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RESUMEN

El premio Nobel de Quimica 2012 ha sido otorgado a los investigadores
estadounidenses Robert ]. Lefkowitz y Brian K Kobilka por sus estudios sobre los
receptores acoplados a proteinas G. Esta familia de proteinas de membrana son
los sensores bioldgicos mas extendidos y versatiles, responsables en buena
medida de la capacidad de nuestras células de recibir mensajes del entorno. Son
también la diana de numerosos farmacos utilizados para el tratamiento de
multiples patologias. El trabajo de Lefkowitz ha sido decisivo para desvelar la
naturaleza quimica de estos receptores y para entender mejor sus mecanismos de
sefializacidn y de regulacion. Lefkowitz y Kobilka consiguieron también identificar
el gen que codificaba para el receptor beta-adrenérgico, lo que permitio
posteriormente desvelar la existencia de multiples receptores de caracteristicas
similares. Finalmente, Kobilka ha utilizado la difraccion por rayos X para
determinar la estructura intima de estas proteinas. El camino abierto por
Lefkowitz y Kobilka permitira conocer mejor las alteraciones de receptores en
situaciones patoldgicas y avanzar en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Palabras clave: Receptores; Proteinas G; Sefalizacion celular.

ABSTRACT

A essential family for cellular communication membrane receptors

The Nobel Prize in Chemistry 2012 has been awarded to Robert |. Lefkowitz and
Brian K. Kobilka for their studies on G-protein-coupled receptors. The
components of this family of membrane proteins are ubiquitous and versatile
biological sensors that play an essential physiological role by allowing our cells to
respond to external stimuli. GPCR also are very important pharmacological
targets for the treatment of a variety of pathological conditions. The contributions
of Lefkowitz have been decisive in unveiling the chemical nature of these
receptors and to better understand their signaling and regulatory mechanisms.
Lefkowitz and Kobilka also cloned the beta-adrenergic receptor gene and paved
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the way for the identification of a large family of structurally-related receptor
proteins. Finally, Kobilka has recently determined the tridimensional structure of
prototypical GPCRs. The work by Lefkowitz and Kobilka opens exciting avenues
for a better knowledge of receptor alterations in pathological situations and for
the design of novel therapeutic strategies.

Keywords: Receptors, G proteins, Cell signaling.

1. INTRODUCCION

El premio Nobel de Quimica 2012 ha reconocido los decisivos estudios de
Robert Lefkowitz y Brian Kobilka en la identificacién y caracterizacion de los
denominados "receptores acoplados a proteinas G" (conocidos en el ambito
cientifico como GPCR, por las siglas correspondientes a “G protein-coupled
receptors” en idioma inglés), de amplisima relevancia fisioldgica y farmacolégica
(1). En este caso concreto, debo decir que a la satisfaccion de todo cientifico
cuando se reconocen los méritos de unos colegas, se suma un componente mas
personal, ya que conozco muy directamente a los dos premiados, desde que fui
discipulo del Profesor Lefkowitz durante mi estancia en Duke University (Carolina
del Norte) en los afios 1985-1986, periodo en el que Brian Kobilka también
formaba parte de su laboratorio. La superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G constituye un elemento central en las redes de sefializacién celular,
por las que se transfiere informacion biolégica del entorno, y cuyo conocimiento es
esencial para entender el funcionamiento de los seres vivos y en particular de los
organismos multicelulares.

2. COMUNICACION CELULAR: CAPACIDAD DE RESPUESTA A CAMBIOS EN EL
ENTORNO

Todas las células deben recibir continuamente informaciéon del ambiente
que las rodea, y tomar decisiones basadas en esa informacion. Asi, los organismos
unicelulares necesitan distinguir los nutrientes que se encuentran en su cercania, y
regular sus procesos metabolicos de acuerdo con esas disponibilidades.

En el caso de las células de los organismos multicelulares, es preciso que
integren la informaciéon procedente de las células vecinas y del conjunto del
organismo, para tomar decisiones tales como reproducirse, especializarse,
moverse a otro sitio o morir. Por tanto, comprender cdmo las células reciben y
coordinan sefiales del entorno y de otras células del mismo organismo es esencial
para entender procesos bioldgicos basicos (como la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis), la organizacion en tejidos, el metabolismo, la migracion de las células o
la propia percepcidn sensorial.

133




J. R. Lacadena y F. Mayor Menéndez

Antes de la aparicion de los organismos multicelulares, los organismos
unicelulares ya habian desarrollado mecanismos para responder a cambios en el
medio y a detectar en él la presencia de otras células. El advenimiento de
organismos multicelulares durante el proceso evolutivo precisé del desarrollo de
nuevos sistemas de control de la actividad celular, del establecimiento de normas
estrictas que regulasen el funcionamiento de cada una de las células especializadas
del organismo para el beneficio del conjunto.

Ademas, debia asegurarse que la puesta en marcha de respuestas celulares
se coordinase de tal manera que todas las células implicadas en un proceso
biolégico reaccionasen al unisono durante el desarrollo embrionario o ante
respuestas fisiologicas. La solucién evolutiva a estas necesidades de “socializacion”
celular fue el desarrollo de un “lenguaje” muy elaborado de comunicacién, capaz
no soélo de captar las sefales externas (particularmente a través de los sistemas de
percepcidon sensorial como la vista o el olfato), sino de integrar la informacion
procedente de las células vecinas y del conjunto del organismo, mediante el
establecimiento de rutas complejas de sefalizacion que coordinasen y ejecutasen
las respuestas celulares ante cambios ambientales, metabodlicos o patogénicos del
organismo.

A nivel molecular, los sistemas de sefalizacion celular y de control de la
expresion génica controlan el flujo de informacion desde el DNA a RNA, y de éste a
proteinas (en los procesos de transcripcién y traduccion, respectivamente) y, en
niveles de integracién superior, regulan dindmicamente el interactoma (las
multiples redes de interacciones que establecen las proteinas y que sustentan las
funciones celulares) y la funcion fisiolégica integrada en el organismo global,
resultado de la coordinacion de todas esas funciones celulares , lo que se ha
llamado “fisioloma”. La extraordinaria tarea de estos procesos de coordinacion de
la actividad celular resulta evidente si se considera que un ser humano adulto
consta de aproximadamente 80-100 millones de millones de células, de unos 300
tipos celulares distintos, agrupadas en distintos tejidos y 6rganos, formando entre
sf una intricada red de conexiones funcionales.

Mensajeros, receptores y cascadas de sefalizacion intracelular: los GPCR
como la familia de receptores mas extendida y versatil

Los sistemas de sefializacion son extraordinariamente complejos,
asemejandose a complicadas redes o circuitos con multiples elementos de
interseccion y control. En general, estos sistemas se basan en la existencia de
moléculas (denominadas mensajeros, hormonas, neurotransmisores, o mediadores
quimicos locales segun su origen celular, forma de liberacién, y funcién) que llevan
“Ordenes” solo a aquellas células que poseen receptores especificos para reconocer
a esa molécula.
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Los receptores tienen la capacidad de actuar como detectores de sefales y
de transformar ese acto de reconocimiento molecular en una seial intracelular
(denominada “segundo mensajero”). Los segundos mensajeros, ya desde dentro de
la célula, modifican la actividad, localizaciéon o interacciones entre proteinas
celulares (controlando asi el metabolismo, o la funcién del citoesqueleto, por
ejemplo) y también regulan la expresion génica, promoviendo una respuesta
celular especifica e integrada (Figura 1). Por tanto, los sistemas de sefalizacion
celular estdn normalmente organizados en etapas secuenciales de deteccion,
transformacién, amplificacion y diseminacidon de la sefial, que son un poderoso
instrumento para el control de las principales funciones celulares.

Seiial (mensajero))
Deteccion Receptores-canales
Transduccién ~— Receptores-enzimas
Transformaciéon
Receptores acoplados
’ [Amplificacién] a proteinas G (GPCR)
r _ metabolito
.
Seiial intracelular <— iom
- Terminacién | _—
- Adaptacién \
- Integracion \‘\\
Proteinas efectoras
Modificacion de procesos celulares Seiial fisiologica integrada
(transcripcion génica, metabolismo, s (Diferenciaciéon, crecimiento,
canales ionicos, citoesqueleto) migracion, muerte celular)

Figura 1.- Organizacién de las cascadas de sefializacién controladas por receptores situados en la
membrana plasmatica.

Es importante recordar que estos sistemas, para ser eficaces, tienen que
funcionar de forma transitoria y controlada de tal forma que so6lo persista la sefial
mientras lo haga el mensajero. Por tanto, tienen que existir ademas procesos de
terminacion, adaptacién e integracidon que aseguren en todo momento su
activacion y desactivacion controlada.

La mayoria de los mensajeros se unen a receptores situados en la
membrana plasmatica de las células diana. Se distinguen tres grandes clases de
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receptores, definidos por su “estrategia” para transformar la sefial extracelular en

una intracelular (Figura 1):

Receptores acoplados a canales idnicos. Son proteinas de membrana que
dejan pasar iones a través de ellas sélo si esta presente el mensajero en la
parte extracelular. Estos receptores actian como “compuertas” que se
abren transitoriamente dejando pasar calcio, sodio o cloruro (dependiendo
del receptor) a favor de su gradiente electroquimico. Este tipo de
receptores (constituidos por varias subunidades de proteinas
transmembrana) son especialmente abundantes en células excitables
caracterizadas por una gran rapidez de respuesta, como las neuronas o las
células musculares.

Receptores con actividad enzimatica propia. Son en general proteinas
con una regidén transmembrana que presentan un sitio de unién del
mensajero situado en el exterior de la célula y una zona con actividad
enzimatica (sitio catalitico) en el interior. La uniéon del mensajero provoca
cambios en el receptor (que en muchos casos implica su dimerizacidn, es
decir, su cercania a otro receptor similar) que resultan en la estimulacion de
su actividad catalitica. Muy frecuentemente esa actividad es de tipo quinasa,
es decir, provoca la fosforilacién en un residuo de tirosina, de serina o de
treonina de la propia proteina receptora y de otras proteinas celulares,
modificando transitoriamente su funciéon. Muchos mensajeros de tipo
peptidico, como la insulina, y muchos factores que controlan el crecimiento
de las células utilizan este tipo de receptores.

