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La Asamblea Nobel del Instituto Karolinska de Estocolmo resolvié otorgar el Premio
Nobel en Fisiologia y Medicina 2012 al investigador britanico John B. Gurdon y al
cientifico japonés Shinya Yamanaka por sus investigaciones pioneras en clonacion de
organismos y células madre. En el comunicado de la Asamblea Nobel que anuncia la
concesioén del premio, se destaca: “Estos descubrimientos han revolucionado nuestros
conocimientos sobre el desarrollo de las células y los organismos y han creado nuevas
oportunidades para investigar enfermedades y desarrollar métodos para diagnésticos
y terapias”.

John Gurdon, de la Universidad de Cambridge (Reino Unido), sent6 las bases de
la clonacién de organismos con sus experimentos realizados en ranas en 1962. Sus
investigaciones fueron clave para la clonacién de la oveja Dolly y de toda una plétora
de mamiferos de otras especies.

Yamanaka, de la Universidad de Kioto, realizando investigaciones con células ma-
dre, llegd a demostrar en 2006 cémo se pueden obtener las Ilamadas células madre
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renciadas se define por su compromiso en un linaje particular. Las células madre
embrionarias derivadas de la masa interna de los blastocistos tienen la capacidad de
crecer indefinidamente manteniendo su pluripotencia. Estas propiedades han hecho
concebir expectativas de que las células madre embrionarias pudieran ser (tiles para
estudiar los mecanismos de la enfermedad y probar en ellas los farmacos efectivos, al
objeto de tratar pacientes con enfermedades tales como la diabetes juvenil o lesiones
en la columna vertebral, entre otras. El uso de embriones humanos se enfrenta con
razonamientos éticos que impiden la aplicacion de las células madre embrionarias
humanas. Por otra parte, serfa dificil generar células embrionarias especificas para un
paciente o enfermedad. Un camino para evitar estos problemas era inducir el estado
pluripotente en células sométicas del propio paciente por medio de la reprogramacién
directa. Yamanaka demostré que células madre pluripotentes podian ser generadas
a partir de fibroblastos embrionarios de ratén y fibroblastos tail tip de ratén adulto,
por transfeccion mediada por retrovirus, de los cuatro factores de transcripcion por él
descubiertos, Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4.

Todo ser vivo procede de células procedentes a su vez de un o6vulo fertilizado o zi-
goto. El desarrollo embrionario comienza en el zigoto donde se combinan los genomas
paterno y materno. Durante los primeros dias después de la fertilizacion, el embrién
consiste en unas pocas células inmaduras, células madre totipotentes, cada una de
las cuales es capaz de originar todos los tipos de células que conforman un organismo
adulto.

Los organismos multicelulares cuentan con diversas clases de tejidos, los cuales
estan formados por conjuntos de células especializadas que comparten la misma fun-
cién. Las células de un tejido determinado son muy diferentes a las células de otros
tejidos. Por ejemplo, una célula sanguinea y una neurona cardiaca difieren en forma,
localizacion, funcién, interaccién con otras células, etc. Sin embargo, las secuencias
de DNA en los cromosomas de ambas células, son idénticas. Si en los genes se de-
posita la informacién de cémo debe ser y desarrollarse un individuo, y ambas células
tienen exactamente los mismos genes con exactamente las mismas secuencias, ;qué
es entonces lo que las hace diferentes? La respuesta esta en la diferenciacién celular
(figura 1).

Las células madre, o células troncales, son células indiferenciadas capaces de
autorrenovarse y de generar uno o mas tipos de células diferenciadas. Cada célula
tiene una “madre” de quien procede y una linea de antepasados cada vez menos dife-
renciados, siendo los antepasados ultimos las células del embrién temprano. La célu-
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la madre es aquella célula en posesion de dos propiedades: autorrenovacion, capaci-
dad de sufrir numerosos ciclos de division celular sin perder su estado no diferenciado,
y potencia, la capacidad de diferenciarse en los diversos tipos de células especializa-
das que van a dar lugar a la gran variedad de tejidos. Se conoce como potencialidad
de una célula madre su capacidad para originar células diferentes. Una célula madre
es totipotente si puede dar origen a todas las células de un organismo, pluripotente si
puede originar células de todos los tejidos, y multipotente si sélo puede dar lugar a las
diversas células de un mismo tejido (figura 1).
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Figura 1. Diferenciacion celular. El esquema muestra cémo las células madre, en este caso de un
embrién animal, pueden dar origen a los diferentes tejidos de este organismo.

Las células madre totipotentes son las producidas en las primeras divisiones del
huevo fertilizado, que pueden diferenciarse en todos los tipos celulares embrionarios y
extraembrionarios. Las pluripotentes son descendientes de las totipotentes y pueden
diferenciarse en todas las células derivadas de cualquiera de los tres estratos germina-
les (ectodermo, mesodermo y endodermo). Las multipotentes, que derivan de las plu-
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ripotentes, son las que producen células de una familia cercana, como las hematopo-
yéticas (eritrocitos, linfocitos, plaguetas, etc.). Las células madre embrionarias son
pluripotenciales, mientras que las células madre adultas son multipotenciales.
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Figura 2. El estado de las células cambia de manera ordenada a medida que las células se diferencian
a partir de una célula quiescente repobladora a largo plazo. La alteracién del orden de este proceso puede
permitir que una célula diferenciada se convierta en célula madre. (Scadden, 2004, con modificaciones).

