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1. Medicina regenerativa y células troncales.

La Medicinaregenerativa, dirigida a sustituir células destruidas en
organos especificos en diversas enfermedades, tiene su base en la capaci-
dad, asombrosa, pero real, de las células troncales de convertirse, tras una
serie de divisiones, en células especificas. Podemos decir que con estas
c¢lulas se ha abierto una esperanza inesperada. Pero esta esperanza se ha
visto enredada en medio de tensiones, por € hecho de que una de las
fuentes de las células troncales puedan ser embriones humanos precoces,
en principio sobrantes de la practica de la Fecundacion in vitro. No hay
duda de que estas células troncales poseen un gran potencial de desarrollo y
transformacion, y algunos investigadores pensaron pronto no soélo en el co-
nocimiento cientifico que pueden aportar, Sino también en su uso para el tra-
tamiento de enfermedades degenerativas graves.

Que e hombre sea sujeto-objeto y beneficiario de esas investiga
ciones, y de los posibles usos terapéuticos, otorga a este trabajo cientifico
una evidente connotacion ética. ;Es neutral la ciencia a la hora de valorar la
forma de obtener los posibles conocimientos? ¢ Se justificarian sus aplica
ciones, S éstas suponen, como punto de partida, la destruccion o la mutila-
cion de vidas humanas? La ciencia no puede Ser neutral en este tema. La
destruccion de la vida de un ser humano vivo es la linea roja que califica
la actividad humana cientifica, médica, o de politica cientifica. La ponde-
racion del valor de una vida humana, en una situacion objetivamente pre-
caria como es la de los embriones sobrantes crioconservados durante lar-
gos periodos de tiempo, frente a valor de un estudio cientifico, riguroso,
nos remite a la cuestion del valor de un ser humano en la fase previa a la
implantacion en el tGtero materno. Ciertamente e trazado que marca esa
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linea -“ser humano vivo”- puede ser mas o menos fino, mas o menos
grueso, segun creencias, increencias, e ideol ogias.

Importa, y mucho, mantener la ciencia a salvo de falsificaciones.
Hay que evitar que la interpretacion y discusion de unos datos queden
sujetas a una manipulacion por convicciones. Y aqui me parece que es
oportuno decir que no se trata de imponer silencio en nombre de la
neutralidad de la ciencia. Alguien ha sefialado con acierto (1): “cuando un
cientifico opta por atenerse a lo que honestamente considera una mejor
descripcion de la realidad, enfrentandose a otros colegas, que prefieren
ignorar datos incomodos, no esta practicando una ciencia libre de valores;
esta mas bien permitiendo que su parais cientifica sea orientada por unos
valores mejores que los de sus colegas. Y la adhesion a esos valores no
s6lo no es una amenaza para la objetividad cientifica sino que mas bien
abre la posibilidad de avanzar hacia esa objetividad... El problema es
entonces explicar en qué sentido unos valores son mejores que otros y
como justificar nuestras afirmaciones...”

Las terapias celular y regenerativa, que no Son una panacea
universal, ni tampoco una simple promesa; aparecen como un potencia
real, interesante, que exige un uso riguroso de la racionalidad cientifica y
encauzarlas asi, sin ambivalencias, ni técnicas, ni éticas. La racionalidad
cientifica exige un conocimiento actualizado, e€s decir liberado de
dogmatismos que se establecieron en e pasado (y que por reciente que
parezca en la ciencia biologica, el pasado se mide por decenios); riguroso
(liberado de prejuicios, creencias o increencias, que pretendan hacer decir
a la ciencia lo que la ciencia no puede decir, ni desdecir) y honesto
(liberado de intereses que, pudiendo ser en si mismos legitimos, dejan de
serlo a ocultarse tras €l interés proclamado). El estudio y la divulgacion,
para quien no esta de lleno metido en este campo de investigacion, se
hace particularmente exigente por e hecho de que algunas revistas
cientificas, de prestigio e impacto, han tomado una postura previa acerca
del posible potencia terapéutico de algunos de los tipos de células
troncales.

La investigacion biomédica que busca la regeneracion del dafio
celular mediante la potenciacion de las células troncales puede, y debe,
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recibir orientacion de conocimientos adquiridos y ratificados en estos
ultimos afios:

En primer lugar, € descubrimiento de que los tegjidos y o6rganos
del cuerpo humano tienen capacidad, por Si mismos, para reparar los
danos y regenerarse. El organismo guarda reservas de células troncales
cuya maduracion se induce de forma muy estricta, y también diferente,
Segun su naturaleza y el tipo celular a los que deben, de forma natural,
sustituir y recambiar. Por €llo, lafuncion propia de los diferentes tipos de
células troncales del organismo ya formado (en nomenclatura habitual,
células troncales de adulto), y los factores que inducen su multiplicacion
y su maduracion a células especializadas en el organismo in vivo, Son
conocimientos necesarios y previos para una Terapia regenerativa
racionalmente planteada.

En segundo lugar un hecho, que quiza sorprende todavia. Hoy
sabemos ya qué es un embrion humano de pocas células, y también qué es
un simple conjunto de células, organizado en diversas estructuras
multicelulares, sin constituir un organismo. La masa celular interna del
embrion de unos cinco dias son células troncales embrionarias de las que
parten todos los sistemas, tejidos y 6rganos de un individuo. Precisamente
porqgue se conoce la informacion que aporta a cada célula, o tipo celular,
el estar formando parte de esa unidad que es un cuerpo vivo en sus
diferentes fases temporaes, se tiene la posibilidad de cambiar su
trayectoria funcional para producir diversos tipos celulares que sustituyan
lafuncion de células dafiadas por la enfermedad.