Receptores acoplados a proteinas G. En las dos tipos de receptores
anteriores, la capacidad de reconocer al mensajero y de promover y
amplificar una sefial intracelular (a través de un canal i6nico o una
actividad enzimatica) residian en la misma proteina. En este ultimo tipo
participan 3 proteinas de membrana distintas: el receptor (que es en este
caso una proteina que atraviesa 7 veces la membrana), unas proteinas
transductoras denominadas proteinas G (situadas en la periferia interna de
la membrana plasmatica) y otra proteina efectora o amplificadora. Entre
estas proteinas efectoras se encuentran la adenilil ciclasa (que produce el
segundo mensajero denominado AMP ciclico a partir del ATP celular),
fosfolipasas (que “liberan” segundos mensajeros “almacenados” en forma
de lipidos en la membrana), o canales para diversos iones. Este sistema de
sefializacién ha tenido un gran “éxito evolutivo”, ya que es la familia de
receptores mas extensa, mas ubicua y mas versatil. Los humanos tenemos
casi mil receptores de esta familia en nuestro genoma (1-4), capaces de
reconocer especificamente a un repertorio extremadamente variado de
estimulos, desde fotones en la retina a multiples aromas en el epitelio
olfativo, pasando por receptores para aminas bidgenas, aminoacidos,
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derivados lipidicos, péptidos y proteinas en multiples tejidos, que controlan
multiples aspectos de la funcién celular y de la homeostasis del organismo
(Figura 2).
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Figura 2.- Sefializacién mediada por receptores acoplados a proteinas G. La llegada del agonista
promueve la interaccién del receptor con la proteina G y el intercambio de GDP por GTP, lo que a su
vez conduce a la disociacién de las subunidades de la proteina G heterotrimérica, que pueden
entonces interaccionar con efectores especificos y controlar una gran variedad de procesos
celulares basicos, la percepcion sensorial y diversos aspectos de la homeostasis del organismo. La
activacion de las proteinas G es transitoria, ya que su capacidad GTPasa (estimuladas por las
proteinas GAP o RGS) vuelve el sistema a su situacién basal.

Las proteinas G son interruptores moleculares que se activan
transitoriamente. Estas proteinas pueden encontrarse en dos conformaciones
espaciales diferentes: una forma inactiva, cuando unen al nucle6tido GDP, y otra
forma activada capaz de unirse con otras proteinas celulares denominadas
efectoras, cuando unen GTP. Pero esta activacidn es intrinsecamente transitoria, ya
que estas proteinas son GTPasas, es decir, destruyen al cabo de un breve tiempo el
GTP transformandolo de nuevo en GDP, y vuelven asi a su estado basal. Tanto el
encendido (intercambio de GDP por GTP) como el apagado (hidrolisis de GTP) de
este interruptor molecular se pude modular por su interaccidn con otras proteinas.

Hoy sabemos que cuando los GPCR reconocen a su mensajero (por ejemplo,
el receptor de adrenalina a la adrenalina), cambian su conformacién y pueden
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entonces interaccionar con una proteina G de tipo heterotrimérico unida a GDP, lo
que a su vez promueve el intercambio de GTP por GDP. La proteina G en su estado
activo interacciona con efectores (como la adenilil ciclasa) modificando
parametros intracelulares que diseminan la sefial extracelular. Las subunidades
Gbetagamma que se liberan simultaneamente pueden también actuar sobre
diversos efectores celulares (Figura 2) Posteriormente, la proteina G hidroliza GTP
a GDP (en un proceso que puede ser activado por familias de proteinas
estimuladoras de la actividad GTPasa, denominadas GAP o RGS (5,6) y el sistema
vuelve a su conformacion basal. So6lo si sigue habiendo mensajero en el exterior de
la célula se repetira el ciclo de activacion y desactivacion.

Los GPCR son también muy relevantes por sus implicaciones
fisiopatolégicas y en farmacologia (1,4,7,8). En muchas enfermedades se
encuentran alterados los niveles de mensajeros y/o las rutas de sefializaciéon que
controlan GPCRs. Por ejemplo, en patologias cardiovasculares existen aumentos en
los niveles de mensajeros como catecolaminas, angiotensina o endotelina, que
alteran a su vez el normal funcionamiento y crecimiento de tipos celulares
cardiovasculares, y pueden conducir a hipertrofia cardiaca y a fallo cardiaco. La
gran capacidad de control de las funciones celulares de los GPCR puede
aprovecharse para modificarla de la forma mas eficaz y especifica posible.

Asi, pueden seleccionarse o disefiarse compuestos quimicos capaces de
unirse con gran afinidad a los mismos receptores que nuestros mensajeros
internos, consiguiendo asi mimetizar (agonistas) o impedir (antagonistas) su
accion. Por ejemplo, agonistas de receptores betaZ-adrenérgicos son eficaces
broncodilatadores y se utilizan para tratar el asma; antagonistas betal-
adrenérgicos se utilizan para el tratamiento de la hipertensidn; antagonistas del
receptor H2 de la histamina inhiben la excesiva secrecidn gastrica; agonistas de
receptores de opiaceos, como la morfina, se utilizan como analgésicos, etc.

3. EVOLUCION DEL CONCEPTO DE RECEPTOR

El concepto de receptores como elementos sensores del entorno se remonta
a Paul Ehrlich en el afio 1903, cuando se avanzé la idea de que las sustancias
bioldgicamente activas podrian unirse a sitios especificos en las superficies de las
células. Posteriormente, en la primera década del siglo XX, JN Langley y su
estudiante Henry Dale fueron los primeros en proponer explicitamente la idea de
una sustancia receptora en las células capaces de responder a estimulos, basados
en experimentos clasicos de fisiologia y farmacologia, utilizando preparaciones de
musculo esquelético o liso y de glandulas salivales para estudiar los efectos de la
adrenalina o la acetil-colina (9, 10). Sin embargo, la naturaleza fisico-quimica de
estos receptores era desconocida. En la década de 1940 el farmacdélogo Raymond
Ahlquist, examinando las diferentes reacciones de oOrganos a la adrenalina y
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sustancias quimicas relacionadas, introdujo el concepto de la existencia de
subtipos de receptores adrenérgicos (11): unos cuyo efecto principal es la
contraccidon de células de musculo liso vascular (receptores alfa-adrenérgicos) y
otros que estimulan la contraccion cardiaca (beta-adrenérgicos).

Posteriormente, cientificos como James Black (Premio Nobel de Fisiologia o
Medicina en el afio 1988) desarrollaron sustancias capaces de interferir con la
accion de la adrenalina y la noradrenalina en el corazoén, los denominados
farmacos beta-bloqueantes, que tuvieron una extraordinaria repercusion en el
tratamiento de la enfermedad coronaria y la hipertension.

A pesar de estos importantes progresos, a principios de los afios 1960
existia todavia un conocimiento muy escaso de las caracteristicas moleculares de
los receptores y de los mecanismos de transmision de la sefial. En esta década se
produjo un avance conceptual critico, la teoria del segundo mensajero (12)
sugerida por Earl Sutherland (que obtuvo el Premio Nobel en el afio 1971).
Sutherland habia trabajado con el nobel Carl Cori estudiando los mecanismos por
los que la adrenalina regula la degradacion de glucogeno a glucosa en el higado.
Mas adelante descubrié que para promover este efecto la adrenalina no entra en la
célula sino que estimulaba la sintesis en el otro lado de la membrana de AMP
ciclico (AMPc), tras la activacién de una enzima adenilil ciclasa.

El AMPc acttia entonces como “segundo mensajero” transmitiendo la sefial a
proteinas intracelulares mediante la activacion de una proteina quinasa
dependiente de este nucleotido ciclico, identificada por Edwin Krebs (13).

En el marco de la teoria de la regulacién alostérica que habian propuesto en
el afio 1963 Monod, Changeux y Jacob, una hipdtesis muy atractiva era que la
adenilil-ciclasa fuese una enzima alostérica de membrana con dos sitios diferentes,
uno receptor en el exterior y otro catalitico en el interior de la célula. Sin embargo,
los cientificos estadunidenses Martin Rodbell y Alfred Gilman demostraron en la
década de los 70 y principios de los 80 del siglo pasado que la realidad era mas
compleja, y que la actividad adenilil-ciclasa requeria la presencia e hidroélisis de
GTP, y que existian unas proteinas transductoras, denominadas proteinas G, que
actuaban como intermediarios entre el reconocimiento de la adrenalina por su
receptor y la estimulacién de la actividad adenilil-ciclasa (14, 15). Estos cientificos
compartieron el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en el afio 1994.

En este contexto es en el que el trabajo de Robert Lefkowitz dio un impulso
decisivo al entendimiento de la naturaleza y mecanismo de accién de los
receptores de adrenalina. Lefkowitz, nacido en el afio 1943 en el barrio de Bronx
en Nueva York, se habia formado como cardi6logo en la Universidad de Columbia y
habia realizado, tras un periodo de actividad clinica, una estancia postdoctoral en
los Institutos Nacionales de la Salud con ]J. Roth e I. Pastan, trabajando en la
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identificacion de las acciones de la hormona ACTH utilizando ensayos de
radioligandos.

Sin embargo, cuando se establecid en la Universidad de Duke como
investigador independiente en el afio 1973, centré sus esfuerzos en los receptores
beta-adrenérgicos, quiza por su formacidén como cardiologo y unido al hecho de
que su padre habia fallecido recientemente a causa de una patologia cardiaca.
Durante los siguientes afios, el laboratorio de Lefkowitz desarrollé una seria de
técnicas que fueron esenciales para demostrar la existencia de los receptores como
entidades moleculares diferenciadas, su cuantificacién, y posterior purificacion
(Figura 3).
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Adrenalina los trabajos de Lefkowitz
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Figura 3.- Contribuciones esenciales del laboratorio de Lefkowitz en la identificacién del receptor
de adrenalina y de los mecanismos de activacidn de la adenilil-ciclasa.

