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    Prólogo:
 La promesa de las células madre


    “Las mejores promesas son esas que no hay que cumplir.” Joaquín Sabina.


    El siglo XXI nació convulsionando el panorama científico gracias a las células madre. Su descubrimiento y potencial terapéutico aún agitan las intranquilas aguas de la investigación. El abordaje de estas células en el terreno mediático provocó una implicación social que no se veía en la atmósfera experimental desde los tiempos de Darwin.


    El término de célula madre ha sido dotado de una polisemia social que trasciende la realidad científica. Seguramente el ascenso meteórico de su popularidad haya sido, en parte, el causante de la tergiversación casi barroca de su significado. Los medios de masas han prestado más atención a la polémica generada que al origen del conflicto ético que se esgrime en los distintos sectores. Las células madre han actuado a modo de revulsivo en una batalla ficticia entre sensibilidades. Antes de saltar al contexto moral, aquellos que sostenían el estandarte de la controversia hubieran hecho bien en entender las bases científicas en las que radica el supuesto problema.


    De forma simultánea, en el eslabón científico se planteó un esquema teórico que permitía proclamar a viva voz una promesa ya desdibujada en el devenir del progreso experimental. Al principio las células madre servían para curarlo casi todo, una receta sencilla y magistral desharía los entuertos de las cuantiosas enfermedades que atemorizaban al mundo. Tiempo después sigue en pie el reclamo de una promesa que parece no llegar mientras sigue siendo encumbrada por la comunidad científica, donde tratan de pormenorizar sus tesis.


    El basto campo de la incertidumbre merece ser arado en pos del raciocinio científico. Una baza que permite escrutar y revisar las vertientes más influyentes de este tema en sociedad: la promesa y el conflicto. Podemos adelantar que en la naturaleza no existen las tendencias absolutas. La promesa de las células madre no puede ser de facto universal pero ello no indica que en consecuencia deba ser quebrantable. De la misma manera podremos entender como el conflicto ético tan sólo existe a ojos de lo moral, dado que las leyes de la biología rigen en la propia jurisdicción de la naturaleza.
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    Capítulo primero:
 El secreto de los embriones.


    “En el origen de las fortunas hay cosas que hacen temblar.”
 L. Bourdaloue


    El concepto de célula madre - o célula troncal - saltó a la palestra con el descubrimiento de las células embrionarias, conocidas como ESC de su acrónimo en inglés. Si bien existen muchos más tipos, las de origen embrionario fueron las primeras tanto en descubrirse como en proyectar el potencial terapéutico que hoy en día seguimos explorando. Independientemente del interés científico, las células madre embrionarias levantaron un gran revuelo que aún hoy ocupa un lugar preponderante en la discusión ética.


    


    En nuestra sociedad actual, que confía en la ciencia para solucionar sus problemas a la par que desconoce las bases y el método, las voces a favor y en contra se suceden desde hace varios años. La peculiaridad de este escenario mediático ha sido la generación de una opinión al uso, sin base científica alguna, para juzgar un tema tan crucial en el futuro de la medicina.


    Antes de opinar, cualquier persona que se disponga a hacerlo con criterio debería preguntarse ¿Sé realmente lo que son las células madre? Esto es lo que vamos a tratar de resolver en este capítulo. Hablaremos de las células madre embrionarias y su interés clínico desde una vertiente puramente científica. Con ello, nos aseguramos de abolir los prejuicios y contestar a la siguiente pregunta: ¿Qué son las células madre? Si somos capaces de dar una respuesta de consenso sobre una base sólida, garantizamos argumentar con suficiente conocimiento como para generar una opinión válida.


    Los orígenes de la fecundación


    Las células madre embrionarias, como su nombre indica, son originarias del embrión. Un embrión no es más que la unión de una célula germinal masculina – el espermatozoide – y femenina – el óvulo –. Tanto óvulo como espermatozoide son células altamente especializadas de un organismo adulto que darán lugar a células madre con el material genético fruto de su asociación.


    La biología de las células madre se fundamenta en la versatilidad genética de las mismas. Para entenderla vamos a introducir a continuación unos conceptos muy básicos que desarrollaremos en capítulos posteriores.


    El embrión resultante de la unión de óvulo-espermatozoide es la forma que constituirá finalmente el organismo adulto. Genéticamente se compone de 23 pares de cromosomas que contienen la información que ha heredado de cada uno de sus progenitores.


    Los cromosomas son una estructura que contiene el ADN, facilitando su transporte durante la fecundación y mediante la división celular en el organismo. El ADN contenido en los cromosomas es la fuente de información genética, producirá las proteínas necesarias en cada momento y cada tipo celular del embrión y del individuo adulto. La parte del ADN que contiene la información es lo que llamamos genes y cada gen puede producir una o más proteínas distintas que desempeñarán su función en la célula. Además el ADN cromosómico contiene muchas otras secuencias que no codifican por proteínas pero tienen otras funciones. Poco sabemos de ellas hasta el momento y no entraremos en el tema puesto que no son relevantes para explicar la teoría actual de las células madre.
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    Figura 1. Los cromosomas se encuentran protegidos en el núcleo celular. Estas macromoléculas se componen de hebras de ADN en forma de doble hélice altamente compactas.


    Cuando el espermatozoide se dispone a penetrar en el óvulo, este se encuentra arrestado. Se trata de una etapa del desarrollo celular que conduce a un callejón sin salida. El óvulo no madurará más y tan sólo admite dos alternativas: degradarse - si ningún espermatozoide llega a fecundarlo - o por el contrario formar el embrión - si lo fertiliza el espermatozoide cediéndole su contenido genético -.


    En el segundo caso, con la instauración del embrión pasamos de dos células que contenían la mitad de los cromosomas de cada progenitor a formar una sola compuesta por el sumatorio de ambas.


    Las células germinales que forman el embrión provienen de otras células del organismo adulto que han dividido para dotarlas de la mitad de su contenido cromosómico. Este proceso de división celular se conoce como meiosis y se caracteriza por una expresión controlada de unos genes concretos. La combinatoria de estos a lo largo del tiempo es lo que confiere identidad a las células. Pensemos en un organismo adulto, por ejemplo. El comportamiento de una célula del corazón que transmite el impulso eléctrico durante el latido no es el mismo que el de una célula del pulmón que capta oxígeno para enviarlo a la sangre. Estas dos células son por tanto muy diferentes entre sí y esto se debe a la expresión de diferentes genes.


    Por consiguiente nos encontramos con dos células germinales que han expresado a lo largo de su maduración distintos genes y ahora deben confluir en el embrión. O lo que es lo mismo, dos células con una identidad muy diferente que convergen en una tercera. El embrión se distingue por un patrón de expresión génica radicalmente distinto al de óvulos y espermatozoides. La función principal del espermatozoide es el tráfico de ADN – establecido en cromosomas- hasta el óvulo. Este, a su vez contiene la misma cantidad de material genético que su homólogo masculino pero también proporciona la infraestructura celular para el embrión.


    La célula masculina – con un tamaño 100 veces menor que el óvulo – fusiona con la membrana de este y libera los cromosomas a su interior. Estos cromosomas junto a los que ya se encontraban en la célula femenina conformarán la dotación genética definitiva del futuro individuo. Pero el espermatozoide no sólo libera su ADN, también envía las señales pertinentes al óvulo para que inicie el programa de desarrollo embrionario.


    Este programa de desarrollo embrionario consiste en controlar de una forma extremadamente precisa el tráfico y expresión de genes para regular la identidad del embrión. A la unión óvulo – espermatozoide, la forma más primordial del desarrollo humano, lo llamamos embrión de una célula o cigoto. La denominación es tal debido a que este estadío embrionario contiene el mismo número de cromosomas que cualquier célula individual de un humano adulto.


    El embrión de una célula es la célula madre por excelencia. En argot científico decimos que es totipotente, ya que no sólo puede diferenciarse en todos los tipos celulares de un humano adulto sino que además también puede hacerlo en tejidos extraembrionarios. Así, una célula totipotente puede originar de la misma manera una neurona que una célula placentaria.


    El uso de células totipotentes está muy restringido a investigación básica en embriología. El principal inconveniente para uso clínico es la obtención: el embrión de una célula es la única célula madre totipotente a lo largo del desarrollo por lo que su potencial terapéutico es nulo. En enfermedades como el Parkinson, Alzheimer o Diabetes, la degeneración causa una pérdida del orden de millones de células. Necesitaríamos millones de embriones de una célula que pudieran diferenciarse en células beta del páncreas como para producir suficiente insulina para cualquier individuo diabético. A todo ello debemos sumar que estas células totipotentes serían tan sumamente distintas entre ellas a nivel genético que cualquier trasplante sería impracticable, debido al evidente rechazo inmunológico.
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    Figura 2. Cigoto humano. Podemos distinguir dos pronúcleos en el centro de la imagen que corresponden a los cromosomas de óvulo y espermatozoide. La circunferencia externa es delimitada por la zona pelúcida.


    El embrión de una célula, aunque totipotente, tan sólo es el primer estadío de todo el desarrollo embrionario que precede a la formación del individuo adulto. Este embrión divide por mitosis originando dos células embrionarias clónicas – con la misma información genética -entre ellas. Anteriormente hemos señalado que las células germinales provenían de la meiosis de otras células adultas. La diferencia yace en que durante la meiosis, las células resultantes contendrán la mitad de los cromosomas respecto a la célula original mientras que en la mitosis las células mantienen la misma cantidad de información genética que las originales. La función de la meiosis era formar células germinales para la fecundación. La labor de la mitosis en embriones es aumentar el número de células contribuyendo a su crecimiento físico.


    Así pasamos de una célula embrionaria a dos células con el mismo contenido genético, de ahí que digamos que son clones entre ellas. El embrión contenía también las señales que el espermatozoide había depositado en el óvulo para establecer el programa de desarrollo. Estas señales que no son más que moléculas provocaron la respuesta del óvulo que activó la fabricación de nuevas señales y que aún se encontraban en el cigoto. La mitosis permite duplicar el ADN para que cada célula hija resultante de la división contenga los mismos genes que la original pero este proceso sirve únicamente para material genético. En cuanto al resto de moléculas, como son las señales de las células germinales, la división es asimétrica y cada célula recibe una proporción distinta. De esta manera cada célula clónica puede diferenciarse de su homóloga gracias a estos matices moleculares, que como veremos a continuación, juegan un papel interesante en el establecimiento de las células madre.


    Si volvemos al óvulo, cabe destacar que este se encontraba envuelto por una membrana gruesa e impermeable llamada zona pelúcida. Esta membrana actúa como barrera para evitar que patógenos propios del tracto genital u otras sustancias puedan afectar a su viabilidad, así como a la del mismo embrión que heredará esta capa. Durante la división por mitosis del embrión de una célula esta zona pelúcida adquiere un rol crucial. Actúa como un cinturón constrictor que delimita el tamaño máximo que el embrión podrá ocupar. Mismamente, el cigoto ocupa todo el espacio que le permite la membrana pelúcida pero se divide en dos células que ocuparán el mismo entre ambas.


    Posteriormente las células del embrión de dos células se dividirán en otras dos cada una, originando el embrión de cuatro células. Cuando el mismo esté listo para dividir de nuevo se convertirá en embrión de ocho células y así sucesivamente. Cada célula resultante de la división del cigoto se llama blastómero. El conjunto de blastómeros forma el embrión en crecimiento y cada uno establecerá una estirpe de células distinta. Estos blastómeros son células madre embrionarias y al igual que los embriones de una célula también son totipotentes. La habilidad para diferenciarse tanto en células adultas como extraembrionarias no es la misma que la del embrión de una célula ni tampoco la misma entre todos los blastómeros del embrión. Los blastómeros son distintos entre sí y distintos del cigoto debido a las moléculas señal que se han heredado asimétricamente en las sucesivas divisiones, a pesar de que todas las células contengan la misma información genética.


    La capacidad de una célula madre de diferenciarse en uno o más tipos depende la expresión de sus genes. Si una célula es capaz de expresar una o varias combinaciones de genes de una forma más eficaz que otra, diremos que tiene más potencia. Esta capacidad de modificar los patrones de expresión viene determinada por moléculas señales que se heredan del cigoto completamente al azar. La naturaleza no suele disponer de cuestiones absolutas, sino que en mayor parte estas son relativas. En consecuencia, una célula no será totalmente totipotente o diferenciada.


    Concluimos que existe cierto grado de potencia y por lo tanto los blastómeros serán más o menos totipotentes en función de la combinatoria de su expresión génica. Uno de los múltiples problemas que conlleva la utilización de embriones de una célula como células madre totipotentes es que concierne cuestiones éticas sobre la destrucción del embrión. Este paradigma que abordamos en el siguiente capítulo puede solventarse fácilmente con el uso de blastómeros aislados ya que podemos obtener uno o varios blastómeros de la masa celular del embrión sin comprometer su viabilidad. Aun así, los blastómeros pertenecientes a un embrión entre 2 y 32 células tienen un potencial terapéutico eminentemente reducido debido a su totipotencia.


    Como ya avanzamos, los blastómeros seguirán dividiéndose por mitosis dentro de la zona pelúcida, el límite físico que permite su desarrollo. Una vez el embrión supera la cifra de 32 células decimos que entra en estadío de mórula. Que el embrión alcance el número de blastómeros suficientes como para convertirse en mórula indica que dejamos de tener una pelota de células madre totipotentes para estructurar el embrión en lo que será el futuro feto.


    El establecimiento de esta nueva estructura viene determinada por la capacidad para compactar de la mórula. Los blastómeros que se sitúan en la capa inmediatamente inferior a la zona pelúcida se adhieren a este cinturón celular con más fuerza, volviéndose impermeables al agua y a algunos iones.


    La mórula que cada vez va filtrando más líquido a través de la zona pelúcida permite crear una cavidad líquida en su interior que obliga a desplazar las células a uno de los polos. Este mecanismo conocido como cavitación actúa como freno a la totipotencia.


    Las células que se dispongan de forma concéntrica a la zona pelúcida se diferenciarán posteriormente en tejido extraembrionario, como la placenta. Por el contrario, las células que se encuentran desplazadas hacia uno de los polos se conoce como Masa Celular Interna (MCI) y constituirá la reserva de blastómeros encargados de orquestar el desarrollo de los distintos tejidos y órganos del futuro feto. Una vez la mórula ha cavitado y podemos distinguir ambos tipos de blastómeros decimos que el embrión ha pasado a un estadío de blastocisto.


    El blastocisto es el estadío primordial en la investigación con células madre. En esta fase del desarrollo embrionario encontramos los blastómeros de la MCI. La diferencia más importante entre los blastómeros de fases previas y los de la MCI es que estos han renunciado a la totipotencia. Su capacidad para expresar genes tan sólo les permite diferenciarse en tipos celulares del individuo adulto por lo tanto sí que cumplen el requisito fundamental para ser utilizados terapéuticamente.
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    Figura 3. Progreso del desarrollo pre-implantacional del embrión. Desde el primer día en la fecundación hasta la cavitación en el blastocisto gracias a la división y diferenciación de blastómeros totipotentes.


    Durante la cavitación, el entorno ha alterado la funcionalidad genética de estos blastómeros. Es como si la localización en MCI les hubiera impuesto un candado molecular sobre aquellos genes que permiten que las células se diferencien en tejido extraembrionario, reduciendo considerablemente su potencial de células madre y convirtiéndolas en idóneas para nuestros objetivos.


    Ahora sí que disponemos de células – blastómeros – que son pluripotentes. Llamamos así a las células madre con habilidad de diferenciarse en cualquier tejido humano adulto. En consecuencia, el blastocisto es la fuente principal de células madre para la clínica. Hasta aquí el desarrollo embrionario se ha encargado de prepararnos, con precisión de relojero suizo, la maquinaria molecular para diseñar cualquiera de las células del organismo.


    Los métodos más primitivos de obtención de células pluripotentes, allá por finales de los noventa y principios de los dos mil, se basaban en aislar la MCI por disgregación completa del blastocisto. Ello comporta, primero conseguir un blastocisto y segundo acabar con su futuro desarrollo. Para el primer objetivo bastaba con seguir el proceso de fecundación in vitro de un óvulo y espermatozoide humanos. El embrión de una célula resultante se cultivaba en una placa de laboratorio. Los embriones se encontraban flotando en una suspensión líquida a la que se habían añadido todos los componentes moleculares necesarios para mimetizar el ambiente químico de las trompas de Falopio, el conducto que lleva del ovario al útero en el sistema reproductor femenino, que es el emplazamiento anatómico de estos procesos celulares.


    A diferencia de la fecundación in vitro clásica, una vez el cigoto alcanza el estadío de blastocisto no se devuelve al útero de la paciente sino que se disgrega mecánicamente. La técnica consiste en utilizar una pipeta, un tubo de dimensiones milimétricas, que succiona el embrión repetidas veces hasta que este se rompe liberando todas sus estructuras debido a la alta presión a la que es sometido. Conseguimos así nuestro segundo propósito, aislar la MCI.


    Esta no era más que un agregado de células madre pluripotentes que se cultivaban en una placa de laboratorio con un medio de cultivo que favorecía su crecimiento y división. De esta manera, podríamos obtener desde unas cien células que pueden hallarse en la MCI hasta varios millones en pocos días.


    Ya que ciertos colectivos sociales consideran el embrión como la forma más primigenia de vida humana, el conflicto ético estaba servido. Actualmente existen formas de obtener blastómeros de la MCI, aislándolos de uno en uno. Gracias a otra pipeta especial, podemos realizar una pequeña punción en el blastocisto y absorber individualmente varios blastómeros. Los blastómeros pluripotentes que hayamos aislado se pueden cultivar como la MCI mientras que el blastocisto resultante no verá afectada su viabilidad. Esta idea es interesante - no sólo porque salva la disputa ética que la obtención de células madre embrionarias conlleva - también para la creación futura de bancos de células madre. Los embriones obtenidos por fecundación in vitro que vayan a implantarse en mujeres bien podrían ser objeto de esta técnica, lo que les permitiría contar con una fuente de células madre clónicas respecto al futuro individuo.


    Una vez los blastómeros pluripotentes se han cultivado en laboratorio deben mantenerse cuidadosamente en una solución que asegure su mantenimiento y multiplicación en condiciones genéticamente estables. Esto viene a decir que nos vemos obligados a mantener cerrado el candado molecular que se ha impuesto previamente al material genético para evitar que ciertos genes específicos de algún tipo celular concreto empiecen a expresarse.


    Este cerrojo genético del que hablamos se encuentra asegurado por la acción básica de cuatro genes indispensables que se expresan en el estadío de blastocisto. Sirven para evitar la expresión de cualquier otro gen que pueda llevar a la diferenciación celular. Estos genes son: NanoG, Oct4, C-myc y Klnf-4. A grandes rasgos son los encargados de hacer que las células madre conserven esa capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular que tanto nos interesa.


    Esta habilidad característica de las células madre puede dejar de interesarnos en ciertos momentos. Por ejemplo, cuando un paciente necesita un trasplante de unas células concretas no podemos hacer esta operación con células madre ya que no se diferenciarían en los tipos que queremos una vez se encuentren en el organismo. Para esta misión necesitamos diferenciar las células madre previamente en laboratorio. En el contexto molecular diríamos que hace falta romper el cierre genético para permitir que los blastómeros pluripotentes se diferencien.


    Esta diferenciación por su parte, es un camino dirigido de expresión génica. No basta con desinhibir la expresión de genes característicos que se encuentran reprimidos en el blastómero, la idea principal es promover la expresión de un patrón genético determinado. Debemos entender este mecanismo molecular como un camino a recorrer desde la célula madre hasta la célula diferenciada.


    Cuando queremos que un cultivo de células madre pluripotentes se diferencien en una célula determinada simplemente añadimos una solución líquida – que llamamos medio de cultivo – con un rompecabezas de moléculas que actúan como señales de circulación en el ADN. La célula madre, regulada por los cuatro genes que hemos nombrado antes, tiene bloqueado el paso a los demás genes de su ADN para que se expresen. Lo que hacen estas señales moleculares que se encuentran en el medio de cultivo es desbloquear el paso a un grupo de genes determinados. Este grupo de genes combinados hacen que la célula troncal adquiera caracteres y funciones de una célula determinada, por ejemplo una neurona. En resumidas cuentas, un conjunto de células madre que se cultivan con un medio con moléculas específicas para inducirla a neurona acabarán expresando genes característicos de neuronas. Estos genes característicos de las neuronas son los que permiten que la célula troncal adopte la característica forma de estrella de las células nerviosas, empiece a fabricar neurotransmisores y prepare su membrana para enviarlos. Todas estas son características que en una célula madre, con el bloqueo al patrón de genes neuronales no se podrían observar.
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    Figura 4. Cultivo en placa de células madre obtenidas a partir de blastómeros pluripotentes de embrión pre-implantacional de ratón.


