Las células troncales pluripotenciales en la terapia celular

Pluripotent stem cells on cell therapy
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RESUMEN

Las células con pluripotencialidad inducida (iPS) son
un nuevo tipo de célula troncal derivada de células soma-
ticas humanas, mediante reprogramacion con factores de
transcripcion. Estas células iPS tienen caracteristicas de
las células troncales embrionarias, como la capacidad de
convertirse en todos los tipos de células diferenciadas
del organismo. A corto plazo, las células de pacientes
reprogramadas estan siendo utiles para crear modelos
celulares de enfermedades, en las que estudiar los pro-
cesos patologicos y probar farmacos. A pesar de algunas
criticas, se ha ido acumulando evidencia en los trabajos
preclinicos, sobre la efectividad de la terapia celular con
los clones de iPS apropiadamente seleccionados. La ge-
neraciéon de células iPS ha propiciado el desarrollo de
otras técnicas,como por ejemplo, la transdiferenciaciéon
por la que se convierte directamente in vivo fibroblastos
cardiacos en miocitos. Este tipo celular pluripotencial es
de un gran valor en la investigacion biomedicina y abre
nuevas posibilidades a la terapia celular.

Palabras claves. Células troncales. Pluripotencialidad
inducida (iPS). Modelos celulares de enfermedad. Re-
programacion. Terapia celular.
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ABSTRACT

Induced pluripotent stem (iPS) cells are a novel
stem cell population derived from human somatic cells
through reprogramming using a set of transcription fac-
tors. These iPS cells were shown to share the characte-
ristics of embryonic stem cells, including the ability to
give rise to differentiated cells of every tissue type of
the body. In the shorter term, iPS cells will be useful for
creating patient-identical disease model cells in which
the pathological process can be studied and drugs
can be tested. Despite critical attitudes, accumulating
preclinical evidence supports the effectiveness of iPSC-
based cell therapy on the selection of appropriate iPSC
clones. The production of iPS cells has also spurred the
development of other techniques, for example, trans-
differentiation by researchers can now convert heart
fibroblasts directly in vivo into myocytes by similar
methods. This pluripotent cells is indeed of great value
in medical research and it is opening new possibilities
in cell therapy.
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LOS INICIOS DE LA TERAPIA
CELULAR EN 2006

Las células troncales de adulto, pre-
sentes en todos los 6rganos, tejidos y sis-
temas, constituyen una reserva organica
cuya funcién natural es la regeneracion de
las células diferenciadas destruidas por
enfermedad o accidente. La Medicina Re-
generativa trata de encontrar el modo de
potenciar in vitro su funcién natural y, en el
futuro, conseguir ese objetivo sin manipu-
larlas fuera del organismo.

A medida que aumenta el grado de di-
ferenciacion de las células troncales —plu-
ripotenciales, multipotenciales o progeni-
toras disminuye la capacidad proliferativa
caracteristica de las células indiferencia-
das-. Resultaron, por ello, las células de
las reservas del organismo muy escasas
para investigar sus propiedades, en vistas
a su uso terapéutico. Por esto, desde hace
cerca de 10 anos se busca “rejuvenecer”
células de adulto, llevandolas en direccion
contraria a la del desarrollo embrionario,
hasta alcanzar el estado pluripotencial’, en
el que no estan totalmente comprometidas
hacia una linea celular concreta.

El interés por el fenémeno de la pluri-
potencialidad proviene del aislamiento y
la derivacion de las células troncales de
origen embrionario?. Sin embargo, el avan-
ce de los trabajos para conocer los meca-
nismos de este fenémeno vino con la ob-
tencion de células con pluripotencialidad
inducida -iPS, por sus siglas en ingles Indu-
ced Pluripotent Stem— de raton en 2006%, y
en humanas en 2007, por el mismo equipo
de Yamanaka* y el de Thomson®. También
en 2007 se public6 la primera prueba de
uso terapéutico de iPS, en ratones a los que
se les habia inducido una anemia®.

Superados los inconvenientes de la tec-
nologia usada —transferencia de genes me-
diante un vector viral” siendo uno de ellos
el oncogenMyc®-, que comprometia la se-
guridad en caso de aplicaciones clinicas’,
tiene lugar en menos de 5 anos un desplie-
gue de conocimientos sin precedentes en
la biologia de las células troncales'.

Se logran iPS de diversos tejidos inclu-
so de donantes enfermos!! —por ejemplo de
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pacientes con atrofia muscular’®>~ lo que
aporta un material de enorme valor para
conocer los mecanismos moleculares de
diversas enfermedades y diseiar y probar
terapias y farmacos con modelos celulares
humanos®. La necesidad de modelos hu-
manos es evidente; adipocitos! y cardio-
miocitos'’® han sido los primeros modelos
conseguidos.