La utilizacion de ligandos del receptor beta-adrenérgico marcados
radioactivamente permiti6 la deteccién y cuantificacion del receptor en las
membranas celulares (16). Posteriormente, los ensayos de union de ligando en
diferentes condiciones experimentales permitieron identificar interacciones
alostéricas complejas entre los receptores y las proteinas G. Asi, la afinidad de los
ligandos por el receptor beta-adrenérgico podia modularse por la presencia de
GTP, mientras que la presencia de un agonista aumentaba la interaccion entre el
receptor y la proteina G. Estos experimentos llevaron a Lefkowitz, De Lean,
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Limbird y Stadel a proponer el denominado "modelo del complejo ternario”, en el
que el receptor activado unido a la proteina G constituia el elemento estimulador
de la actividad adenilil-ciclasa (17-19).

Otro paso esencial en la caracterizacidon del receptor beta-adrenérgico fue
su solubilizacion y purificacién. Con alguna excepcion, como es la caso de la
rodopsina en la retina, los receptores de membrana se encuentran generalmente
en muy pequefias concentraciones, lo que dificulta mucho su aislamiento y
purificacion. Gracias a la utilizacién de detergentes como la digitonina, Marc Caron
y Lefkowitz consiguieron solubilizar un receptor funcional en el afio 1976 (20).

A continuacion Marc Caron, desarroll6 métodos de cromatografia de
afinidad basados en el antagonista beta-adrenérgico alprenolol, que permitieron la
purificacion de los receptores purificados en columnas de alprenolol-sefarosa a
principios de los afos 80 (21,22). La disponibilidad del receptor purificado
permitié hacer un experimento conceptualmente critico (23): Lefkowitz, en
colaboracion con Eva Neer y Lutz Birnbaumer, realiz6 experimentos de
reconstitucién de receptores purificados, proteinas G purificadas y la actividad
catalitica de la adenilil-ciclasa, demostrando definitivamente que el mecanismo de
transmision de la sefial de adrenalina incluia tres entidades moleculares
diferentes.

CLONAJE DEL RECEPTOR BETA-ADRENERGICO Y EL NACIMIENTO DE UNA
FAMILIA DE RECEPTORES DE MEMBRANA

El propio Bob Lefkowitz ha recordado en entrevistas realizadas en los
ultimos afios que 1986 marcé un punto de inflexion critico en su investigacion
(24). En efecto, entonces tuvo lugar el paso decisivo de identificar el gen que
codificaba para el receptor beta-adrenérgico, lo que permiti6 también conocer la
secuencia y caracteristicas de los aproximadamente 400 aminoacidos que
componen esa proteina.

Ese proyecto lo lideraba en su laboratorio un postdoctoral de
extraordinaria perseverancia y talento, llamado Brian Kobilka. Este investigador,
nacido en Little Falls (Minnesota) en 1955 y formado también como médico
cardiologo en la Universidad de Yale, se habia incorporado como postdoctoral en la
Universidad de Duke en el afio 1984. La disponibilidad de receptor beta-2-
adrenérgico purificado permitid intentar el clonaje del gen y cDNA de este receptor
utilizando técnicas de microsecuenciacion peptidica, para disefiar luego
oligonucleotidos degenerados para intentar identificar el cDNA del receptor en
genotecas de DNA genomico. Después de varios afios de esfuerzo el grupo de
Kobilka y Lefkowitz (en colaboracion con Cathy Strader en Merck) consiguid
publicar la secuencia completa del receptor beta-2 adrenérgico de hamster en el
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numero de la revista Nature de mayo de 1986 (25). Sorprendentemente, el
receptor de la adrenalina presentaba notables similitudes con el receptor de la luz
(la rodopsina), en el sentido de que ambos parecian presentar siete tramos de
aminodacidos capaces de atravesar la membrana celular (Figura 4).
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Figura 4.- Clonaje del receptor beta adrenérgico y concepto de familia de receptores acoplados a
proteinas G. El conocimiento de la secuencia del receptor beta-2-adrenérgico permitié su
comparacién con la de la rodopsina e identificar similitudes en su estructura global y en la
secuencia de sus dominios transmembrana, lo que permitié proponer la existencia de una familia
de receptores de 7 dominios transmembrana con similares rasgos estructurales.

Al mismo tiempo, el laboratorio de Lefkowitz también descubri6é que los
mecanismos de regulacidon del receptor de adrenalina eran muy parecidos a los de
la rodopsina de la retina. Se habia descrito que en presencia de luz la rodopsina
activada se fosforilaba en su dominio intracelular por una enzima denominada
rodopsina quinasa, lo que promovia su desensibilizacion. También en 1986,
Benovic, Mayor, Caron y Lefkowitz publicaron un articulo en Nature (26) en el que
identificaban que una quinasa similar, denominada quinasa del receptor beta
adrenérgico (BARK por sus siglas en inglés) era capaz de fosforilar al receptor
beta-2 adrenérgico en respuesta a adrenalina, y también a la rodopsina en
respuesta a la presencia de luz (Figura 5).
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A Rodopsina Receptor beta2-adrenérgico OAdrenaIina

Figura 5.- Similitud entre los mecanismos de regulacién por fosforilacién de la rodopsina y del
receptor beta-2 adrenérgico promovidos por la presencia de agonistas.

Se vislumbraba, por tanto, la emergencia de una "familia" de receptores
para estimulos externos muy diversos, pero que conservaba unos rasgos
estructurales, de funcionamiento y de regulacion comun: estaba naciendo lo que
luego resultd ser la gran familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR),
también llamados por sus caracteristicas estructurales receptores de siete
dominios transmembrana, o receptores "serpentina”.

En los siguientes afios, el clonaje por el laboratorio de Lefkowitz de diversos
subtipos de receptores adrenérgicos (revisado en 23 y 24), y de un receptor
muscarinico de acetil-colina por el grupo de Numa (27) corrobor6 la idea de la
existencia de una gran familia de receptores relacionados estructural y
funcionalmente.

Por otra parte, Lefkowitz y Kobilka realizaron experimentos con receptores
quiméricos que combinaban secuencias de receptores alfa-2 y beta-2 adrenérgicos
que fueron muy relevantes para identificar dominios intracelulares del receptor
implicados en la interaccidon con subtipos de proteinas G especificos (28). También
el grupo de Lefkowitz, con especial protagonismo de su colaborador ].L. Benovic,
desarroll6 a finales de la década de 1980 y en la década de 1990 la caracterizacion
en detalle de los mecanismos de regulacion de GPCRs por las proteinas GRKs y
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arrestinas, abriendo nuevos perspectivas sobre el funcionamiento y los
mecanismos de sefializacion de esta familia de proteinas (29, 30).

5. DESVELANDO LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LOS RECEPTORES
ACOPLADOS A PROTEINAS G.

A pesar del inmenso progreso que suponian estos nuevos avances,
persistian algunas preguntas clave: jcomo y donde se unen los ligandos de GPCRs
de forma especifica? ;como se transmite la sefial y se promueve la activacion de las
proteinas G? La respuesta a estas preguntas requirio de nuevos experimentos
bioquimicos y biofisicos y, muy particularmente, precisaba dilucidar la estructura
cristalina de estos receptores.

Tras trasladarse a la Universidad de Stanford (California) en 1989, Brian
Kobilka se propuso un reto que tard6 casi 20 afios en alcanzar: determinar la
estructura en el espacio de esos receptores. Este proyecto presentaba algunos
retos muy dificiles de resolver: los GPCRs son proteinas de membrana de poca
abundancia relativa y son proteinas muy dinamicas, capaces de adoptar diversas
conformaciones, asi como altamente inestables en detergentes, presentando poca
exposicion de superficies hidrofilicas. Todo ello suponia un auténtico reto a la hora
de intentar su cristalizacion.

Para hacer frente a estas dificultades el grupo de Brian Kobilka en
colaboracion con investigadores como Gebhard Schertler y Raymond Stevens
desarrollaron diversas soluciones alternativas (31-33), que incluyeron el
desarrollo de sistemas de expresion de alto rendimiento de receptores
recombinantes en baculovirus, la utilizacion de nuevos detergentes, la co-
cristalizacion de receptores con antagonistas o agonistas inversos capaces de
estabilizar conformaciones especificas del receptor; el incremento del area
hidrofilica de los receptores para facilitar la cristalizacién mediante la fusién con
fragmentos tipo FAb o “nanobodies” o con T4 lisozima, la utilizacién de mutantes
de receptores con mayor estabilidad...

Todo ello permitiéo publicar en el afio 2007 la primera estructura del
receptor betaZ-adrenérgico unido al antagonista carazolol (31). Este avance
facilité también la comparacidn detallada con las estructuras tridimensionales de
la rodopsina que, gracias a su mayor abundancia y facilidad de purificacidén, se
habian obtenido por diversos autores particularmente Krzystztof Palczewski y
Okada alrededor del afio 2000 (34,35).

Estos progresos en la "ingenieria" de GPCRs y su cristalografia han
permitido un avance acelerado en los ultimos afios en el conocimiento de nuevas
estructuras. A finales del afio 2012 se habian obtenido 16 estructuras de GPCRs, 9
de ellas publicadas en el propio afio 2012 (revisado en referencia 36) . Entre estas
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estructuras se incluyen las de los receptores beta-1 adrenérgicos, muscarinicos
tipo M2 y M3, el receptor H1 de histamina, el receptor D3 de dopamina, el receptor
tipo A2a de adenosina, el receptor de esfingosina 1 fosfato S1P1, el receptor de
quimioquinas CXCR4, tres subtipos de receptores de opidceos (OPRK1, OPRM1,
OPRD1), el receptor de nociceptina OPRL1, asi como receptores de neurotensina y
el receptor de proteasas PAR1 (36,37). Ademas, algunos de ellos han sido co-
cristalizados en complejo con diferentes ligandos, lo que ha permitido investigar
los cambios conformacionales relacionados con la unién de diversos compuestos
quimicos.

La obtencion de estas diversas estructuras ha permitido conocer con
precision los dominios de receptores implicados en la interaccion con sus ligandos
especificos y las similitudes y diversidades estructurales presentes en los dominios
extracelulares, transmembrana, e intracelular de los diversos GPCRs (revisado en
detalle en las referencias 36 y 37).

La ultima frontera en este conocimiento de la estructura tridimensional de
los receptores ha sido la identificacion de los cambios estructurales que tienen
lugar tras la activacion del receptor y que conducen a la estimulacion de las
proteinas G. Para ello una vez mas ha sido decisiva la aportaciéon de Brian Kobilka,
publicada en dos articulos sucesivos en la revista Nature el 29 de septiembre del
afio 2011 (38,39).

