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RESUMEN

En el presente trabajo se hace una revision de los progresos cientificos que se han
llevado a cabo durante la década 1998-2008 relacionados con las células troncales y su
posible aplicaciéon en la Medicina regenerativa. En el contexto global de Ia
reprogramacion nuclear, se hace referencia a las células troncales embrionarias (células
ES), células troncales adultas (células AS), células troncales pluripotentes inducidas
(células iPS) y células troncales embrionarias obtenidas por transferencia nuclear
(células ES-SCNT). También se hace referencia a la técnica de reprogramacion directa
que permite transformar un tipo de célula diferenciada en otro sin pasar por la fase
pluripotente. Se discuten los aspectos éticos generales relativos a la obtencion de las
células troncales y su utilizacion en la Medicina regenerativa.
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éticos de las células troncales y su utilizacion.

ABSTRACT

In the present article, scientific progress on stem cells and their utilization in
regenerative Medicine carried out during the 1998-2008’s decade is reviewed. In a
global context of nuclear reprogramming, references are made to embryo stem cells (ES
cells), adult stem cells (AS cells), induced pluripotent stem cells (iPS cells) and embryo
stem cells obtained by somatic cell nuclear transfer (ES-SCNT cells). Direct
reprogramming which transform a differentiated cell into another type without passing
through a pluripotent state is also analyzed. General ethical aspects of stem cell research
and the utilization in regenerative Medicine are discussed.
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INTRODUCCION: REPROGRAMACION NUCLEAR

Desde el punto de vista genético, por reprogamacion nuclear se entiende el
cambio en la expresion génica de una clase de célula a otro tipo de célula no relacionada
con ella. Como sefialan Gurdon y Melton®, 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 somadticas en mamiferos
(SCNT, somatic cell nuclear transfer), la fusion celular, las células troncales
embrionarias y adultas, la induccion de pluripotencia por expresion génica ectdpica
(células iPS, induced pluripotent stem cells) y la reprogramacion directa que permite
transformar un tipo de célula diferenciada en otra sin pasar por la fase intermedia
equivalente de una célula pluripotente.

En el presente articulo se trataran los aspectos cientificos y éticos de las diferentes
técnicas de reprogramacion nuclear y sus aplicaciones en la Medicina Regenerativa.

I. CELULAS TRONCALES Y MEDICINA REGENERATIVA

En 1981, Martin J. Evans® aislo y cultivé las células troncales pluripotentes
embrionarias en el raton, siendo galardonado por ello con el premio Nobel de Medicina
o Fisiologia en 2007. Diecisiete afios después de la investigacion de Evans, en 1998,
James A. Thomson® identificé y cultivé las células troncales pluripotentes de los
blastocistos humanos, iniciando lo que ya se conoce como la “década prodigiosa” de las
células troncales.

' El presente trabajo estd basado en otros previos del autor de los que selecciono especialmente
LACADENA, J.R., Células troncales y reprogramacion celular: ;una esperanza ética para la terapia

celular del futuro? Moralia 31 (2008) 65-95. De hecho, el presente articulo supone una actualizacion de
los datos a febrero de 2009 asi como una actualizacion y reorganizacion del tema dentro de un contexto
general de la reprogramacion nuclear y celular. Asimismo, el lector interesado puede consultar varios
articulos sobre el tema de las células troncales y la clonaciéon humana en la pagina web del autor sobre
“Genética y Bioética” del Centro Nacional de Informacién y Comunicaciéon Educativa, Ministerio de
Educaciéon y Ciencia (http://w3.cnice.mec.es/tematicas/genetica).

3 I.B. GURDON - D.A. MELTON, Nuclear reprogramming in cells: Science 322 (2008) 1811-
1815.

* M.J. EVANS — M.H. KAUFMAN, Establishment in culture of pluripotential cells from mouse
embryos: Nature 292 (1981):154-156.

> J.LA. THOMSON - J. ITSKOVITZ-ELDOR — S.S. SHAPIRO — M.A. WAKNITZ — J.J.
SWIERGIEL - V.S. MARSHALL - J.M. JONES, Embryonic stem cells derived from human
blastocystes: Science 282 (1998) 1145-1147.




La terapia celular, basada en la transferencia de células o tejidos a los tejidos u
organos 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 dificil y en determinados casos, hasta ahora, incluso imposible. 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 6rganos. En este contexto, no cabe duda que el uso de las
células troncales o células madre puede resultar fundamental.