El significado biologico y la funcion natural de las células
troncales adultas y de las células troncales embrionarias son bien
diferentes; las terapias que puedan derivarse del uso de unas u otras no
son opcionales desde € punto de vista técnico (2). En el caso de las
c¢lulas troncales adultas se trata, en la medida de lo posible, de inducir y
potenciar in vivo la funcion que ya naturalmente poseen. El posible uso
terapéutico de las células troncales embrionarias supondra siempre
sacarlas de su contexto natural —un embrién en desarrollo- crecerlas,
madurarlas y transferirlas al enfermo. Incluso si se pudieran evitar los
problemas éticos, graves, de produccion y uso de embriones como mero
medio en procesos terapéuticos, la agresividad en si de tales procesos los
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hace insolventes médicamente por desproporcion de los riesgos. No son,
por tanto, opciones paraelas; las células embrionarias no son, sin mas,
una aternativaterapéutica a las células de adulto, 0 alainversa.

Hay que investigar a fondo las células de adulto para conocer su
funcion y capacidades y transferir de manera progresiva esos
conocimientos para su uso tergpéutico. El estudio de las células
embrionarias puede aportar, sin duda, conocimientos valiosos, pero no
son, en si mismas, una posibilidad terapéutica. Y no lo seran, al menos,
gue se pudieran obtener sin riesgo, de cada uno y en los primeros dias de
vida, y guardarlas en prevencion de su uso en caso de enfermedad.
Actualmente se puede contar con la conservacion de la sangre del cordon
umbilical, rica en células troncales muy inmaduras y sin riesgos para "el
donante”, incluso para ¢l mismo en el futuro. El acaloramiento del debate
social actual oculta, con frecuencia, que, por ahora, se trata solo de
investigar con las células madre embrionarias para conseguir
conocimientos que podran permitir avances en la medicina. No son la
receta magica para aplicarlas a un cerebro, o un pancreas, dafiados, o a
una médula destrozada. No se puede permitir que se creen en los
enfermos falsas expectativas. Y ésta, en mi opinidn, es una
responsabilidad ética seria de toda la comunidad cientifica.

2. Células troncales multipotentes y pluripotentes del organismo adul-
to.

En 1999 (3) se demostré que las células troncales no tienen que
proceder necesariamente de embriones; alo largo del 2001 se mostré que
existen en los tejidos de organismos adultos y son capaces de diferenciar-
sey dar origen a células especializadas(4). Las células troncales de adulto
son responsables de mantener |os tgjidos en condiciones fisiologicas, y de
repararlos en caso de alteracion o dafno. Se conoce su presencia en tejidos
gue derivan de las tres capas germinales: médula osea, sangre periférica,
sangre del cordon umbilical, cerebro, médula espinal, grasa, pulpa denta-
ria, vasos sanguineos, musculo esquelético, epitelio de la piel y tejido
conjuntivo, cornea, retina, higado y los conductos del pancreas. Hasta
hace poco, se consideraba que estas células troncales eran especificas de
tejido —es decir, capaces de generar solo los tipos de células presentes en
el lugar en el que residen—, pero estudios recientes demuestran, que estas
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de las células madre de adulto poseen una enorme plasticidad. Sustituido
su entorno natural por otro, gjecutan € programa de diferenciacion que es
intrinseco de la célula, pero, al mismo tiempo, cambian el programa de
acuerdo con las nuevas senales de diferenciacion que recibe. Asi el para
digmainicial de que las células madre de adulto tienen restringida su po-
tencialidad ha cedido ante la evidencia creciente de que esas células con-
tribuyen a otros tipos celulares cuando estan expuestas a las influencias
del entorno apropiadas(5).

A lo largo de los afios 2002 y 2003 se ha puesto de manifiesto que
las células troncales de adulto tienen caracteristicas propias y diferentes
de las embrionarias(6). Sin embargo, algunas de ellas, como las células
troncales hematopoyéticas (HSC), cumplen ademas los criterios estable-
cidos para definir las células troncales embrionarias: @) sufren unas divi-
siones multiples y secuenciales renovadoras, un requisito para el mante-
nimiento de la poblacion; b) las células hijas que provienen de una sola
c¢lula madre se diferencian en mas de un tipo celular; ¢) pueden repoblar
el tgido de origen cuando se transplantan a un tgjido dafiado. Asi, una cé-
lulatroncal hematopoyética (HSC) puede sufrir divisiones asimétricas au-
torenovadoras, da lugar a todos los elementos sanguineos, reconstituye el
sistema hematopoyético cuando se transplanta a tejidos irradiados letal-
mente, y se diferencia cuando se transfiere a animales no dafiados. Tam-
bién las células troncales neurales (NSC) pueden repoblar el tejido de ori-
gen.