    Normalmente el camino no suele tan fácil como el esquema del párrafo anterior. Acabamos de ejemplificar una vía entre una célula madre (A) a una neurona (B), pasando de A a B directamente con una serie de genes concretos.


    Lo que realmente suele suceder en el laboratorio es que entre la célula indiferenciada y la célula final existan otras células intermedias. Por ejemplo, cuando tenemos una célula madre que va a diferenciarse en cardiomiocito (célula del corazón) la primera suele diferenciarse en un precursor que es común a otras células del corazón. Es decir, la célula troncal cultivada en un medio apropiado se diferencia a una célula precursora de las células del corazón. Esta célula precursora puede diferenciarse a su vez en cualquier otro tipo celular de los muchos que pueblan los tejidos cardiacos. Necesitamos un segundo medio – o combinación de ellos – para conseguir que este precursor escoja la vía de genes que a nosotros nos interesa para llegar a cardiomiocito.


    Este es uno de los mayores cuellos de botella de la utilización clínica de las células madre. En este laberinto de patrones genéticos, no se conoce exactamente cuál es el camino para poder diferenciar las células troncales en todos y cada uno de los tipos celulares del organismo adulto. Las células madre se pensaron en un primer momento para ser diferenciadas en tipos específicos y luego trasplantarse a pacientes de enfermedades degenerativas celulares. En Alzheimer, Parkinson o incluso tras un ictus se ha notificado un descenso muy importante de ciertas poblaciones de neuronas, se está estudiando como células madre diferenciadas pueden paliar esta falta. En cambio para otras enfermedades como la diabetes aún se está investigando en la ardua tarea de conseguir que las células madre sean capaces de diferenciarse en precursores pancreáticos, a fin que puedan recorrer el camino genético que falta hasta llegar a célula beta.
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    Figura 5. Recorrido de diferenciación de una célula pluripotente en dos tipos de linfocitos distintos (B y T). Para ello la célula madre se diferencia en un progenitor cuya potencia se encuentra restringida a las células sanguíneas y este a su vez se diferencia con una mayor reducción de potencia en un progenitor de células linfocitarias.


    En cuanto al tema de la diferenciación… ¿A quién se le ocurrió la idea de tomar estas células madre y diferenciarlas en tipos celulares específicos? Tan sólo debemos echar un vistazo al programa de desarrollo embrionario que sigue al estadío de blastocisto.


    Volvamos de nuevo a los blastómeros pluripotentes que forman la MCI del blastocisto. Estos seguirán multiplicándose de dos en dos sin llegar a llenar totalmente la cavidad acuosa que se produjo por filtración. Cuando se alcance un número de células tal que la presión sobre la zona pelúcida sea suficiente como para romperla, el embrión eclosionará.


    Cuando decimos que el embrión eclosiona nos referimos al proceso de ruptura de este cinturón celular, dando lugar a una brecha suficientemente grande como para dar cabida al trofoblasto que contiene la MCI. La eclosión sucede en el útero y una vez el embrión se halla desnudo de la zona pelúcida podrá implantarse en el endometrio. Llamamos endometrio al tejido de células que conforma la pared superior del útero, donde el embrión ya eclosionado implantará para proseguir con su desarrollo. En caso opuesto, si el embrión no llega a implantar, el endometrio desprende originando la menstruación.


    Al conjunto de estadíos que llevan desde cigoto hasta embrión eclosionado, pasando por embrión de 2, 4, 8 células, mórula y blastocisto, lo llamamos embrión preimplantacional. Debido a lo fácil que resulta generar este tipo de embriones in vitro son una fuente muy versátil de células madre, principalmente pluripotentes.


    A partir de la implantación empieza el desarrollo post-implantacional. Poco a poco el embrión induce la formación de vasos sanguíneos en el endometrio para recibir señales moleculares y dirigir la especificación de los tejidos extraembrionarios. Posteriormente, los blastómeros pluripotentes de la MCI se organizarán en tres capas diferenciadas (ectodermo, mesodermo y endodermo). La especificación en estas tres capas viene dada por la señalización entre las células del endometrio y los propios blastómeros. Distintos grupos de células madre de la MCI se hallarán sujetas a distintas condiciones que permitirán que se diferencien en precursores de las tres capas anteriormente nombradas, un estadío primitivo de lo que constituirá los órganos del futuro feto. Como acabamos de ver, la naturaleza ya había descubierto como diferenciar células madre embrionarias en tipos celulares específicos, o al menos en sus precursores. Cuando sometemos los blastómeros del blastocisto a un cultivo en determinadas condiciones para favorecer su diferenciación a otra célula en realidad no hacemos más que imitar los mecanismos que suceden en el embrión post-implantacional, a pesar de que aún no sabemos con exactitud cómo funcionan estos.


    Las primeras fases de diferenciación de los blastómeros pluripotentes que ahora se encontraban en el embrión post-implantacional aún guardan vestigios de su pluripotencia. Son unas células madre de baja potencia, por llamarlas de alguna manera. La parte del embrión post-implantacional que contiene el futuro tejido adulto lo llamamos epiblasto, ahora contiene blastómeros levemente diferenciados que pueden ser todavía pluripotentes. Estas células madre no han sido tan claramente postuladas para uso clínico como los blastómeros del blastocisto debido a su pluripotencia restringida y a la dificultad para obtener embriones post-implantacionales.
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    Figura 6. Transición entre la eclosión del embrión a día 6 post-fecundación, implantación y diferenciación de los blastómeros pluripotentes en precursores celulares.


    La promesa de las células madre


    A mediados de los ochenta se planteó sobre el papel la promesa de las células madre: una hoja de ruta para obtener, cultivar y diferenciar células madre que pudieran ser utilizadas en pacientes. La línea a seguir consistía en encontrar una fuente de células pluripotentes lo suficientemente extensa como para abastecer la necesidades de uno o más pacientes. Obtener las células y una vez cultivadas diferenciarlas en el tipo específico. Las células ya diferenciadas se trasplantarían al paciente con necesidad de las mismas.


    Aunque la teoría pinta un escenario celular idealizado, en la práctica existen muchas cuestiones por resolver aún. Por ejemplo, el enfrentamiento ético entre los partidarios de utilizar o no embriones para derivar células madre. Durante muchos años, especialmente a principios de la década de los dos mil, esta cuestión ha puesto a prueba al blastocisto como fuente válida de células troncales. Por otra parte, aunque los blastómeros pluripotentes son fácilmente manipulables a la hora de cultivar no parecen ser todo lo versátiles que se esperaba. No todos los tipos celulares han sido diferenciados a partir de células madre pero sí algunos muy relevantes. Actualmente se desarrolla mucha investigación en torno a este tema y los nuevos hallazgos se suceden cada vez más habitualmente. Por último la ciencia debe dar un paso más allá, salir del laboratorio y conseguir obtener células diferenciadas a partir de células madre que sean útiles para ser trasplantadas.


    Las células madre embrionarias obtenidas de un blastocisto cualquiera no pueden ser trasplantadas con éxito a pacientes ya que no son genéticamente compatibles. Tarde o temprano el trasplante de células distintas al paciente, al igual que cualquier órgano trasplantado, acaba en rechazo inmunológico. Por suerte, como veremos en los próximos capítulos, la modificación de las células pluripotentes embrionarias nos ha permitido generar en los últimos cinco años unas células indiferenciadas que sí son histocompatibles con el paciente en cuestión.


    El experimento de Thomson


    Precedido por los trabajos con células animales de sus compañeros Evans y Kaufman, Thomson derivó – que significa aislar células madre – por primera vez blastómeros pluripotentes de blastocistos humanos. La hazaña se llevó a cabo durante 1998 y un profundo estudio que duró todo aquel año arrojó pruebas fehacientes para distinguir las células troncales de otras células que, aunque parecidas, no son pluripotentes.


    Thomson y su equipo caracterizó con precisión las proteínas que se encuentran en las células madre embrionarias. Estas proteínas se denominan marcadores de pluripotencia, ya que su presencia en células indica que estas son naturalmente pluripotentes. Además, consiguió cultivarlas durante 5 meses en laboratorio y estudió su estabilidad cromosómica. Este punto es clave en la utilización de las células madre en medicina regenerativa. Las células que constituyen nuestros tejidos y órganos se dividen mediante mitosis manteniendo de forma constante el contenido y su información genética. Salvo pequeños errores en la copia del ADN, las mutaciones que acumulamos a lo largo de los años, conservamos los mismos genes y secuencias de ADN durante toda nuestra vida. Es importante que las células madre, tanto ya diferenciadas como indiferenciadas, mantengan su genoma estable y no contengan alteraciones cromosómicas.


    Finalmente, tras el cultivo en distintos tipos de medio, consiguió diferenciar estas células en los precursores de las tres grandes capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) a partir de las cuales se generan todos los tejidos del organismo adulto.


    Hablamos del primer experimento con células madre embrionarias de origen humano, actualmente la técnica está mucho más cuidada y ha evolucionado notablemente. Desde entonces ha surgido lo que ya conocemos como aislamiento de blastómeros – mientras que Thomson los aisló disgregando el embrión completo –. Los avances se han hecho patentes sobre todo en el campo de la diferenciación. En aquel entonces Thomson diferenció directamente a precursores de las capas germinales del embrión, células que no se encuentran en el tejido adulto. A día de hoy hemos conseguido diferenciar en gran parte de las células del sistema nervioso central (neuronas de distintos tipos y otras células accesorias a las neuronas), osteoblastos – células óseas –, cardiomicitos – del corazón –, hepatocitos –del hígado– y un largo etcétera.


    En definitiva las células madre embrionarias fueron propuestas como el elemento fundamental y promesa de la medicina regenerativa. Aunque sabemos que aún no han cumplido con el papel que se les profetizó, han servido como base donde obtener el conocimiento necesario para generar células madre de otros tipos que sí cumplen los requisitos necesarios para ser llevadas a la clínica.
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    Capítulo segundo:
 Un pulso ético


    “El hombre se descubre cuando se mide con un obstáculo.”
 Antoine de Saint-Exupéry.


    El embrión como punto de partida


    Como dejamos entrever al principio del capítulo anterior, el destello mediático de las células madre trasciende lo científico. Nos encontramos ante un paradigma nunca antes visto en el campo de la biología. Rara vez un hallazgo de laboratorio ha sido objeto de discusión por parte de políticos, colectivos de enfermos y sanitarios, activistas sociales e incluso miembros de instituciones religiosas. A continuación vamos a relatar el conflicto ideológico que ha separado a los implicados en dos grupos: en contra y a
 favor de la investigación con células madre del embrión. Las líneas que siguen, lejos de posicionarse en uno u otro bando, tratarán de analizar la situación desde el origen de la disputa.


    A principios de los dos mil, el experimento de Thomson había sido reproducido por otros laboratorios alrededor del globo. Se demostraba de esta manera que las células madre existían en humanos y podían obtenerse con procedimientos al alcance de casi cualquier científico. El concepto de investigar con embriones humanos produjo un estruendo social de tal magnitud que aún a día de hoy podemos percibir el eco. Algunos grupos sociales tacharon el experimento de indigno. El embrión humano, desde el momento en que óvulo y espermatozoide se unen para formar el cigoto, es considerado una persona por estos colectivos. Identificar al cigoto como individuo conlleva una serie de deberes y obligaciones que impedían moralmente su destrucción con cualquier fin que se propusiera, según los defensores de estas tesis.


    El argumento sobre el carácter humano del embrión ha constituido la piedra angular en cuanto a la oposición respecto a las células madre refiere. Pero, ¿Qué sucedería si la base de las críticas no fuera un hecho sino una percepción? Así es interpretado por el sector que une sus voces a favor de la utilización de los embriones en investigación clínica. Queda lejos de definición de humano un embrión que no puede sobrevivir sin la implantación en el útero, apostillan.


    Cuando esta perspectiva, respaldada por la mayoría de científicos, aborda cuestiones fundamentales del desarrollo embrionario se puede profundizar más en sus argumentos. Por ejemplo, de todas las células del blastocisto sólo las de la Masa Celular Interna pueden generar tejido humano. Atendiendo única y exclusivamente a sus características pluripotentes, un blastómero aislado sólo es capaz de diferenciarse en una célula adulta – por ejemplo, de la epidermis –, pero un blastómero fuera de su órgano de implantación y del correspondiente tejido extraembrionario no puede desarrollarse como organismo. Si para que un grupo de blastómeros pueda formar un organismo debemos seguir la línea de desarrollo post-implantacional ¿A partir de qué momento llamamos humano al embrión? Los defensores de negar la identidad humana al cigoto o embrión pre-implantacional aluden a dos hechos clave durante la gestación. El latido del corazón empieza a establecer sus ciclos a partir de la quinta semana de embarazo, mientras que el cerebro desarrolla su actividad 54 días post-concepción. Estas fechas dicen significar mucho para quienes sostienen una visión no humana del embrión .


    Por otra parte, la vertiente anti-investigación embrionaria también esgrime argumentario científico. En su resistencia al uso de estas células priorizan el uso de células madre adultas. Este tipo de células madre, a las que dedicaremos uno de los siguientes capítulos, se encuentra en tejidos adultos. Son células troncales de tipo embrionario que aún conservaban parte de la pluripotencia durante su estado post-implantacional y la han mantenido hasta que se establecieron en el organismo adulto. Su uso no conlleva la necesidad de destruir embriones para obtener células madre pero sí admite una serie de desventajas respecto a las embrionarias que no tardan en sacar a relucir muchos científicos.


    La primera y más evidente es la obtención. Mientras las técnicas actuales permiten obtener un número de blastómeros significativos por embrión, por cada 1000 células de la médula ósea tan sólo 1 conserva rasgos de pluripotencia. A ello cabe sumar que no podemos obtener células troncales adultas de muchos tejidos y se desconoce si existen en todos los órganos. Por si fuera poco, las células embrionarias sí que cuentan con la pluripotencia en su máximo esplendor. Las células adultas normalmente decimos que son multipotentes ya que sólo pueden diferenciarse en células de unos tejidos determinados – no en cualquiera -. Existe un largo etcétera de características que hacen más idóneas las células embrionarias para su uso en investigación básica pero las células adultas también pueden presentar otro tipo de ventajas en algunos ensayos específicos.


    Si bien es cierto que la bella promesa de las células madre representa una posible mejora en la salud de millones de personas, debemos preguntarnos ¿El fin justifica los medios? La respuesta que daría nuestra sociedad es clara, no. ¿Pero acaso los medios representan lo mismo para cada sector social?


    La Academia Pontificia para la Vida, una institución del Vaticano, define al embrión como humano desde el mismo momento de la concepción. La comunidad científica, que ha abogado por el uso de embrión en investigación ha utilizado un término alternativo para tratarlo desde el punto de vista ético. Así, un órgano de investigación público como el NIH (National Institute of Health), dictamina que el embrión pre-implantacional no puede ser considerado tan humano como un bebé o un niño pero que merece un trato especial y serio como la forma de desarrollo humano que le corresponde.


    Abrazamos el concepto gradualista que orbita la dignidad del embrión. Pasamos de un grupo de células pluripotentes que gradualmente conformarán al individuo adulto, a quien llamaremos persona. Desde el punto de vista religioso, la identidad de la persona viene dada por el alma. ¿En qué momento del desarrollo pre o post-implantacional podemos hablar de la otorgación del alma? Si planteamos el siguiente ejercicio biológico comprobaremos que la situación es kafkiana. Vayamos a suponer que el cigoto, el embrión de una célula que conocemos, deba ser considerado con la dignidad humana que para ciertos sectores merece. No es nada raro, que el embrión de una célula fracture los siguientes días post-concepción. Cuando el embrión de una célula fractura origina dos cigotos distintos que siguen siendo totipotentes. Si recordamos del capítulo anterior, el cigoto dividía en dos blastómeros parcialmente totipotentes que seguían constituyendo parte del mismo organismo. En este caso la fractura genera dos cigotos igualmente totipotentes, por lo tanto el plan de desarrollo embrionario se ejecuta independientemente. La última consecuencia es el establecimiento de dos organismos distintos, clónicos entre ellos, que conocemos como gemelos. En este supuesto, frecuente en nuestra especie, hemos asistido al desdoblamiento de un embrión de una célula considerado como persona pero que tras la fractura cigótica se ha convertido en dos organismos y por tanto dos personas distintas. A nivel biológico el razonamiento es claro, pero si estiramos del hilo argumental del alma que precede toda crítica a la investigación del embrión nos preguntamos ¿Se divide el alma en la fractura cigótica? Es un tema tan sumamente metafísico y alejado de nuestra realidad científica que sería imposible llegar a un consenso racional.


    Curiosamente, el camino celular de la embriogénesis puede recorrerse con las herramientas que utiliza la ética para desenvolverse en la batalla dialéctica a favor o en contra de la investigación en células madre. Si volvemos al cigoto - al que conferimos la identidad humana - siguiendo la estrategia de desarrollo embrionario, dividirá sucesivamente y cavitará cuando llegue a un número determinado de blastómeros formando el blastocisto. Como ya explicamos en el capítulo anterior, el blastocisto se encuentra formado por distintos tipos de blastómeros. La Masa Celular Interna contiene aquellos que formarán el tejido embrionario adulto mientras que el trofoblasto – como así se llama al conjunto de blastómeros que envuelven la MCI – están destinados a desarrollarse en tejido extraembrionario (corion, placenta…). Por lo tanto, la identidad humana no se reparte por igual en todo tipo de células, es evidente que no representa la misma categoría moral un feto que su placenta.


    Otro caso paradigmático bastante interesante para analizar desde esta perspectiva es el siguiente. Se dan situaciones en las que el cigoto, tras llegar a estadío de blastocisto no muestra desarrollo de la MCI. Esto significa que los blastómeros encargados de diferenciarse posteriormente en células extraembrionarias, más concretamente las de la placenta. Por lo tanto no hay desarrollo del tejido adulto y el embarazo consiste en generar una masa de tejido placentario en ausencia de feto, a la que llamamos masa molar hidatiforme. Entonces bien, ¿Este producto de la unión óvulo-espermatozoide debería ser considerado humano? Si atendemos a razones prácticas, en realidad no es más que una placenta de masa desorbitada…


    Y así hemos llegado a un callejón sin salida que precisa una solución de compromiso entre varias partes. ¿A partir de qué momento consideramos al embrión o feto como humano? La respuesta más objetiva posible se puede esquematizar según la paradoja de Somites. El planteamiento mental de esta paradoja establece la siguiente cuestión: ¿Cuántos granos de arroz forman un montón de arroz? No es posible saberlo con precisión. No podemos decir que un montoncito de arroz son dos granos, así como no nos resulta posible llamar persona a un embrión de dos células. Ahora bien, 74 granos de arroz es un agrupación considerable como para decir que es un montón. ¿Y si restamos dos granos? ¿Sigue siendo un montoncito en este supuesto? ¿Y si quitamos 28 o añadimos 34? Lo que este ejercicio ficticio quiere decirnos es que no podemos dar un número determinado de células para llamar a un embrión persona. En consecuencia, tampoco podemos establecer un tiempo determinado del mismo para evaluar su carácter identitario.


    ¿Cómo resolvemos esta encrucijada celular? Olvidándonos de las fronteras. Como no podemos determinar un punto único a partir del cual el propio embrión adquiera su plena identidad humana, adjuntamos un eventual carácter gradualista. No podemos instrumentalizar el embrión como base de la investigación pero dado el estatus moral que le otorgamos, siendo inferior al de una persona, sí es posible investigar en una serie de casos determinados.