En estos trabajos su grupo describi6 la cristalizacion de un receptor beta-2
adrenérgico activado por agonista en complejo con la proteina Gas. Experimentos
de una gran complejidad técnica, que incluyen la ingenieria de estas proteinas
para favorecer la estabilizacion de ese complejo, han permitido identificar las
superficies de interaccion y los principales cambios estructurales que tienen lugar
en las diversas proteinas del complejo (Figura 6).

En el caso del receptor beta-2 adrenérgico, el cambio conformacional mas
significativo incluye un movimiento hacia el exterior del extremo citoplasmico del
segmento transmembrana 6 y una extension en alfa-hélice del extremo
citoplasmico del segmento transmembrana 5. Estos dos movimientos coordinados
permiten la separacion de los bucles intracelulares 2 y 3 de la estructura del
receptor y la creacién de un “bolsillo” hidrofébico donde puede unirse la proteina
Gas (Figura 6). En concreto, la insercion en de la hélice a5 C-terminal de Gas en
esta hendidura hidrofébica transitoria formada en el receptor activado por
agonista permite a su vez cambios importantes en la estructura de la proteinas G,
mediante la rotacién de su dominio GTPasa y el remodelado de la region 6-a5, lo
que facilitaria la liberacion de GDP y el consiguiente paso de la proteina G a su
estado activo.
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Receptor beta2-adrenérgico
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Figura 6.- Estructura tridimensional del receptor beta-2 adrenérgico y cambios promovidos tras su
activaciéon. Los trabajos de Kobilka han permitido cristalizar el receptor beta-2-adrenérgico
activado por agonista en complejo con la proteina G e identificar las principales superficies de
interaccidn entre estas proteinas. En el esquema de la derecha se muestran los principales cambios
conformacionales promovidos por agonistas, que conducen a un aumento de las superficies
hidrofébicas que se ofrecen a las proteinas G en el interior de la célula (esquema modificado de
www.nobel.org).

En definitiva, todos estos estudios estan permitiendo obtener informaciéon
muy relevante sobre las distintas conformaciones activas de los GPCRs y sobre
como son capaces de transmitir informacion al interior de la célula. El concepto
general que parece emerger es que la familia de receptores de 7 dominios
transmembrana tendria una arquitectura general modular, compuesta por un
modulo de unién de ligandos y otro mdédulo de sefalizacion hacia el interior
celular (Figura 7).

El mo6dulo de unidn de ligandos, formado por las bucles extracelulares del
receptor y la parte mas externa de sus dominios transmembrana, presenta la
mayor diversidad entre los distintos receptores GPCR (lo que permitiria explicar
su interaccion especifica con multiples ligandos diferentes) y sufre cambios
conformacionales menos acusados en presencia de agonistas (37). Por el contrario,
el modulo de senalizacion hacia el interior de la célula, formado por la parte mas
interna de los dominios transmembrana y por los bucles intracelulares del
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receptor, presenta menor diversidad entre las subfamilias de GPCRs y sufre
cambios conformaciones muy evidentes tras la llegada de los ligandos,
permitiendo asi la transmision de la sefial al interior de la célula (37). El hecho de
que este ultimo modulo sea mas conservado es también coherente con el hecho de
que 800 receptores para sustancias diferentes puedan converger en la interaccion
con las mismas proteinas G, o ser regulados por las mismas familias de quinasas
GRKs y de arrestinas.

Diversidad de ligandos

N

N-term

N

Modulo de union de ligando:
-mayor diversidad entre GPCR
- cambios conformacionales moderados

Modulo de seializacion:
-mayor conservacion entre GPCR
-cambios conformacionales mas pronunciados

Proteinas G GRKs/ Arrestinas

Figura 7.- Arquitectura modular de la familia de receptores acoplados a proteinas G Los GPCR se
estructuran en dos mddulos con distintos grados de divergencia de secuencia y de movilidad
conformacional (esquema inspirado en la referencia 37).

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

La concesion del Nobel de Quimica a Lefkowitz y Kobilka completa
justamente el reconocimiento que en afos precedentes se habia ido otorgando a
los otros descubridores de pautas esenciales de este lenguaje de comunicacion
celular (Earl Sutherland, premio Nobel 1971 por identificar por primera vez el
AMPc como segundo mensajero y Al Gilman y Martin Rodbell, premio Nobel 1994
por su descubrimiento de las proteinas G). Sin embargo, hay todavia muchos
interrogantes abiertos en este campo.

Entre ellos, cabe destacar las nuevas vias de sefializacion de receptores de 7
dominios transmembrana consecuencia de su interaccion con las proteinas GRKs
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y arrestinas. Estas proteinas no solamente actuarian como reguladores negativos
del acoplamiento de los GPCR a las proteinas G (que es como fueron identificados),
sino que presentan complejos interactomas que les permiten también participar
en la propagacion de la sefal de estos receptores tras la llegada de un agonista
(30,40). Esta divergencia de sefializacion de los receptores de 7 dominios
transmembrana entre vias dependientes de proteinas G y otras cascadas
dependientes de GRKs y arrestinas ha llevado también a la identificacion de los que
se ha denominado “biased ligands”, sustancias quimicas que de manera preferente
inducen la interaccibn del receptor bien con proteinas G, bien con
GRKs/arrestinas, lo que puede tener un gran interés para el desarrollo de nuevos
farmacos. En este mismo sentido, el mejor conocimiento de los “bolsillos” de unién
de ligandos a los GPCRs facilitara el disefio de nuevos compuestos quimicos con
mayor afinidad y/o selectividad (4,36,37).

Por otra parte, se esta identificando la existencia de GPCRs codificados por
diversos virus, que podrian tener un papel relevante en su capacidad patogénica y
constituir potenciales dianas para su tratamiento.

Por ultimo, la secuenciacion del genoma humano ha puesto de manifiesto la
presencia en nuestra informacion genética de multiples miembros de la familia de
receptores 7 dominios transmembrana sin mensajero fisiolégico conocido (los
denominados GPCRs huérfanos), lo que presenta el importante reto de identificar
sus ligandos enddgenos y sus funciones fisioldgicas e implicaciones patoldgicas.

En definitiva, el camino abierto con extraordinaria clarividencia y
perseverancia por Lefkowitz y Kobilka, seguido actualmente por muchisimos otros
investigadores, permitira seguir conociendo mejor las alteraciones de receptores
en situaciones patologicas y avanzar en el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas. Hay ain mucho trabajo por hacer y muchas preguntas por contestar.
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RESUMEN

En el presente trabajo se glosan las investigaciones sobre reprogramacion celular
llevadas a cabo mediante transferencia nuclear de células somaticas y la
obtencion de células troncales pluripotentes inducidas (iPS).

Palabras clave: Reprogramacion celular; Transferencia nuclear; Células troncales
pluripotentes inducidas; células iPS.

ABSTRACT

Rewinding the genetic film of development

Investigations on cell reprogramming carried out by cell nuclear transfer and the
induction of somatic pluripotent stem cells (iPS) in mammals awarded the Nobel
Prize in Phisiology or Medicine 2012 are analyzed.

Keywords: Cell reprogramming; Nuclear transfer; Induced pluripotent stem cells;
iPS cells.

1. INTRODUCCION

El 8 de octubre de 2012 se hacia publico que la Asamblea Nobel del
Instituto Karolinska habia concedido el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina
2012 a los Dres. Sir John B. Gurdon (Gurdon Institute, Universidad de Cambridge,
UK) y Shinya Yamanaka (Universidad de Kyoto, Japon) “por el descubrimiento de

que células maduras [diferenciadas] pueden ser reprogramadas para convertirse
en pluripotentes”. Permitaseme recordar aqui que en el discurso inaugural del afio
2011 que tuve el honor de pronunciar en esta Real Academia recogi las siguientes
palabras en el apartado correspondiente a las células troncales pluripotentes
inducidas: “El hecho de que Yamanaka junto con Gurdon recibieran en 2009 el
Premio Albert Lasker de Investigacion Basica en Medicina puede ser una
anticipacion de que, antes o después, recibiran el merecido premio Nobel”. No
tardo6 dos afios en cumplirse mi profecia.
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En la concesién de un premio Nobel puede premiarse una investigacion
pionera en un campo cientifico o una investigacion posterior basada en el cambio
de paradigma que supuso aquella. En el caso que hoy nos ocupa, la Asamblea Nobel
ha tenido el acierto de premiar ambas cosas: por un lado, a Sir John B.Gurdon que
hace 50 afios, en 1962, demostré la posibilidad de que la informacion genética
contenida en el nucleo de células diferenciadas de un anfibio pudiera ser
reprogramada para reiniciar un proceso de desarrollo completo y, por otro lado, a
Shinya Yamanaka que 44 afios mas tarde encontro las claves genéticas para inducir
la reprogramacion celular en mamiferos como el raton y el ser humano

2. CONCEPTO GENETICO DE DESARROLLO

El desarrollo se puede definir como un “proceso regulado -es decir, bajo
control genético- de crecimiento y diferenciaciéon resultante de la interaccion
nucleo-citoplasmica, del ambiente celular interno y del medio externo mediante el
cual se produce la formacién del individuo adulto a partir de una célula inicial
Unica: el cigoto originado por la fecundacion de los gametos”. El cigoto reune la
informacion genética necesaria (aunque a veces no suficiente) para programar la
formacién del nuevo ser, de manera que, de no mediar alteraciones de cualquier
tipo que interfieran con el proceso, a partir del momento en que empiece a
funcionar el primer gen en dicha célula, la programacién genética conducira
inexorablemente a la formacion del individuo adulto. El proceso de desarrollo es,
por tanto, una secuencia programada de cambios fenotipicos controlados espacial
y temporalmente que constituyen el ciclo vital del organismo (1).

En el proceso global de desarrollo cabe distinguir los siguientes fendmenos
o componentes del desarrollo:

* La replicacién genética (ADN) y la proliferacion celular, que producen el
crecimiento;

* La diferenciacion celular o citodiferenciacion, fendmeno por el cual células
que tienen un origen comun y, por tanto, son genéticamente idénticas,
divergen en su estructura y/o funcién, dando lugar a lineas celulares
morfolégicamente y/o fisiologicamente diferentes;

* La histogénesis, como resultado de la agregacion de células diferenciadas
para constituir un tejido con funcién especializada;

* La organogénesis, como consecuencia de la asociacion de tejidos, dando
como resultado final la forma del individuo (morfogénesis);

e Por ultimo, podria considerarse el comportamiento como una expresion
multidimensional del desarrollo.