Aunque en el lenguaje comun estd muy extendido el uso del término célula madre
yo prefiero utilizar el de célula troncal como cientificamente mas correcto habida
cuenta que su origen procede del aleman stammzelle (Haeckel, 1868) y su traduccion
inglesa stem cell (Wilson, 1896) cuyo significado cientifico en espafiol es célula
troncal, en el sentido bioldgico de que del tronco (la célula indiferenciada) salen las
ramas (las células diferenciadas que han de formar los diferentes tejidos).
Originalmente, Haeckel (1868) utilizd por vez primera el término stammzelle con un
significado evolutivo para describir el organismo unicelular del cual evolucionaron
todos los organismos multicelulares (lo que hoy dia se conoce como progenote).
También se utiliz6 en un contexto embrioldgico de desarrollo (Hécker, 1892) y en el
conte6xto de la hematopoyesis (Pappenheim, 1905) (ver Ramalho-Santos y Willenbring,
2007).

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 razon a su mayor o menor versatilidad o
potencialidad, tal como se definen a continuacion:

e (Célula totipotente: Célula troncal que tiene la capacidad de diferenciarse en el
embrion 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 embrion muy
temprano tienen la capacidad de diferenciarse en membranas y tejidos
extraembrionicos, en el embrion y en todos los tejidos y oOrganos
postembrionicos. En el embrion humano, parece ser que solamente son
totipotentes los blastdmeros hasta el estadio de moérula de 16 células.

o 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
organos pero no dar lugar al desarrollo completo de un embrién porque no

® M. RAMALHO-SANTOS — H. WILLENBRING, On the origin of the term “stem cell”: Cell
Stem Cell 1 (2007) 35-38.



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.

o (Célula multipotente: Célula troncal presente en los tejidos u 6érganos 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 cé¢lula de dar lugar a alguno, pero no todos, los linajes celulares. Algunas
células troncales presentes en tejidos u oOrganos 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.

Para una mejor comprension global por parte del lector, se resumen a
continuacion las distintas aproximaciones al problema que se van a tratar en este
trabajo en cuanto se refiere a los diferentes tipos de células troncales (Cuadro 1) o de
posibles aplicaciones clinicas (Cuadro 2):

Cuadro 1. Diferentes clases de células troncales

(Se indican los principales autores responsables de la investigacion y las fechas
en las que se hicieron los primeros experimentos fundamentales)

e (Células troncales embrionarias pluripotentes (células ES, embryo stem):
raton (Evans, 19817), humano (Thomson, 1998®)

e (¢luas troncales embrionarias pluripotentes a partir de un solo blastomero,
sin destruccion del embridn: ratén (Lanza, 2006°), humano (Lanza, 2006'%)

e (¢lulas troncales adultas multipotentes (células AS, adult stem): raton
(Vescovi, 1996"! ; Mezey, 200012; Anversa, 2001 13; Vertaillie, 200214)

" M.J. EVANS — M.H. KAUFMAN, Establishment in culture of pluripotential cells from mouse
embryos: Nature 292 (1981) 154-156.

¥ JJA. THOMSON - J. ITSKOVITZ-ELDOR — S.S. SHAPIRO — M.A. WAKNITZ — I.J.
SWIERGIEL - V.S. MARSHALL - J.M. JONES, Embryonic stem cells derived from human
blastocystes: Science 282 (1998) 1145-1147.

’Y. CHUNG - I. KLIMANSKAYA — S. BECKER — J. MARH — S-J. LU — J. JOHNSON — L.
MEISNER — R. LANZA, Embryonic and extraembryonic stem cell lines derived from single mouse
blastomeres. Nature 439 (2006) 216-219.

1. KLIMANSKAYA — Y. CHUNG — S. BECKER — S-J. LU — R. LANZA, Human embryonic
stem cell lines derived from single blastomeres: Nature 444 (2006) 481-485.

" CR.R. BJORNSON - R.L. RIETZE — B.A. REYNOLDS — M.C. MAGLI — A.L. VESCOVI,
Turning brain into blood: A hematopoietic fate adopted by adult neural stem cells in vivo: Science 283
(1999) 534-537.