    En lo que acontece al blastocisto, la fuente de blastómeros pluripotentes por antonomasia, hablamos de un embrión pre-implantacional (no se ha implantado en el útero de la madre) y que se ha formado 5 días post-concepción. Por motivos evidentemente técnicos, estos embriones tienen como origen la fecundación in vitro, es el único sistema actual que nos permite seguir el desarrollo de embriones y manipular sus células. Con este hecho la comunidad científica pretende sacudirse de encima los prejuicios sobre la mercantilización del embrión. Se investiga con embriones congelados que han resultado sobrantes de las terapias de reproducción asistida. Durante un proceso clínico de fecundación in vitro, se favorece la unión óvulo – espermatozoide en un medio de cultivo apropiado con las células germinales que han donado sus progenitores. Las políticas de reproducción asistida sólo permiten implantar un número de embriones por cada ciclo de embarazo, obligando al centro clínico a congelar los embriones excedentes. Como la potestad de los mismos recae sobre los progenitores legales estos pueden decidir congelarlos para siempre, donarlos bien a otras parejas o bien a la investigación clínica. El mecanismo - legal a través de un sistema de donaciones - blinda cualquier tipo de comercio posible con los embriones por lo que la investigación puede encontrar en los embriones una fuente de material para obtener células madre.


    El único resquicio moral que parece escaparse de la maraña filosófica que envuelve este escenario es el principio de pendiente resbaladiza. Se trata de un argumento expuesto para indicar una situación de no retorno. Hay quien afirma concienzudamente que permitir la investigación con células madre embrionarias instrumentaliza la identidad del embrión y que eso nos llevará a permitir la clonación, la eugenesia de la especia humana y a comercializar la moral del individuo.


    Lejos de estas prácticas, más propias del totalitarismo que del carácter científico y de vanguardia, queda la necesidad de investigar en células madre. El objetivo de las mismas no es más que el de servir como revulsivo para un gran grueso de enfermedades que a día de hoy son la pesadilla de millones de personas bajo la etiqueta de incurables. La legislación y su ejecución son las que cierran y deberán mantener cerrada la puerta a esa “pendiente resbaladiza” por la que muchos abogan para interrumpir el desarrollo biomédico.


    El límite de la legalidad


    España representa un escenario peculiar en cuanto a la legislación de las células madre. La regulación de su uso y el de embriones para tales fines no es más que el reflejo social de la aceptación de una investigación que empezó siendo un tabú para muchos.


    La primera ley aplicada a las técnicas de reproducción asistida, aprobada en 1998, prohibía la investigación con embriones viables salvo para el diagnóstico, tratamiento o prevención de enfermedades en el mismo. Esto significa que los embriones obtenidos en laboratorio por técnicas como fecundación in vitro podían ser sometidos a diagnóstico genético para detectar ciertas enfermedades. A excepción de esta singular premisa, la investigación con embriones tenía la puerta cerrada.


    Ese mismo año – 1998 – Thomson publicaba sus reveladores estudios con células embrionarias y el mundo científico trataba de digerir la perspectiva que les brindaba. En España la Ley del 98 siguió vigente por lo que las células madre aún tendrían que esperar para entrar en el país. Una vez más, las decisiones políticas nos mandaban a la cola de la vanguardia científica.


    El caso más relevante es la historia que envuelve al Dr. Bernat Soria. Soria es un médico e investigador, que a principios del dos mil investigaba en la Universidad Miguel Hernández en Elche, Alicante. Sus estudios iban encaminados a encontrar la cura de la diabetes. Esta enfermedad se caracteriza por la necesidad de administrar una hormona - la insulina - de forma exógena ante su ausencia o la dificultad de producirla. Soria pensó que sería buena idea obtener células madre embrionarias y encontrar la manera de diferenciarlas hacia células beta pancreáticas, las productoras de insulina, que son las células que mueren en los episodios de diabetes tipo 1.


    Una idea tan original y a la vez plausible biotecnológicamente proponía un verdadero laberinto jurídico de dudoso desenlace. Por ello el Doctor Soria optó por marchar con su proyecto a Singapur. La BioPolis de Singapur le permitió realizar su experimento con células madre de embriones excedentes de las técnicas de reproducción asistida. Estas células, que utilizó en roedores con la enfermedad para validar su uso, no llegaron a servir para revertir totalmente los efectos de la diabetes pero nos ha acercado un poquito más a su curación. El ejemplo que aquí muestro sirve para desdibujar como se perdió una gran investigación que pudo ser crucial para los más de 400 millones de enfermos de diabetes esparcidos por todo el globo. Finalmente Soria pudo volver a España, donde continúa su trayectoria investigadora con células madre plantándole cara a la diabetes. Pero ahora debemos volver a la Ley del 98.


    Las clínicas de reproducción asistida generaban una cantidad ingente de embriones para su uso en fertilización de las mujeres que así lo habían solicitado. Como tan sólo podían evaluar la salud genética de los embriones, sus excedentes que no se llegaban a implantar acaban encerrados a cal y canto en los congeladores de los centros. Una cárcel de a menos ochenta grados centígrados para esos embriones entre 2 células y estadío de blastocisto los perpetuaba en la eternidad. El plazo para implantarlos era de 5 años y pasado este precinto temporal su destino los abocaba al olvido congelados. La Ley también prohíbe su destrucción, por lo que los embriones no hacían otra que ocupar espacio.


    El panorama cambió en 2003, el desuso de embriones no podía seguir sin solución y la nueva modificación legislativa permitió su donación para fines de investigación. Aún no podían utilizarse abiertamente los embriones para derivar células embrionarias pero sí para estudios generales de ciencia básica. Algún laboratorio podía solicitar el uso de embriones para obtener células madre pero siempre y cuando tuvieran una finalidad conocida y evaluada por un Comité Ético. Es aquí donde empiezan a interesarse nuevos grupos españoles en dar un uso a las células madre para enfermedades degenerativas.


    No fue, eso sí, hasta la vigente Ley aprobada en 2006 cuando el establecimiento de líneas embrionarias a partir de los excedentes donadas a la investigación se permitió totalmente. Nos encontramos antes un mecanismo judicial que permite legislar un abanico de distintas posibilidades para cada situación de demanda científica.


    Si miramos hacia el patio de nuestros vecinos europeos, Reino Unido cuenta con el sistema que más se asemeja al nuestro. Una Ley que permite la investigación básica y distintas modificaciones posteriores que sujetan cada investigación concreta a una evaluación por un organismo institucional independiente. Francia sin embargo, salvo contadas excepciones, no permite la investigación células embrionarias. Algo parecido pasa en Italia, aunque la derivación está prohibida, el uso y utilización de células madre importadas se permite. Bélgica, así como Portugal, son los países con un sistema legislativo más permisivo dentro de nuestro continente.


    


    Otro ejemplo paradigmático lo encontramos al cruzar el charco. La legislación en células madre de los Estados Unidos de América confiere la competencia a cada federación o estado. Aunque ningún gobierno federal haya prohibido la investigación células madre sí es cierto que el central ha impuesto severas limitaciones a los mismos.


    El Instituto Nacional de la Salud había preestablecido, años antes del experimento de Thomson, unas directrices determinadas para trabajar con células embrionarias que debían seguir, dentro de su marco, cada estado. En 2001 el gobierno de Bush revisó estas directrices y aplicó una modificación. Mientras la derivación de células madre embrionarias no había estado prohibida durante los años previos a su mandato, desde entonces se pidió limitar a 78 el número de líneas celulares válidas para su uso en investigación. De esta manera, cada gobierno federal tan sólo podría financiar investigaciones donde se utilizara alguna de las supuestas 78 líneas que ya existían. Finalmente, el gobierno del país tan sólo aceptó 19 de las 78 líneas iniciales, reduciendo aún más los recursos que podían ser sujeto de financiación científica por parte de cada estado. El gobierno encendía así la indignación de miles de científicos entre las costas este y oeste.


    La misma cámara del Congreso, promovía años después – en 2004 – un movimiento instigando al presidente a ampliar las fronteras de la investigación con células madre (incluidos miembros de su propio partido). Este año nos encontramos una situación cambiante en cuanto a la investigación con células madre. Los métodos de derivación de células madre cambian sus protocolos prácticamente cada día que pasa. Se vislumbra el potencial que tienen las células embrionarias indiferenciadas, intentando ya diferenciarlas en otros tipos celulares.


    Un año después, en 2005, el Senado aprobó un pago extra para la financiación de la investigación con células madre. Además relajó su estricta ley permitiendo que a las 19 líneas embrionarias existentes se sumaran las que se pudiesen derivar del excedente de embriones que acumulaban sus centros de reproducción asistida. El presidente George W. Bush ejerció su derecho a veto para prohibir el mencionado anteproyecto de ley. En consecuencia una tercera enmienda permitió aislar y obtener células madre adultas, aquellas que no proceden del embrión sino de tejidos adultos.


    Ya en 2006, un nuevo intento de Ley para mejorar la investigación en células madre fue vetado por el presidente Bush, durante su segundo mandato. No sería hasta 2009, cuando Barack Obama levantó el veto impuesto en las anteriores legislaturas y permitió la financiación federal en nuevas líneas de células madre embrionarias. Se abrió así la puerta a investigar con líneas existentes y distintas a las de la prohibición que se impuso en 2001. Además la financiación federal podía permitir la derivación de nuevas líneas celulares a partir de embriones sobrantes. La legalidad se mantiene hasta la actualidad.
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    Figura 7. El entonces presidente de los Estados Unidos, Barack Obama, firmando la orden ejecutiva a favor de la investigación con células madre. En Casa Blanca a fecha de 9 de Marzo de 2009.


    Este ha sido un breve resumen sobre como la legislación en distintos países ha condicionado el avance científico, que desde sus pilares en investigación básica puede proyectar sobre la sociedad cuestiones primordiales en materia de salud.
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    Capítulo tercero:
 La identidad reside en los cromosomas.


    “Quien ambiciona una corona, ignora su peso.”
 Narosky.


    La necesidad de nuevas células madre


    Volviendo al aspecto científico de las células madre embrionarias, el conocimiento experimental había llegado al punto de derivarlas con relativa facilidad. El cuello de botella seguiría siendo como diferenciarlas. Esta meta se podía alcanzar por aquel entonces a través de dos metodologías aún muy primitivas. O diferenciábamos las células in vitro, sometiéndolas a un cóctel molecular específico o bien in vivo, trasplantándolas directamente al paciente.


    En cuanto a la primera técnica, la de elaborar una receta adecuada para cada tipo de célula, nos hallamos ante un paradigma que ha ido creciendo poco a poco a lo largo de la primera década del dos mil y aún a día de hoy sigue en progreso.


    El principal inconveniente ha sido planteado con el desarrollo de la segunda técnica. Tanto el implante de células madre embrionarias en estado pluripotente como ya diferenciadas conforma un problema fundamental en biomedicina. Estamos ejecutando un trasplante de unas células universalizadas genéticamente. Esto significa que en su momento, algún centro decidió derivar células embrionarias de un blastocisto determinado y las expandió en cultivos de laboratorio. Los blastómeros tanto aislados como diferenciados son genéticamente idénticos entre ellos– tan sólo varían los genes que actúan en cada estado – pero no lo son respecto a los pacientes al que se dirige su tratamiento.


    Así el trasplante celular, como cualquier otro tipo de trasplante entre individuos, genera incompatibilidad genética. Esta oposición entre características génicas desencadena un proceso de rechazo mediado por el sistema inmune. La naturaleza de nuestro organismo nos impide aceptar como propios aquellos componentes celulares que no puede reconocer como su propio ADN. Dicho simple y llanamente, podemos concluir que las células trasplantadas acaban siendo rechazadas y en consecuencia se produce un retorno a la situación inicial. Existe una vía fugaz para mantener las células trasplantadas con un funcionamiento parecido al fisiológico, la de adormecer el sistema inmune con fármacos inmunosupresores, a cuenta y riesgo de las afectaciones que puedan suponer estos medicamentos.


    Esta regla biológica invalidó momentáneamente el potencial uso de las células madre embrionarias. ¿Cómo se resolvió este problema? Buscando un nuevo tipo de célula que cumpla con las características de los blastómeros pluripotentes y a su vez esquive el rechazo inmunológico en los trasplantes clínicos.


    Para no producir este rechazo, por ley biológica, lo ideal sería hacer un trasplante de células madre que contengan los mismos genes que el paciente que va a ser trasplantado con ellas. Sería como realizar un autotrasplante sólo que con células embrionarias, que no se encuentran en el organismo del paciente adulto pero sí comparten entre ambas partes la identidad genética al cien por cien.


    A nivel práctico la idea cogería forma si pudiéramos crear un clon embrionario de un paciente. Se trata de una idea que actualmente se ha realizado con personas y por más ciencia ficción que parezca no es sino una dosis de pura realidad. Para entender el proceso, llevado a cabo por una técnica conocida como transferencia nuclear, vamos a remontarnos a los primeros intentos relativamente exitosos de la clonación.


    Los primeros clones.


    Hace algo menos de 80 años, un científico se preguntó acerca de una cuestión que ya resolvimos en el primer capítulo. Speeman quería conocer que papel jugaba el genoma – conjunto de ADN de una célula – en el desarrollo del embrión.


    Este embriólogo ya había observado como el número de células que conforma el embrión va aumentando desde la etapa cigótica. Las células además de aumentar en número también cambian de forma, tamaño y función. Como ya vimos, las células se diferencian – la característica principal de las células embrionarias de la Masa Celular Interna es que son células madre -. Lo que Speeman se preguntaba era si durante la diferenciación de estas células troncales disminuía o se mantenía el número de genes.


    La cuestión pivotal yace en si cada vez que una célula madre se diferencia progresivamente en célula especializada va perdiendo genes (y esta sea la causa de la diferenciación) o bien expresa una combinación de genes distintos a los que suele expresar en su estado pluripotente (como hemos visto que sucede).Para ello diseñó una técnica experimental llamada transferencia de núcleos en la que alteraba el proceso de formación de células madre en embriones. Aunque él no lo sabía – y de hecho, nunca llegaría a saberlo – había descubierto una nueva estrategia para generar unas células troncales muy especiales.


    La transferencia nuclear es una técnica bastante compleja que nos permite jugar con genomas y células madre. Para ello necesitamos un óvulo listo para ser fecundado, que como sabemos está arrestado en el estadío de metafase II. El óvulo no sólo proporciona la mitad del genoma del futuro individuo sino que además confiere la estructura celular para que se desarrolle el embrión a partir de la fusión con el espermatozoide.


    El material genético, organizado en bloques de cromosomas, se encuentra en una región delimitada de la célula que llamamos núcleo. La función principal de este núcleo no es más que envolver los cromosomas para que no se pierdan a la deriva por el interior celular, reduciéndolos a una localización concreta. Con la transferencia nuclear es posible extraer el núcleo de la célula, con una microinyección que succiona la membrana nuclear junto a los cromosomas fuera de la célula.
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    Figura 8. A la izquierda tenemos una pipeta de vacío, que actúa como soporte del óvulo. Este queda fijado a esta herramienta por aspiración. A la derecha la pipeta de microinyección se dispone a penetrar la membrana del óvulo y succionar sus cromosomas.


    A partir de este momento tenemos el óvulo desnudo, sin cromosomas. Una célula sin sus cromosomas pierde por completo su identidad ya que no contiene genes propios para expresarlos. En el caso concreto del óvulo, a pesar de esa ausencia genética, aún mantiene su sistema de membranas y otras estructuras celulares internas. Conservamos la coraza necesaria para que se desarrolle un nuevo embrión.


    En este punto será necesario subsanar la deficiencia de ADN a la que sometemos al óvulo cuando extraemos sus cromosomas. Para ello inyectamos nuevamente un juego de cromosomas completo de otra célula distinta. La técnica de aquella época no permitía aislar núcleos celulares tan fácilmente como en la actualidad. Por ese motivo, y aprovechando que el óvulo cuenta con unas dimensionas sobradamente mayores que la de cualquier célula del individuo adulto, se inoculó directamente una célula adulta entera dentro del mismo óvulo. Una vez inyectada la cantidad necesaria de material genético para desarrollarse como embrión, el óvulo alcanzaría los sucesivos estadíos preimplantacionales.
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    Figura 9. Esquema de la transferencia nuclear. Una célula entera o núcleo son microinyectados en un óvulo previamente enucleado. Cuando este se activa se desarrolla como un embrión clónico pre-implantacional.


    Para la cuestión que esperaba resolver Speeman el tema era mucho menos trivial. Él partía de un óvulo arrestado en metafase II (MII) enucleado – sin núcleo, extraído previamente – al que inoculaba un genoma originario de célula adulta. Si con el desarrollo embrionario, las células pluripotentes de la Masa Celular Interna van perdiendo genes entonces la inoculación de un núcleo adulto en el óvulo MII no provocaría el desarrollo que se espera en condiciones fisiológicas. Por el contrario, si la inoculación desembocaba en un desarrollo inviable sería señal que la diferenciación de los blastómeros pluripotentes asienta sus bases sobre la combinatoria de genes.


    Sabiendo de antemano, como sabemos nosotros, que el experimento debiera resultar en un desarrollo fisiológico de la célula inoculada, a Speeman el resultado no le llegó a arrojar unas conclusiones esclarecedores. El principal motivo se debió a que con las herramientas y metodología de sus tiempos, resultaba casi imposible realizar una transferencia nuclear sin maltratar tan severamente la célula y su genoma hasta tal punto que acabaran como inviables. Poco después estallaría la Segunda Guerra Mundial, paralizando por completo los avances en este campo.


    Aunque Speeman no logró perfeccionar la técnica de la transferencia de núcleos, otros investigadores recogieron el testigo. Los científicos Briggs y Kings volvieron a las andadas con óvulos de anfibio. La transferencia esta vez se desarrolló correctamente, con material más sofisticado que permitía que los óvulos sobrevivieran a la enucleación.


    Los óvulos que incorporan el material genético de la célula adulta donante, se desarrollaban al mismo nivel que un cigoto. Esto significaba que las células madre se podían diferenciar en los estadíos más primitivos de células embrionarias. Como ya comentábamos desde las primeras páginas, la conversión de una célula pluripotente en una célula específica de cualquier tejido no es absoluta. Se trata de un proceso gradual, un camino de combinatorias génicas que debe recorrer la célula a lo largo del desarrollo embrionario hasta que el organismo se convierte en adulto.


    En los estadíos embrionarios decimos que las células madre no se han diferenciado totalmente sino que conforman una red de progenitores. Son células relativamente diferenciadas ya que no mantienen todas las características de células pluripotentes, no conservan la capacidad de diferenciarse en cualquier célula del organismo adulto sino que ahora tan sólo pueden hacerlo en un grupo de ellas. Por ejemplo, los progenitores pancreáticos pueden diferenciarse tanto en células beta, como en otro tipo de células endocrinas presente en islotes pancreáticos pero ya no cuenta con habilidad de hacerlo en célula pulmonar.


    Siguiendo la misma línea, los embriones de anfibio obtenidos a partir de transferencia nuclear podían desarrollarse correctamente hasta la fase de renacuajo. Pero la ruta de desarrollo encontraba su callejón sin salida en esta etapa. El organismo con sus tejidos y órganos a parcialmente formados se detenía, sin que nadie llegara a entender la causa. Los embriones generados por transferencia nuclear en óvulos de anfibio no avanzaban más allá de esta etapa y no alcanzaban la etapa adulta.


    A nivel celular, que es el tema que nos interesa a nosotros, nos encontramos ante un muro de diferenciación de las células madre. Resulta que aparentemente las células madre obtenidas por transferencia nuclear no son capaces de diferenciarse in vivo en células adultas. Si el mejor entorno del que disponemos para diferenciar células troncales, que no es más que su propio organismo, no es suficiente para empujarlas a expresar ciertos genes de forma específica bien seguro tampoco lo será un medio de cultivo artificial como es el que tratamos de mimetizar en el laboratorio. Tenemos unas células madre totalmente incapaces de cumplir su cometido que no es otro que el de diferenciarse.


    El muro de la transferencia


    El estado de la cuestión quedó colgando de este tema muchísimo tiempo. A finales de los años sesenta, el científico inglés John. B. Gurdon consiguió resultados sorprendentes en el desarrollo de óvulos mediante transferencia nuclear. La selección de un material biológico distinto al utilizado por sus predecesores y notables mejoras en la técnica daría un golpe de efecto sensacional.