En el contexto del Premio Nobel que conmemoramos, solamente haremos
referencia a la diferenciacion celular. La citodiferenciacion es debida a una
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actividad génica diferencial determinada por causas ambientales intra o extra
celulares aunque en algunas ocasiones pueda ser producida por o ir acompafiada
de modificaciones cromosOmicas estables (numéricas, estructurales o fisiolégicas)
de la dotacién cromosomica de las células. La cuestion fundamental que se plantea
es si las células diferenciadas conservan la capacidad (multipotencia o
pluripotencia) de originar un tejido u O6rgano diferente al que estaban
programadas o a un organismo completo (totipotencia), comportandose como un
verdadero cigoto si las condiciones experimentales las indujeran a ello.

3. REPROGRAMACION NUCLEAR

Desde el punto de vista genético, por reprogramacion nuclear se entiende el
cambio en la expresion génica de una clase de célula a otro tipo de célula no
relacionada con ella. Como sefialaban Gurdon y Melton (2), las primeras evidencias
experimentales sobre reprogramacion se obtuvieron en las décadas de los 50 y 60
del siglo pasado con los trabajos sobre clonacion en anfibios. A partir de ahi habria
que tener en cuenta las técnicas de clonacion por transferencia nuclear de células
somaticas en mamiferos (SCNT, somatic cell nuclear transfer), la fusion celular, las
células troncales embrionarias y adultas, la induccién de pluripotencia por
expresion génica ectopica (células iPS, induced pluripotent stem cells) y la
reprogramacion directa que permite transformar un tipo de célula diferenciada en
otra célula diferenciada (transdiferenciacién) sin pasar por la fase intermedia
equivalente de una célula pluripotente. Lo mismo que en la Edad Media los
alquimistas trataban de transmutar en oro a otros metales, en la actualidad
estamos viviendo una nueva clase de alquimia -la alquimia celular (3)- que
convierte una célula en otro tipo de célula.

El Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2012 que hoy conmemoramos
tiene que ver con la clonacién por transferencia de nucleos (Gurdon) y con la
induccidn de células troncales pluripotentes (Yamanaka).

4. LA CLONACION POR TRANSFERENCIA DE NUCLEOS
4.1. Anfibios

En la década de los cincuenta del siglo pasado, Briggs y King (4)
trasplantaron nucleos de células de blastula, gastrula, néurula y renacuajo de Rana
pipiens a citoplasmas de 6vulos sin fecundar que habian sido enucleados mediante
micro manipulaciones para comprobar si tales nucleos eran capaces de dar marcha
atrds en su proceso informativo y volver a dar un desarrollo normal. Los
resultados obtenidos mostraron que al trasplantar nucleos del estadio de blastula
se obtenia un desarrollo normal, mientras que al trasplantar los nucleos de células
de gastrula, néurula o renacuajo disminuia de forma progresiva la capacidad de
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desarrollo. La conclusion evidente era que cuanto mas diferenciadas estaban las
células donantes de los nucleos tenian menos capacidad de desarrollo total
(totipotencia).

Sin embargo, diez afios después del primer experimento de Briggs y King,
en 1962 John B. Gurdon (5) hizo un experimento que le ha valido el Premio Nobel
sesenta aflos mas tarde, porque su investigacion cambié la idea de que la
diferenciacion celular era un proceso irreversible, sentando las bases para el
desarrollo posterior de las técnicas de reprogramaciéon nuclear, tanto en la
obtencion de mamiferos cléonicos como en la obtencion de células troncales, de
especial importancia en la Biomedicina.

Los experimentos de Gurdon consistieron en transferir el nicleo de una
célula diferenciada (célula ciliada epitelial de intestino) de renacuajo del sapo con
garras africano (Xenopus laevis) al citoplasma de un 6vulo cuyo nucleo habia sido
destruido mediante radiacion ultravioleta, obteniendo un sapo macho y otro
hembra normales, aunque con una frecuencia pequefia (1%).

Como comprobacién experimental de que la técnica de transferencia
nuclear habia sido correcta, Gurdon utiliz6 como cepa donadora del nucleo un
mutante nucleolar obtenido por Fischberg (6), en cuyo laboratorio habia trabajado
con anterioridad, que mostraba en el nucleo interfasico un solo nucleolo en lugar
de dos que tenia la cepa receptora normal. Diez afios mas tarde, Kobel y
colaboradores (7) obtuvieron un sapo hembra fértil transfiriendo nucleos de
células no ciliadas de epidermis de renacuajo, ratificando asi las experiencias de
Gurdon.

A pesar de la evidencia experimental aportada por Gurdon y Ila
corroboracion por Kobel y colaboradores, sin embargo la clonacion en anfibios por
transferencia de nucleos de células diferenciadas fue recibida con cierto
escepticismo por parte de la comunidad cientifica (8) porque, como sefiala la
propia Institucién Nobel, el descubrimiento de Gurdon “hizo afiicos el dogma de
que la diferenciacién celular s6lo podia ser un proceso unidireccional” (9).

De hecho, la idea cientifica vigente entonces estaba muy enraizada con el
modelo de canalizacion del desarrollo propuesto por Waddington en 1957 (10) en
la década anterior en el que comparaba el proceso de desarrollo con un paisaje
epigenético de montafias y valles en el que las células indiferenciadas estan en las
cumbres de las montafias y en el proceso de diferenciacidon entran en los valles de
forma que ya no podran volver al estado diferenciado que representan las
cumbres.

Otro ejemplo muy grafico que solia utilizar yo en mis clases de Genética era
el de los cambios de via de una estacion de tren donde se clasificaban los vagones
llevandolos a las vias muertas del la diferenciacion.
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4.2. Mamiferos

Si en anfibios habia sido posible la clonacion por transferencia de nucleos,
(por qué no podia ser posible también en mamiferos? Sin embargo, las
investigaciones realizadas inicialmente en ratones dieron resultados negativos,
dando pie a que se llegara a decir en palabras del mayor exponente en el campo de
la investigacion genética embrioldgica en ratén de aquella época que “la clonacion
por transferencia de niicleos en mamiferos es biol6gicamente imposible” (11).

Es obvio que términos como imposible, siempre o nunca no pueden ser
usados en cuestiones cientificas. De hecho, trece afios mas tarde, en 1997, la
comunidad cientifica y la sociedad conocieron con perplejidad que en el Instituto
Roslin de Edimburgo habia nacido la oveja Dolly originada por transferencia del
nucleo de una célula de glandula mamaria de una oveja adulta a un ovocito
enucleado en una investigacidn dirigida por el Dr. lan Wilmut (12). Este trabajo del
grupo de Wilmut abri6 las puertas a la clonacién por transferencia de nucleos en
mamiferos; asi, hasta la fecha de hoy, se han obtenido animales clonicos en otras
muchas especies: ratén, vaca, mono rhesus, cabra, cerdo, gato, conejo, carnero
“bateng”, mulo, caballo, rata, ciervo, perro, lobo, camello, toro de lidia, coyote.
Cuando se conoci6 la noticia del nacimiento de la oveja Dolly, un periédico hacia un
comentario con el titular “hoy la oveja, mafiana el pastor” planteando el problema
ético que supondria obtener humanos clénicos.

Como ha ocurrido en otras ocasiones, en el camino de la concesién de este
Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2012 ha habido algiin damnificado: me
refiero al Dr. lan Wilmut (Roslin Institute, Universidad de Edimburgo, UK) y a su
colaborador el Dr. Keith Kampbell -fallecido unos dias antes de la concesion del
premio por lo que no hubiera podido recibir el galardon segun las normas de la
institucion Nobel- que muy bien podria haber compartido el premio con el Dr.
Gurdon reconociendo su mérito por la clonaciéon de la oveja Dolly que abri6 las
puertas a la clonaciéon en mamiferos.

5. CELULAS TRONCALES PLURIPOTENTES INDUCIDAS (IPS) (13)

5.1. Células troncales

La terapia celular, basada en la transferencia de células o tejidos a los
tejidos u 6rganos dafiados, es una de las grandes esperanzas de la Medicina
Regenerativa del futuro. El establecimiento de cultivos celulares de tejidos
humanos en el laboratorio es a veces muy dificil. Por ello, desde el punto de vista
clinico es innegable el avance que supondria la posibilidad de poner a punto
técnicas que permitieran obtener cualquier tipo de cultivos de tejidos y, acaso en
un futuro mas lejano, de drganos. En este contexto, no cabe duda que el uso de las
células troncales. puede resultar fundamental.
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Por célula troncal se entiende cualquier célula indiferenciada que tiene la

doble capacidad de dividirse de forma ilimitada y, en un cierto momento,

diferenciarse dando lugar a diferentes tipos de células especializadas. De acuerdo

con esta segunda capacidad, las células troncales pueden ser totipotentes,

pluripotentes y multipotentes en razén a su mayor o menor versatilidad o

potencialidad, tal como se definen a continuacion:

Célula totipotente: Célula troncal que tiene la capacidad de diferenciarse
en el embriéon y en tejidos y membranas extraembrionicas. Las células
totipotentes contribuyen a todos los tipos celulares de un organismo adulto.
La totipotencia es la capacidad funcional de una célula de dar lugar a un
individuo completo tras un proceso de desarrollo normal. Las células
totipotentes de un embrién muy temprano tienen la capacidad de
diferenciarse en membranas y tejidos extraembrionicos, en el embrion y en
todos los tejidos y 6rganos postembrionicos. En el embrién humano, parece
ser que solamente son totipotentes los blastomeros hasta el estadio de
morula de 16 células.