La clave de la diferenciacion celular no estd en qué genes se encuentran en sus
cromosomas, sino en cuales de ellos se expresan. La regulacién del patrén de la ex-
presion génica, es decir, la decisién de cudles se expresan y cuéles no, esta gobernada
por factores exdgenos y enddégenos. A estos factores en conjunto se les conoce como
factores epigenéticos. Los factores epigenéticos pueden ser proteinas y RNA presentes
en la célula, que regulan la sintesis de otras proteinas (factores endégenos), o sefia-
les externas a la célula tales como hormonas enviadas desde otra parte del cuerpo o
incluso entes tan ajenos como la radiacion solar o la interaccion de un organismo con
otro (factores exégenos).

Como se ha comentado con anterioridad, en el pasado se asumia que una célula,
una vez diferenciada, no podia volver hacia un estado mas temprano de su desarrollo,
es decir, no habia marcha atrés ya que el proceso de diferenciacién era irreversible,
diferenciacion terminal. Se consideraba que la célula madre, estimulada por un factor
externo, disparaba una serie de mecanismos epigenéticos internos de la célula, que
ayudaban a mantener la diferenciacion en dicha célulay que, a su vez, permitia que se
transmitiera de generacién en generacién a las células hijas, incluso cuando la sefal
externa habia cesado. Una vez diferenciada tenfa que mantenerse en este estado por
el resto de su existencia.

Los descubrimientos de Gurdon y Yamanaka han echado por tierra estos conceptos
al descubrir que las células diferenciadas y maduras pueden revertir su proceso de

24



Premio Nobel de Fisiologia y Medicina 2012

diferenciacién, pueden desdiferenciarse y volver de nuevo a ser células madre tipo
embrionario, mediante el proceso de reprogramacion (figura 2).

=1 Breve historia de la reprogramacion

Hace apenas un siglo se sabia muy poco acerca de la naturaleza del material ge-
nético y de su influencia en el desarrollo. Se crefa que los diferentes tipos celulares, a
medida que se diferenciaban, perdian factores que no necesitaban y solamente retenian
aquellos que les eran necesarios para realizar su funcién. Hans Spemann, embridlogo
aleman (Premio Nobel en 1935), ya en la primera mitad del siglo XX, comenz6 a discre-
par acerca de la pérdida de factores genéticos y postuld entonces que la diferenciacion
celular debia progresar mediante un uso diferencial de dichos factores, sin necesidad de
perder ninguno. Cada tipo celular seria el resultado de una programacion diferente que
serfa el origen de las distintas funciones celulares. Spemann ya vislumbré que utilizando
el nticleo de una célula adulta se podria reconstruir un embrién en el inicio del desarro-
llo, embrién con capacidad de originar un nuevo organismo. De demostrarse esta idea,
se verificarfa el potencial pluripotencial de la célula diferenciada inicial. Hans Spemann
no pudo abordar el experimento, por las limitaciones técnicas de su época. Fueron Ro-
bert Briggs y Thomas King quienes, en 1952, consiguieron desarrollar la transferencia
nuclear y establecieron la técnica de transferencia de nicleos de células somaticas
(SCNT) o “clonacién”. Con esta técnica pudieron probar el potencial de los nicleos
aislados de embriones tardios y de renacuajos, trasplantandolos en oocitos enucleados.

Por tanto, el descubrimiento de la pluripotencia inducida representa la conse-
cuencia del desarrollo cientifico y tecnolégico llevado a cabo a lo largo de los sesenta
Gltimos afios, y gracias a estas investigaciones se ha llegado a la demostracion por
SCNT, de que las células diferenciadas retienen la misma informacioén genética que
las células embrionarias. Con las técnicas actuales, que permiten cultivar y estudiar
lineas celulares pluripotenciales, se ha llegado a la observacion de que los factores de
transcripcion son los determinantes del destino celular cuya forzada expresion puede
convertir un tipo celular en otro.

El trabajo de Briggs y King estableciendo la técnica de SCNT, junto con los experi-
mentos seminales de Gurdon, demostraron que el desarrollo impone cambios reversi-
bles durante la diferenciacién celular. Consecuencia de estos estudios fue la clonacion
de la oveja Dolly y otros mamiferos partiendo de células adultas, como ya se ha dicho,
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que demostraron que las células diferenciadas terminales permanecian genéticamente
totipotentes y podian ser capaces de originar un organismo completo.