En esos afos, el equipo de Melton ini-
cia la proeza de conseguir rejuvenecer o
diferenciar las células in vivo'; una estra-
tegia diferente con los mismos objetivos:
conseguir una mayor cantidad de células
troncales de la reserva natural para terapias
regenerativas. Células troncales como los fi-
broblastos se han podido convertir in vitro
a células somaticas tales como células neu-
rales'”, hepatocitos'®,miocitos cardiacos', y
células progenitoras hematopoyéticas®. Los
conocimientos del proceso de desdiferen-
ciacién-rediferenciacion a través de la repro-
gramacion al estado pluripotencial ayudar4,
sin duda, a la reprogramacion directa in situ,
transdiferenciacién, probablemente el me-
jor sistema para la Medicina Regenerativa.

LA PLURIPOTENCIALIDAD CELULAR

Tres lineas de investigacién inspiraron
el descubrimiento de la reprogramacién
hacia atras con las iPS?!: la reprogramacion
celular por transferencia nuclear, iniciada
por John Gurdon en 1962, que mostré la
posibilidad de dar marcha atras en el pro-
ceso de diferenciacién. El descubrimiento
de los factores de transcripcion a partir
de los experimentos de Schneuwly desde
1987, esenciales para conocer el mecanis-
mo de la des-diferenciacion, y los trabajos
de aislamiento y cultivo de células tronca-
les pluripotenciales de origen embrionario,
que comenzaron con la primera obtencién
de las de rat6n en 1981.

Los numerosos intentos de reprogramar
hacia atras el ntcleo de una célula somati-
ca transfiriéndola a un oocito?, sugerianla
existencia de una combinacién de factores
en los 6vulos y/o en las células embriona-
rias capaces de des-diferenciar una célula
madura. En el momento en que el equipo
de Yamanaka comienza su estudio se cono-
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cian unos 24 factores de la pluripotencia-
lidad®. En cinco anos definen los factores
necesarios para inducir la reprograma-
cion?. El desarrollo de las iPS se presenta,
por tanto, como un ensayo bioquimico de
la pluripotencialidad. Las modificaciones
cualitativas y cuantitativas sobre este en-
sayo experimental van revelando mecanis-
mos bioquimicos y genéticos, hasta ahora
ignorados. Citamos algunos avances:

— Una mayor comprension de la Epige-
nética, paradigma esencial de la Bio-
logia Celular y del Desarrollo, al co-
nocer la regulacion de la represién/
expresion de los factores de trans-
cripcién que comprometen a linajes
celulares especificos. Aunque se co-
nocia® que algunas células quedan
reprogramadas solo parcialmente
por esta falta de regulacion, se avan-
za en el conocimiento de los meca-
nismos de la plasticidad celular.

— Un mejor conocimiento de los RNA
reguladores implicados en la optimi-
zacién del proceso de induccién de
la pluripotencialidad®, asi como de
las vias de senalizacion®.

— Es de interés, dada la similitud que
existe entre los procesos de transcrip-
cion de las células troncales pluripo-
tenciales y la transformaciéon tumoral,
averiguar cudles son los genes clave
que mantienen a las células prote-
gidas de los elementos que pueden
inducir su des-diferenciacion. Posible-
mente se descubran nuevos supreso-
res de tumores®, que modulan la esta-
bilidad de la célula diferenciada.

— Las iPS pueden aportar también nue-
vos conocimientos a los fundamen-
tos moleculares de la generacion de
los tumores de células germinales ya
que los tumores de células germina-
les tienen una bateria de factores de
transcripcién similar al de las iPS¥.

LA INVESTIGACION DE LA
PLURIPOTENCIALIDAD INDUCIDA

La obtencién de las iPS es un proceso
clonal y por eso las caracteristicas de los
clones obtenidos por diversos métodos y
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en diversos laboratorios difieren entre si.
Se hizo preciso establecer cudles serian los
clones que asegurarian la diferenciacion
total, l6gicamente imprescindible para po-
der avanzar en su posible uso en Medicina
Regenerativa. Se llevé a cabo un gran traba-
jo para purificar correctamente y evaluar la
efectividad y seguridad los miles de clones
y subclones de iPS existentes. Ademas, el
proceso de induccién del estado pluripo-
tencial en las células es muy poco eficaz,
muy lento, y la reprogramacién es parcial.
Se han ofrecido varias explicaciones, lo
que va dando lugar a conocer paulatina-
mente algo méas de los mecanismos de la
programacién y reprogramacion celular®,
de gran valor biomédico?®'.