Célula pluripotente: Célula troncal presente en los estadios tempranos de
desarrollo embrionario (blastocisto) que puede generar todos los tipos de
células en el feto y en el adulto y es capaz de autorrenovacion. Las células
pluripotentes, sin embargo, no son capaces de desarrollarse en un
organismo completo. La pluripotencia es la capacidad funcional de una
célula de dar lugar a varios linajes celulares o tejidos diferentes. Las células
troncales embrionarias (ES) presentes en la masa celular interna (MCI) del
blastocisto humano son pluripotentes, pero no totipotentes; es decir,
pueden originar distintos tejidos u 6rganos pero no dar lugar al desarrollo
completo de un embriéon porque no pueden producir las membranas y
tejidos extraembridnicos necesarios para el proceso de gestacion. No
obstante, podria ocurrir que una célula pluripotente de la masa celular
interna se convirtiera en totipotente.

Célula multipotente: Célula troncal presente en los tejidos u 6rganos
adultos que tiene una capacidad limitada de reactivar su programa genético
como respuesta a determinados estimulos que le permiten dar lugar a
algunos, pero no todos, los linajes celulares diferenciados. La multipotencia
es la capacidad funcional de una célula de dar lugar a alguno, pero no todos,
los linajes celulares. Algunas células troncales presentes en tejidos u
organos adultos son multipotentes. A veces se utiliza el término plasticidad
como equivalente a multipotencia.

Hay varias clases de células troncales (embrionarias, adultas, pluripotentes

inducidas) cuya eficacia en el establecimiento de cultivos de tejidos en el

laboratorio y sus valoraciones éticas y juridicas son diferentes. Aunque los tres
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tipos de células troncales pueden tener una aplicacion clinica, sin embargo las
células iPS son especialmente indicadas en la terapia celular de la Medicina
Regenerativa porque al tratarse de una transferencia autologa se evita el rechace
inmunolégico. En el presente contexto inicamente se hara referencia a las células
troncales pluripotentes inducidas (células iPS).

5.2. Células roncales pluripotentes inducidas (iPS), una esperanza ética para el futuro
(14)

Células iPS de raton

Desde el afio 2003, el laboratorio de Yamanaka (15) estaba interesado en el
estudio de los factores necesarios para mantener la pluripotencia de las células
troncales embrionarias, identificando el gen Nanog (16) a la vez que lo hacia el
grupo de Austin Smith (17). A partir de entonces decidi6 investigar la posibilidad
de inducir la pluripotencia en células somaticas. Conociendo el trabajo de Tada y
colaboradores (18) del afio 2001 en el que demostraron que la fusidon de células
somaticas con células ES induce la pluripotencia del nicleo somatico, Yamanaka
selecciond un conjunto de 24 factores de transcripcion como posibles candidatos
para inducir la pluripotencia en células somaticas, descartando uno a uno los
factores que no parecian capacitados para ello.

Finalmente, en 2006 Yamanaka (19), logré la reprogramacion de células
somaticas de raton utilizando solamente cuatro genes reguladores de la
transcripcion (Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4) que fueron capaces de convertir
fibroblastos embridnicos de raton en células troncales pluripotentes, por lo que se
le puede acreditar la paternidad de la técnica (20) que fue ratificada por el grupo
de investigacion de Rudolf Jaenisch (21). Posteriormente, Yamanaka refind la
técnica original (22). En 2009, Maria Blasco y colaboradores demostraron que es
necesaria la presencia de la actividad telomerasa en la obtencién de células iPS en
raton (23).

Pensando en una futura aplicacion clinica de estas técnicas hay que senalar
dos inconvenientes: en primer lugar, la utilizaciéon de un retrovirus como vector
para introducir los genes reguladores que reprograman las células somaticas y, en
segundo lugar, en el caso de Yamanaka, la utilizacion del proto-oncogén c-Myc, lo
cual puede suponer un obstaculo para lograr la autorizacién para llevar a cabo la
investigacion clinica. De hecho, un 20% de los ratones implantados con células iPS
desarrollaron teratomas cancerosos. Mas tarde, en 2011, Yamanaka vy
colaboradores (24) obtenian células iPS a partir de fibroblastos de raton y
humanos sustituyendo el factor c-Myc por el factor de transcripcion Glis1 (de la
familia de zinc finger 1), evitando el posible efecto dafiino del proto-oncogén c-
Myc. El factor Glis 1 promueve multiples vias de reprogramacion, tales como las
Myc, Nanog, Lin28, Wnt, Essrb y la transicion mesenquima-epitelial.
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Para obviar estas dificultades clinicas se han introducido algunas mejoras
técnicas: por ejemplo, Yamanaka y colaboradores (25) han obtenido las células iPS
sin utilizar vectores virales en ratones. Para ello utilizaron la transfeccidn repetida
de dos plasmidos de expresion en fibroblastos de embriones, uno era portador de
los ADNc (ADN complementario) de Oct3/4, Sox2 y Klf4 y el otro del de c-Myc. En
las células iPS obtenidas no se produjo la integracion del plasmido en el genoma,
evitando la formacion de teratomas.

Por su parte, Jaenisch y colaboradores (26), con objeto de reducir el niumero
de particulas virales necesarias para la reprogramacion y por tanto disminuir el
peligro de la mutagénesis inducida por la integracion de ADN viral en el genoma,
lograron que los cuatro factores de reprogramacion Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc
pudieran ser expresados a partir de un Unico promotor viral, generando células iPS
tanto a partir de células embrionarias o adultas de ratéon como a partir de
queratinocitos humanos.

Por otro lado, Melton y colaboradores (27) obtuvieron células iPS a partir
de fibroblastos humanos utilizando solamente los factores Oct4 y Sox2, evitando la
presencia de los proto-oncogenes Klf4 y c-Myc y sus posibles efectos daiinos.
Incluso, mas tarde, Schoéler y colaboradores (28) demostraron que la presencia
unica del gen Oct4 bastaba para obtener células iPS (que denominan 1FiPS) a
partir de células troncales neuronales de ratén adulto.

Un nuevo avance en el tema de la células iPS se produjo en abril de 2009
cuando Ding y colaboradores (29) lograron transformar células somaticas de ratén
en células troncales pluripotentes inducidas (iPS) sin introducir en las células
informacion genética alguna sino, simplemente, poniendo a las células en
presencia de determinadas proteinas.

Células iPS humanas

El paso a la obtencién de células troncales pluripotentes inducidas en la
especie humana la realizaron casi simultaneamente el grupo de Yamanaka y el de
Thomson. En 2007, Thomson y colaboradores (30) lograron reprogramar células
somaticas adultas humanas (procedentes de prepucio de recién nacido y de piel de
feto) y convertirlas en células troncales pluripotentes, introduciendo en ellas
mediante un vector viral cuatro genes (Oct4, Sox2, Nanog y Lin28) que regulan la
transcripcion (factores de transcripcion). Estas células troncales pluripotentes
inducidas (células iPS, induced pluripotent stem cells) tienen cariotipo normal,
expresan actividad telomerasa, expresan marcadores celulares de superficie y
genes que caracterizan a las células troncales embrionarias (ES) y mantienen el
potencial de desarrollo para diferenciarse en células de las tres capas germinales
primarias. La eficacia de la técnica es de una célula iPS obtenida por cada 10.000
células tratadas que, en términos practicos, es muy alta.
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La publicacidén del trabajo del grupo de Thomson fue simultanea con la del
grupo de Shinya Yamanaka (31) quienes utilizando como vector un retrovirus
introdujeron en células somaticas humanas (células de la piel de la cara de una
mujer de 36 aflos y de tejido conectivo sinovial de un varén de 69 afos) cuatro
genes reguladores de la transcripcion (Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4) con una eficacia
de una célula troncal pluripotente inducida (iPS) obtenida por cada 5.000 células
de piel utilizadas en el tratamiento. Por su parte, [zpistia Belmonte y su grupo (32)
mostraron que la utilizacién de queratinocitos de cabello humano resultaba cien
veces mas eficaz y era el doble de rapido que cuando se utilizaban fibroblastos.

Como se ha indicado anteriormente, Melton y colaboradores obtuvieron en
2008 células iPS a partir de fibroblastos humanos utilizando solamente los factores
Oct4 y Sox2, evitando la presencia de los proto-oncogenes KIf4 y c-Myc y sus
posibles efectos dafiinos.

En noviembre de 2010, Rossi y colaboradores (33) obtuvieron células iPS a
partir de varios tipos de células humanas mediante ARNm sintético modificado
(RiPS cells), evitando los peligros de los métodos integrativos de ADN (vectores
virales) y logrando superar la eficacia de otros métodos disefiados anteriormente
(por ejemplo, uso de proteinas). Ellos sintetizaron ARN modificado
correspondiente a los cuatro factores de transcripcion canonicos utilizados
inicialmente por Yamanaka: Klf4, c-Myc, Oct4 y Sox2 y en un experimento
posterior afladieron el ARN modificado correspondiente a un quinto factor (Lin28
de Thomson). Los métodos utilizados no son mutagénicos y son altamente
controlables. Ademas, la utilizacion de ARN modificado plantea la posibilidad de
utilizar esta nueva tecnologia para dirigir la diferenciaciéon de las células iPS
obtenidas (RiPS) en el tipo celular deseado. Por ejemplo, los mismos autores,
utilizando ARN sintético modificado que codificaba para el factor de transcripcion
miogénico MYOD, obtuvieron células miogénicas que originaban miotubos
formados por miogenina y miosina.

Aplicacion terapéutica en modelo experimental de ratéon

En diciembre de 2007, el grupo de Jaenisch hizo publico en la revista
Science el éxito de la aplicaciéon en ratones de la técnica de Yamanaka para el
tratamiento de la anemia falciforme humana en un modelo de ratén utilizando
células pluripotentes inducidas (iPS) mediante reprogramacion de células de la
piel (34). Posteriormente, en 2009, Ward, Ma y colaboradores (35) lograron
corregir también en ratones la hemofilia de tipo A (producida por mutacién del
factor VIII) de manera que al inducir un corte en la cola de ratones inyectados en el
higado con células iPS no sufrian dafios importantes mientras que los ratones
control no inyectados morian en pocas horas. Al afio siguiente, en 2010, el mismo
grupo lograba revertir la hiperglicemia en ratones diabéticos de tipos 1 y 2
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mediante la obtencidn y transferencia de células beta pancreaticas a partir de
células iPS (36).