2.1. Plasticidad

Se denomina plasticidad a la capacidad de células troncales espe-
cificas de un tegjido para adquirir € destino de tipos celulares distintos de
los de su origen. El cambio eslento y no en todas ellas la plasticidad es el
resultado de una sola célula troncal que se diferencia en mas de una linea.
Es logico que a medida que el organismo crece y madura disminuya la
necesidad de restringir el potencial de diferenciacion. Efectivamente, las
células del embrion temprano se encuentran en estrecha proximidad y, ya
antes de acanzar e estadio de blastocisto, se ven expuestas a grupos su-
perpuestos de sefales extracelulares. Esto requiere el uso de mecanismos
autonomos de la célula (niveles de expresion del gen Oct 4, que codifica
un factor de transcripcion relacionado con el mantenimiento de totipoten-
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cia en las células embrionarias y germinales)(7) para restringir la poten-
cialidad de seguir determinados destinos. En embriones humanos, Oct-4
estd presente en todos los estadios desde el oocito no fecundado hasta
blastocisto(8), y su expresion en las células totipotentes de la masa celular
interna es muy superior a la detectada en las células diferenciadas del tro-
fectodermo(9). Oct-4 también esta presente en células troncales embrio-
narias humanas(10). Pero a medida que el organismo crece, y especia-
mente en la fase adulta, las células madre guardadas en diferentes tejidos
pueden estar aisladas espacialmente en nichos, donde no estan expuestas a
sefiales inductivas, presentes en otros tejidos, precisamente por la organi-
zacion espacial(11). Son por tanto las células madre de adulto(12), células
madre multipotenciales capaces in vivo de regenerar su propio tegido u
otro; y capaces, cultivadas in vitro, de diferenciarse a células cuyo origen
esta en una capa embrionaria diferente.

La medula 6sea contiene células troncales HSC, mesenquimales
(MSC) y células progenitoras endoteliales. Tras un transplante de médula
Osea a un tejido irradiado letalmente, se vio que las células que se forma-
ron eran de lingje mesodérmico ademas del hematopoyético. La médula
6sea contiene células troncales de naturaleza multipotente, capaces de di-
ferenciarse a células de los linajes de las tres capas germinales. Sin duda,
los datos mas significativos de estos estudios, son los que demuestran la
existencia en e organismo adulto de una reserva de células madre pluri-
potenciales. En efecto, se ha identificado un tipo de célula madre en la
médula 6sea murina y de rata (MAPC) pluripotente y por tanto equivalen-
te auna célula madre embrionaria en cuanto a potencialidad(13). Estas c¢-
lulas presentan, como las células embrionarias, un nivel elevado de Oct-4
y marcadores de células inmaduras, y de embrionarias, como el Rex-1y
el SSEA-1; a igual que las células madre embrionarias contribuyen a li-
najes celulares de las tres capas germinaes. Las humanas son capaces
también de un extenso crecimiento in vitro y se diferencian para dar célu-
las de diferentes tejidos(14)

Varios fendmenos estan en el origen de la plasticidad de las célu-
las troncales de adulto: @) células troncales multi o pluripotentes, precur-
sores definidos de células troncales somaticas, persisten en la vida postna-
tal mas alla de los primeros estadios de la embriogénesis; b) las células
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troncales especificas de tejidos estan presentes en distintos 6rganos. Esta
bien establecido €l hecho de que las células troncales hematopoyéticas
HSC salen del espacio de lamédula dsea, circulan por la sangre periférica
y llegan a distintos 6rganos. Por lo tanto, esas células se encontraran en
otros tejidos diferentes, como puede ser el musculo; c¢) las células sufren
desdiferenciacion y rediferenciacion. La informacion genética se puede
reprogramar para que las células somaticas se desdiferencien en células
pluripotentes. A su vez, células de un linaje pueden cambiar y tener un
fenotipo diferente.

In vitro, la plasticidad puede ser, en algiin caso, resultado de la fu-
Sion de la célula donante con las que residen en el 6rgano. El cocultivo de
c¢lulas de tejidos adultos con células troncales embrionarias da lugar a fu-
sion. Algunos trabajos han mostrado que, a veces, en el cultivo de dife-
renciacion de células madre de adulto ocurre una fusion espontanea entre
estas células y el lecho de células embrionarias ES sobre el que cre-
cen(15); las células hibridas expresan marcadores especificos de células
embrionarias y € factor de transcripcion Oct-4 especifico de células plu-
ripotentes. La hibridacion por electrofusion de una célula embrionaria ES
con un timocito da lugar a una reprogramacion, que la rejuvenece y le
aporta caracteristicas de célula madre embrionaria(16).

2.2. Uso en la terapia de enfermedades
Fuentes celulares

Los hallazgos relacionados con la plasticidad de | as células tronca-
les adultas plantearon la conveniencia de estudiar sus posibles usos en te-
rapias regenerativas e, incluso, como vehiculo de genes especificos en te-
rapia génica. Inicialmente se penso que €l aislamiento y e cultivo de célu-
las troncales de tejidos adultos tendrian serias limitaciones técnicas en el
ser humano, puesto que & uso terapéutico estaria ligado estrechamente a
la posibilidad practica de multiplicarlas in vitro en un modo €eficiente. Sin
embargo, por una parte, existe una gran reserva de células con caracter
pluripotencial en la médula 6sea con esa funcion precisamente. Estas cé-
lulas pueden utilizarse de forma autéloga, crecen, y su injerto no genera
tumores. Son, por tanto, el tipo de célula madre que posee en principio las
Mejores caracteristicas para la terapia celular. Pueden dar origen a muscu-
lo(17) o a células hepaticas(18), y células musculares y cardiomioci-
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tos(19); pueden regenerar € sistema hematopoyético(20). Se pueden usar
en terapia génica(21) y en la reconstruccion de extremidades(22). Un pri-
mer ensayo clinico se efectud, con éxito, usando las células troncales del
mesénquima de la médula 6sea para el tratamiento de un nifio con una 0S-
teogénesis imperfecta(23).