Fue en 1962 cuando John Gurdon, del Departamento de Zoologfa de la Universidad
de Oxford, demostrd, por vez primera, la pluripotencia potencial en células diferencia-
das, utilizando la rana africana Xenopus laevis, antes mencionada. En su trabajo clave,
Gurdon utiliz6 nidcleos de células intestinales de renacuajos para reconstruir embriones
y con ellos obtuvo nuevos renacuajos y hasta ranas adultas, con diversas anomalias,
que resultaron ser estériles. En 1966, complet6 el experimento logrando obtener ranas
adultas fertiles a partir de estos nicleos de células de renacuajos. Ambos articulos no
tuvieron, en realidad, un gran impacto en la comunidad cientifica de entonces.

No fue hasta treinta afios més tarde, en 1997, con el nacimiento de la oveja Dolly,
conseguido por los cientificos escoceses del Instituto Roslin, lan Wilmut y Keith Camp-
bell, cuando la transferencia nuclear y la pluripotencia de los nicleos de las células
adultas se pusieron de manifiesto y fueron verificadas en mamiferos. Esta hazafia tuvo
una gran repercusion entre cientificos y el gran publico, de tal manera que tanto la
“clonacion” como la “reprogramacion celular” fueron motivo de numerosas publica-
ciones de todo tipo y debates cientificos a todos los niveles.

Esta claro que el equipo escocés de Wilmut y colaboradores fueron los primeros en
demostrar el postulado de Spemann, lanzado muchos afios atras, al utilizar ndcleos de
células adultas, totalmente diferenciadas, de glandula mamaria. La transferencia nu-
clear en mamiferos y su uso potencial en medicina regenerativa, combinada con el ais-
lamiento de las primeras células madre pluripotentes embrionarias humanas, promovié
un gran interés en la reprogramacion y diferenciacion celular, aunque tuvo que afrontar
conflictos éticos, contrarios a la utilizacién de embriones humanos y de sus células
madre pluripotentes.

En 2006, la publicacién sorprendente de Shinya Yamanaka, investigador de la
Universidad de Kyoto, volvié a revolucionar las investigaciones en reprogramacion ce-
lular. En ella, se demostraba de manera sistematica y sencilla que eran cuatro los
genes cuya expresion habia que reactivar en células adultas diferenciadas, para que
adquirieran caracteristicas de células madre pluripotentes. Estos cuatro genes, Oct4,
Sox2, Kfl4y c-Mye, conseguian transformar una célula soméatica diferenciada en otra
muy distinta, practicamente no distinguible de las células madre pluripotentes em-
brionarias, con capacidad de desarrollar un nuevo embrién (en ratones) o de volver a
diferenciarse en cualquier tejido celular en el laboratorio (en células humanas y de
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ratén), sin requerir la intervencion de ningtin embrién. Con este descubrimiento se
eché por tierra la mayoria de los problemas éticos que habian suscitado los anteriores
experimentos en medicina regenerativa con embriones humanos.

Por este descubrimiento y por haber dilucidado los mecanismos moleculares de la
reprogramacion celular, Shinya Yamanaka ha sido galardonado con el Premio Nobel
2012 de Fisiologia y Medicina, compartiéndolo con John B. Gurdon, como se ha co-
mentado. Sin embargo, la Academia sueca olvidé incluir en este Premio Nobel 2012
a alglin miembro del Instituto Roslin, lan Wilmut o Keith Campbell, responsables de
la obtencion de la oveja Dolly. Dicho animal fue una de las noticias cientificas mas
comentadas del siglo XX, y una aportacion fundamental en toda la investigacion bio-
médica en medicina regenerativa. La oveja Dolly cambié la percepcion social de la
ciencia y trasladé el debate del progreso cientifico en biomedicina a la sociedad. Keith
Campbell (1954-2012) murié dos dias antes de que se concediera el Premio Nobel de
Fisiologfa y Medicina de 2012.

" Transferencia de niicleos de células somaticas

John Gurdon, con su experimento de sustitucién del nticleo haploide de un évulo de
rana por el diploide de una célula diferenciada, fue el primero que utilizé asi el método
SCNT en dos etapas: la enucleacion de un oocito de rana y la subsiguiente transferencia
de un ndcleo de una célula somética, del mismo animal. La transferencia del nicleo
somético al oocito demostré que a pesar del estado diferenciado del nicleo de la célula
donadora, la célula reconstituida parecia reprogramar o desdiferenciar el nicleo capaci-
tandolo para funcionar como un zigoto producido naturalmente. Los zigotos asi obtenidos
se desarrollaron como embriones viables que se incubaron y crecieron como renacuajos.
Como todos los renacuajos procedian de células intestinales de la misma rana adulta,
tenfan el material genético idéntico y eran clones. Sin embargo, los renacuajos clones, ob-
tenidos por Gurdon por transferencia nuclear, no se metamorfosearon como ranas. Cuando
se intentd aplicar esta tecnologia a otras especies como ratones, el programa de desarrollo
no pudo ser reiniciado. Otros grupos continuaron investigando, y en 1986 Prather y su
grupo clonaron una vaca a partir de células embrionarias utilizando transferencia nuclear.
Aunque este fue un ejemplo de transferencia nuclear de blastémero, esto influy6 efectiva-
mente en el nacimiento de la oveja Dolly diez afios después, en 1996.