Un aspecto controvertido ha sido el
estandar mediante el que se evalaa la plu-
ripotencialidad®?, tanto en el caso de los
estudios de este fendbmeno como para las
posibles aplicaciones terapéuticas. La ex-
periencia acumulada con las células tron-
cales procedentes de embriones hizo que
muchos plantearan como exigencia que
éstas fueran el control para evaluar las iPS;
sin embargo, se ha podido demostrar que
hay diferencias en la expresién génica en-
tre ambos tipos de células pluripotencia-
les® en la metilacion del ADN, clave en la
regulacién epigenética durante la madura-
cion de las células pluripotenciales®. Por
el contrario, otros laboratorios mostraron
que muchos de los clones derivados de las
embrionarias o de las iPS se superponen en
la expresioén génica®.

Otro aspecto importante de discusién
ha sido la capacidad de las células iPSpa-
ra diferenciarse. Se plante¢ llevarlo a cabo
también por comparacion de las derivadas
de éstas con las derivadas de las células
procedentes de los embriones, que serian
el control.

Un criterio clave para conocer la capa-
cidad de diferenciacién es la posibilidad de
asociacion espontanea como cuerpos em-
brioides; este tipo de estructuraciéncelular
permite una diferenciacién regional en la
que se pueden distinguir, mediante marca-
dores moleculares, células pertenecientes
a las tres capas germinales; dicha capaci-
dad la presentan también las iPS, como se
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puso de manifiesto en 2007%. Es mas, el
hecho de que en las iPS persistan marca-
dores de la linea de la célula somatica de
la que se originé*, permitié conocer que al
menos algunos clones de iPS, alcanzaban
la pluripotencialidaddes-diferenciandose
hacia atras, esto es, a un estado mas inma-
duro, pero sin llegar al estado embrionario.

La eficacia de la diferenciacién ha re-
sultado muy variable®, como era de espe-
rar puesto que la célula iPS resultante es
de por si variable, lo cual se debe, como
se indica mas arriba, a que la inducci6én de
la pluripotencialidad es un proceso clonal.
Actualmente se persigue la identificacion
de un patrén de expresion genética y epige-
nética que defina la reprogramacién total
de ambos tipos de células pluripotenciales
para disponer de una prueba objetiva para
el analisis de las lineas celulares que se ge-
neren desde ellas®.

El marcado caracter ético con que el
pionero de las iPS, Yamanaka, llevé a cabo
sus trabajos le llevo a buscar estrategias
que evitaran el uso como controles de las
células procedentes de embriones. Por una
parte, cuando el proceso de rediferencia-
cion de células pluripotencialesde ratén
puede ser extrapolable a células humanas,
la comparacién entre células embrionarias
e iPS quedo6 resuelto con los marcadores
de la diferenciacion de las lineas celulares
murinas. Asi ocurri6é con las células de la
retina generadas a partir de iPS%. Por otra
parte, realiz6 en colaboracién con el equi-
po de Jaenisch, la trayectoria de cambio de
marcadores durante el desarrollo embrio-
nario murino mediante una original estra-
tegia consistente en examinar las proteinas
de membrana de las células presentes a lo
largo del proceso espacio-temporal del de-
sarrollo®!.

Algunos autores sefialaron que estas
células contienen defectos, como mutacio-
nes somaticas*?, variaciones del namero de
copias®, e inmunogenicidad*, entre otros.
Sin embargo, y especialmente en las obte-
nidas de enfermos, las alteraciones pare-
cen estar en la célula somaética original, y
por tanto son defectos de la célula original
y no del proceso mismo de la reprograma-
cién, como se publicé en 2011%, aspecto
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éste que es clave en la busqueda de mode-
los celulares de enfermedad humana.

A 2013, el interés en generar iPS, en el
que la pluripotencialidad se puede obtener
por factores de transcripcion-transduccién
desde células somaticas, se ha incremen-
tado rapidamente®, ya que se prevé que
abriran una gran cantidad de oportunida-
des en la biomedicina. Los peligros de esta
tecnologia que acabamos de sefalar rela-
cionados con la seguridad de la terapia no
tienen apoyo en los estudios preclinicos
que muestran la eficacia. Los estudios ini-
ciales requeriran trasplante de estas célu-
las en animales inmunodeficientes, con la
subsiguiente observacién a largo plazo.

AVANCES EN LA APLICACION
TERAPETICA DE LAS CELULAS CON
PLURIPOTENCIALIDAD INDUCIDA

La reprogramacion de células somati-
cas tanto in vitrocomo in vivo supone ya,
de hecho, un avance para el estudio de di-
versas enfermedades.

A corto plazo las iPS suponen la posibi-
lidad de disponer de modelos para la inves-
tigacion que conduce al descubrimiento de
drogas especificas, toxicologia y farmaco-
logia predictiva, como recoge el articulo de
Yamanaka, ya citado, de 2012 sobre el pre-
sente y futuro de estas células. A mas largo
plazo se prevé poder usarlas en sustituciéon
de células danadas.