    Gurdon probó a realizar la transferencia nuclear con células de mucosa intestinal de renacuajo, ahora no partía de células de organismo totalmente diferenciado (post-metamorfosis) sino que el núcleo que transferiría al óvulo de rana sería un individuo en estadío previo.


    Tenía un núcleo donador mucho menos desarrollado respecto al de la rana adulta y un óvulo receptor mucho menos maltratado también. El óvulo en cuestión no fue punzado en ningún momento para eliminar sus cromosomas mediante aspiración sino que en este caso Gurdon usó radiación ultravioleta para degradarlo. De esta manera mucho menos agresiva con el óvulo, el científico inglés rompió el paradigma de aquel entonces. A la postre, siguiendo los estándares de esta técnica la clonación surtió igualmente exitosa con núcleos de células de rana adulta (post-metamórfica). El lema biológico que proclamaba “No se puede clonar un individuo adulto” había muerto. Entre otros muchos méritos este descubrimiento tan destacado le valió el Nobel de Medicina en 2009 a Gurdon.


    ¿Por qué la clonación fue tan importante para el posterior desarrollo de las células madre? A simple vista puede parecer un tema bastante alejado de la biomedicina. Al fin y al cabo la generación de animales clónicos puede parecer una finalidad trivial a ojos de alguien sin demasiados conocimientos biológicos.


    La cuestión fundamental recae en disquisiciones genéticas. Aunque hoy parezca evidente, no siempre ha sido tan clara la relación del genoma contenido en el núcleo y la información genética. Gurdon demostró que el núcleo de un organismo adulto contiene toda la información necesaria para desarrollar ese mismo organismo en un recipiente adecuado como es el óvulo.


    De esta manera cuando las células embrionarias resultaron impracticables en el momento de realizar trasplantes, la transferencia nuclear supuso una alternativa real que cabía sopesar para evitar la incompatibilidad genética. Pero la técnica no se había quedado ahí. Para demostrar la clonación en animales superiores debía probarse al menos con una especie de mamífero.


    Pasaron casi treinta años entre la clonación del renacuajo de Gurdon y el nacimiento de la archi-famosa oveja Dolly. Aún quedaban acepciones sin resolver de la técnica que se perfeccionaron cuando Willmut y Campbell, en Escocia, quiénes se puso manos a la obra con la clonación más conocida de todos los tiempos.
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    Figura 10. Proceso de clonación de la oveja Dolly. Se obtuvieron células adultas de la mama de la oveja a clonar y en paralelo se consiguieron óvulos de una oveja donadora de la misma especie. Tras realizar la transferencia se implantó el blastocisto en una oveja receptora que dio a luz al clon Dolly.


    Cuando los científicos escoceses se dispusieron a clonar ovejas observaron una fatal mortalidad de los embriones preimplantacionales. La mayoría de ellos no progresaba más allá de la etapa de embrión de 3 o 4 células. Se realizaron ensayos con cientos de óvulos y núcleos distintos pero el resultado era siempre el mismo: un bloqueo del desarrollo embrionario.


    El problema principal reside en el mecanismo molecular que sucede en el embrión tras la implementación de la transferencia. En la práctica tenemos un núcleo de una célula adulta, recordamos que por lo general este tipo de células no se dividen activamente, por lo que está con el núcleo en interfase. Esto quiere decir que el material genético de la célula está inmerso en procesos de reparación, preparándose para una eventual división y expresando proteínas activamente. Por lo tanto someteremos a un núcleo en interfase a un óvulo que empieza a comportarse como si de embrión de una célula se tratase. El óvulo receptor del núcleo, que tiene toda la maquinara celular programada para iniciar sucesivas divisiones de sus futuros blastómeros a un ritmo acelerado, cuenta con un núcleo proveniente de una célula adulta y que no está preparado para estos procesos. En consecuencia el núcleo transferido es forzado a dividirse por las proteínas del óvulo. Los cromosomas se condensan irregularmente tal que durante la división la segregación de los homólogos no es equitativa y acaban impidiendo el desarrollo más allá de dos o tres divisiones a lo sumo.


    Dar con este factor fue clave para realizar con éxito la clonación de Dolly y mejorar la transferencia nuclear para derivar células madre estables en el estadío de blastocisto. Desde que el mecanismo molecular correspondiente a la sincronización entre núcleos fue descubierto se pudo plantear una transferencia nuclear eficiente.


    A partir de este momento el núcleo utilizado de la célula adulta se obtendría de células cuyo ciclo de división celular estuviera congelado. Así al introducirse en un óvulo podría activarse y empezar a dividir como si nada. Para ello recurrían a núcleos que acababan de salir de un proceso de división mitótico puesto que además no contendría proteínas tales como factores de transcripción. Estas lo que hacen es unirse al ADN para modificar su actividad a lo largo del tiempo. El material genético libre de estas proteínas accesorias podía originar blastómeros estables y totalmente pluripotentes.


    Perjuicios celulares


    La transferencia nuclear mejorada permitió que Dolly fuera el primer mamífero clonado de la historia. Contra todo pronóstico la oveja murió prematuramente debido a malformaciones en varios órganos vitales. La causa de su muerte indica que estas deformidades específicas se deben a que el núcleo original no ha sido reprogramado totalmente. Esto significa que el material genético del clon madre de Dolly no consiguió revertir a un estado típicamente embrionario. Durante el desarrollo embrionario y adulto, el genoma va acumulando modificaciones químicas producidas por la propia división celular (mutaciones) como influidas por el medio ambiente (marcas epigenéticas). Estas variaciones del genoma, sumadas a las perturbaciones que desencadenan las proteínas asociadas al ADN durante el ciclo, provocan que el núcleo no pueda retroceder totalmente a un estadío embrionario con consecuencias tan fatídicas como las que sufrió Dolly.


    Para probar la edad biológica de un organismo podemos buscar un marcador en el ADN que indique la longevidad del mismo. En los mamíferos el espejo molecular de la senescencia se encuentra en los telómeros. Estos se constituyen de regiones repetitivas de ADN situadas en los extremos de los cromosomas. Existe una enzima que se encarga de replicar los telómeros tras cada división llamada telomerasa. Esta proteína no es perfecta, por lo que cada ciertas divisiones realiza una replicación incompleta y los telómeros se acortan. Siguiendo esta tendencia un individuo encogerá sus telómeros a lo largo de su vida.


    Un análisis post-mórtem de células de Dolly reveló que sus telómeros a la edad de su muerte eran de tamaño idéntico a los de su madre por aquel entonces. Dicho con otras palabras, Dolly tenía la misma edad biológica que su madre. Esta es una consecuencia directa de la reprogramación parcial del núcleo. Las células de la oveja progenitora del clon Dolly habían visto mermados sus telómeros con el paso de los años. Cuando se tomó la muestra de células de la oveja para obtener sus núcleos, estos ya habían perdido una parte sustancial de estas estructuras. Por ese motivo una vez transferidos a los óvulos receptores, los núcleos ya tenían una edad biológica acumulada – que desde luego no se podía reprogramar –.


    La reprogramación del núcleo comporta considerar una serie de términos asociados tales como mutaciones, marcas epigenéticas o telómeros. Son inherentes al núcleo de la célula adulta donadora y por tanto afectarán de forma sustancial a las células madre obtenidas por transferencia nuclear. Ni de lejos hay que pensar en ellos como inconvenientes sino como factores a considerar durante la preparación de estas células madre y en sus posteriores usos.


    A expensas de la edad biológica de las células madre obtenidas por transferencia nuclear (problema que analizamos en el capítulo siguiente) ya existía una base sólida para proponer un plan teórico de actuación para con el fin de generar células madre clónicas a los pacientes. A esto se le bautizó como la promesa de las células madre. A continuación analizamos el procedimiento paso a paso.


    

      

        [image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/69/Dollyscotland.JPG/640px-Dollyscotland.JPG]

      


    


    Figura 11. Los restos disecados de Dolly (1996 – 2003) se encuentran expuestos en el Museo Real de Escocia.


    Células madre derivadas de transferencia nuclear


    Para un paciente que padece una enfermedad degenerativa y necesita un trasplante del tipo celular del que carece, se podrían utilizar células suyas como donadoras de núcleos para la transferencia. Las células pueden aislares a través de biopsia – método invasivo mediante cirugía del tejido – o bien a partir de la línea hematopoyética (células sanguíneas) realizando una punción de análisis de sangre ordinaria.


    De una u otra manera, cuando ya hemos obtenido las células lo que nos interesa son sus núcleos. Una punción en estas células, con micropipeta, se encarga de absorber el material genético del paciente.


    De forma paralela,se ha denucleado el óvulo. Es decir, se ha extraído su material genético, desnudándolo de sus cromosomas. Ahora podemos inyectar los del paciente en el óvulo y esperar el desarrollo de un embrión pre-implantacional con los genes del paciente: un clon. Utilizar células madre clónicas respecto al paciente en cuestión nos brinda la certeza de esquivar el rechazo en transplantes, invitándonos a soñar con la producción de órganos y tejidos a la carta. Los problemas biológicos de la clonación, a escala embrionaria, los acabamos de ver con Dolly. Para infortunio de la transferencia nuclear, estos no son los únicos problemas que por el momento la invalidan. La baja eficiencia de transferencia hace que se necesite un número ingente de óvulos por cada paciente. Debido a que cada uno corresponde a donaciones particulares y desinteresadas, este material biológico tan exclusivo no satisface su demanda.


    Actualmente la investigación en transferencia nuclear se centra en la utilización de algunos compuestos (pequeñas moléculas) que ayuden al óvulo y a los cromosomas del paciente a fusionarse correctamente e iniciar de forma óptima el desarrollo embrionario. Antes de preguntarnos porque unas células cuya viabilidad se ve aparentemente estancada sigue despertando el interés de la comunidad científica, vamos a recorrer las distintas potencialidades y los previsibles usos.


    Hemos mencionado anteriormente la posible fabricación de órganos in vitro. Actualmente podemos clasificar los trasplantes que se llevan a cabo en la clínica entre autotrasplantes y alotrasplantes, según su origen genético. El primer grupo corresponde a tejidos donde donante y receptor son el mismo individuo. Por ejemplo los trasplantes de piel de una zona a otra que ha sufrido quemaduras importantes. Este tipo cuenta con la ventaja de ser inmunocompatible, no hay posibilidad de rechazo del tejido trasplantado. Dentro de este grupo también se incluyen los trasplantes entre gemelos univitelinos - aquellos que son genéticamente idénticos - ya que comparten la misma información genética. Los alotrasplantes en cambio son los que se realizan entre individuos genéticamente distintos. Actualmente constituyen en número el grupo más significativo de intervenciones de esta clase. Cabe destacar que debido a incompatibilidades genéticas, el injerto será rechazado de forma fisiológica al cabo de un tiempo (que varía dependiendo del tejido), aunque su vida media se puede alargar mediante la administración de fármacos inmunosupresores que lo debilitan para restar su funcionalidad.


    El trasplante de células madre obtenidas mediante transferencia nuclear implica la correlación genética entre las mismas y el paciente de quien se obtienen. Por este motivo podemos evitar el rechazo del trasplante de estas células diferenciadas in vitro pero también nos ofrece una perspectiva para ir más allá. ¿Y si pudiéramos rizar el rizo de la pluripotencia? En vez de diferenciar células madre en otro tipo específico de células podríamos recrear la arquitectura - la estructura tridimensional - de un conjunto de distintas líneas celulares para construir un órgano o tejido y trasplantarlo. La identidad genética de estas células nos permite esquivar el rechazo inmunológico en base a la generación de un clon embrionario. Existe mucha investigación en torno a este tema. Para generar órganos en el laboratorio debemos imitar el eje espacial del que se provee el embrión implantacional. Para ello hacemos uso de biomateriales, andamios de materias compatibles con las formas biológicas - como los utilizados en cualquier prótesis - para sostener el crecimiento y diferenciación celular.


    Hoy por hoy no se han llegado a trasplantar órganos generados artificialmente pero la investigación en este campo avanza de una forma sorprendente. Ya contamos con el descubrimiento y síntesis de algunos organoides vitales: estructuras obtenidas in vitro similares en cuanto a forma a algunos órganos humanos, total o parcialmente funcional.
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    Figura 12. Establecimiento de un organoide a partir de células pluripotentes.


    Otra perspectiva que se abre en el horizonte es la transferencia nuclear inter especie. Esta aplicación fue abordada como alternativa a la clonación para especies ya extinguidas pero puede tener su aplicación biomédica. Recordamos que sumado a la baja eficiencia de la transferencia, el número de óvulos disponibles es un factor limitante. El uso de células germinales de otras especies relativamente cercanas a la humana en el árbol evolutivo podría solventar parte de este problema. Ya conocemos que el sistema de reprogramación nuclear por transferencia es común en muchos mamíferos. Así utilizando óvulos de otros primates (e incluso se investiga si es factible utilizar óvulos de otros individuos más alejados como pueden ser vacas, cabras o canes y felinos) podemos inocular el material genético de un paciente provocando el desarrollo de un embrión en laboratorio hasta un estadío pre-implantacional que nos permita derivar las células.


    Actualmente la clonación terapéutica - con fines clínicos - y reproductiva - fines sociales - se encuentra totalmente prohibida en todos los países del mundo. En Corea del Sur, en 2004, el gurú de las células madre Hwang Woo-Suk anunciaba que su equipo se había convertido en el primero del mundo en clonar células madre humanas. Para 2005, el método y la técnica de clonación de este científico habían sido mejoradas de forma asombrosa. Poco después se descubrió que se trataba de un fraude y se eliminaron sus publicaciones de la prestigiosa revista Science. El científico en cuestión fue condenado a penas de prisión por 2 años tras la destapada malversación de fondos. Las investigación fiscal arrojó a la luz que efectivamente, en su laboratorio no se había producido clonación de células humanas mediante transferencia nuclear, aunque sí había capaz de desarrollar el primer partenote humano (constituido por sus correspondientes células madre partenogenéticas, de las que nos ocuparemos en un par de capítulos).


    Quien sí clonó células humanas por primera vez mediante transferencia nuclear, fue el científico kazajo Shoukhrat Mitalipov, en Oregón (EU). Este científico utilizó la transferencia nuclear con óvulos humanos partiendo de células de la piel como donadoras de núcleo. Esta investigación fue destinada a estudiar si los procedimientos de transferencia y reprogramación nuclear hasta ahora probados en primates se encontraban conservados en humanos – como reveló exitosamente su proyecto –. El experimento se halló sujeto dentro de un marco legal con permiso especial por parte de las máximas comisiones éticas de investigación del país americano.


    Más allá de la medicina regenerativa


    Este es el panorama que corresponde a la investigación y posible utilización de células madre obtenidas por transferencia nuclear. Existe un horizonte que ofrece un abanico muy amplio de posibilidades por lo que los esfuerzos actuales tratan de empujar la frontera del conocimiento celular en esta dirección.


    La transferencia de núcleos tiene una aplicación biomédica no enfocada a la generación de células madre sino a la reproducción asistida, que se utiliza en algunos países como Italia y Reino Unido. Estamos hablando de la obtención de embriones de tres padres.


    Como señalábamos fugazmente al inicio de este capítulo, el genoma es el conjunto de material hereditario de un organismo o célula. En el núcleo se encuentran los cromosomas, el mayor grueso de genes se concentra en esta porción de ADN celular, pero no es el único compartimento celular que contiene material genético. La célula dispone de mitocondrias, una organela celular que se hereda únicamente por vía materna. Los espermatozoides no penetran el óvulo con sus mitocondrias y estas quedan fuera del mismo degenerando. En consecuencia el óvulo contiene una región de genoma de origen materno idéntico al de nuestra madre, que a su vez es idéntico al de su progenitora y así sucesivamente.


    En esta extrapolación genealógica de los miembros femeninos de una estirpe familiar hemos obviado la posibilidad de mutación en este ADN mitocondrial. Cuando uno de estos eventos genéticos sucede, puede desencadenar una patología de origen mitocondrial en el individuo resultante de la fecundación de ese óvulo. Como además hemos dicho que el ADN mitocondrial se hereda únicamente por vía materna, la totalidad de los óvulos producidos por una individuo portadora de esta mutación desencadenaría la patología en cualquier embrión resultante. ¿Y qué papel jugaría la transferencia nuclear en este procedimiento?


    En primer plano tenemos el óvulo de la madre que desea engendrar al feto y es portadora de la mutación. Podemos obtener los cromosomas del óvulo - arrestado en MII - y extraerlo como si se tratara de una célula cualquiera de un paciente que después se transferirán a otro óvulo. En este caso como la mutación se encuentra en la mitocondria podemos extraer los cromosomas del núcleo del óvulo de la mujer portadora de la mutación y conservar su información genética excluyendo la región mitocondrial. Ahora los transferimos a la célula germinal de una mujer donadora y que no es portadora de ninguna mutación mitocondrial. A este óvulo previamente le debemos haber extraído sus propios cromosomas de manera que tenemos un óvulo con un núcleo vacío y una mitocondria sin mutaciones. Transferimos a este óvulo los cromosomas pertenecientes al de la mujer mutada en la mitocondria y el resultado es un óvulo mitocondrialmente sano con los cromosomas de esta mujer que tenía afectada la organela.


    Ahora podemos realizar la fecundación con los espermatozoides del varón mediante Fecundación In Vitro. El embrión resultante será el hijo biológico de tres padres porque se habrá generado fruto de la fusión del espermatozoide de su padre con un óvulo que contiene el genoma nuclear o cromosómico de su madre mutada y el genoma mitocondrial de la donante sana – que al ceder sus genes mitocondriales también se considera madre -.


    Asimismo algunos países a nivel legislativo reconocen como madre la persona que gesta el feto y lo pare. Por lo que en el momento de la implantación - paso del embrión generado in vitro al útero de una mujer - si este óvulo fuera implantado a una mujer distinta de la donadora del óvulo sano o de los cromosomas maternos podríamos hablar de un hijo legal de cuatro progenitores.


    Aún podemos rizar más el rizo. Durante la gestación del feto se produce micro-quimerismo madre – hijo. Esto significa que algunas de las células del sistema inmune de la madre atraviesan la placenta para desencadenar mecanismos de defensa en el feto - dado que este organismo tiene un sistema inmune inmaduro todavía -. Ante algunas patologías del sistema genital femenino que impiden a una mujer ser madre vía desarrollo del embarazo, se les puede permitir obtener un embrión mediante Fecundación In Vitro con su propio óvulo y el espermatozoide del progenitor varón, pero implantándolo en una mujer genéticamente cercana a ella – con el fin de favorecer el micro-quimerismo genético durante la gestación -. Por lo que si además, el hijo de tres padres es un embrión implantado en la madre o hermana de cualquiera de las donantes caemos en la cuenta que la legislación actual de relaciones familiares falla ante el intríngulis genético de la fecundación.
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    Figura 13. Titular de un periódico español en 2011, cuando se propuso en Reino Unido la ley de reproducción asistida que permite dar a luz a hijos de tres padres. La legislación no fue aprobada finalmente hasta 2015.
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    Capítulo cuarto:
 El retorno de la pluripotencia.


    “El pasado nunca se muere, ni siquiera es pasado.”
 William Faulkner.


    Las iPS (del inglés, células pluripotentes inducidas) no son sólo un tipo más de células madre, son el paradigma vigente de las células troncales. Se trata de los tipos celulares que utilizan en los ensayos clínicos de la actualidad y con las que se plantean los experimentos que mañana arrojarán luz sobre nuestros problemas. Seguramente estemos hablando sobre el concepto de células madre que van a tener los pacientes a no más de pocos años vista.


    Como se puede desprender de esta fórmula introductoria, las iPS son la gran esperanza de la medicina regenerativa, el as de la baraja biomédica para la investigación actual y los tratamientos más inminentes. Sin más dilación, vamos a abordar la incógnita que esconden las células inducidas.


    Decimos que las iPS son células pluripotentes inducidas porque, como su nombre indica, son células diferenciadas - de tejidos adultos - a las que hemos provocado una alteración que las convierte en pluripotentes - adquieren un perfil embrionario -. O dicho de otro modo, tenemos un conjunto de células adultas que vienen de un organismo adulto y que podemos perturbar de diferentes maneras para que olviden su identidad adulta convirtiéndose en embrionarias. Las iPS son el fruto de la des-diferenciación de una célula adulta diferenciada (por ejemplo, una célula de la piel) en una célula indiferenciada (como los blastómeros embrionarios del primer capítulo).