Posteriormente, otros grupos continuaron estas investigaciones y consiguieron clo-
nar ratones, lo cual fue dificil porque los embriones de ratén empiezan a dividirse in-
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mediatamente después de que el 6vulo es fertilizado, y se pensé que no habria tiempo
para que se verificara la reprogramacion. La oveja, sin embargo, como su zigoto no se
divide hasta pasadas varias horas después de la fertilizacion, era una especie mas facil
de clonar, ya que el retraso natural entre fertilizacién y division daria tiempo al oocito
para reprogramar su ntcleo.

Aunque SCNT es un proceso no eficiente, cuya tecnologia tiene un rendimiento
relativamente bajo, no se puede pasar por alto lo extraordinario que supone que los
sistemas bioldgicos sean manipulables. En la figura 3 (A) se muestra un ejemplo de
transferencia de ndcleo de célula somatica empleando ratones.

A diferencia del huevo fertilizado o las células embrionarias tempranas que son
totipotentes o pluripotentes, sin una misién concreta, las células donantes son espe-
cialistas. Esto es, se han configurado hasta tal forma, que sus genomas han sido pro-
gramados para llevar a cabo la funcién particular para la que habian sido destinadas.
Asi las células del rifién no transcriben las instrucciones productoras de leche de la
glandula mamaria, aunque sigan llevando esos genes. La pregunta entonces es: ;Cémo
reprogramar el compendio total de instrucciones contenidas en el genoma, de tal ma-
nera que se realice un desarrollo normal?

Los experimentos SCNT requieren un reemplazo de ndcleos en animal completo,
por lo que se lanzaba al aire otra pregunta: ;Habria forma de revertir la diferenciacion
celular en una célula intacta?

La respuesta se hizo esperar mas de cuarenta afios. En 2006, Shinya Yamanaka,
mediante la introduccién de unos cuantos genes, que solo se encuentran activos en
células totipotentes, logré revertir la diferenciacién en un tipo de células maduras
diferenciadas de ratén (fibroblastos), para originar un tipo de células madre pluri-
potentes, las células iPS, en un proceso que él denominé reprogramacién celular, y
gue en comparacion con la reprogramacién obtenida por Gurdon se puede considerar
reprogramacion directa. Figura 3 (B).

El descubrimiento de las células iPS ha proporcionado la primera evidencia del
mecanismo interno capaz de reprogramar el estado de una célula diferenciada de un
tejido, hacia un estado de célula madre embrionaria, lo que indica la existencia de una
fuente intrinseca de juventud en cada célula de nuestro organismo.

¢Cual es la importancia de todo esto? En primer lugar, este descubrimiento puede
tener muchas aplicaciones médicas y biotecnoldgicas: por ejemplo, obtener células
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madre tipo embrionarias sin tener que enfrentarse a los problemas éticos y morales de
utilizar células embrionarias. Las células asi obtenidas pueden ser utilizadas para ex-
perimentos cientificos, para diagnéstico y terapia, cultivos celulares in vitro o incluso
cultivos de érganos. Ademas, estos descubrimientos han revolucionado el conocimien-
to cientifico del desarrollo de los organismos multicelulares, rompiendo con el paradig-
ma de que toda diferencia en una célula u organismo se basa exclusivamente en el
material genético, de tal modo que sacude los cimientos de la biologfa del desarrollo.

e+()-@ -

DNA nuclear oocito embrién
célula somatica enucleado predesarrollado
i ) _ @ - @
neonatos clonados embrién implantado
en madre adoptiva
[ (A) TRANSFERENCIA DE NUCLEO DE CELULA SOMATICA J
e 0
@ s 2o
célula factores de
somatica transcripcion
l (B) REPROGRAMACION DIRECTA J

Figura 3. (A): Transferencia del nicleo de una célula somdtica: El DNA nuclear aislado de una
célula somdtica donante se introduce en un ovocito al que se le ha eliminado el nicleo. De esta
unién surge el embrién predesarrollado que se cultiva hasta que se desarrolla totalmente. El embrién
desarrollado se implanta en el ttero de una hembra adoptiva, resultando en neonatos clonados. (B):
Reprogramacién directa: Una seleccion de factores de transcripcién se introducen en las células somdti-
cas mediante vectores viricos o no viricos para generar células madre pluripotentes (iPS).

Shinya Yamanaka
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W Células madre pluripotentes inducidas (iPS)

El articulo de Takahashi y Yamanaka, publicado en 2006, no tuvo Ia repercusion
social que probablemente le correspondia, al tratarse de experimentos realizados con
ratones, y hubo que esperar a 2007, cuando aparecieron resultados similares con cé-
lulas humanas, llevados a cabo de forma independiente por los equipos de Thomson,
en EE.UU., y del propio Yamanaka, en Japén, a que la comunidad cientifica com-
prendiera la magnitud del descubrimiento al percibir que era posible convertir células
somaticas en células madre pluripotentes, mediante un procedimiento de induccién
genética y la expresion simultanea de un reducido grupo de genes. Desde entonces, el
ndmero de publicaciones que han aparecido en la literatura ha desbordado cualquier
prevision, siendo en la actualidad uno de los campos de mayor interés en biologia de
células madre y en medicina regenerativa.