Es muy interesante e descubrimiento(24) de como se movilizan
las células madre de la médula dsea, ya que las que estan en circulacion
tienen la misma plasticidad que las que estan atn asentadas en la médula
6sea(25). Se ha podido demostrar en €l raton, que la inyeccion de células
madre hematopoyéticas (definidas funcionalmente por su capacidad de
repoblar la medula 6sea después de un transplante) dio lugar a la produc-
cion de células de la sangre, de los conductos biliares, pulmoén, tracto in-
testinal y piel(26). Por otra parte las células troncales mesenquimatosas
expresan suficiente cantidad de telomerasa para mantener los telémeros
con una longitud constante, 10 que hace posible una ata multiplicacion;
esta expresion no alcanza los niveles elevados tipicos de las células tron-
cales embrionarias 0 las células tumorales.

Se ha descrito otra fuente abundante de células madre de adulto
con gran plasticidad, que es la grasa(27); las células troncales del tejido
adiposo, obtenidas del material de la liposuccion, son capaces de diferen-
ciarse in vitro y dar masculo, hueso y cartilago; incluso células nervio-
sas(28). Diversas células progenitoras, mas maduras, pueden completar su
diferenciacion en el entorno adecuado; y se han transdiferenciado in vitro
reprogramando su informacion genética. Por ejemplo, se ha podido con-
vertir células de la piel en linfocitos T, necesarios para tratar al pacien-
te(29) por introduccion de los factores citoplasmicos.

Procedimientos

El procedimiento de uso, |a fuente de obtencion, y las caracteristi-
cas de las células troncales o progenitoras a elegir, obviamente dependen
en primer lugar de laenfermedad atratar: de la causa de la destruccion de
células concretas. Analizamos brevemente tres supuestos diferentes en re-
lacion con la causade lamuerte celular.

Lesion “accidental”: Infarto de miocardio. La causa de la lesion
es un “accidente” que destruye un area de cardiomiocitos. El transplante
de corazon puede ser sustituido por hacer llegar a la zona del 6rgano afec-
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tado células que reemplacen alas que han muerto(30). Experimentos con
animales han demostrado que las células troncales de médula 6sea pueden
diferenciarse y dar células de musculo cardiaco(31); y que cuando los
mioblastos esqueléticos se inyectan en musculo cardiaco de un animal
gue ha sufrido un ataque cardiaco las células troncales significativamente
inducen la funcion cardiaca y la capacidad de ejercicio(32); en ocasiones
las células inmaduras, trasplantadas a un tejido muscular dafiado, se han
transformado en células musculares adultas sanas fusionandose con las
originales dafiadas y regenerandolas. Se ha comprobado en animales que
es posible un implante heterélogo de raton a rata de células troncales me-
senquimatosas(33); las células han sustituido a las dafiadas que son fun-
cionales; seinvestiga el mecanismo de tolerancia en vistas a tratamiento
del infarto agudo con células de donante. Se ha publicado recientemen-
te(34) la regeneracion del corazon de un paciente usando este protocolo.
La transferencia de células inmaduras (mioblastos) procedentes de una
biopsia muscular del propio paciente esta en fase clinica y ha conseguido
ya en un numero considerable de enfermos una clara regeneracion del
miocardio. Esta técnica arranca de 1996 y se ha ido consolidando en cen-
tros sanitarios de diversos paises(35).

Destruccion por reaccion autoinmune. Diabetes del tipo I. La cau-
sa de la diabetes juvenil es unareaccion destructora del sistema inmunita-
rio contra lo propio: las células de los islotes beta del pancreas producto-
ras de insulina. Es obvio que la eficacia de los tratamientos basados en
transplante de islotes de un donante, o la futura implantacion de islotes
obtenidos a partir de células troncales, requiere terapias que arreglen y cu-
ren la causa de la autodestruccion. La autodestruccion del pancreas se
suele producir en edad temprana, por 1o que es de esperar que las células
de los idlotes transplantados, antes 0 después, volvieran a verse afectadas.
Se ha descrito(36) un proceso, que ha dado resultados positivos en anima-
les, consistente en eliminar del pancreas danado las células del sistema
inmunitario autoreactivas, presentes en los islotes, y posterior “reeduca
cion” de linfocitos T normales; los islotes se regeneran espontaneamente
a partir de las reservas de células madre del organismo diabético, presen-
tes en los conductos pancreaticos. Teniendo presente la capacidad de re-
generacion, la investigacion deberia dirigirse, como aspecto prioritario, en
primer lugar a encontrar terapias que potencien directamente en el pacien-
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te la proliferacion y maduracion de sus propias células troncales. De gran
importancia, en estalinea, es el descubrimiento de que una hormona natu-
ral, la GLP-1, estimula las células troncales del pancreas de adulto a pro-
ducir y segregar insulina(37). En efecto, la hormona intestinal GLP-1, no
es un simple factor de crecimiento, sino que estimula la neogénesis del
pancreas induciendo el crecimiento y la diferenciacion de las células pro-
genitoras, que tienen receptor para esta hormona y a su vez son capaces
de producirla. El mecanismo de esta nueva génesis de los islotes beta
pancreaticos es el mismo que el que tiene lugar durante el desarrollo em-
brionario. Con ello se podria revertir la diabetes de tipo 1, al reemplazar
los islotes pancreaticos destruidos por la enfermedad por los nuevos islo-
tes producidos.