En 2010, Yamanaka, Okano y colaboradores (37) obtuvieron neuroesferas
“seguras” (que no inducen tumorogénesis) derivadas de células iPS que originaban
in vitro neuronas, astrocitos y oligodendrocitos de raton electrofisiolégicamente
funcionales. Ademas, cuando dichas neuroesferas “seguras” eran trasplantadas a la
médula espinal de un ratén 9 dias después de haberle producido el dafio, se
diferenciaban en los tres linajes celulares neurales sin formar teratomas ni
tumores, participando en la remielizacién e induccidn del recrecimiento axonal de
las fibras serotonérgicas, contribuyendo a la recuperacién de la funcién
locomotora.

Aplicacion terapéutica en humanos

Estas investigaciones suponen un paso adelante esperanzador en la posible
utilizacién de células iPS en la terapia celular humana del futuro, obviando los
problemas éticos de la manipulacion de embriones.

La aplicacion terapéutica de las células iPS podria plantearse en tratamiento
clinicos in vivo sobre los pacientes que necesitaran disponer de las garantias
suficientes que eviten efectos secundarios nocivos como puede ser la produccion
de tumores o en experimentos de laboratorio in vitro segin el modelo de
“enfermedades en placa petri” que permitan conocer los procesos de la
enfermedad o realizar pruebas toxicolégicas para el desarrollo de nuevos
farmacos.

Efectivamente, en 2008, Eggan y colaboradores (38) lograron mediante la
técnica de induccion de células iPS generar in vitro a partir de fibroblastos de piel
células nerviosas motoras en un paciente de 82 afios que padecia esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), que son precisamente las células dafiadas por la enfermedad. La
técnica consistié en introducir en los fibroblastos los genes Klf4, Sox2, Oct4 y c-
Myc utilizando como vector un retrovirus. También Park y colaboradores
indujeron la obtencién de células iPS en casos de distrofia muscular y de la
enfermedad de Huntington (39).

Posteriormente, en 2009, Svendsen y colaboradores (40) obtuvieron células
iPS a partir de fibroblastos de piel de un nifio afecto de atrofia muscular espinal
(AME), enfermedad autosémica recesiva que suele manifestarse a partir de los 6
meses de edad y que produce la muerte del paciente en torno a los dos afos. Las
células iPS obtenidas generaban neuronas motoras defectuosas de manera que,
como dicen los autores del trabajo, se pueden estudiar comparativamente con las
células nerviosas homdlogas producidas por la madre fenotipicamente sana del
nifio enfermo y poder asi estudiar los mecanismos de la enfermedad. En la técnica

160




Sesion cientifica Premios Nobel 2012

se utilizaron los genes Oct4, Sox2, Nanog y Lin28 que fueron introducidos en los
fibroblastos utilizando como vector un lentivirus.

Las células iPS especificas del sindrome de Rett muestran una disminucién
en la densidad de espinas después de la diferenciacion neuronal (41).

La diferenciacion de hepatocitos a partir de células iPS en pacientes con
deficiencia para la al-antitripsina produce una acumulacion elevada de lipidos y
glicégeno (42).

En 2011, Izpista y colaboradores (43) obtuvieron céulas iPS sanas a partir
de fibroblastos de piel de nifios que padecian la enfermedad de Hunchinson-
Gilford de envejecimiento prematuro (progeria) y que al ser rediferenciadas a
células musculares lisas volvian a manifestar las caracteristicas de la enfermedad
(acumulacion de progerina y desorganizaciéon de la lamina nuclear). Sus
investigaciones pueden permitir estudiar las causas del envejecimiento in vitro.

Recientemente, también de han utilizado las células iPS en enfermedades de
manifestacion tardia como la ataxia espinocerebelar (44), la enfermedad de
Alzheimer (45), la enfermedad de Huntington (46) y la enfermedad de Parkinson:
en 2012, [zpista y colaboradores (47) obtuvieron células iPS a partir de células de
la piel de pacientes con la enfermedad de Parkinson comprobando que las células
iPS presentaban una anomalia en la membrana nuclear semejante a la que
presentaban las células de una muestra post mortem del cerebro de pacientes que
habian padecido dicha enfermedad. También se han iniciado estudios con
enfermedades complejas como la esquizofrenia (48).

A modo de resumen, en el Cuadro 1 se resumen las investigaciones mas
importantes descritas anteriormente indicando los autores y las fechas
correspondientes:

Cuadro 1.- Células troncales pluripotentes inducidas (iPS).

Células iPS en raton

Yamanaka (2006, 2008); Jaenisch (2007, 2009); Scholer (2009); Blasco (2009);
Ding (2009)

Células iPS humanas

Yamanaka (2007, 2011); Thomson (2007); Park (2008); Jaenisch (2008, 2009);
Lowry (2008); Izpisua Belmonte (2008); Melton (2008); Rossi (2010); Gage
(2011)

Aplicaciones terapéuticas en ratén como modelo experimental

Anemia falciforme HbS (Jaenisch, 2007); hemofilia A (Ward y Ma, 2009); diabetes
(Ward y Ma, 2010); lesiones en médula espinal (Yamanaka y Okano, 2010)
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Aplicaciones terapéuticas en humanos

Esclerosis lateral amiotréfica, ELA (Eggan, 2008); distrofia muscular y
enfermedad de Huntington (Park, 2008 y The HD iPSC Consortium, 2012); atrofia
muscular espinal, AME (Svendsen, 2009); sindrome de Rett (Marchetto, 2010);
deficiencia en al-antitripsina (Rashid, 2010); ataxia espinocerebelar (Koch,
2011); progeria (Izpisia Belmonte, 2011); esquizofrenia (Brennand, 2011);
enfermedad de Parkinson (Izpisia Belmonte, 2012); enfermedad de Alzheimer
(Israel, 2012)

La importancia del descubrimiento de la posibilidad de obtener células
troncales pluripotentes inducidas (células iPS) por reprogramacion celular de
células somaticas adultas merecié ser seleccionado por la revista Science (49)
como el segundo de los diez descubrimientos cientificos mas importantes del afio
2007 y como el mas importante del afio 2008. Consideraba la revista que la
obtencion de células iPS es el logro de “una hazafia largamente buscada de
alquimia celular”: asi como los antiguos alquimistas buscaban convertir metales
vulgares en oro, los cientificos actuales han logrado convertir células humanas
diferenciadas en células iPS, el equivalente biologico del oro.

Al igual que le ha sucedido al Dr. lan Wilmut con la clonacion en relacion
con el galardon Nobel concedido al Dr. Gurdon que he comentado anteriormente,
el Dr. James A. Thomson ha experimentado una situaciéon analoga por partida
doble. En efecto, la historia de la células troncales pluripotentes embrionarias
empez0 en 1981 cuando Sir Martin J.

Evans —galardonado con el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina en 2007-
logro aislarlas y cultivarlas a partir de embriones de ratén en fase de blastocisto
(50). Afios mas tarde, en 1998, el grupo dirigido por James A. Thomson, de la
Universidad de Wisconsin-Madison, consigui6 aislar y mantener en cultivo células
troncales embrionarias a partir de blastocistos humanos (51), continuando de
alguna manera lo que Evans habia logrado en ratones en 1981 y abriendo un
nuevo campo cientifico en la Medicina. Este afio por segunda vez se ve privado el
Dr. Thomson del galardon Nobel a pesar de haber obtenido casi simultineamente
con el Dr. Yamanaka las células troncales pluripotentes inducidas humanas. Como
es sabido, la normativa de la Institucion Nobel prohibe dar el mismo premio a mas
de tres personas, de no tratarse de un colectivo u organizacion.

Los intentos de abrir las puertas a la clonacibn humana con fines
terapéuticos (obtencion de embriones somaticos por transferencia nuclear de
células del propio paciente) puede que resulten innecesarios si llega a hacerse una
realidad clinica la reprogramacion de células somaticas adultas utilizando las
técnicas de Yamanaka, Thomson y Jaenisch antes descritas. En este contexto cabe
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sefialar que el Dr. lan Wilmut, padre cientifico de la oveja Dolly, anuncié que
abandonaba la investigacion en clonacién terapéutica humana para pasarse a la
utilizacién de la técnica de reprogramacion celular de Yamanaka. También José B.
Cibelli, uno de los pioneros de la clonaciéon humana (52), se ha manifestado a favor
de la nueva técnica de reprogramacién mientras que otros cientificos siguen
aferrandose a la investigacion con células troncales embrionarias como a un clavo
ardiendo.

Los defensores de continuar investigando con células troncales
embrionarias humanas defienden su posicion, argumentando que si no hubiera
sido por estas investigaciones no se hubiera llegado a conocer el papel de los
factores de transcripcion Oct3/4, Sox2, c-Myc, Klf4, Nanog y Lin28 en el proceso
de reprogramacion celular de células somaticas adultas.

En el presente contexto, es importante sefalar que, segin datos de los NIH
de los Estados Unidos (53), en diciembre de 2012 se habian registrado en todo el
mundo 4118 investigaciones clinicas con células troncales adultas (AS), 24 con
células troncales embrionarias (ES) y 19 con células troncales pluripotentes
inducidas (iPS) (14 en Estados Unidos, 3 en Israel, 1 en Francia y 1 en Iran). Desde
el punto de vista ético resulta interesante resaltar que la comunidad cientifica
parece dispuesta a evitar la utilizacion de células troncales de embriones humanos
(0,6%); incluso, en Estados Unidos hay 14 investigaciones clinicas con células iPS
frente a 8 con células ES.

6. REPROGRAMACION DIRECTA

En la década de los sesenta del siglo pasado, Ernst Hadorn (54) introdujo
los conceptos de determinacion y transdeterminacidn en sus estudios de genética
del desarrollo en Drosophila. Segin Hadorn, la diferenciacidn celular se inicia por
el proceso de la determinacion que programa la célula para su futuro
comportamiento en el desarrollo.

En unos casos, la diferenciacién celular es inmediata a su determinacion
mientras que en otros casos la determinacién supone un estado celular
reproducible propagado durante una fase indiferenciada mas o menos larga hasta
que en un momento dado esas células determinadas se diferencian. Se entiende
por herencia celular a la propiedad individual de las células de mantener y
transmitir su estado de determinacién. Utilizando en su investigacion discos
imaginales de Drosophila (primordios celulares presentes en las larvas que
durante la metamorfosis se transforman en estructuras especificas de la mosca
adulta), Hadorn observo que ocasionalmente se podian producir cambios en la
herencia celular, de manera que discos imaginales de una cierta estructura adulta
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(alas, patas, antenas, ojos, etc.) dan lugar a otra estructura. Al fendmeno que
produce tales cambios en la herencia celular se le denomina transdeterminacion.