La expresion de tan solo cuatro factores transcripcionales fue el requisito para
transformar una célula somatica en una célula iPS. La diferenciacion selectiva de cé-
lulas madre se puede conseguir empleando los medios de cultivo oportunos. Los pro-
blemas éticos de trabajar con células madre se han esfumado, si se utiliza esta tecno-
logia.

Célula madre Célula iPS Célula somatica
<‘-_ _ _ QR TR TR S 2 3

Figura 4. Induccién de células madre pluripotentes en cultivos embrionarios de ratén por factores

definidos (Takahashi y Yamanaka, 2006).

Las aplicaciones en medicina de las células madre pluripotentes, capaces de di-
ferenciarse en cualquier tipo celular del organismo adulto, son numerosas, pues se
pueden utilizar para renovar tejidos dafiados y con ello paliar multiples enfermedades
como el Parkinson o lesiones de la médula espinal. Yamanaka y su grupo consiguieron
por primera vez la desdiferenciacion de células sométicas de fibroblastos de ratén en
células iPS, por la mera adicién de factores externos. El paso fundamental para el des-
cubrimiento de los factores que hacen posible la desdiferenciacion celular fue suponer
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que los factores transcripcionales que mantenfan el estado de pluripotente en las célu-
las madre eran los mismos que podrian inducir la desdiferenciacién de células somati-
cas. Los investigadores probaron combinaciones de 24 factores transcripcionales, que
habfan seleccionado previamente como candidatos para reinstaurar la capacidad de
pluripotencia en células sométicas, y encontraron que solo cuatro de ellos, los referi-
dos Oct3/4, KIf4, Sox2y c-Myc, eran necesarios para revertir la diferenciacion celular.

Las células iPS adquieren una morfologfa similar a las células madre (figura 4), su
tasa de duplicacién se equipara a estas, y expresan los marcadores celulares tipicos
de células madre. Otro aspecto analizado en estas células atafie al epigenoma. Las
islas CpG de los promotores de células madre necesarios para expresar pluripotencia-
lidad no estan metiladas, de forma que la maquinaria de expresion tiene pleno acceso
a estas regiones. Sin embargo, las células sométicas tienen patrones de metilacion
caracteristicos en estas zonas que silencian la transcripcion. En las células iPS se ha
conseguido borrar estas marcas epigenéticas, de forma que se permita la expresion
génica de los factores de transcripcién antes silenciados.

La transformacién celular se realizo con la ayuda de vectores virales, retrovirus
(lentivirus) portadores de las secuencias génicas de los 4 genes.

Gran parte de su éxito fue el ingenioso y elegante sistema de cribado que dise-
fiaron, con unos fibroblastos embrionarios obtenidos de ratones mutantes (knockout)
para el gen Fbx15, de expresion especifica en células madre pluripotentes embrio-
narias, o células ES, en los que este /ocus dirigia la expresién de una region génica
de resistencia al antibigtico G418. Al transformar los fibroblastos embrionarios obte-
nidos de ratones deficientes en Fbx15 con diversas combinaciones génicas y forzar
su crecimiento en presencia del antibitico, solamente aquellas combinaciones que
tuvieron éxito en la conversion de célula somética a célula madre pluripotente permi-
tieron activar el locus Fbx15 y expresar la resistencia al antibiético adecuadamente.
En este primer trabajo, los autores verificaron algunas de las propiedades de este
nuevo tipo celular. Desde el punto de vista morfolégico y en relacion a marcadores
especificos, estas células iPS no se distingufan de las células ES, con la salvedad de
que las iPS no provenian de embriones, sino de células somaticas. Se obtuvieron los
perfiles de expresion génica caracteristicos de estas células iPS y se pudo observar
que eran mas parecidos, aunque no idénticos, a los de las células ES, y totalmente
distintos de los de las células somaticas de donde provenian. Ademas, confirmaron
que, una vez inyectadas subcutaneamente en ratones inmunodeficientes, eran ca-
paces de originar teratomas con células de los tres estratos germinales, y mas aun,
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contribufan al desarrollo embrionario al ser inyectadas en blastocistos. Sin embargo,
en este primer trabajo no se pudieron obtener quimeras ni transmisién del genotipo
iPS a través de la linea germinal.