Dos tipos de células del organismo adulto pueden originar células
productoras de insulina. Se han transformado células troncales de higado
de raton en células pancreaticas(38). Estas células se asocian entre Si en
cultivo para formar la estructura tridimensional de los islotes, expresan
genes del pancreas, produce las hormonas pancreaticas y segregan insuli-
na. Cuando se implantaron en ratones diabéticos las células transformadas
normalizaban la hiperglucemia. Las células hepaticas pueden a su vez de-
rivarse a partir de las células troncales mesenquimatosas de la médula
oOsea del propio paciente(39).

A su vez las células madre presentes en conductos pancreaticos
han podido cultivarse in vitro para su maduracion hasta células producto-
ras de insulina(40). En marzo de 2003 se ha publicado que las células
troncales de la médula 6sea de raton transformadas y transferidas a otro
animal han repoblado in vivo los islotes pancreaticos de Langerhans; estas
células son productoras de insulinay liberan la hormona de forma depen-
diente de glucosa(41).

Envejecimiento y autodestruccion prematura de neuronas especi-
ficas en la enfermedad de Parkinson. El cerebro contiene células tronca-
les neurales en diferentes zonas con capacidad de diferenciarse a neuronas
especificas(42) y las células troncales de la médula dsea son capaces de
convertirse en células troncales neuronales(43). Parece deseable que los
procedimientos de Terapia regenerativa se dirijan hacia la restauracion di-
recta de las células en el organismo, al menos ante lesiones neuronales en
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enfermedades degenerativas del sistema nervioso. Es importante poder
restaurar las zonas afectadas del cerebro, haciendo proliferar y diferenciar
in situ las células madre neurales; o dirigir a cerebro, células troncales de
lamédula 6sea convertidas en neurales(44).

Diversos experimentos en animales han mostrado que la adicion
de un factor de crecimiento estimula el crecimiento y migracion de las cé-
lulas troncales neurales(45). Por €llo, lainfusion del factor de crecimiento
transformante (TGF-alfa) aratas, con la enfermedad similar ala enferme-
dad de Parkinson, indujo una proliferacion rapida de células madre neura-
les, seguida de su migracion y diferenciacion a neuronas. El 80 por ciento
de las ratas se beneficio con el tratamiento y en ninguna de las ratas se
formaron tumores(46). Por otra parte, y dado que la extirpacion de un
cuerpo carotideo es compatible con una vida completamente normal, los
resultados obtenidos en modelos animales de primates(47), permiten su-
gerir que el autotransplante de cuerpo carotideo podria ser una técnica 1til
en e tratamiento de algunos pacientes con la enfermedad de Parkinson.
Se necesita aiin experimentacion animal antes de que sea razonable y éti-
co iniciar en fase clinica terapia celular en esta enfermedad.

3. Células troncales embrionarias

En e embrion de pocos dias existen células que tienen la capaci-
dad de dar origen a cuaquier tipo celular embrionario o extraembriona-
rio(48), aunque en e embrion de dos células, tras la primera division del
cigoto ambas células contribuyen ya de modo especifico al desarrollo
posterior. Uno de estos blastomeros esta comprometido hacia los tejidos
embrionarios (la que hereda la zona de entrada del espermio a 6vulo en la
fecundacion) dando lugar a la masa interna del blastocisto, y el otro a los
tejidos extraembrionarios através de la conversion en trofoblasto(49).

Las células de la masa celular interna (MCI) del blastocisto tienen
el potencia de contribuir a cualquier lingje pero no cualquier tipo, y por
ello se les denomina pluripotentes. Las células del trofoectodermo, por el
contrario, solo contribuyen a dar la capa del trofoblasto de la placen-
ta(50). Antes de la anidacion del embridn las células de la masa celular in-
terna se organizan en dos capas que daran origen al endodermo primitivo,
al endodermo extraembrionario, y a epiblasto (la capa de ectodermo pri-
mitivo) que dara origen a los tejidos del embrion y a algunos tejidos ex-
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traembrionarios(51). En €l embrion en desarrollo estas células son real-
mente solo células progenitoras, o precursoras, es decir se multiplican li-
mitadamente antes de diferenciarse y contribuyen con ello atodos los te-
jidos adultos. Es esa su funcion.

Sin embargo, cuando las células de 1a masa celular interna se ex-
traen del ambiente embrionario natural y se cultivan in vitro, proliferan
sin limitaciones al tiempo que mantienen el potencial de generar células
derivadas de cualquieradeloslinges del embrion.

Espermatozoide

\ﬁ? ) Pro-nticleos

Pro-nucleo femenino y
femenino masculino Blastomeros

Zona Cuerpos

a
peltcida Cuerpo polares Fusién de los pronucleos 12 Division.
polar Etapa de dos células
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celular
g@ % interna
Trofoblasto

22 Division (estadio 32 Division.

temprano). Blastocisto temprano

Etapa de tres células

Etapa de ocho células

Las lineas celulares pluripotentes (capaces de diferenciarse a las
tres laminas embrionarias(52), endodermo, mesodermo y ectodermo, y la
linea germinal)(53) derivadas in vitro de la masa celular interna se deno-
minan células troncales embrionarias. Después de la anidacion, cuando
el embrion pasa al estadio de gastrula, las células de la masa interna se
han diferenciado y comprometido a lingjes especificos, de acuerdo con el
tiempo transcurrido y el lugar que ocupan en e organismo embrionario.
Son células multipotentes.

