes especificos de tejido en cadeelivejular a lo largo del desarrollo y
maduracion. Conocer donde y cuando se expresajefes y aparecen los factores reguladores.
El hecho de que la obtencién de las iPS por difesegrupos se haya llevado a cabo con la
expresion de distintos grupos de genes muestraapudiversas rutas de programacion y que las
células pluripotenciales existen en diferentesdéssaRecientemente, el equipo de Yamanaka ha
podido trazar en raton el mapa de las trayectayigs siguen las ES vivo para avanzar en su
diferenciaciéri® hacia los tres linajes propios del desarrollo demiferos: el endodermo
primitivo, el trofoblasto y el ectodermo primitiemtodermo neural. Las posiciones de las células
a lo largo de esas trayectorias reflejan el potémig desarrollo y puede usarse como una escala
de tal potencial. Conocidos asi los marcadoreacleiso la morfologia celular, resulta posible
evaluar el estado de diferenciacion de las célplaspotenciales conseguidas vitro. Es un
método semicuantitativo de medida de la diferem@acelular y del potencial de diferenciacion.
El trazado de estas trayectorias hace posible eontms pasos que dan las células
pluripotenciales en el camino a multipotencialesgpnitoras y maduras. Es un buen sistema de
evaluar la capacidad de las células pluripotersidéeiniciarse en las vias de diferenciacion y de
los diferentes estados por el que pasa naturalmente

Realmente hay alternativas al procedimiento deuavdhs iPS con células de embriones. Mas
aun, las que proceden de embrioimeyitro muestran diferencias significativas en su “estado
pluripotencial” debido a la manipulacion de los gams de los que surgen, al cultivovitro y a

las biopsias sacadas en el dia tres de su videepdragnostico genético preimplantacional. Son
estas ES “a la carta” las que requieren validaeidrcaso de que se tomara la via de generar
lineas desde embriones con defectos genéticosrpastigar en enfermedades. La era del uso de
embriones para obtener células pluripotencialdsatasado en su inicio mismo.
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