La experimentacion animal se viene
realizando con éxito, lo que da expectati-
vas a una cierto largo plazo. Los avances se
centran en el tratamiento de la enfermedad
Parkinson?’, la deficiencia de plaquetas®, la
lesion de la médula espinal # y la degene-
raciéon macular®. En Japoén esta tecnologia
recibe un impulso clave con la aprobacién
del primer ensayo clinico mediante el uso
de las iPS para el tratamiento de la degene-
racién macular®. En diciembre de 2012 se
prueba con éxito la recuperacion de la le-
sion de la medula espinal en marmotas con
células troncales neurales derivadas de iPS
humanas®.

Los modelos celulares para el estudio
de enfermedades, tanto de los mecanismos
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de la enfermedad como de la investigaciéon
de nuevos potenciales tratamientos, avan-
zan con la enfermedad de Alzheimer® y la
esquizofrenia®. Otros modelos se dirigen a
enfermedades genéticas, como el sindro-
me CINCA®, infecciosas como la hepatitis
C utilizando iPS infectadas con el virus®.
Para algunas enfermedades hematolbgicas
las iPS como la anemia de Falconi han mos-
trado no solo servir para establecer mo-
delos celulares de estudio de la enferme-
dad, sino que ademas han proporcionado
una posibilidad de tratamiento mediante
la generacion de lineas celulares libres de
enfermedad. De esta forma se muestra que
las iPS pueden tener también un gran po-
tencial terapéutico®. En cada caso es nece-
sario examinar qué parte del desarrollo in
vivo puede ser recapitulado en el modelo
celular de la enfermedad.

La infertilidad o la esterilidad causadas
por la alteracion o la ausencia de células
germinales permanecen incurable en gran
medida. Para el estudio de los mecanismos
moleculares que la originan, y el desarrollo
de farmacos para su posible tratamiento,
se requieren células germinales humanas.
En 2012 un equipo liderado por Yamanaka,
ha conseguido presentar un modelo de en-
fermedad consistente en la produccién de
células germinales por induccién de pluri-
potencialidada partir de células sométicas
del paciente®. De nuevo el planteamiento
ético del pionero Yamanaka encauza el po-
sible uso de las iPS para manipulacién de la
reproduccion humana hacia una rigurosa
investigacion de la infertilidad®.

También en 2012 consiguen una nueva
estrategia de reprogramar fibroblastos car-
diacos in vivo mediante terapia genética®,
de gran interés. Como es conocido, la en-
fermedad cardiaca es la principal causa de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo
y los enfoques terapéuticos actuales para
la insuficiencia cardiaca son limitados de-
bido a que los cardiomiocitos postnatales
tienen poca capacidad regenerativa. Se
habia tratado de incorporar por ingenieria
genética el factor de crecimiento endotelial
vascular®® que induce angiogénesis® sin
éxito, y también incorporar la ATPasa de-
pendiente de calcio del reticulo sarcoplas-
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mico que mejora el manejo del calcio en los
cardiomiocitos®,

Una nueva estrategia para restaurar el
namero de las células diana es su conver-
si6n directa de otros tipos de células.Dos
grupos informaron a principios del 2012
de la conversion in vivo de los fibroblastos
cardiacos en miocitos®, por introduccién
de un combinado de genes de los factores
adecuados. Y posteriormente se publica
otro conjunto de genes que permiten a los
fibroblastos convertirse in vivo en cardio-
miocitos mas maduros®. Queda mucho por
mejorar la técnica pero el panorama de la
reprogramacion in vivo empieza a dilatarse.

Por ultimo, sefialamos los avances mas
recientes dirigidos a conseguir bancos de
células pluripotencialescapaces de diferen-
ciarse a cualquiera de los tipos que forman
el cuerpo humano, de forma no sean recha-
zadas inmunoldgicamente por el paciente.
Preparar para cada paciente las células que
se necesiten a partir del rejuvenecimiento
de las suyas, es largo, laborioso y costoso.
Es necesario lograr un sistema de suminis-
tro de células pluripotenciales. Reciente-
mente, el gobierno japonés ha aprobado a
Yamanaka la creacién de lineas celulares a
partir de los miles de muestras de sangre
del cordon umbilical guardadas®. Se pre-
tende de crear, para el 2020, un conjunto
estandar de 75 lineas de células iPS que son
suficientes como para poder ser toleradas
sin rechazo por el 80% de la poblacion ja-
ponesa. La mayoria de los bancos iPSde
otros paises se especializan en células de
enfermos para la investigacion.
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