    Si recordamos nuevamente el capítulo de las células embrionarias reparamos en que el curso fisiológico de los blastómeros pluripotentes era el de diferenciarse progresivamente en células adultas (como miocitos del corazón, células alveolares de los pulmones, etc). Las iPS han sido derivadas con una técnica que permite revertir - reprogramar es la palabra que describe este proceso - el curso fisiológico de las células madre embrionarias en el desarrollo. Indagando en esta rúbrica, la reprogramación como dogma de pluripotencia adulta, nos encontramos con las ventajas que ofrece este tipo celular respecto a sus predecesores.


    Por una parte las células embrionarias y obtenidas por transferencia nuclear presentaban una serie de problemas éticos difíciles de aceptar de forma consensuada - especialmente las últimas -. Las iPS mimetizan el comportamiento embrionario de estas células pero son derivadas de un adulto por lo que el problema ético se resuelve con esta cuestión. Por otra parte las células embrionarias se encontraban universalizadas. A partir de un embrión se derivaban los blastómeros aislados - genéticamente idénticos entre sí - y se cultivaban en su conjunto hasta ampliar la línea a millones de blastómeros aislados en un medio adecuado para bloquear su diferenciación. De esta manera las células madre utilizadas en múltiples tratamientos tenían el mismo origen genético y debido a la incompatibilidad respecto a cualquier paciente se podían producir rechazos de carácter inmunológico en trasplantes. La transferencia nuclear estaba llamada a encontrar una solución generando células personalizadas con el genoma de cada individuo pero la dificultad para realizar la técnica experimental sucumbe ante la revolución de las iPS. Estas células no necesitan del complejo aparataje de micropipetas e incubadoras del intercambio nuclear y además la fuente de células iPS (biopsia de tejido o extracción de sangre) supera ampliamente la demanda de óvulos maduros a transferir.


    En resumen, nos hallamos ante un tipo de célula troncal bastante prometedor por varias razones: (i) esquivan los obstáculos éticos de las células de origen embrionario, (ii) permiten la personalización de terapias debido a la facilidad de derivar iPS genéticamente compatibles respecto a cada paciente y (iii) la vasta disponibilidad de células adulta por paciente para la generación de las mismas.


    Como hemos podido analizar en capítulos anteriores, cada tipo celular contiene una serie de características que las hace idóneas para cada situación. Las iPS han demostrado ser las que reúnen el mejor perfil para ser utilizadas en clínica pero tampoco nos encontramos ante la quimera de la perfección. El principal problema con el que lidian las iPS ha sido la eficiencia de producción de las mismas. Se trata de una técnica que en sus inicios fue laboriosa e inducía la reprogramación de células adultas en muy bajo porcentaje. Además la inducción primitiva de pluripotencia no era nada segura para la célula. Ni podía asegurar que la reconversión de estadío adulto a embrionario fuera completa ni tampoco era capaz de asegurar la supervivencia de la célula tras el proceso.


    Las células iPS son el último grito, lo más novedoso, en la investigación con células madre. Actualmente se ha abierto la veda a la ingeniería celular debido a la plasticidad que ofrece este tipo en concreto y no es raro encontrarnos con titulares sobre bioingeniería que rozan la ciencia ficción. Seguramente con las iPS se cumpla más que nunca, aquello de que la realidad supera - holgadamente - al mito.


    El quid de la reprogramación


    El motor que ha catapultado el concepto de iPS y células madre a la vanguardia mediática yace en la reprogramación. Este fenómeno es una particularidad experimental, puesto que no se trata de un suceso fisiológico ampliamente conocido en la naturaleza. Se cree que la desdiferenciación de una célula adulta a embrionaria puede existir en algunos tejidos, aún sin una base observacional lo suficientemente amplia como para confirmarlo, pero en el momento en que se planteó por primera vez no existían indicios siquiera.


    La reprogramación de una célula adulta no fue una idea original que se aplicó con las iPS. De hecho, la reprogramación es la clave de la clonación y la transferencia nuclear: convertir en embrión una célula adulta. Esta idea, junto a su demostración empírica, les valdría el galardón del Premio Nobel a Gurdon (que ya experimentó la transferencia en anfibios) y a Yamanaka (por la 1ª generación de iPS).


    El descubrimiento de la reprogramación, a través de las iPS sobretodo, se encuentra en sintonía con la visión molecular de la pluripotencia que se ofrece en el primer capítulo. La condición de una célula madre no es más que la de reunir una serie de requisitos funcionales - a nivel químico - apoyándose en la vertiente estructural de las biomoléculas que capacita el refinamiento de la identidad celular.


    La generación de células iPS en laboratorio se ha mediado vía distintos mecanismos, a continuación repasaremos los métodos básicos utilizados en ratón y los proyectaremos hacia las técnicas aplicadas en células humanas. Adelantándonos a los acontecimientos que desgranamos seguidamente, podemos dejar entrever que las primeras técnicas – más rudimentarias – se basaban en procedimientos genéticos y posteriormente se optaría por ingeniería de proteínas o incluso ARN. La consecuencia es la misma para todas las tentativas probadas con éxito. Esta secuencia de hechos nos permite resaltar que la reprogramación no es más que un estado celular con distintos accesos que se materializan en perturbaciones fisiológicas.


    Primera generación de células madre pluripotentes inducidas


    En 2006, el equipo de Shinya Yamanaka (Universidad de Kyoto, Premio Nobel 2012) contempló la posibilidad de inducir la reprogramación en células de la piel de ratón - fibroblastos - mediante la expresión controlada de algunos genes.


    Como ya sabemos, las células embrionarias en su devenir diferencial durante los estadíos pre-implantacionales modulan su patrón de expresión génica para convertirse en células especializadas de un tejido específico. De la misma manera, los blastómeros que se mantienen pluripotentes durante el estadío pre-implantacional también expresan una serie de genes para seguir indiferenciados. Previamente habíamos hecho referencia a este conjunto de genes como el candando molecular que impide la activación de genes característicos de células especializadas.


    El equipo de Yamanaka seleccionó una veintena de este conjunto de genes que se expresa en pluripotencia. Los fibroblastos aislados de ratón y cultivados in vitro contenían un cebo genético. Esto significa que habían sido modificados genéticamente para que cuando se expresara un gen concreto de pluripotencia (en concreto el gen Fbx15) estas se volvieran resistentes a un antibiótico.


    En este marco experimental, los científicos nipones se encargan de orquestar una combinatoria inicial que les permitía cribar qué acción conjunta de dos o más genes de pluripotencia era necesaria para devolver una célula adulta a su estado embrionario. Consiguieron reducir la fórmula a 4 genes, los llamados factores de Yamanaka, imprescindibles para inducir la pluripotencia. Los nombres de estos genes pasarían a la historia de la medicina regenerativa como Oct4, Sox2, Klf4 y cMyc.
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    Figura 14. Establecimiento de la 1ª generación de IPS. Partimos de un cultivo de fibroblastos (1) a los que inoculamos nuestros genes de pluripotencia a modo de reprogramación (2). Una vez las células adultas se comportan como embrionarias realizamos un subcultivo de las mismas (3) en un medio diferencial de una capa embrionaria (4).


    Hasta el momento nos encontramos con un conjunto de fibroblastos aislados y cultivados in vitro que tras expresar estos 4 genes parecen retornar a su letargo pre-implantacional. Lo que aún quedaba por demostrar era si realmente se comportaban como tal. Para ello planearon una serie de experimentos donde pondrían a prueba su pluripotencia.


    Una de las peculiares características que poseen las células embrionarias es que pueden mantenerse indefinidamente sin identidad – tal y cómo se comprobó tras los sucesivos cultivos en laboratorio – y también pueden diferenciarse en las tres principales capas germinales que componen los tejidos del embrión. Para asegurar esta última función, cultivaron las células inducidas en medios con los componentes necesarios para mimetizar el microambiente molecular al que se hallan sometidos los tejidos embrionarios. Así con tres medios cultivos diferentes las iPS pudieron diferenciarse en tipos célulares de las tres capas germinales - ectodermo: la más externa, precursora de sistema nervioso, vías respiratorias y digestivas entre otras; mesodermo: capa intermedia, originará el esqueleto, los músculos y sistema cardiocirculatorio en el feto; y endodermo: la más interna, que formará hígado, pulmones, páncreas y otros órganos internos -.


    Las iPS de primera generación se agrupaban entre ellas formando unos grumos característicos cuando se dejaban crecer in vitro, los típicos cuerpos embrioides que forman las células madre.


    En cuanto a la utilización in vivo de estas iPS también existen ciertas pruebas para evaluar su pluripotencia. Cuando las células embrionarias son inyectadas en un ratón, sufren un drástico cambio de su medio de cultivo indiferenciado a un microambiente donde reciben estímulos de células pertenecientes a muchos tejidos de un organismo - y que en consecuencia pertenecerán a distintas capas germinales -. En consecuencia las células se diferenciarán por contacto en distintos grupos germinales. Cuando el implante de células indiferenciadas se retira, encontramos que las células inyectadas han perdido su pluripotencia en pos de convertirse en progenitores de las tres capas germinales. Estas formaciones celulares que contienen células muy diferenciadas en distintos tejidos adultos, incluyendo algunas células que aún se hallan indiferenciadas, son lo que llamamos teratomas. La formación de los mismos cuando se inyectan células embrionarias en un modelo roedor es una prueba de que estas células son pluripotentes.


    Si leemos hasta aquí podríamos concluir que la primera generación de iPS contaba con la producción de unas células embrionarias de gran calidad debido a su pluripotencia. Recordemos que a diferencia de las ESC, las iPS provienen de la reprogramación de fibroblastos adultos. Cuando estas células eran secuenciadas se veía la presencia de marcas genéticas y epigenéticas de fibroblastos, por lo que estas iPS en su primer momento fueron un estadío intermedio entre célula adulta y célula madre embrionaria. Además,la prueba del algodón de las iPS mostraba algunos fallos en la reprogramación de las mismas.


    En el estadío de blastocisto de cualquier embrión, cuando los blastómeros se concentran en la Masa Celular Interna, pueden inyectarse nuevas células pluripotentes dentro de esta estructura (como son las iPS) y acabará desarrollando un organismo quimera. El significado de organismo quimera es el de un organismo compuesto por dos tipos de células con información genética distinta, cuyos tejidos han madurado a partir de dos poblaciones distintas de blastómeros pluripotentes. Cuando las iPS de primera generación eran inyectadas en embriones de roedor, este se desarrollaba no como quimera sino a partir de la población propia de blastómeros que contenía el blastocisto, bloqueando la proyección celular de las iPS en la diferenciación tisular.


    Segunda generación de células madre pluripotentes inducidas


    Para esta generación se utilizarían igualmente los cuatro genes de pluripotencia anteriormente mencionados - Oct4, Sox2, Klf4 y cMyc - pero utilizando un nuevo cepo genético. Ahora el marcador Fbx15 había sido sustituido por NanoG, otro gen igual de relevante en pluripotencia.


    De esta manera se desarrollaron iPS que cubrían el principal defecto de sus predecesoras: la formación de quimeras viables. La segunda generación de iPS no sólo fue capaz de desarrollar este tipo de quimerismo sino que además cumplió el estándar de oro de las células madre.


    Las células iPS que se inyectaban en la Masa Celular Interna de un blastocisto eran capaces de comportarse como el resto de blastómeros pluripotentes originando tejidos y órganos en el embrión tras la implantación uterina (esto es, formar quimeras viables). El individuo resultante se constituía por tejidos y órganos formados por dos poblaciones genéticamente distintas: una correspondiente a los blastómeros putativos del embrión y otra correspondiente a las iPS inyectadas en la Masa Celular Interna ya diferenciadas.


    El desarrollo embrionario de las tres capas germinales – ectodermo, mesodermo y endodermo – en el blastocisto quimérico es completamente estocástico, es decir, se debe al puro azar. Puede ser que una población celular se diferencia originando una proporción mayor de un tejido que otra. No es necesario que cada tejido se componga en partes iguales de células de una y otra estirpe. Así, las iPS de esta segunda generación fueron capaces de originar tejidos germinales – tanto masculino como femenino – por lo que su material genético era transmisible a la herencia.


    ¡Eureka! Yamanaka había conseguido desarrollar un nuevo tipo de células madre, con una reprogramación mucho más versátil y asequible que la transferencia nuclear. No debemos olvidar que hasta esta generación, las iPS habían sido desarrolladas única y exclusivamente con células de ratón. El salto a las células humanas aún estaba por cocinarse y las dudas entre la similitud genética entre primates-roedores se respiraban en el aire.


    Generación de iPS humanas


    El hito de la generación de células iPS humanas llegó en 2007, muy poco tiempo después de la publicación de los estudios con predecesores murinos. De forma independiente, Yamanaka y Thomson – el mismo que derivó células embrionarias humanas por primera vez en 1998 a partir de blastocistos – anunciaron su método para reprogramar fibroblastos humanos convirtiéndolos así en iPS.


    Yamanaka volvería a dar en el clavo con el órdago genético que ya había ensayado con el cuarteto Oct4, cMyc, Klf4 y Sox2 mediante administración retroviral. Thomson en cambio optó por lo administración lentiviral con la combinación NanoG, Lin28, Sox2 y Oct4. El sistema empleado por ambos es el mismo, tan sólo cambian los detalles moleculares de la entrega de genes de pluripotencia y la combinación de los mismos, como vemos a continuación.


    La idea, tanto de las iPS de ratón como humanas, es introducir una serie de genes que se expresan en estadíos embrionarios para mantener la pluripotencia en células adultas ya diferenciadas. Para ello lo primordial es encontrar un vehículo que permita transportar estos genes hacia el interior de nuestras células adultas que se encuentran cultivadas in vitro en el laboratorio. Como en todo experimento que trate de mimetizar un proceso fisiológico, lo mejor es evitar fenómenos alejados de la naturaleza celular.


    Un buen vehículo de genes a nivel celular es el de los virus, que transportan cantidades relativamente grandes de información genética en su interior hasta que entran en contacto con las células que infectan, transmitiéndoles sus genes. Por este motivo Yamanaka y Thomson utilizaron dos familias de virus distintas, retrovirus y lentivirus respectivamente. Los virus se componen básicamente de una envoltura formada por proteínas con el material genético flanqueado en el interior. Los equipos de los que hablamos consiguieron incluir la combinación de genes mencionada para cada caso dentro de la envuelta vírica en cuestión - manipulación que denominamos encapsidación -. Los virus fueron cultivados in vitro junto a las células, de manera que las infectarían y depositarían los genes encapsidados en las mismas. Ahora estas células adultas diferenciadas que contenían los genes podían expresarlos y modular su identidad, comportándose como células embrionarias bajo el control génico de una combinación de cuatro genes específicos.
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    Figura 15. Proceso de infección de un virus. Este fusiona su envuelta con la membrana de la célula que infecta y una vez en su interior permite liberar su material genético. Si encapsidamos estas partículas víricas con genes de pluripotencia podemos introducirlos con relativa facilidad en nuestra célula a reprogramar.


    A simple vista parece algo muy fácil, pero tanto la reprogramación como su método presentan una serie de problemas. Las iPS son una gran promesa, probablemente las células madre que más lejos han llegado en la carrera por la aplicación terapéutica, pero ello no quita que existan una serie de consideraciones que merecen ser tenidas en cuenta. La filosofía actual de la investigación científica – por suerte – parte de la base que lo que hasta ahora llamamos problemas pueden considerarse retos a superar.


    El primer reto en la mejora de producción de iPS es la bajísima eficiencia con la que cuenta el método de Yamanaka. Los primeros valores de reprogramación rozaban la nimiedad del 0.01% - 0.1%. Estos valores se han ido mejorando paulativamente con la aparición y diseño de estrategias posteriores, actualmente algunos experimentos prometen casi el 100% de la reprogramación de células adultas. Si nos fijamos en la eficiencia al derivarse otros tipos celulares anteriores (ESC 60%, transferencia nuclear 5%) podemos reparar en una cuestión de productividad en la que se hipoteca cada tipo de célula madre.


    Mientras las células madre obtenidas por transferencia nuclear siguen siendo utilizadas en el laboratorio para su mejora, las iPS se están utilizando actualmente en ensayos clínicos con pacientes. Esto no quiere decir que unas células sean mejores que otras, cada una tiene su función y perspectiva de futuro.


    Lo que quería señalar con este ejemplo - y a las pruebas me remito - es que la producción a gran escala de un componente celular o molecular es el cuello de botella para que un elemento u otro llegue a los pacientes. Es imposible planear una estrategia para miles o millones de personas cuando su salto a la población requiere de un proceso largo, lento y costoso. Y esta es la clave de las iPS, una reprogramación sencilla e increíblemente fácil de escalar.


    


    El otro gran problema que plantea la reprogramación es la viabilidad y seguridad de las mismas iPS. Cuando trabajamos con genes exógenos - fracciones de ADN que no son propias de la célula a la que se los introducimos - corremos el riesgo de que estos no sólo se expresen en la célula de destino sino que además se integran en el genoma de la misma. La integración al azar o descontrolada de cualquier segmento de ADN en el genoma celular es un problema para el organismo.


    Podemos considerar el ADN que codifica por genes como una historia lineal, escrita en un solo renglón (cromosoma). La secuencia de letras – pares de bases o nucleótidos – es leída por las proteínas polimerasas que regulan su expresión. Si en medio de esta secuencia de letras incluimos letras al azar la lectura pierde su sentido, por lo tanto estamos introduciendo mutaciones que afectarán a la supervivencia de la célula. Si bien muchas veces las células pueden sobrevivir a ciertas mutaciones – las que no son letales – el resultado fenotípico ya no es el fisiológico. Algunas mutaciones afectan a genes reguladores de la división celular, que se controla con la precisión de un reloj suizo. De esta manera se incrementa el riesgo que algunas células puedan dar lugar a la formación de tumores, comprometiendo la seguridad de los tratamientos basados en iPS. Como veremos más adelante, las iPS son células seguras debido a que ciertas correcciones en su reprogramación han permitido evitar la integración de estos factores de Yamanaka.


    


    Hasta este punto hemos visto las primeras generaciones de iPS con células humanas y de ratón. Actualmente se ha conseguido inducir la pluripotencia de muchas formas, algunas de ellas son las que veremos a continuación. La idea principal, el común denominador de todas ellas, es que la pluripotencia es inducible perturbando el comportamiento genético de las células adultas.


    En un primer momento se trató de evitar la integración génica sustituyendo los factores de Yamanaka - genes - por otros sucedáneos que surtieran el mismo efecto. La alternativa química de la generación de iPS pasa por la administración de proteínas – no de ADN – que tras realizar su efecto son degradadas por la célula. Se han probado distintos compuestos químicos – una larga lista que no vale la pena mencionar – que actúan en distintas vías de señalización, mimetizando el propio efecto de los genes de pluripotencia.


    Por otro lado, dado que el ADN puede integrarse pero utiliza una molécula mensajera (ARN) que no puede integrarse, algunos científicos se plantearon utilizar esta especie genética. Debido a que las copia de ARN correspondientes a los propios factores de Yamanaka son demasiado grandes como para sintetizarse in vitro, se utilizaron microRNAs. Estas moléculas son tipos de RNA más pequeños que los mensajeros que se utilizan para bloquear la expresión de otros genes. La estrategia consiste en fabricar microRNAs que bloqueen la expresión de los genes que a su vez bloquean la pluripotencia en estadío adulto.


    


    Están son otras alternativas al uso de los genes de Yamanaka pero que siguen las mismas vías que estos, actuando sencillamente a otro nivel - ya sea ARN o proteína -. Sin embargo, la estrategia más novedosa es la conocida como STAP, de sus siglas en inglés: Adquisición de Pluripotencia Desencadenada por Estímulo. Este mecanismo sería el más sencillo conocido hasta ahora para obtener células pluripotentes. STAP consistiría en producir un estímulo en la célula adulto que la perturbara de tal manera que la devolviera a su estadío embrionario, pluripotente.


    Los únicos científicos que reportaron STAP fueron de un equipo japonés del Instituto RIKEN. Su experimento se basaba en aplicar un descenso del pH – incubando las células en un medio ácido – de manera que recuperaban su pluripotencia al cabo de 30 minutos. Estos estudios fueron incapaces de ser replicados por científicos de todo el mundo, por lo que se llevó a cabo una investigación interna que acabó descubriendo la falsificación de los datos y la inhabilitación de los científicos firmantes de los mismos.