De forma independiente, aproximadamente un afio mas tarde, el grupo de Jae-
nisch logré reproducir los resultados de Takahashi y Yamanaka y consiguié culminar
la transmision por via germinal del genotipo de estas nuevas células iPS. A partir de
la transformacion de fibroblastos embrionarios de raton con los mismos 4 genes ya
mencionados, usé con éxito las células iPS generadas, microinyectandolas en blasto-
cistos de raton, y obtuvo quimeras, que transmitieron el genotipo a la descendencia.
Adicionalmente, aport6é nuevas pruebas moleculares que indicaban que el estado de
reprogramacion y epigenético conseguido en las células iPS las hacia del todo no dis-
tinguibles de las células ES. Este trabajo coincidié con un segundo trabajo del equipo
de Yamanaka en el que demostraba igualmente que las células iPS eran capaces de
contribuir y transferir su genotipo a través de la linea germinal, si se seleccionaban
aquellas celulas iPS con mayores niveles de expresién del gen Nanog, especifico de
células ES. De las quimeras generadas también se observé la aparicién de tumores en
los ratones, probablemente derivados de la activacion ectépica y anémala de c-Myc,
con lo que ya apuntaron estos autores que, en el futuro, cualquier aplicacién clinica
que pretendiera usar células iPS deberfa evitar el gen c-Myc, por su capacidad tumo-
rigénica.

Nuevamente, el grupo de Jaenisch demostré que basandose Gnicamente en crite-
rios morfolégicos para evaluar el grado de conversién de las células sométicas a células
madre, sin mediar modificacion genética previa alguna que ayudara a describir y aislar
las células iPS (p.e. usando el Jocus Fbx15, o el locus Oct3/4 o el locus Nanog, todos
ellos con fuerte expresion especifica en células ES), era posible obtener células iPS,
reprogramadas a partir de fibroblastos de ratén. El procedimiento funcionaba y era
reproducible en muchos laboratorios, por lo que un afio después de su primera des-
cripcion, ya se publicaba el protocolo que permitia obtener estas células iPS mediante
transduccion genética de un reducido niimero de genes, naturalmente preparado por
el grupo de Yamanaka. El mismo grupo se encargd de demostrar que, partiendo de
células somaticas y diferenciadas del estémago o del intestino, era posible derivar
células madre pluripotentes inducidas. De hecho, a raiz de ser posible obtener mdl-
tiples lineas de iPS de los més diversos tipos celulares, y de constatarse en muchos
experimentos independientes la eficacia del proceso, se concluyé que la explicacion
del mecanismo tenia que ver fundamentalmente con los genes transferidos, y no con
los sitios de integracién de los vectores virales utilizados.
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Posteriormente se ha demostrado que el protocolo general puede requerir alguna
pequefia modificacion para ser aplicado en la reprogramacién de determinados tipos
celulares sométicos. En este sentido, Jaenisch demostré que para la obtencion de
células iPS a partir de linfocitos B maduros no solo era necesario la adicion de los
cuatro genes mencionados sino la inclusién de un quinto gen, c/Ebpa, y la supresion
o0 inactivacion de uno adicional, Pax5. También se ha podido demostrar en ratones
que, en determinados tipos celulares (como las células madre adultas neurales), con
elevados niveles de expresion endogena de los genes c-Myc y Sox2, basta con transfor-
mar solamente dos genes (Oct3/4 y Kfl4) para obtener células iPS. Este experimento
indica que para que la reprogramacion e induccién del fenotipo pluripotente sea co-
rrecta y completa, no es necesaria la transduccién de los cuatro genes, sino que puede
complementarse el proceso con la expresién endégena normal de alguno de ellos en
algtin tipo celular. EI mismo equipo, dirigido por Shéler, ha llevado el experimento al
limite, demostrando que, en esencia, solamente hace falta un gen, el gen Oct3/4, para
convertir a una célula madre neural adulta en célula pluripotente inducida, siendo dis-
pensables, en este contexto y en estas condiciones, los otros tres que, de hecho, ya se
expresan de forma natural en dichas células madre adultas del sistema nervioso. Esta
plasticidad de las células somaticas, que pueden ser reprogramadas a pluripotentes a
través de la expresion de una serie de genes que codifican para factores de transcrip-
cién, ha abierto un camino nuevo gobernado por un reducido nimero de genes, cuya
expresion esté interrelacionada, de ahi que diferentes combinaciones, en apariencia
distintas, logren el mismo efecto. Tal grado de interrelacion se comprueba igualmente
al haberse demostrado que puede mimetizarse la reprogramacién mediada por al-
guno de estos cuatro factores mediante farmacos inhibidores de quinasas y agentes
bloqueantes de pasos clave en las cascadas de sefializacion, que la célula somatica
puede interpretar reactivando la pluripotencia y manifestando el fenotipo de célula
madre pluripotente inducida.

La medicina regenerativa con células madre pluripotentes/multipotentes promete
ser un medio terapéutico para el tratamiento de anormalidades del desarrollo, enfer-
medades degenerativas y achaques relacionados con la edad. Sin embargo, el sumi-
nistro y la inocuidad de las células madre son dos problemas importantes a resolver
hoy en la medicina regenerativa. El reciente descubrimiento de las células iPS va a
permitir suministrar a los pacientes células madre embrionarias propias. Todavia la
tumorigénesis potencial de las células iPS permanece como obstaculo. Durante la
embriogénesis temprana las células ES se generan sin formacion de tumores, por
tanto el profundizar en el conocimiento de estas células puede ayudar a prevenir la
tumorigénesis de las células iPS.
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@ Potencial terapéutico y medicina regenerativa

Los experimentos de Takahashi y Yamanaka en 2006 se han convertido, sin ninglin
género de duda, en una de las contribuciones mas importantes de la biologia de las
células madre. En 2007, estos experimentos se demostraron en células humanas por
Thompson en EE.UU. y por Yamanaka en Japdn, y fue entonces cuando la comunidad
cientifica y la sociedad se dieron cuenta del alcance de estos descubrimientos, y desde
entonces el nimero de publicaciones que han aparecido en la literatura cientifica ha
desbordado cualquier previsién, siendo hoy uno de los campos de mayor interés en la
biologia de las células madre y en terapia regenerativa.