32


http://s0b.bluestreak.com/ix.e?hy&s=169224&a=118369
http://s0b.bluestreak.com/ix.e?hy&s=169225&a=118370

69 (3), RACIONALIDAD TERAPEUTICA EN LA MEDICINA REGENERATIVA

Del blastocisto murino se ha aislado otro tipo diferente de células
troncales, las del trofoblasto. Usan diferentes vias de sefializacion que las
c¢lulas troncales embrionarias para mantener la proliferacion de su esta-
dio indiferenciado, requieren diferentes factores de diferenciacion especi-
ficos del estado y contribuyen de forma también diferente al desarrollo de
la quimera cuando se inyectan a otro blastocisto. Sin embargo, las células
troncales embrionarias pueden transformarse en cultivo en células tronca
les del trofoblasto(54) precisamente por cambio de la expresion del gen
Oct4, que es un factor clave en la determinacion de la pluripotencialidad.
La expresion de Oct-4 en las células totipotentes de la masa celular inter-
na es muy superior ala detectada en las células diferenciadas del trofoec-
todermo(55). A medida que comienzan a aparecer tipos celulares diferen-
ciados en el embrion, los niveles de expresion descienden hasta no ser de-
tectable. Asi pues, la expresion de Oct-4 tiene relacion con el manteni-
miento de la totipotencia de las células de los primeros estadios del desa-
rrollo embrionario regulando la determinacion temprana del embrion
preimplantatorio

MORULA BLASTOCISTO
COMPACTADA (DiA 4)

MORULA (DiA2) /v

(DiA0)
@

MASA CELULAR
INTERNA

ECTODERMO
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Oct-4 + \
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SSEA-1 +
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Oct-4 TROFOECTODERMICO

Oct-4 (ENDODERMO
EXTRAEMBRIONARIO)

In vivo, la presencia de células embrionarias pluripotentes COn Ca-
pacidad de autorenovacion es temporal y transitoria; si las células tronca-
les embrionarias se agregan a un embrion de ocho células, o a un blasto-
cisto, se genera una quimera. Esto indica que las células troncales em-
brionarias son pluripotentes, pero no totipotentes: a pesar de que contri-
buyen atodos los tejidos fetal es no participan en laformacion del trofoec-
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todermo ni del endodermo primitivo(56). Sin embargo, se obtienen lineas
celulares inmortalizadas manteniendo |as propiedades de células troncales
por cultivo in vitro de las células de la masa interna del blastocisto en pre-
sencia de la citoquina denominada factor inhibidor de leucemia (LIF)(57);
estas células troncales embrionarias se mantienen de forma indefinida en
presencia del factor LIF, y expresan marcadores del estado indiferenciado
pluripotente, como e Oct-4. En ausencia de ese factor LIF se reprime ra-
pidamente Oct-4 y se pierde la capacidad de regeneracion y diferencia
Cion a multiples tipos celulares.

El proceso de diferenciacion de las células de la masa interna del
blastocisto es de suyo irreversible; los lingjes celulares avanzan en su es-
pecializacion y maduracion pero no vuelven hacia atras. Se va conociendo
con precision cémo la determinacion, el compromiso en una direccion, vy,
con ello, que la diferenciacion y especializacion celular depende de gru-
pos de genes, asociados entre si, que controlan cada estadio particular.
Genes gque se expresan de forma integrada funcionalmente en grupos con
diferente nivel de jerarquia. De esta manera, la diferenciacion de una cé-
lula hacia un estadio de alta especializacion se acompaiia de una pérdida
de la capacidad de multiplicarse, alavez que la célula guarda memoria de
su historia como parte de un organismo y su caracter inherente de célula
troncal de reserva, de célula progenitora, de diferenciada, 0 de célula a
término. El balance equilibrado entre la diferenciacion y la proliferacion
se regula genéticamente, y cuando falla constituye la raiz misma de la
aparicion de un proceso tumoral. Esto implica que las cascadas de expre-
sion de genes que permiten y regulan los tres procesos celulares clave pa-
ralavidade un organismo (control de la proliferacion, control de la apop-
tosisy diferenciacion) estan estrechamente interconectados.

La capacidad de algunas células troncales de multiplicarse y re-
emplazar a otras puede convertirse en transformacion tumoral. Se ha des-
crito(58) que la proteina nucleostemina es abundante en células con capa-
cidad de proliferacion y autoregeneracion como las células troncales em-
brionarias y las células troncales neurales (NSC) y algunas lineas tumora-
les. Esta proteina descontrola el ciclo celular por enlazarse a las p53. El
nivel de la proteina decae drasticamente en las células troncales neurales
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(NSC) cuando aparece la nestina que marca la terminacion del ciclo celu-
lar y € inicio de ladiferenciacion.

No parece razonable un abordaje terapéutico basado en el uso de
las células troncales embrionarias. Su potenciaidad de crecer se vuelve en
descontrol con €l riesgo de su transformacion en célula tumoral. Su pluri-
potencialidad fuera de su entorno natural hace dificil el control de su ma
duracion. Queda solo el interés de su valor potencial como material de
partida para aquella investigacion que persiga datos y aporte conocimien-
tos beneficiosos para la salud, y que no puedan ser extrapolables de lain-
vestigacion con animales. Pero ni la necesidad, ni el valor de los conoci-
mientos adquiribles, ni la urgencia de una investigacion que beneficie la
salud, pueden justificar el uso de embriones vivos (aunque sean criocon-
servados y excedentes de la fecundacion humana asistida) como fuente de
laque derivar las células troncales embrionarias. No es ponderable la vida
de un ser humano, por incipiente y precaria que sea, con respecto a otro
bien.