    A pesar que la STAP hoy en día sigue siendo ficción, existen muchos grupos que tratan de inducir la pluripotencia tras una perturbación leve o ligera. Sería un método realmente prometedor puesto que agilizaría al máximo la producción de iPS respecto a las formas tradicionales.


    


    Conociendo todas las formas que existen de generar iPS ahora podemos realizar una revisión mucho más completa de la seguridad que nos ofrecen las mismas en cuanto a la clínica. En conclusión, las nuevas alternativas para generar iPS arrojan sobre el escenario unas células pluripotentes tan seguras como el resto de tipos pluripotentes y que evita los problemas inmunogénicos que presentan las células embrionarias. El cuello de botella sigue siendo la baja eficiencia con la que se producen estas iPS, por lo que de momento han sido probadas en un número reducido de ensayos con organismos vivos.


    Las iPS en el mundo clínico


    Como se ha resaltado al comienzo del capítulo, las iPS se están utilizando tanto en nuevas estrategias de investigación como en ensayos clínicos directamente en pacientes.


    Un hallazgo que mereció las portadas que ocupó en los magacines internacionales, fue la producción de glóbulos blancos (eritrocitos) a partir de iPS. Sucedió en 2014, por parte del Servicio Nacional de Trasfusión de Sangre escocés, quién anuncio el hito. Los glóbulos rojos correspondían al tipo 0, que no presentan Antígeno A ni B en sus membranas, así que pueden ser utilizados en trasfusiones con cualquier tipo de paciente independientemente de su tipo sanguíneo. El proceso de generación de eritrocitos a partir de iPS fue la diferenciación de las mismas en progenitores del mesodermo y posteriormente en células de la línea sanguínea que expulsarían su propio núcleo en la maduración - tal y como sucede en condiciones fisiológicas durante la ontogenia de las mismas, recordamos que los glóbulos rojo son estructuras sin núcleo y de vida limitada -. Todavía no se han realizado trasfusiones de sangre con estas células derivadas de iPS pero se cree que recibirán luz verde para su utilización inminentemente.
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    Figura 16. Sistema de grupo sanguíneo AB0, que varía según el tipo de azúcar del que se compone la molécula.


    En cuanto a la utilización directa en pacientes, en Japón ya han practicado un ensayo clínico con células derivadas de iPS. Se aislaron células de la piel de seis pacientes con degeneración macular, una enfermedad degenerativa de la retina que provoca ceguera. Los científicos lograron diferenciar las iPS de cada paciente en células del epitelio pigmentario retinal que posteriormente fueron trasplantadas directamente a la retina del paciente. A pesar de que las células son autólogas, es decir que las iPS que se diferencian a células retinales son del mismo paciente al que se trasplantan, el ojo además constituye un emplazamiento
 inmunoprivilegiado debido a la baja probabilidad de rechazo que presenta. Un año después del trasplante, las células retinales derivadas de iPS han demostrado ser seguras - por el momento - y si el ensayo cumpliera todas las condiciones que demuestren lo aptas que son para trasplantes.


    El debate de la reprogramación: transferencia nuclear vs inducción de pluripotencia


    Actualmente disponemos de dos tipos de estrategias de reprogramación: la transferencia nuclear y la inducción. La primera forma nos ofrece un tipo de célula madre embrionaria que cuenta con una pluripotencia de gran calidad. Las cualidades de este tipo celular deben su valor en base a sacrificar la eficacia de la transferencia. Desafortunadamente a día de hoy se necesita un número ingente de óvulos para conseguir resultados trasladables a la clínica. En cambio la inducción de pluripotencia a células adultas sí que dispone de medios más asequibles para la producción a gran escala - o por lo menos, para tratar a un número de pacientes suficiente para ensayar una terapia -. Por contrapartida en las iPS, aunque muestran signos suficientes de pluripotencia, esta se encuentra más restringida que la propia de las células embrionarias.


    Aun así, ambos tipos celulares resultan verdaderamente útiles para funciones que no resultan intercambiables entre ellas. Por ejemplo, la transferencia nuclear es un método exclusivo de clonación para mamíferos. Esta técnica ha sido propuesta para recuperar especies extinguidas y facilitar la reproducción de las que están en peligro. También es realmente útil para preservar el genoma de animales modificados genéticamente a través de la clonación de los individuos con las características genéticas de interés. Para las iPS se han estudiado sistemas de inducción de pluripotencia in vivo. Es decir reprogramar células adultas de un organismo in situ, en su propio cuerpo. De esta manera se podría intervenir en el propio paciente sin necesidad de cirugía, una vez pudiera reprogramarse y diferenciarse un tipo celular específico.


    Como se puede apreciar, cada tipo celular cuenta con unas características determinadas que permite la especialización de funciones y maximización de recursos. Me gustaría hacer hincapié en la idea de que no existe un tipo de célula mejor que otra. Es necesario conocer a fondo cada una porque eso nos permitirá rentabilizar al máximo sus aplicaciones.


    Otros tipos de reprogramación: la transdiferenciación.


    La transdiferenciación es un concepto curioso de reprogramación. Por el momento hemos considerado reprogramación como el paso de una célula adulta a pluripotente, que luego era capaz de diferenciarse. Sin embargo, la transdiferenciación hace referencia a la transición entre una célula adulta a otra también adulta, sin pasar por un claro estadío de pluripotencia.


    Existe una controversia importante en el mundo científico sobre la transdiferenciación. Para cierto sector de la comunidad no existen pruebas lo suficientemente consistentes como para demostrar la oscilación entre dos tipos celulares adultos. Esto se debería a que en organismos adultos es difícil controlar este intercambio de identidades sin asegurarnos que nos hallamos en ausencia de otras células pluripotentes o células madre adultas que enmascaren el proceso fisiológico de diferenciación. Dejando de lado la reyerta académica, aquí reportaremos el caso más estudiado en laboratorio de transdiferenciación.


    La transdiferenciación directa clásica consiste en administrar una molécula a un cultivo de células que permite su conversión de identidad. El primer caso conocido fue la de fibroblastos de ratón inmortalizados in vitro, que cuando sobreexpresaban un gen propio se convertían en clones de origen mesodérmico.


    Esta técnica, por analogía, nos puede recordar a la administración de los factores de Yamanaka en las primeras generaciones de iPS. Al igual que pasa con las pluripotentes inducidas, las tecnologías para provocar transdiferenciación han evolucionado dando un salto considerable desde sus formas más primigenias hasta las actuales.


    Otro tipo de reprogramación es la parcial, que genera células reprogramadas condicionalmente (CRC). Estas células son reprogramadas mediante la exposición a unas moléculas determinadas que potencian o inhiben la expresión de unos genes concretos. De esta manera las células pierden sus características propias de la identidad adulta y aunque no expresan totalmente las moléculas propias de pluripotencia sí se ha visto la presencia de estas en niveles muy bajos. La disección de las vías de señalizació alteradas en las CRC – también llamadas pre-iPS – detectó que las moléculas que inducían esta reprogramación parcial no son otras sino las desencadenadas por los genes de pluripotencia utilizados por Yamanaka.


    


    Estos últimos ejemplos, tan dispares entre ellos en cuanto a resultados celulares, comparten la raíz común de la reprogramación de las células adultas. Aún queda mucho por investigar en nuevas formas de reprogramación y en mejorar la eficiencia de las células reprogramadas. Por el momento nos encontramos con un tipo de célula madre que ya está siendo utilizada en ensayos clínicos, que se prevé aplicar en nuevas terapias y que poco a poco prepara su salto a la universal clínica.
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    Capítulo quinto:
 Células madre a la sombra.


    “Los secretos más grandes se ocultan siempre en los lugares más inverosímiles”.
 Roald Dahl.


    En este capítulo vamos a hablar sobre células madre partenogenéticas – o partenogénicas – y células madre adultas, de las que ya hemos dejado entrever algo en capítulos anteriores.


    Partenogénesis: una solución de compromiso


    Desde su descubrimiento, las células madre embrionarias (ESC) han sido propuestas como una herramienta prometedora para los designios de la medicina regenerativa. Para ello cuentan - como podemos recordar del primer capítulo - con dos características clave: pluripotencia y autorenovación. La primera hace referencia a la habilidad de las células embrionarias para diferenciarse en cualquier tipo celular de las tres capas germinales del embrión (ectodermo, mesodermo y endodermo). En cuanto a la autorenovación, esta es la capacidad que tienen las ESC de dividirse infinitamente por mitosis – generando clones de ellas mismas – para originar células indiferenciadas como otras ya diferenciadas.


    Debido a la versatilidad que ofrecen estas células, se ha hipotetizado teóricamente diferenciar estas células embrionarias en tipos celulares específicos que puedan ser trasplantados en pacientes con falta de unas células específicas. A nivel práctico – y como se ha desgranado a lo largo de los capítulos anteriores – las células madre embrionarias encuentran dos grandes obstáculos en su salto a la práctica clínica.


    El primero de ellos es la barrera ética. Tradicionalmente las células embrionarias han sido obtenidas a partir de embriones fertilizados, que son considerados como vida humana por ciertos sectores de la sociedad. El segundo es la incompatibilidad inmunológica, crítica en el trasplante de células y tejidos. Las ESC obtenidas de embriones no son genéticamente compatibles con el conjunto de pacientes con necesidades de las mismas, por lo que causan rechazo durante el trasplante.


    En el tercer capítulo vimos como las transferencia nuclear podría salvar el rechazo inmune de las células embrionarias generando células pluripotentes genéticamente compatibles con cada paciente. Desafortunadamente esta técnica requería del uso de embriones fertilizados en laboratorio, por lo que seguían existiendo cuestiones éticas que impedían la utilización de las nuevas células madre. Otra aproximación, a la que dedicamos todo el capítulo cuarto era la que proporcionaba el desarrollo de células madre pluripotentes inducidas (iPS) a partir de células somáticas adultas. El cuello de botella principal de las iPS yace en la eficiencia de los métodos de reprogramación. Actualmente se necesita una fuente grande de células adultas para reprogramar un número suficiente a iPS y además la manipulación genética no garantiza totalmente su seguridad. No obstante ya existe un ensayo clínico para tratar la degeneración macular y revertirla con iPS por lo que no hay que subestimar su potencial terapéutico.


    


    Contamos con una clase de células troncales llamadas células madre partenogenéticas (del acrónimo en inglés pSC) que son capaces de solventar los problemas éticos y de inmunocompatibilidad de las células embrionarias. Las pSC se obtienen tras activar óvulos in vitro que realizarán el proceso de partenogénesis. Este fenómeno se basa en la formación de un embrión – a partir de un óvulo activado – sin contribución alguna del espermatozoide. Algunos animales como son especies concretas de reptiles e insectos, se reproducen mediante partenogénesis. Sin embargo este mecanismo no es una forma de reproducción en mamíferos. Sucede únicamente de forma espontánea pero el embrión nunca llegará a implantarse en el útero por lo que no nacerá un nuevo individuo de origen partenogénetico. Parece ser que la habilidad de los óvulos de mamíferos para activarse partenogéneticamente tan sólo es un reducto de muy baja probabilidad en la naturaleza, sin efectos tangibles sobre la reproducción o gestación, que resulta de la herencia del árbol evolutivo.


    Hasta aquí lo realmente trascendente de la partenogénesis humana – en cuanto a medicina regenerativa refiere – es la habilidad que disponemos de producirla in vitro, en el laboratorio. De esta manera a partir de distintos métodos podemos obtener un embrión que se forma a partir de un óvulo sin acción del espermatozoide. La activación del óvulo consiste en hacerle creer que ha sido fecundado por el espermatozoide sin que él esté presente, mimetizando sus señales. A continuación el óvulo activa su maquinaria celular e inicia el programa de desarrollo embrionario convirtiéndose en embrión de 1 célula y progresando hasta el momento de la implantación. Cuando llega esta etapa, debido a que la contribución genética de la célula sexual masculina brilla por su ausencia, el embrión automáticamente falla en la implantación y bloquea su desarrollo. Tenemos un embrión que no puede ser considerado vida humana ya que no cuenta con aportación masculina y además tiene fecha de caducidad.


    En última instancia disponemos de un pseudo-embrión o partenote, altamente similar a los embriones fecundados pero con un origen éticamente aceptable para ser manipulados. Se han reportado algunas diferencias genéticas entre las células embrionarios y las partenogénicas, debidas principalmente a la ausencia de contribución masculina en la embriogénesis de las últimas. Aun así el partenote suele ser manipulado con las mismas técnicas que se han desarrollado para los embriones fecundados ya que también muestra Masa Celular Interna (ICM). Sus blástomeros pluripotentes son igualmente válidos para las estrategias de diferenciación in vitro.


    La activación del óvulo: otra forma de reprogramar células adultas.


    Consideramos célula madre partenógenica aquella que se obtiene de la activación del óvulo, pero existen muchos métodos distintos para proceder y que por ende, originan linajes de células partenogénicas muy distintas entre sí. Debemos entender la activación como una forma más de reprogramar una célula adulta - el óvulo - en una indiferenciada - cigoto -.


    El óvulo humano se encuentra arrestado en Metafase II (óvulo MII). Aquí la célula femenina todavía es diploide - como las células humanas adultas, contiene los 23 pares de cromosomas - aunque ha realizado su primera recombinación. Esto significa que aunque el óvulo contiene la misma dotación de cromosomas que una célula adulta, ha barajado su contenido genético para conseguir una combinación distinta a la de su célula progenitora y no ser un clon. Este aspecto es importante para entender porque los humanos no somos una mezcla exactamente del 50% de nuestra madre más el 50% de nuestro padre. Evolutivamente también es muy interesante la recombinación porque aumenta la variabilidad genética de los individuos.


    La célula femenina seguirá manteniéndose diploide – 23 pares de cromosomas, 46 en total – hasta ser fecundado por el espermatozoide que sí es haploide – 23 cromosomas únicamente, no tiene el segundo par de cada cromosoma -. En el estadío de la fecundación, al embrión resultante de la unión óvulo y espermatozoide le sobra un juego de cromosomas: el par extra femenino. Aquí el óvulo genera un corpúsculo polar, que no es más que un cuerpo acelular – morfológicamente similar a una célula – que tan sólo contiene el juego sobrante de 23 cromosomas del óvulo y que es extruído del cigoto. Ahora sí, el embrión de una célula es diploide gracias a la contribución tanto masculina como femenina.


    El fenómeno partenogenético sucede tomando como base al óvulo diploide en metafase II. La partenogénesis puede ser clasificada en dos tipos mayoritarios según el fondo genético que resulte de la activación ovocitaria: heterozigota u homozigota.


    Durante la partenogénesis heterozigota, el óvulo MII es activado artificialmente en presencia de un campo eléctrico o un cóctel de moléculas. El fin es inducir al óvulo la señal de penetración espermática para que inicie el desarrollo embrionario pero inhibiendo la extrusión del segundo corpúsculo polar. En consecuencia el embrión de una célula resulta en un partenote heterocigoto ya que cuenta con la información genética obtenida de la recombinación del propio y de lo que sería el segundo corpúsculo polar.


    En cambio, durante la partenogénesis homozigota, el óvulo MII se activa artificialmente con el objetivo de favorecer la extrusión del segundo corpúsculo polar. Ante este advenimiento y en ausencia del genoma masculino, el óvulo perderá un juego de cromosomas quedando haploide. Permanecerá en esta situación cromosómica hasta que suceda la endoduplicación que le permita ser diploide de nuevo. La endoduplicación es un mecanismo fisiológico del óvulo que le permite duplicar su genoma cuando se encuentra de forma haploide para volver a ser diploide. En este momento nos encontramos con un embrión partenogénico diploide.


    


    Por último también hemos aprendido a controlar el número de cromosomas durante el desarrollo ovocitario normal para contar con una nueva forma de partenogénesis. Podemos dar al óvulo la señal molecular del espermatozoide para fecundarlo, haciendo que aste permita la extrusión del segundo corpúsculo polar sin recibir la aportación génica masculina. Ahora tendremos un óvulo haploide que se ha constituido como embrión haploide, generando blastómeros con la mitad de cromosomas que las células humanas adultas pero con la misma información que los partenotes homozigotos.


    Aunque se han establecido líneas partenogénicas de los tres tipos celulares, la clase que ha despertado un gran interés es la homozigota. Las células troncales partenogénicas homozigotas, como su propio nombre indica, son homozigotas para todos sus genes. Pero los que realmente son importantes en homozigosis son los genes HLA de histocompatibilidad.


    Los genes HLA codifican por proteínas de la superficie celular que juegan un papel esencial en el reconocimiento inmunitario. Estas moléculas superficiales cuando son reconocidas por el propio sistema inmune del organismo que las genera, confiere protección a las células donde se encuentran. Cuando realizamos un trasplante de órganos, tejidos o células entre dos pacientes con genes HLA diferentes se produce el recurrente rechazo del trasplante. Esta barrera para cumplir la promesa de las células madre podría perpetrarse gracias a la homozigosis del HLA. Los partenotes homozigotos para el HLA permitirían una compatibilidad del 100% con la donadora del óvulo y además – debido a la baja variabilidad de un HLA homozigoto – también permitiría una compatibilidad relativamente alta con otros grupos de pacientes a expensas de la donadora directa.


    La primera evidencia de partenogénesis en óvulos de mamíferos fue reportada por Gregory Pincus hace un siglo al incubarlos en soluciones con sales altamente concentradas. Desde entonces se han desarrollado multitud de métodos para activar artificialmente óvulos de distintas especies - entre ellas la humana -. Actualmente la forma más común es la aplicación de ionóforos. Estos son moléculas que permiten el intercambio de calcio entre el medio interno y externo del óvulo, alterando el campo eléctrico de su membrana y desencadenando una señal mimética a la alteración que produce la penetración del espermatozoide.


    Las primeras células partenogénicas humanas fueron derivadas en 2007 con una eficiencia del 16%. Se trata de un porcentaje bajo en comparación a la tasa de derivación de células embrionarias clásicas que alcanza hasta el 60%. Desafortunadamente, ninguno de los intentos posteriores de obtener células partenogénicas ha superado esta cota dederivación, con valores de entre el 12 y 15%. Aquí es donde hallamos el principal obstáculo que evita catapultar las pSC a la clínica o la investigación, porque no debemos olvidar que la fuente de pSC son los óvulos originarios de donaciones: una fuente muy limitada.


    Cuando la fantasía de la partenogénesis no es tan irreal.


    Una de las historias más antiguas que vienen del país del sol naciente es la de la princesa Kaguya. La leyenda trata sobre una pareja de ancianos que ya era muy mayor para tener hijos. Un día cualquiera el marido fue a cortar bambú al campo, encontrando uno que atesoraba un brillo intenso en su interior. Lo cortó con cuidado y dentro descubrió a un bebé. El recién nacido respondería al nombre de Kaguya, crecería en el seno del matrimonio de ancianos que la encontró y se convertiría en la joven más bella del reino. No obstante, rehusó ser cortejada por ningún hombre. Kaguya jamás se casaría porque ella no descendía de padres biológicos sino que era hija de dos madres: la Luna y la Naturaleza. Este cuento es bien conocido por multitud de infantes japoneses.


    Científicos nipones trataron de utilizar la activación del óvulo para emular la existencia de Kaguya, una hija de dos madres. Así la fantasía de la partenogénesis dejó de ser tan irreal como pintaba hasta el 2004. Desde que se conoció el fenómeno partenogenético se ha ideado teóricamente la posibilidad de implantar embriones producidos en ausencia de contribución masculina: el nacimiento virgen.


    Tomohiro Kono - de la Universidad de Kyoto - consiguió generar una gran cantidad de células partenogenéticas haploides – con la mitad del número de cromosomas estándar – a partir de óvulos de ratón. Como las células haploides necesitan el doble de material genético para tirar adelante el desarrollo embrionario normal se propuso fusionarlas entre ellas de dos en dos, de manera que de dos óvulos haploides se genera un embrión de una célula diploide. Además se modificó un gen específico que solo se expresa por vía paterna para asegurar la viabilidad del futuro individuo. De casi 500 embriones femeninos tan sólo 1 logró desarrollarse y originar un individuo adulto maduro. El ratón hembra resultante fue llamado Kaguya, como la hija de la Luna y la Naturaleza, pues su procedencia sí era totalmente femenina. Para los más curiosos también cabe añadir que Kaguya tuvo descendencia. Eso sí, por paternidad convencional.