Este estudio abre un gran campo de posibilidades para generar células pluripoten-
tes especificas de un paciente. Incluso en casos de integracion retrovirica, las células
iPS humanas son extraordinariamente tiles para el estudio de mecanismos de enfer-
medades, dosificacion de farmacos y toxicologia. Por ejemplo, células iPS derivadas
de hepatocitos de pacientes con diversas enfermedades pueden ser estudiadas para
predecir la toxicidad de farmacos candidatos. Una vez que se consiga mayor eficiencia
e inocuidad en las células iPS, estas seran aplicables en medicina regenerativa.

Las células iPS no son idénticas a las células madre embrionarias humanas. Ana-
lisis mediante microchips de DNA han detectado diferencias entre las dos lineas de
células madre pluripotentes. Se necesitan mas estudios para determinar si las iPS hu-
manas pueden remplazar a las células madre embrionarias naturales en aplicaciones
médicas.

La medicina regenerativa utilizando células iPS supone una gran promesa para el
desarrollo de terapias selectivas para el tratamiento de anormalidades del desarrollo,
enfermedades degenerativas y achaques del envejecimiento. Sin embargo, el suminis-
tro y la inocuidad de las células madre son dos problemas importantes a resolver hoy
en la medicina regenerativa. La obtencién de células iPS va a permitir suministrar a los
pacientes células madre embrionarias propias. Sin embargo, la tumorigénesis poten-
cial de las células iPS permanece alin como un obstaculo. Durante la embriogénesis
temprana, las células ES se generan sin formacién de tumores, por tanto el profundizar
en el conocimiento de estas células puede ayudar a prevenir la tumorigénesis de las
células iPS.

El potencial terapéutico de estas células iPS es enorme en cualquier caso. Si
realmente no se distinguen de las células pluripotentes embrionarias, y se comportan
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como ellas dando lugar, mediante diferenciacion celular, a cualquier tipo celular exis-
tente en el cuerpo, pueden ser la fuente celular inagotable que necesita la medicina
regenerativa, sin mediar ni requerir el uso de embriones. Un esquema terapéutico
simple podria ser el siguiente: una persona que padezca una patologia congénita o
degenerativa, que afecta a un determinado tipo celular, puede donar cualquiera de
sus células adultas sanas para, mediante de induccién genética, obtener células iPS,
a partir de las cuales derivar, mediante diferenciacion, el tipo de células dafiadas o en
degeneracion que se quisiera substituir o reparar.

El procedimiento, asi explicado, parece sencillo, no requiere del uso de embriones
y mantiene la identidad genética de las células, por lo que no se esperarian los proble-
mas de rechazo que suscitaban el uso de las células madre embrionarias, para lo cual
Jaenisch disefi¢ el procedimiento de la clonacion terapéutica y fue el mismo quien,
cinco afios mas tarde, en el campo de las células iPS, puso a punto un procedimiento
que sirvié para confirmar el potencial terapéutico de estas células madre pluripotentes
inducidas en ratones.

En este trabajo, partiendo de un modelo experimental en ratones con anemia fal-
ciforme, se obtuvieron células iPS que se modificaron genéticamente para corregir el
defecto genético asociado al gen de las b globinas (causante de la anemia falciforme),
se seleccionaron y amplificaron las células iPS asi modificadas, se diferenciaron estas
células a células progenitoras de la sangre y, tras eliminar las células de la médula 6sea
del ratén, se le introdujeron las nuevas, que reconstituyeron todo el sistema inmune,
y en particular dieron lugar a los nuevos eritrocitos sin anemia falciforme, curando la
patologfa del animal. En humanos, todavia no se ha logrado un experimento terapéutico
parecido, pero los resultados preliminares que van apareciendo apuntan a que no tar-
daré en producirse. Por ejemplo, el mismo equipo de Thomson ha demostrado que es
posible obtener cardiomiocitos funcionales a partir de células iPS obtenidas de células
somaéticas humanas, por lo que su potencial aplicacion para procedimientos de medicina
regenerativa y uso de implantes celulares autélogos esta ciertamente a la vuelta de la

esquina.

Otro de los campos activos de investigacion en células pluripotentes esta siendo
la exploracion sobre si son necesarias las modificaciones genéticas, permanentes o
transitorias, que permiten la reprogramacion celular. Algunos estudios apuntan a que
determinados tipos celulares (como las células madre de testiculo o espermatogonias),
fuera de su contexto, cultivados en el laboratorio en medios de cultivo especificos,
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pueden comportarse como células pluripotentes sin necesidad de modificacion gené-
tica alguna.