La Instituciéon Nobel (55) recordaba estos datos cientificos de hace casi
medio siglo por analogia con los procesos de reprogramacidon directa o
transdiferenciacion que en la actualidad estan llevandose a cabo utilizando
técnicas semejantes a las establecidas por Yamanaka.

Efectivamente, un nuevo paso conceptualmente diferente a la técnica de
induccién de células troncales pluripotentes (iPS) de Yamanaka lo dio en 2008 el
grupo de Douglas A. Melton (56) al reprogramar in vivo células adultas de ratén
(células exocrinas del pancreas) transformandolas directamente (reprogramacion
directa o transdiferenciacion) en células beta pancreaticas capaces de producir
insulina (islotes de Langerhans). Las células obtenidas son indistinguibles de las
células beta pancreaticas enddgenas, tanto en tamafo como en su forma y
estructura. Para ello, utilizaron como vector un adenovirus en el que se habian
incorporado tres factores de transcripcion (Ngn3, Pdx1 y MafA) que el grupo de
Melton habia identificado previamente como responsables de la diferenciacion de
las células beta pancreaticas. El experimento realizado con ratones in vivo mostré
que las células beta obtenidas mejoraban sensiblemente la condicion de
hiperglicemia de los ratones diabéticos. No cabe duda que estos resultados son
esperanzadores para tratar de curar en el futuro la enfermedad de la diabetes tipo
1 en humanos.

Mas tarde, en 2010 y 2011, Wernig y colaboradores (57), partiendo de la
hipdtesis de que la expresion combinatoria de factores de transcripcion especificos
del linaje neural podria convertir directamente fibroblastos en neuronas,
utilizaron un conjunto de 19 genes candidatos de los que solamente tres factores
(Ascl3, Brn2 también denominado Pou3f2 y Myt1l) eran suficientes para convertir
con rapidez y eficacia fibroblastos embrionarios y postnatales de ratén
directamente en neuronas funcionales in vitro. Las células neuronales inducidas
(iN) expresan multiples proteinas especificas de neurona, generan potenciales de
accion y forman sinapsis funcionales. Los autores sefialaban que la generacion de
células iN a partir de linajes no neurales podria tener importantes implicaciones
tanto en el estudio del desarrollo neural como en el disefio de modelos de
enfermedades neurologicas y la Medicina regenerativa.

Bhatia y colaboradores (58) lograron la conversion directa de fibroblastos
humanos en células progenitoras hematopoyéticas que daban lugar a linajes
granulociticos, monociticos, megacariociticos y eritroides. También en 2010, Ieda y
colaboradores (59) transformaron in vitro fibroblastos en cardiomiocitos
utilizando tres factores de transcripcion y en 2012 dos grupos de investigacion
distintos (60,61) inducian in vivo la transformacién directa de fibroblastos en
cardiomiocitos de raton utilizando los mismos tres factores de transcripcion. Es
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importante resaltar que estas investigaciones muestran la posibilidad de lograr la
transdiferenciacion o reprogramacion directa no sélo entre células dentro de una
misma capa germinal, sino también entre células de capas germinales diferentes
como es el caso de fibroblastos (mesodermo) a neuronas (ectodermo).

La nueva técnica de reprogramacion directa se salta el paso intermedio de
las células iPS por el que la célula tratada se revierte al estado de maduracién de
una célula para que sea pluripotente. Es evidente que se ha abierto un nuevo y
esperanzador campo para la medicina regenerativa del futuro. Ademas, como en el
caso de la utilizacion de las células troncales adultas (AS) y las células troncales
pluripotentes inducidas (iPS), se obvian los problemas éticos que plantea la
utilizacién de las células troncales pluripotentes embrionarias (ES).

7. EPIGENESIS

En el presente contexto, me parece interesante hacer un breve comentario
sobre la epigénesis, teniendo en cuenta que su significado ha tenido algunas
variaciones a lo largo del tiempo. La Genética del Desarrollo estudia los procesos
genéticos que controlan el paso de cigoto a adulto. Las concepciones clasicas de
preformacion (Hartsoecker, 1695) y epigénesis (Wolff, 1759) encuentran una base
genética en su sentido conceptual por cuanto, por un lado, el cigoto retine ya en
forma de ADN lo que ha de ser el nuevo individuo (preformacion) y, por otro lado,
esa informacion genética controla espacial y temporalmente los procesos que
constituyen las sucesivas etapas del desarrollo como liberacion de las
potencialidades contenidas en la célula inicial unica (epigénesis) (62).

En Embriologia, por “epigénesis” - en contraposicion a la “preformacion”-
se entiende la teoria de que las estructuras nuevas y los organismos se desarrollan
a partir de una masa indiferenciada original de materia viva en el curso del
desarrollo embrionario. Waddington (63) definié ya en los afios 1939 y 1940 la
“epigenética” como la rama de la Biologia que se ocupa del analisis causal del
desarrollo, definiendo a su vez el “epigenotipo” como el sistema de desarrollo total
que esta compuesto por series de desarrollo interrelacionadas a través de las
cuales se realiza la forma adulta de un organismo y que comprende la totalidad de
las interacciones entre los genes y entre los genes y el ambiente no genético que da
como resultado el fenotipo (“epifenotipo”). El epigenotipo de una célula es un
caracter estable y heredable, al menos durante muchas generaciones celulares,
cuyo modo de impresion esta por encima o ademas del genotipo clasico, esto es, la
secuencia de bases del ADN (64).

En tiempos recientes ha surgido dentro de la Genética un nuevo concepto
de “epigenética”(65) en relacion con los mecanismos genéticos que influyen en el
fenotipo sin alterar las secuencias del ADN, siendo la metilacion del ADN
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(generalmente de las citosinas) uno de los mecanismos epigenéticos mas
importantes (patron de metilacién del ADN o metiloma).

Mecanismos epigenéticos son también las alteraciones de la estructura o
remodelacion de la cromatina por modificacion de las histonas (metilacion,
acetilacion, fosforilacion) (66). La estructura local de la cromatina es un estado
epigenético que puede cambiar de forma reversible por diversos tipos de
mecanismos (remodelacion de la cromatina). El hecho de que la actividad génica
diferencial -a la que haciamos referencia al definir el concepto genético de
desarrollo- no implique cambios en la secuencia original del ADN explica por qué
son posibles los mecanismos de reprogramacion celular tales como la clonacién
por transferencia nuclear y la induccion de células troncales pluripotentes que han
sido objeto del Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2012.

En mi opinion, la confusién que en ocasiones se produce en el debate actual
sobre lo que se denomina el “estatuto del embrion humano” es que se argumenta
que el simple programa genético que contiene el cigoto producido por la
fecundacion de los gametos es necesario pero no suficiente para que se realice el
proceso de desarrollo ya que son necesarios también los fendmenos epigenéticos
como, por ejemplo, el silenciamiento de la expresion de los genes por la metilacion
de su ADN, pero manteniendo la secuencia original del ADN que constituye el
programa genético del organismo reunido en el cigoto tras el proceso de
fecundacion de los gametos.

8. EPILOGO

Una vez mas, puedo terminar mi intervencion en la Sesién Cientifica que la
Real Academia Nacional de Farmacia dedica a glosar los Premios Nobel concedidos
en el afio mostrando mi orgullo de pertenecer a un ambito del conocimiento
cientifico como es la Genética merecedora del mas alto reconocimiento como son
los premios Nobel.

Asi pues, repitiendo y actualizando lo que he venido diciendo en otras
ocasiones, hoy, en 2012, podemos estar orgullosos los amantes de la Genética
porque ya son 40 las veces en que el galardon Nobel ha correspondido a 89
cientificos del campo de la Genética o ciencias afines.

De los 40 premios considerados, 31 pertenecen al ambito de la Fisiologia o
Medicina, 8 a la Quimica y 1 de la Paz y, a su vez, de los 89 cientificos galardonados,
70 corresponden a premios de Fisiologia o Medicina, 18 de Quimica y 1 de la Paz.

Finalmente, me gustaria destacar que en los doce afios transcurridos del
siglo XXI se ha premiado la investigacion genética en doce ocasiones: 2001, 2002,
2004, dos en 2006, 2007, dos en 2008, dos en 2009, 2011 y en 2012. Sin duda, es
una década prodigiosa para la Genética como una Alicia en el “Pais de las

166




Sesion cientifica Premios Nobel 2012

maravillas moleculares” que diria Lewis Carroll. En 1995 inicié con mi discurso de
ingreso en esta Real Academia (67) la historia “nobelada” de la Genética que tuve la
oportunidad de actualizar doce afios después (68), en 2007, y que he puesto al dia
en 2012. No obstante, al paso que vamos, es posible que pronto se vuelva a quedar
viejo.

Permitaseme finalizar esta intervencion preguntdndome en voz alta ;para
cuando espera la Institucion Nobel premiar la investigacion gendmica? En mi
opinidn, de los grandes temas actuales de investigacion dentro de la Genética, la
Genomica es el unico que falta por recibir el galardon Nobel. En ocasiones
anteriores me he atrevido a citar a cientificos como Craig J. Venter y Francis Collins
como merecedores del premio Nobel. Me pregunto si la controvertida
personalidad del primero puede ser la causa de que se esté retrasando la decision
porque es evidente que no se puede premiar este campo de la investigacion
genética dejando fuera al Dr. Venter. El tema es de urgente soluciéon porque, como
decian Lander y Weinberg en un articulo publicado en la revista “Science” (68), la
Genomica ocupa hoy dia el centro de la Biologia (“Gendmica: viaje al centro de la
Biologia”, parafraseando el titulo de la conocida novela de Julio Verne). En la
misma linea apuntan las palabras de Victor McKusick (69), uno de los grandes
cientificos en el campo de la Genética Humana, cuando decia:

“los laboratorios genémicos serdn el lugar de formacién de los cientificos del futuro:
nueva raza de cientificos preparados para capitalizar tanto la revolucién de la
Genética Molecular como la revoluciéon de la computacion. Ellos serdn los lideres de
la Biologia del siglo XXI".
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