    ¿Se ha conseguido retar a la naturaleza originando un animal a partir de dos madres y en ausencia de progenitor macho? Este es un fenómeno que resultaría impensable que sucediera en humanos así como en el resto de mamíferos de forma espontánea o natural. Ahora bien, antes de anotarnos un tanto ante la naturaleza, convendría no olvidar que las abejas, lagartos y otras muchas especies ya usan la partenogénesis como vía de reproducción asexual. Un tipo de mecanismo partenogénetico con una base genética tan sumamente sólida que permite originar individuos partenogénicos de distinto sexo entre sí. Aunque esa es otra historia y deberá ser contada en otro momento.
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    Figura 17. Kaguya junto a sus crías. Fuente: Wikipedia.


    Células madre adultas


    Ya hemos hablado suficiente de las células madre partenogenéticas. Pero estas no son el último tipo celular que merece ser tratado en este libro. Hasta ahora todas las células troncales que hemos analizado tienen un claro componente embrionario, ya sea a partir de su origen, de su fuente o bien de la reprogramación a la que se someten. Pero la pluripotencia puede esconderse en localizaciones más recónditas, los organismos adultos también tienen células madre. Los humanos, al igual que otra vasta cantidad de especies, contamos con células pluripotentes en nuestra arquitectura tisular. Se trata de las llamadas células madre adultas.


    Durante el desarrollo embrionario, los blastómeros pluripotentes van diferenciándose poco a poco en estadíos intermedios de lo que serán las futuras células adultas propias de cada tejido. A cada paso de diferenciación la célula madre embrionaria sacrifica parcialmente su pluripotencia. Esto significa que el candado molecular que bloqueaba los genes específicos de tejido cada vez es más débil, dejando a merced de la maquinaria celular la expresión de los mismos. Por definición la pluripotencia es la capacidad de una célula madre embrionaria de diferenciarse en cualquier célula del organismo adulto. La diferenciación de las células embrionarias no es total, sino que se diferencia a otro tipo de célula troncal menos pluripotente. Así por ejemplo, un blastómero pluripotente no se diferencia directamente en una neurona sino que lo hace en un precursor de neurona que de la misma forma puede originar una neurona que cualquier otra célula del tejido nervioso. No decimos que este precursor es pluripotente porque más allá de células nerviosas no podrá diferenciarse. Aun así la capacidad de diferenciarse no se ha perdido sino que se ha restringido, por eso decimos que estos precursores son células multipotentes u oligopotentes - dependiendo de lo amplio que sea el rango de posibles células a originar -. Algunos de estos precursores de los que hemos estado hablando pueden mantenerse en los tejidos embrionarios sin diferenciarse hasta el individuo adulto y es a lo que llamamos célula madre adulta.


    Cabe destacar que la proporción de células indiferenciadas en los tejidos de adulto humano es realmente pequeña en comparación a las células diferenciadas. Así nos encontramos con un nuevo tipo de célula madre con capacidad de autorenovación y multipotentes.


    A finales de los años noventa, durante la explosión mediática de las células madre embrionarias, sus homólogas adultas fueron desterradas del panorama científico. Una especie de marginación justificada por su aparente falta de uso. Cada vez conocemos más acerca de la función fisiológica de las células madre adultas y ha sido fundamental para desarrollar terapias basadas en su uso.


    Hasta hace una década, popularmente se creía que las células madre adultas no eran más que un remanente de blastómeros que habían perdido pluripotencia a lo largo del desarrollo embrionario, naufragando en tejidos de células completamente diferenciadas. Ahora sabemos que eso no es así, que este linaje celular tiene un rol fundamental en el mantenimiento y regeneración natural de los tejidos pero también implicaciones patológicas.


    Células madre adultas en las criptas del intestino


    Hans Clevers fue el primer científico en caracterizar la presencia de células madre – con una dinámica de regeneración elevada – cuando se encontró con las células lgr5+ del intestino delgado. Este órgano se organiza en forma de microvellosidades, pequeñas vellosidades de tamaño microscópico, que se encargan de las funciones digestivas y endocrinas. Estas estructuras anatómicas no son eternas sino que se renuevan constantemente, con un período de vida media entorno a los 3-5 días.
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    Figura 18. Estructura de las criptas intestinales.


    Las células del intestino delgado son comúnmente llamadas enterocitos, asimismo, las vellosidades intestinales pueden diferenciarse en dos grandes estructuras: vili y cripta. El vili constituiría la punta de la microvellosidad mientras que la base sería la cripta. Entre vili y cripta existe una zona de transición que ahora analizaremos.


    Las células madre adultas del intestino delgado son las células lgr5+ que se hallan en la base. Estas células poseen capacidad de autorenovación mediante división asimétrica. De esta forma la célula madre se divide por mitosis en dos células hijas distintas: una será la célula madre clon mientras que la otra será una célula diferenciada en célula de la cripta - también conocida como célula de Paneth -. Estas células de Paneth se mantienen en la cripta y han heredado parcialmente la multipotencia de la célula madre intestinal. Las células diferenciadas de la cripta se dividen por mitosis perdiendo esta pluripotencia y diferenciándose en enterocitos que proliferarán generando clones ya diferenciados a lo largo de la zona de transición hasta llegar al vili donde ejecutan su función. Las microvellosidades intestinales no están constituidas únicamente por un único tipo de célula diferenciada sino que existe un amplio abanico de linajes celulares originados por diferenciación desde las células de Paneth.
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    Figura 19. Cripta intestinal generada in vitro a partir de una célula madre lgr5+.


    Células madre adultas en la médula ósea


    Las células madre adultas que se sitúan en la médula ósea son las encargadas del proceso de hematopoyesis: génesis de todas las estirpes celulares sanguíneas. Por este motivo, las células madre de la médula se han ganado el sobrenombre de células madre hematopoyéticas o hemocitoblastos.


    El hemocitoblasto es productor de todas las células sanguíneas en la médula ósea salvo algunos linfocitos que se maduran en los ganglios linfáticos. A diferencia de las células intestinales, el nicho o microambiente de las células multipotentes de médula ósea no es una estructura físicamente fijada – como eran las microvellosidades –. Parece ser que el hemocitoblasto podría tener una localización fija en la médula pero las células sanguíneas madurarían durante su paso por la circulación. Este hecho es clave en el trasplante de médula, ya que lejos de intervenciones quirúrgicas, la infusión de hemocitoblastos puede llevarse a cabo mediante perfusión sanguínea en el torrente circulatorio directamente. Las células troncales de la médula tienen una capacidad elevada para salir de la médula a la circulación, lo que las hace fácil de obtener y trasplantar en situaciones patológicas.


    Como todas las células madre adultas, el hemocitoblasto se divide de forma asimétrica. Que una de las dos células hijas posible por cada célula madre conserve la multipotencia es imprescindible para la regeneración tisular. Pero que la otra célula sea completamente diferenciada es muy poco eficiente para nuestro organismo. Por este motivo el hemocitoblasto se diferencia en otra célula precursora que puede ser de dos tipos: precursor mieloide común o precursor linfoide común. El hecho de que estos precursores sean comunes significa que cada uno puede diferenciarse en cualquier célula de la línea mieloide y linfoide respectivamente. Como hemos visto desde estadíos embrionarios y también en el caso de las células de la cripta intestinal, la diferenciación nunca es un proceso de un solo paso entre una célula A completamente indiferenciada hacia otra célula B completamente diferenciada. Siempre existen estadíos intermedios con el fin de asegurar las células madre. Por ejemplo, si existen mutaciones en la división de los precursores comunes, en este caso de linfoide o mieloide, las células pueden ser desechadas sin afectar a la fisiología del tejido. Sin embargo, las mutaciones en las células madre que pudieran ser letales harían que las células madre murieran impidiendo la regeneración del tejido. Existe por tanto una organización jerárquica donde las células madre son las células más importantes, de más valor, en un tejido adulto con regeneración constante. La situación se asemeja a la jerarquía que pueden tener las abejas en una colmena. La abeja reina produce muchísimos huevos de donde nacen nuevas abejas que se dividirán en zánganos u obreras. El hecho que un zángano – abeja macho que fecunda a la abeja reina – muera o padezca de una enfermedad que le impida reproducirse no es relevante en tanto que existen muchos más zánganos en la colmena. Lo mismo pasaría para las abejas obreras, son tan numerosas que la pérdida de unas cuantas no es significante. En cambio, la abeja reina suele ser única por panal, de manera que debe preservarse y asegurarse que su única función sea la de reproducirse originando más larvas de los distintos estamentos. La abeja reina sería como la célula madre del tejido adulto, cuya única labor es asegurar la regeneración de los distintos tipos celulares que ejecutan las funciones tisulares.
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    Figura 20. Linaje celular del hemocitoblasto.


    Células madre cancerosas


    Las células madre cancerosas son la población de células de un tumor capaces de generar tejido tumoral nuevo. Un tumor es una proliferación descontrolada de células con capacidad de invadir otros tejidos. Las células madre cancerosas tienen la capacidad típica de autorenovación ilimitada de las células madre, de diferenciarse en otros tipos de células del tumor debido a su multipotencia y además son las iniciadoras del mismo.


    A nivel fisiológico un tumor es algo más que la definición canónica de “conjunto de células con proliferación descontrolada”. Para que un conjunto de células pueda establecerse en un tejido necesita de una arquitectura determinada. Por ejemplo la célula madre es la iniciadora porque es una fuente inagotable de nuevas células cancerosas de diversa índole. También existen otras células especializadas del tumor, como los fibroblastos asociados a cáncer (CAFs) que permiten organizar el tumor en el espacio tisular o los vasos sanguíneos de nueva formación que reclutan las células cancerosas para oxigenar y aportar nutrientes a las zonas más aisladas del tumor.


    El origen de las células madre cancerosas es incierto, pero se barajan varias posibilidades que no hay que perder de vista de cara al diseño de terapias y tratamientos anti-cáncer. La hipótesis que cobra más fuerza apunta a que una mutación en genes que controlan la división asimétrica de las células madre adultas puede ocasionar una anomalía en la dinámica de su división asimétrica, generando células cancerosas que se organizarán en tumor.


    La existencia de células madre precursoras de tumores tiene una clara implicación terapéutica. Por el momento, el tratamiento clásico contra el cáncer consiste en utilizar quimio y/o radioterapia contra todo tipo de células - cancerosas o no -. Se trata de una herramienta poco efectiva porque no ataca de forma discriminatoria a las células del tumor sino que lo hace contra todas las del tejido, relegando su efectividad a cuestiones probabilísticas. Numerosos grupos alrededor del globo tratan de descubrir fármacos selectivos que puedan ser utilizados específicamente contra las células madre tumorales y acabar con el problema de raíz. Aún cuando la radio o la quimio son suficientemente poderosas como para destruir la mayoría de células de un tumor – sin perjudicar demasiado el tejido donde se encuentra – suelen aparecer recidivas: reapariciones tumorales tiempo después que el tratamiento surtiera exitoso. Esto se debe a que aunque el tumor pierda masa y células, la célula madre tumoral sigue intacta y con capacidad de regenerar nueva células cancerosas. De ahí la vital importancia de atacar la fuente de células tumorales.
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    Figura 21. En amarillo tenemos la célula madre tumoral que inicia el tumor mientras que en azul se representan las células del tumor ya diferenciadas. Las nuevas terapias (A) tratan de eliminar la célula madre consiguiendo la destrucción del tumor. Por el contrario, las estrategias clásicas tan sólo destruyen las células diferenciadas del tumor por lo que la célula madre tumoral puede regenerar el tumor eficazmente.


    La participación de células madre adultas en muchos otros órganos y tejidos del organismo - como páncreas - son muy discutidas y son necesarias nuevas investigaciones para diseccionar el mecanismo de acción de estas. No obstante ya existen tratamientos con células madre adultas como los que presentamos a continuación.


    Anteriormente hemos mencionado el trasplante de médula ósea. A diferencia de los trasplantes clásicos que estamos acostumbrados a tratar en las noticias, no es una cirugía que implique la inclusión de un área anatómica porque los hemocitoblastos poseen la habilidad de dirigirse a la médula ósea a desde el torrente circulatorio. La intervención puede ser autóloga o alogénica. El primer tipo hace referencia al trasplante de médula del propio paciente. Se puede realizar a partir de las células que no están dañadas. El alogénico en cambio hace referencia al trasplante de precursores hematopoyéticos de un donante. En cualquier caso el procedimiento es el mismo. La fuente de células madre puede obtenerse de sangre periférica, tras la extracción de la misma se hace una selección de los hemocitoblastos. También se puede obtener por punción directa en la cresta ilíaca, la zona del hueso próxima al nicho de las células madre adultas de la médula. Por último el cordón umbilical también es una fuente de células madre adultas. Los precursores se trasplantan vía inyección en el torrente circulatorio.


    La reconstrucción de tejido propio es una estrategia muy original diseñada a partir del uso de células madre adultas. Hacia finales de 2008 una paciente infectada de tuberculosis fue trasplantada de tráquea con un órgano crecido a partir de células madre. Una alianza de universidades cultivó una sección traqueal de la paciente con células madre adultas obtenidas de la médula ósea de la propia paciente para evitar que exista rechazo inmunológico. La nueva tráquea fue trasplantada en el área bronquial izquierda de la enferma.


    La gran promesa de las células madre adultas tiene una base teórica, que debería funcionar para cada tejido que se auto-renueve por diferenciación activa de células troncales - como intestino delgado y médula ósea, por ejemplo -. En enfermedades como la diabetes se ha propuesto obtener por biopsia células madre del páncreas adulto y diferenciarlas in vitro para conseguir células beta que se puedan trasplantar. O mejor aún, aplicar al paciente un tratamiento para que sus progenitores pancreáticos se diferencien in situ, en el propio paciente.
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    Capítulo sexto:
 Algo más que curarnos.


    “El sol no se ha puesto aún por última vez.”
 T. Livio


    Dos de las características fundamentales de las células madre son pluripotencia y autorenovación. Estas dos habilidades han sido comprobadas – in vivo y/o in vitro – en todas las estirpes celulares que hemos tratado.


    Resulta curioso como el punto estrella, la pluripotencia con la que se presentaron por primera vez las células madre embrionarias, haya sido el responsable de orquestar el cuello de botella que casi llega a colapsar la investigación en células troncales. Desde que Thompson obtuviera con éxito células madre a partir de blastómeros pluripotentes, se han elaborado miles de recetas para diferenciar esas células sin identidad en linajes celulares específicos.


    La diferenciación de células pluripotentes en células diferenciadas constituye el cuello de botella más importante de las células troncales. Estas se diferencian parcialmente en otros progenitores no tan pluripotentes que a su vez deberán ser subcultivados en nuevos medios específicos de diferenciación con el fin de obtener las células especializadas de cada tejido.


    Como podemos observar, se trata de un proceso experimentalmente muy laborioso. En primera instancia debemos ir a la fuente primaria de células troncales y aislarlas de su microambiente. Este reservorio de células madre puede tratarse desde un embrión pre-implantacional hasta una biopsia de tejido adulto, pasando por la activación de óvulos, transferencia nuclear u otras técnicas de reprogramación previas. Sea como fuere, tras la recuperación de un tejido que contenga células madre estas son cultivadas secuencialmente en un medio que contenga no sólo nutrientes sino también moléculas que favorezcan su crecimiento respecto a otras células que no sean pluripotentes. De esta manera partimos de un cultivo de células troncales contaminado por la presencia de otras células que carecen de pluripotencia pero que al establecerse en medios de cultivo que no son favorables para ellas poco a poco se irán degradando hasta morir. Con el sucesivo cambio de medio de cultivo – también conocido como subcultivo – el número de células madre irá aumentando en detrimento de las células contaminantes que no son pluripotentes.


    En este paso ya contamos con un cultivo relativamente puro de células madre. Como curiosidad cabe destacar que aunque todos estos pasos se realicen in vitro, en el laboratorio, las células troncales no pierden ese instinto embrionario que les confiere la pluripotencia y crecen agregándose entre ellas formando lo que llamamos cuerpos embrioides. Estas estructuras son cúmulos de células madre que recuerdan a la MCI (masa celular interna) del blastocisto.


    Los cuerpos embriodes son subcultivados de nuevo pero en un medio que desgasta la pluripotencia. Este medio es un conjunto de moléculas y otras sustancias en suspensión que abren de forma selectiva el candado molecular instaurado por la pluripotencia en el conjunto de genes selectivos de identidad celular. Existen muchísimos grupos de genes que confieren la identidad, tantos como tipos celulares distintos. Como cualquier conjunto de sucesos que se dé en la naturaleza, la adquisición de un carácter celular no es del todo o nada sino que hay una modulación del mismo, progresiva durante el desarrollo embrionario. Algo parecido pero de forma escalar sucede en el cultivo de laboratorio. Las moléculas del medio de diferenciación no abren todos los candados que existen para cada gen de un tipo celular sino que solo lo hacen con algunos. Como consecuencia, la célula troncal no origina directamente una célula especializada sino que se diferencia en una sucesión de progenitores caracterizados por una pérdida gradual de pluripotencia.


    Cada vez que conseguimos un progenitor por este método debemos reemplazar el medio – o lo que es lo mismo, el conjunto de moléculas diferenciadoras – para dirigir el camino celular hacia nuestro destino de interés, que no es otro que la célula especializada que queremos obtener.


    Ahora que tenemos una perspectiva más amplia sobre el periplo celular de la expresión génica a lo largo de los grados de pluripotencia no nos debería extrañar que algunos protocolos para lograr algunas células concretas planteen tanta duración. Por ejemplo, recientes protocolos de generación de células beta del páncreas necesitan casi 50 días de sucesivos pasos de maduración celular y diferenciación.


    A día de hoy se han conseguido originar casi la totalidad de tipos celulares adultos a partir de células pluripotentes, incluidos los espermatozoides que resultan de un proceso de división celular llamado meiosis que incluye recombinación genética y reducción a la mitad de la dotación cromosómica. La baza que deben jugar los futuros protocolos de diferenciación no es únicamente acelerar estos procesos sino además hacerlo con más eficiencia. Esta variable viene siendo un obstáculo recurrente, como en el aislamiento de células embrionarias, la transferencia nuclear o la reprogramación de iPS. Asimismo en la diferenciación sigue siendo una barrera para culminar la promesa de las células madre.
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    Figura 22. Diagrama de diferenciación.


    Dejando de banda la pluripotencia. Otra característica estrella de las células madre es la autorenovación. Esta se basa en la división asimétrica de las células troncales y como vimos en capítulos anteriores tiene implicaciones directas en procesos como la clonación y tipos como las células madre cancerosas. A nivel de ciencia básica una pregunta fundamental para la biología del desarrollo ha sido como una simple célula indiferenciada puede perpetuarse de forma tan prolongada en el tiempo, una inmortalidad teórica que deslumbra a cientos de científicos que se abocan al tema. Ya adelantamos en el capítulo tres que una enzima llamada telomerasa tenía la clave. Pero resulta que la telomerasa tiene implicaciones más allá de la clonación y la longevidad. Como vamos a ver a continuación, la ciencia muchas veces supera la ficción y lo que tenemos por delante es un ejercicio teórico que no se ha puesto a prueba en humanos debido a las restricciones éticas y morales que nos supondría llevarlo a la práctica.


    Imaginemos un embrión, que puede ser humano o de cualquier otra especie de mamífero, al que podemos extraer un blastómero pluripotente. Los embriones pueden criopreservarse a muy bajas temperaturas – por debajo de ochenta grados bajo cero – durante varios años. Por este motivo, aunque un embrión pre-implantacional puede desarrollarse normalmente en ausencia de uno o más de sus blastómeros, existe la opción de congelarlo para mantener intacta su progresión fisiológica.