El uso de estrategias de reactivacién de los cuatro genes relevantes para la progra-
macion celular que eviten el uso de vectores virales, por su potencial peligro mutagéni-
co, es en células humanas, fuente constante de nuevas iniciativas y descubrimientos.
Ademas del uso de vectores adenovirales o de la transfeccion repetida de plasmidos,
han aparecido estrategias que permiten eliminar los virus portadores de los cuatro
genes, una vez integrados y una vez cumplida su funcién reprogramadora, mediante
una sencilla recombinacién y escisién mediada por una recombinasa. También se
ha logrado obtener células iPS a partir de fibroblastos de pacientes afectados por la
enfermedad de Parkinson y otras enfermedades a fin de obtener modelos Utiles que
permitan avanzar en el conocimiento de patologfas diversas. Otra estrategia involucra
el uso de transgenes inducibles, bien de expresién directa o controlada por doxicicli-
na, que expresan los factores de reprogramacioén y que pueden ser eliminados, tras
ser escindidos, mediante transposicion, utilizando las herramientas del sistema del
trasposon piggyBac.

La generacién de las células iPS hace ya seis afios ha proporcionado a los cienti-
ficos una plataforma Unica para diseccionar los mecanismos involucrados en la repro-
gramacion celular. Aunque es mucho lo que queda auln por resolver, lo cierto es que
hoy se tienen importantes conocimientos sobre el proceso de reprogramacion, tales
como que las células sufren cambios moleculares definidos y secuenciales de una ma-
nera aparentemente estocastica, y que esos cambios estan influenciados por la selec-
cién y nimero de factores de transcripcion, asi como por el tipo de células de partida.

El descubrimiento de las células iPS ha influenciado también nuestro conocimien-
to del desarrollo normal, al demostrar que la activacion de unos pocos factores de
transcripcion puede cambiar el destino celular, de ahi que las células de mamiferos
hayan desarrollado mecanismos epigenéticos para bloquear las células una vez que se
han diferenciado. Estos mecanismos se rompen a menudo en las células cancerosas,
las cuales muestran caracteristicas de células madre y signos de desdiferenciacion.
Curiosamente, muchas vias sefializadoras mutadas en células cancerosas se ha de-
mostrado que afectan la formacién de las células iPS, lo que indica la existencia de
notable similitud entre la tumorigenesis y la reprogramacién celular.
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El aislamiento de las células iPS ha promovido un nuevo interés en la intercon-
version directa de tipos celulares maduros entre si, la transdiferenciacion, de lo cual
ya se conoce la existencia de destacados ejemplos para tipos celulares pancreaticos,
musculares y neurales. Es probable que muchos otros cambios celulares se consigan
en un proximo futuro.

A pesar de lo mucho que se ha avanzado en la tecnologia de la obtencioén de las
células iPS humanas, se sabe alin poco sobre su equivalencia molecular y funcional
con las células madre embrionarias, lo cual puede afectar su potencial utilidad tera-
péutica. Se requiere no solo analizar la integridad genémica y epigenoémica de las iPS
humanas, sino también conseguir protocolos 6ptimos para evaluar la funcionalidad de
las células especializadas derivadas de las iPS.

Aunque el potencial terapéutico de las células madre pluripotentes inducidas es
enorme, en un futuro préximo se conoceré la realidad de ese potencial. Todavia que-
dan muchos interrogantes por contestar, a pesar de que en plazos muy cortos de tiem-
po se han solventado barreras que parecian insalvables hace muy poco (evitar el uso de
c-Myc, evitar el uso de vectores retrovirales, evitar la modificacion genética mediante
la induccion de la reprogramacién utilizando procedimientos quimicos, restringir la
fase de pluripotencia a la estrictamente necesaria, para luego pasar a diferenciar estas
células al tejido destino que se pretenda substituir o reparar, etc.). En pocos afios, el
campo de las células iPS ha producido multitud de publicaciones, muchas de ellas
pioneras, innovadoras, otras tantas de tipo descriptivo o confirmando observaciones
realizadas anteriormente, pero incluso estas Ultimas son de extraordinaria relevan-
cia, pues dan la idea acertada de lo sorprendente del descubrimiento de Takahashi y
Yamanaka, y también de su alto grado de reproducibilidad. De la relevancia de todos
estos estudios es de esperar que pronto puedan derivarse realidades terapéuticas que
compensen las enormes esperanzas que estas investigaciones han suscitado entre
pacientes afectados por enfermedades incurables o degenerativas.

" Abreviaturas

cMyc, gen tumorigénico que codifica para el factor de transcripcion Myc.
ES (células), células madre embrionarias.

iPS (células), células madre pluripotentes inducidas.

Kfl4, gen que codifica para el factor de transcripcion Kfl4.

MEF, fibroblastos embrionarios de raton.
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Oct3/4, gen que codifica para el factor de transcripcion Oct3/4.
Sox2, gen que codifica para el factor de transcripcion Sox2.
SCNT, transferencia de nicleo de célula somatica.
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