4. Los criterios biologicos de la individualidad y de la suficiente auto-
nomia vital del embrion preimplantatorio.

Dos peculiaridades del embrion precoz han llevado a algunos a
pensar que la vida humana en esa etapa temprana, antes de la implanta-
cion, seria insuficiente para poder asumir que posee €l caracter personal
propio de todo individuo de la especie humana. Una de esas peculiarida-
des se refiere a la capacidad natural de gemelacion monocigodtica; para al-
gunos supondria indefinicion o carencia de organizacion individual. Y la
otra peculiaridad es la escasa viabilidad natural del embrion preimplanta-
torio, dada la frecuencia, supuestamente excesiva, de perdidas esponta-
neas de embriones precoces. En mi opinion existen datos cientificos re-
cientes que iluminan estos aspectos y me parece que no debemos pasar
por alto en este momento.

1. Gemelacion e individualidad

Es cierto que no conocemos € mecanismo de la gemelacion in
vivo a partir de una tnica fecundacion. Sin embargo, algunos suponen
COMO uUnico mecanismo la separacion de algunas células, que Se reagru-
pan de nuevo para dar una nueva unidad de multiplicacion celular, con lo
gue se generarian dos embriones, que anidarian por separado y originarian
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dos hermanos gemel os monocigoticos. Segun esa vision, esto se deberia a
la falta de organizacion unitaria del embrion en su estado preimplantato-
rio. Pero también se podria aducir que la posibilidad de divisién no ten-
dria que indicar necesariamente que ¢l embrion carezca de caracter indi-
vidual; podria suponer sencillamente que una parte de él, por estar en €l
inicio de la emision del mensaje, constituyera una nueva unidad de emi-
Ssion.

De hecho sabemos hoy de manera inequivoca que en el cigoto
hay un plano o mapa. Es sorprendente, pero en esa primera célula existe
una polarizacion que obliga a una primera division celular asimétrica, que
origina ya en ese momento un ge dorsoventral y otro anteroposterior en
ese embrion precoz, preimplantatorio. En efecto, la organizacion del em-
brion estd creada antes de la implantacion(59). Esto supone un cambio
profundo en nuestraidea del embrion. Hace unos afios, pocos, unos cinco,
como comenta en Nature Helen Pearson(60), quien se hubiera atrevido a
afirmar que solo 24 horas después de la fusion de los gametos existe ya
un mapa de destinos en € cigoto, habria corrido el riesgo de ser tildado de
ignorante o a menos de hergje cientifico. Hoy, sin embargo, es dificil de-
jar aun lado esa afirmacion

Gemelacion en la fecundacion

La fecundacion misma puede verse ahora como originaria de la
organizacion individualizada del embrion en la etapa de cigoto. Asi, el pa-
tron estructural del blastocisto no se establece si la fecundacion no se ini-
Ci6 por el camino correcto: asi, no lo alcanzan los partenogenontes produ-
cidos por una activacion del 6vulo maduro, ni el embrion derivado de un
cigoto a que se le ha quitado € citoplasma cortical de la zona de entrada
del espermio(61). Hay que anadir ademas que el control del tiempo de la
primera y segunda division del cigoto tiene mecanismos muy preci-
s05(62). La primera division celular de un cigoto tiene dos relojes mole-
culares, algo que marca claramente su diferencia de la simple division
simple de otra célula en dos; son mecanismos mediados por iones, espe-
ciamente €l calcio(63).

Estos datos permiten plantear un nuevo escenario a la gemela-
Cion natural a partir de una tnica fecundacion: un adelanto en el tiempo
de la primera division respecto a la organizacion celular que permite al-
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canzar el fenotipo cigoto polarizado cuando esta terminando el proceso de
fecundacion. Es decir, una ligera irregularidad en la difusion del ion cal-
cio dterala sincronizacion de dos procesos habitualmente sincronizados:
division celular y organizacion intracelular polarizada que culmina con la
adquisicion del fenotipo cigoto. De esta forma, si la célula, producto dela
fusion de los gametos, se dividiera antes de haberse polarizado plenamen-
te, las dos células resultantes no son dos blastomeros desiguales que cons-
tituyen un embrion bicelular; por el contrario, son dos células iguales de-
rivadas de la célula hibrida, producto de lafusion de los gametos, y capa
ces de dar lugar a dos cigotos idénticos. Esto es, una sola fecundacion da-
ria dos cigotos que se desarrollan independientemente, bajo la misma cu-
bierta (la zona pelucida del oocito fecundado), y que seran hermanos ge-
melos, con diferente placentay amnios. A veces podrian fusionar sus tro-
foblastos a interaccionar células de este tejido de ambos embriones pre-
coces bajo la misma zona pelticida y compartir algunos tejidos extraem-
brionarios, como placenta o incluso cavidad amniética. En ocasiones la
fusion puede hacer que los gemelos compartan incluso tejidos embriona
rios, como es el caso de |los siameses(64). El mecanismo de fusion es mas
sencillo que el defision en el estrecho margen de espacio de la zona pela-
cida; solo asi se pueden explicar las quimeras naturales, e incluso las
quimeras con hermafroditismo (se deben ala fusion embrionaria de célu-
las de un hermano de diferente sexo y procedente de la fecundacion de
dos 6vulos diferente(65)).