    A partir de ese blastómero podríamos originar un gameto – femenino o masculino – que podría utilizarse mediante fecundación in vitro con otro gameto derivado de un blastómero aislado igualmente de otro embrión pre-implantacional. Gracias a la derivación de células madre – y el mantenimiento de la telomerasa en pluripotencia – seríamos capaces de generar descendencia de individuos que aún no han nacido. Este ciclo puede iterarse tantas veces como se desee, construyendo inverosímiles árboles genealógicos de individuos que no han nacido. Llegado a este punto el lector bien puede preguntarse; ¿Cuál es la finalidad de este juego de organismos obtenidos a partir de células troncales? La respuesta contiene tantas connotaciones como aspectos sin explorar queden en este ejercicio mental. A bote pronto, la primera conclusión que valora la comunidad científica sería la de acelerar la evolución aumentando los eventos de recombinación en un lapso minúsculo. Una forma más rápida de explorar el espacio genético que ocupa la variabilidad dirigida por la herencia.


    


    Lo que acabamos de ver no deja de ser una consecuencia que deriva de una de las características fundamentales de las células madre. A diferencia de la clonación con fines terapéuticos, esta última aplicación no tiene una finalidad clínica y se aleja radicalmente de todas los posibles usos de las células troncales que hemos barajado a lo largo de los capítulos anteriores.


    


    Una de esas posibles aplicaciones es la generación de animales transgénicos. Estos animales son individuos modificados genéticamente ya sea por sustitución génica o por eliminar y/o añadir genes. Existen múltiples formas de generar animales transgénicos, pero una de ellas es la que conocemos como transgénesis dirigida por recombinación homóloga.


    El primer ingrediente para producir un animal transgénico mediante esta técnica de título tan farragoso es un cultivo de células madre. Pero no nos sirve cualquier tipo de células madre, única y exclusivamente necesitamos células embrionarias. Estos blástomeros pluripotentes pueden ser modificados genéticamente en laboratorio. Gracias a un vector – que puede ser un virus o una nanopartícula, entre otros – que se encarga de transportar una construcción génica. Esto último es una molécula de ADN que contiene el gen que queremos introducir flanqueado por regiones de recombinación homóloga que actúan como un intercambiador entre el contenido de esta construcción y el ADN de la célula madre. Así podemos introducir un gen que no contengan nuestras células en cultivo y seleccionarlas respecto a aquellas células que no lo hayan incorporado (recordamos que los procesos biológicos no suceden con una efectividad del 100%).


    Ahora que tenemos unos blastómeros pluripotentes modificados podemos inyectarlos en la MCI de un blastocisto, donde se incorporarán y crecerán junto a los blastómeros propios del blastocisto de origen. Nos encontramos con un blastocisto compuesto por dos tipos de blastómeros distintos, los propios del embrión y los que hemos incorporado genéticamente modificados. Ambos tipos celulares dividirán y se diferenciarán resultando en una segregación estocástica. Esto significa que todos los blastómeros incorporados se diferenciarán en tejidos del organismo adulto pero en distinta proporción. Llegados a este punto cabe resaltar que toda esta parafernalia embriológica se realiza por supuesto con células animales y que las células madre utilizadas para la modificación y el blastocisto empleado deben pertenecer estrictamente a la misma especie, de cualquier otro modo el embrión colapsaría y no llegaría a desarrollarse.


    Dado que como hemos comentado, la segregación es estocástica, algunos de los animales adultos que resulten de esta quimera (el blastocisto que contiene las dos estirpes celulares genéticamente distintas) habrán desarrollado parte de sus células germinales fruto de la pluripotencia de los blastómeros modificados. Esto significa que algunas de las células madre inicialmente modificadas e inyectadas en el blastocisto han diferenciado en células del sistema reproductor del mismo animal, permitiendo la herencia de esta modificación genética a la descendencia. Hasta ahora hemos considera un animal quimérico, puesto que el adulto resultante del blastocisto inyectado con células madre tan sólo contenía la modificación genética en una sola de ambas poblaciones celulares. Sin embargo, al obtener descendencia de dos animales quiméricos para la misma modificación se pueden obtener nuevamente individuos que sean puros para la transgénesis, puesto que contendrán la modificación en la totalidad de sus células.


    Antes de entrar de lleno en la transgénesis dirigida por recombinación homóloga, la hemos presentado como una aplicación práctica de las células madre que no tenía necesariamente un resultado clínico o terapéutico. En parte es así, puesto que los modelos animales genéticamente modificados han aportado una cantidad ingente de información valiosísima a la ciencia básica. Pero como cualquier aspecto de esta ciencia, también acaba por revertir en resultados para la clínica.


    Con este sistema de transgénesis ha sido posible reproducir enfermedades genéticas cuya causa ha sido caracterizada en los pacientes de dichas patologías. De esta manera se dispone de un modelo animal en el que es posible no sólo estudiar los efectos y patofisiología de la enfermedad sino además ensayar nuevos tratamientos en una fase preclínica que permite la mejora de los mismos previo traslado a la clínica. Un ejemplo de ello son algunas cepas de hámster que reproducen varios tipos de epilepsia o ratones que desarrollan Alzheimer de forma muy similar al humano.


    Un nuevo sistema de edición de genes llamado CRISPR/Cas – que se ha vuelto muy mediático - trata sencillamente de una simplificación de la construcción génica que se introduce en los blastómeros pluripotentes.
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    Figura 23. Diagrama de la transgénesis mediante inyección de células madre embrionarias.


    Otra aplicación derivada de las células madre que no tiene un componente terapéutico per se es el de la cosmética. Los gigantes de la publicidad nos han acostumbrado a términos científicos que desconocemos por medio de su peculiar propaganda. Un claro ejemplo de ello son las numerosas lociones que incluyen células madre y/o genes de las mismas.


    Llegados a este punto de la historia, con nuestros conocimientos sobre células troncales podemos afirmar que este anuncio – además de tendencioso – es cuanto menos inexacto. Para hacernos una ligera idea de lo complejo que resulta llevar una terapia con células madre del laboratorio al paciente - incluso tratándose de discapacidades tan graves como la degeneración macular del ensayo con iPS que vimos en el capítulo cuarto - cabe señalar que pasa una media de entre 10 y 15 años desde el ensayo con animales hasta el uso deliberado en pacientes. Por tanto, ¿Qué es lo que hace el sector de la cosmética cuando nos habla de cremas con células madre o genes? Nos están diciendo que sus lociones contienen productos de la expresión génica de células madre.


    ¿Acaso esto se acerca a la idea de utilizar la pluripotencia como base regeneradora del cutis? Para nada, o al menos no tiene una validez científica más allá de la sutil relación que hacen las campañas publicitarias. Muchas de ellas contienen péptidos - fragmentos de proteínas codificadas por genes - que han sido obtenidos por técnicas de ingeniería genética en cultivos celulares que no son pluripotentes (y muchas veces, ni siquiera son de especies animales como la famosa E.coli). La base biológica que les permite relacionar estos péptidos con las células madre es la presencia de estos en las mismas. Aunque ello no indique relación alguna con pluripotencia o capacidad regeneradora. Podríamos extrapolar este ejemplo con cualquier proteína del genoma mínimo humano - el conjunto de proteínas esenciales que son necesarias para la supervivencia de cualquier célula -. Tanto las células madre como las células musculares, neuronas, células hepáticas y un sinfín de tipos celulares humanos utilizan la glucosa – una molécula de azúcar – como fuente de energía. Para ello cuentan con una serie de enzimas o proteínas que intervienen en la glucólisis, el metabolismo de los azúcares para obtener energía. Podríamos utilizar un péptido de alguna de estas enzimas en cualquier producto y decir que es un péptido de células madre, aunque no intervenga en pluripotencia y mucho menos en regeneración.


    Las estrictas leyes que rigen los ensayos clínicos no permitirían a la industria cosmética desarrollar un producto cuya regeneración haya sido comprobada de una forma tan rápida como para llevarlo al mercado en un lapso relativamente corto. Algo que el marketing se encarga de sustituir con su implausible afirmación.


    A pesar de la jugada que acabamos de comentar, la moneda tiene dos caras y la cosmética también se vale de las células madre para sus productos en un ámbito estrictamente legal y correcto. Muchos productos cosméticos contienen – esta vez sí – moléculas obtenidas total o parcialmente de células madre. Para ello se basan en un sistema muy curioso, que no sólo es utilizado por las empresas cosméticas sino también por la farmacéutica y la investigación. La pluripotencia es un evento recurrente en la naturaleza a lo largo de numerosas especies por lo que no es de extrañar que existan células madre en el reino vegetal, las células madre de las plantas.


    Este nuevo tipo de células troncales se obtienen del meristemo de la planta, el tejido responsable del crecimiento vegetal. Las células madre de las plantas, al igual que otros tipos de células vegetales, son una fuente de compuestos orgánicos o pequeñas moléculas que sirven como base para desarrollar un producto específico. La idea es utilizar los componentes de las células madre vegetales como los cimientos donde levantar una nueva construcción molecular, una especie de modificación del compuesto inicial.


    Seguramente la molécula más famosa obtenida a partir de células madre vegetales sea el Paclitaxel. Este fármaco se ha utilizado extensamente para tratar varios tipos de cáncer como el de ovario, mama, pulmones y próstata entre otros. La función de este fármaco es la de unirse con elevada especificidad a proteínas del andamio celular que organiza y reparte los cromosomas durante la división celular, de manera que fracasen en su tarea y la célula muera. En la temática que nos concierne, el punto interesante del Paclitaxel es su origen vegetal. Durante sus primeras investigaciones se obtenía a partir de un extracto de tejidos vegetales de un árbol norteamericano (el tejo del Pacífico, Taxus brevifolia) que se encontraba amenazado y no permitía obtener mucha cantidad pura de la sustancia. En aquellos momentos se ensayaba directamente con el compuesto tal cual se obtenía de las células. Sin embargo, una modificación química de un compuesto obtenido de otro tipo de tejo proporcionaba una disponibilidad notablemente mayor respecto a la molécula inicial y además no era necesario destruir un árbol que ya se hallaba en peligro.
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    Figura 24. Estructura atómica de la molécula de Paclitaxel.


    Sabiendo que es posible descubrir nuevos compuestos a partir de productos de células madre todavía nos faltaría conocer datos significativos sobre su efecto, su metabolismo, toxicidad, etc. La vía metodológica clásica pasa por ensayar en animales de laboratorio - preferentemente roedores - las moléculas que hemos conseguido. Si por el contrario, pudiéramos obtener cierta información a partir del ensayo de nuestros compuestos a nivel celular usando células madre en cultivo de laboratorio sería posible reducir el número de animales a usar en fase preclínica. Los experimentos a nivel celular, en el momento en el que nos encontramos, no pueden sustituir por completo las réplicas en animales puesto que carecen de la fisiología del organismo completo. Aun así, son verdaderamente útiles para reducir el número de individuos empleados en este tipo de ensayos.


    Independientemente del efecto o la función de un fármaco o vacuna, existen una serie de criterios biológicos relativos a la seguridad cuyos valores son estrictamente necesario conocer antes de utilizarlo en personas. Estos indicadores se agrupan bajo el acrónimo de ADME, haciendo referencia a la Absorción, Distribución, Metabolismo y Excreción del fármaco.


    Sería posible partir de un único cultivo de células madre con cierto nivel de pluripotencia y conseguir distintas estirpes celulares ya diferenciadas in vitro. Cuando se dispone de un banco de células de distinto linaje podemos aplicar múltiples compuestos generados de forma multitudinaria en cada cultivo de células y evaluar si se modifican la función o estados celulares que nos interesa. O bien partir de una serie de funciones pre-establecidas y evaluarlas en todas las situaciones. Se trata de una forma útil de revelado funcional masivo de múltiples moléculas de las que no conocemos su actividad a priori.


    Como se señala con anterioridad, aunque podamos conocer el intríngulis celular de cada molécula, la evaluación fisiológica por el momento se sigue analizando en modelos animales como única alternativa viable.


    Tras desentrañar esta serie de aplicaciones de las células madre que se desmarcan de la promesa canónica ineludiblemente terapéutica podemos dar un paso más. En el siglo XXI, el de las nuevas tecnologías, sería irreverente creer que un factor que ha cambiado tanto nuestra vida cotidiana en las últimas décadas no tenga su traslación en la órbita científica. Para cualquier científico, participar en primera línea de investigación sería imposible sin la gran cantidad de dispositivos, programas informáticos y algoritmos utilizados hoy en día para cualquier tarea de laboratorio. Lo mismo ha pasado con la medicina, la terapia celular y en particular con las células madre. Un caso paradigmático de cómo ingeniería y biología han llegado a fusionarse es el de los biomateriales.


    Conocemos por biomaterial cualquier sustancia diseñada para interactuar con sistemas biológicos. Los revestimientos de prótesis óseas y dentales, suturas quirúrgicas y lentillas oculares son ejemplo de ello. La demanda de biomateriales se hace patente en muchos campos, especialmente en las lesiones de la piel.


    Para entrar en materia debemos establecer las estructuras básicas de este tejido: epidermis y dermis. Estas dos capas tienen un origen embrionario distinto por lo que sus células diferenciadas no comparten progenitores multipotentes. Mientras la epidermis proviene de la capa germinal que conocemos como ectodermo, la dermis lo hace del mesodermo. No existe como tal una estructura llamada hipodermis sino que con esa denominación nos referimos al conjunto de fascias y tejido subcutáneo que se encuentra bajo la dermis. Este tejido dérmico cuenta con un papel importante de regeneración fisiológica a partir de células madre adultas. Es por ese motivo que aparece una cicatriz cuando sufrimos un corte profundo. Al dañar las células madre de la dermis, estas no podrán regenerar el resto de células dérmicas dando lugar a la cicatrización.
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    Figura 25. Estructura en capas de la piel.


    Más allá de un criterio estético, la cicatrización a nivel de dermis no supone un daño fisiológico realmente significativo. El problema de las lesiones tisulares de la piel se revelan cuando existe un daño en un área tan sumamente extensa que el tejido dérmico pierde su función de defensa y protección. Estos daños pueden deberse sobre todo a quemaduras. La solución clásica a estos problemas pasa por la intervención quirúrgica y el trasplante, asumiendo el riesgo que supone el rechazo inmune del tejido que no es propio. Por este motivo los biomateriales y las células madre se están poniendo de relieve en la investigación básica y traslacional. A diferencia de lo que se cree que sucede en otros órganos como el intestino o en tumores, la piel no contiene un único tipo de célula madre. Ni siquiera cada estructura tisular posee una estirpe troncal única. En su lugar, un conjunto de células madre se reparten en nichos o microambientes altamente organizados por la batuta del cóctel molecular de las sucesivas capas de la piel.


    Cuando hablábamos de los cortes profundos en la piel y la cicatrización hacíamos referencia a las células madre adiposas que se encuentran en nuestra hipodermis ya definida con anterioridad, las ASC. Estas se encargan de la regeneración de la piel. Los folículos capilares – o el nacimiento del vello capilar – son posibles gracias a unas células troncales iniciadores como son las células mesenquimales que ya presentamos en el capítulo de las células madre adultas. La vellosidad originada en un folículo capilar que inician las células mesenquimales debe ser mantenida por otro tipo de célula madre que actúa de soporte químico, las células HFSC que se encuentran a caballo entre dermis y epidermis. Finalmente, ya en la epidermis nos encontramos con las MelSC, un linaje de células madre encargadas de regenerar los melanocitos que actúan como células protectoras en primera línea de la piel.


    Este es el zoológico de células madre que se encuentra en la piel. Los biomateriales que ahora se ensayan se basan en una matriz de moléculas de la piel como el colágeno u otras proteínas fibrilares sobre las cuáles se crecen uno o distintos tipos de células madre. Se cultivan in vitro, con un ensamblaje tridimensional que permite posteriormente un trasplante al paciente. Aunque parezca ciencia ficción, vivimos de lleno en la era de los biomateriales y lo que ayer parecía un simple experimento de laboratorio hoy en día es un tratamiento rutinario de cirugía.


    A lo largo de este capítulo se ha desenrollado la madeja de las utilidades prácticas que se derivan de las células madre. Empezamos el libro hablando de la promesa de las células madre y hasta el capítulo anterior seguíamos persiguiendo los intentos de cumplirla en algunos casos y los atisbos de engrandecer la epopeya de quienes la cumplieron en otras ocasiones. No obstante, parecía que se perdía de vista la realidad de las células madre en la práctica clínica. Estas células no dejan de ser un recurso, una herramienta más que nos puede ayudar tanto a científicos como a pacientes a escribir la historia de la medicina solucionando los problemas que el presente nos acontece.


    Cabe destacar que este capítulo no hubiera sido relatado sin dos cualidades intrínsecas de las células madre: pluripotencia y autorenovación. Se ha escrito mucho sobre la promesa de las células madre así como el camino que debía seguir. Tanta obcecación con un protocolo teóricamente preestablecido al cual la realidad experimental no se acababa de adaptar – como si el método científico funcionara de esta manera, que ironías del pensamiento humano – había dejado completamente de lado las posibles aplicaciones que el recurso de la pluripotencia y autorenovación nos brindaban.


    Seguramente las células madre son algo más que una simple promesa. Tal vez, las células madre simplemente sean una solución.
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    Epílogo:
 Pasado, presente y futuro.


    “Dos personas nunca leen el mismo libro”.
 Edmund Wilson.


    Tras un largo camino recorrido en torno a las principales formas pluripotentes que conocemos me gustaría hacer una reflexión sobre el papel científico de estas. Siento decepcionar al lector si creía que tras este montón de páginas, células, genes y acrónimos moleculares finalmente iba a llegar a ser un entendido en células madre. Ni si quiera creo que ningún científico pueda afirmar que sabe con total seguridad lo que son estas células.


    Hemos asistido, como meros espectadores, a las evidencias científicas que muestran la existencia, fisiología e incluso aplicación clínica de las células madre. Esta afirmación ineludiblemente nos hace pensar que somos testigos de escenas a partir de las cuales conjeturamos un guión cinematográfico de la historia natural que concierne a nuestro contexto celular. Para nada somos poseedores de una verdad, ni mucho menos sería acertado especular en base a tesis que no podemos afirmar. Por lo tanto, llegados a este punto, debemos ser conscientes del conocimiento que se nos presenta como real y abandonar la malaventura de prometer más allá de lo conocido. Esta conclusión es clave en la buena praxis del método científico y se aplica no sólo en el campo de las células madre sino en todos aquellos que se amparan bajo el paraguas de la ciencia.


    Pero este libro no pretendía ser únicamente una muestra de la importancia del método científico en el progreso del conocimiento. Desde la primera página hablamos de la promesa de las células madre y de su posible utilidad. Como hemos comprobado, la promesa de las células troncales no es la panacea. Aun así se están utilizando en ensayos clínicos, próximamente tendremos tratamientos eficientes y a ellos ha de sumarse la cantidad de estudios en fase preclínica que existen. Si bien las células madre no van a servir para curarlo todo es posible que a cierto plazo sean una gran solución a importantes problemas de salud mundial. Es de suma responsabilidad por parte de científicos y divulgadores que establezcamos el marco de la cuestión.


    Por analogía podemos poner el caso de la vacunación. Jenner desarrollo la técnica en humanos de forma pionera en 1796. Se trataba de la profilaxis de la viruela,sin embargo esta enfermedad no sería erradicada hasta 1977 – casi 200 años después del primer tratamiento eficaz –. Si atendemos a otro tipo de vacunas, la mayoría se desarrollaron a partir de la primera década del siglo XX – 100 años tras la aparición de la primera –.


    Con estos casos paradigmáticos mi intención no es otra que la de ilustrar el recorrido experimental de las aplicaciones terapéuticas desde sus ensayos básicos en laboratorio hasta el tratamiento directamente sobre los pacientes.


    Es posible que la respuesta a la eterna promesa de las células madre tan sólo necesite un rango temporal y en un futuro lo que hoy son experimentos controlados en laboratorios acaben por ser la salvación de millones de personas. Es imposible calcular una fecha en la que podamos afirmar que esto va a suceder. Lo que sí está en nuestra mano es aprovechar los recursos sociales de los que disponemos para favorecer la investigación. Nadie sabe cuándo podría darse el próximo descubrimiento que impulse la cura de alguna enfermedad.


    Si esta fábula científica tuviera que dejar una moraleja en el pensamiento colectivo, me gustaría que esa fuera la de entender las células madre más allá de una promesa. Lo más inteligente por nuestra parte sería considerarlas como una de las posibles soluciones a los muchos infortunios que en materia de salud nos asolan y seguirán devastando.
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