La explicacion de la gemelaridad por aparicion de dos cigotos al
completarse la fecundacion puede entenderse como una irregularidad “na-
tural” causada por una ligera modificacion del flujo de calcio desde la zo-
na de entrada del espermio a 6vulo. Ahora bien, también podria ser indu-
cida por factores maternos; precisamente las diversas situaciones en que
se da un incremento de |la frecuencia de gemelaridad, existe una reduccion
de los niveles de calcio en la madre en € tiempo de la fecundacion(66).
En este caso esa irregularidad natural seria provocada por el estado ma-
terno.

Gemelacion monocigoética por fision del embrion preimplantatorio

Generalmente se da por supuesto que la gemelacion se origina por
unafision del embrion que se deriva de “decisiones” moleculares que tie-
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nen lugar no mas tarde del dia ocho del desarrollo embrionario(67). La
causa de la gemelacion por escision es un retraso en el desarrollo tempo-
ral que reflgja una parada bioquimica, y por tanto un enlentecimiento de
la vida embrionaria precoz. Se asocia a niveles bajos de calcio en la ma-
dre por diversos factores como el bloqueo de los canaes de calcio, lactan-
cia (que comporta hipocalcemia), induccion de la ovulacion o fecunda
Cion in vitro. Se hadescrito que e debilitamiento de la fuerza de los enla-
ces intercelulares pueda facilitar la escision del embridn; la concentracion
de calcio en € blastocisto libre es significativamente mas baja que cuando
interacciona con el endometrio(68), y las proteinas de adhesion son de-
pendientes de calcio. También se ha visto que la gemelacion monocigoéti-
ca es mas frecuente en hembras(69), precisamente por el enlentecimiento
del desarrollo precoz que conlleva la menor velocidad de replicacion de
dos cromosomas X respecto aun cromosoma X y otro Y.

Asi pues la gemelacion por escision, cuando ocurre, no supone fal-
ta de organizacion intrinseca del embrion sino factores externos que le re-
trasan el contacto con e endometrio materno. EI mantenimiento del em-
brién en un medio pobre en calcio puede originar debilitamiento de los
enlaces intercelulares y deshacer la polarizacion axial, por lo que las célu-
las podrian organizarse en dos ejes de crecimiento.

Gemelacion en el inicio de la implantacion.

Los estudios de cultivo in vitro de blastocistos murinos desprovistos de
la zona peltcida muestran que de cada cien, uno origina gemelos por se-
paracion en dos unidades de la masa celular interna al iniciarse el cono de
implantacion en la zona opuesta al polo embrionico(70). In vivo, l0S
mismos factores comentados, especialmente la fecundacion in vitro y cul-
tivo del embrion, llevan consigo un inicio de implantacion inespecifica,
sin sitio fijo, que aumenta la posibilidad de crecimiento en dos sentidos
opuestos de las células de la masa celular interna del blastocisto. De
hecho la union del trofoectodermo del polo embrionario se une a endo-
metrio a través de integrinas especificas que son dependientes de cal-
cio(71); y requiere una total sincronia con una ventana de tiempo en que
laimplantacion puede ser correcta(72).
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4.2.Viabilidad intrinseca

Tres parametros definen qué morfologia se corresponde con el grado
de viabilidad intrinseca del blastocisto in vitro; y se refieren, como es
obvio, a la organizacion segin los ejes disefiados con la polarizacion del
cigoto: @) una cavitacion iniciada en el dia 4, que origina una cavidad ex-
Céntrica; b) la cavidad se expande y se alinea con la region de la masa ce-
lular interna delimitada por una capa de trofoectodermo, y c¢) la morfolo-
gia de la masa celular interna presente un unico foco. Por el contrario el
grado de viabilidad disminuye drasticamente si antes de la expansion se
forman vacuolas y mas atn si se forman focos degenerativos esta zO-
na(73). La cantidad de embriones inviables son € resultado de las mani-
pulaciones in vitro del proceso y seria extrapolar en falso pensar que re-
producen € proceso natural. Por otra parte, las técnicas para un diagnosti-
co preimplantatorio, que requieren tomar una o dos células de un embrion
de tres dias, han puesto de manifiesto la asombrosa habilidad para com-
pensar el daio(74).

Sorprende una vez mas como la ciencia bioldgica muestra la realidad y
ayuda a acercarse a misterio de lavida.
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	Varios fenómenos están en el origen de la plasticidad de las células troncales de adulto: a) células troncales multi o pluripotentes, precursores definidos de células troncales somáticas, persisten en la vida postnatal mas allá de los primeros estadios de la embriogénesis; b) las células troncales especificas de tejidos están presentes en distintos órganos. Está bien establecido el hecho de que las células troncales hematopoyéticas HSC salen del espacio de la médula ósea, circulan por la sangre periférica y llegan a distintos órganos. Por lo tanto, esas células se encontrarán en otros tejidos diferentes, como puede ser el músculo; c) las células sufren desdiferenciación y rediferenciación. La información genética se puede reprogramar para que las células somáticas se desdiferencien en células pluripotentes. A su vez, células de un linaje pueden cambiar y tener un fenotipo diferente.