"2 E. MEZEY - K.J. CHANDROSS — G. HARTA — R.K. MAKI — S.R. McKERCHER, Turning
blood into brain: cells bearing neuronal antigens generated in vivo from bone marrow: Science 290
(2000) 1779-1782.

D. ORLIC — J. KAJSTURA — S. CLIMENTI — I. JAKONIOUK — S.M. ANDERSON — B. LI —
J. PICKEL — R. McKAY — B. NADAL-GINARD — D.M. BODINE — A. LERI — P. ANVERSA, Bone
marrow cells regenerate infarted myocardium: Nature 410 (2001) 701-705



e (¢lulas troncales pluripotentes inducidas (células iPS, induced pluripotent
stem): raton (Yamanaka, 200615, 200816; Jaenisch, 200717, 200918, Scholer,
2009"; Blasco, 200920), humano (Yamanaka, 2007*'; Thomson, 2007
Park, 200823; Jaenisch, 200824, 200918; Lowry, 200825; Izpisuia Belmonte,
2008%%; Melton, 2008%")

'*Y. JIANG — B.N. JAHAGIRDAR — R.L. REINHARDT — R.E. SCHWARTYZ — C.D. KEENE —
X.R. ORTIZ-GONZALEZ — M. REYES — T. LENVIK — T. LUND — M. BLACKSTAD - J. DU - S.
ALDRICH - A. LISBERG — W.C. LOW — D.A. LARGAESPADA — C.M. VERFAILLIE, Pluripotency
of mesenchymal stem cells derived from adult marrow: Nature 418 (2002) 41-49.

" K. TAKAHASHI — S. YAMANAKA, Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic
and adult fibroblast cultures by defined factors: Cell 126 (2006) 663-676.

' K. OKITA — M. NAKAWAGA — H. HYENJONG — T. ICHISAKA — S. YAMANAKA,
Generation of mouse induced pluripotent stem cells without viral vectors: Science 322 (2008) 949-953.

" N. MAHERALI — R. SRIDHARAN — W. XIE — J. UTIKAL — S. EMINLI — K. ARNOLD — M.
STADTFELD — R. YACHENKO —J. TC HIEU — R- JAENISCH - K. PLATH — K. HOCHEDLINGER,
Directly reprogrammed fibroblasts show global epigenetic remodelling and widespread tissue
contribution: Cell Stem Cell 1 (2007) 55-70. M. WERNING — A. MEISSNER — R. FOREMAN - T.
BRAMBRINK — M. KU — K. HOCHEDLINGER - B.E. BERNSTEIN —R. JAENISCH, /n vitro
reprogramming of fibroblasts into a pluripotent ES-cell-like state: Nature 448 (2007) 318-324. J.
HANNA — M. WERNING - S. MARKOULAKI — CH-W. SUN — A. MEISSNER - J.P. CASSADI - C.
BEARD — T. BRAMBRINKT — L-CH. WU — T.M. TOWNES — R. JAENISCH, Treatment of sickle cell
anemia mouse model with iPS cells generated from autologous skin: Science 318 (2007) 1920-1923.

' B.W. CAREY — S. MARKOULAKI — J. HANNA — K. SAHA — Q. GAO — M. MITALIPOVA —
R. JAENISCH, Reprogramming of murine and human and somatic cells using a single polycistronic
vector: Proc Nat Acad Sci 106 (2009):157-162.

' J.B. KIM — V. SEBASTIANO - G. WU — M.J. ARAUZO-BRAVO - P. SASSE — L. GENTILE
— K. KO — D. RUAU — M. EHRICH - D. van den BOOM — J. MEYER — K. HUBNER - C.
BERNEMANN - C. ORTMEIER — M. ZENKE — B.K. FLEISCHMANN - H. ZAEHRES - H.R
SCHOLER, Oct4-induced pluripotency in adult neural stem cells: Cell 136 (2009) 411-419 .

' R.M. MARION — K. STRATI — H. LI — A. TEJERA — S. SCHOEFTNER — S. ORTEGA — M.
SERRANO — M.A. BLASCO, Telomeres acquire embryonic stem cells characteristics in induced
pluripotent stem cells: Cell Stem Cell 4 (2009) 141-154.

2! K. TAKAHASHI — K. TANABE — M. OHNUKI — M. NARITA — T. ICHISAKA - K.
TOMODA - S. YAMANAKA, Induction of pluripotent cells from adult human fibroblasts by defined
factors: Cell 131 (2007) 1-12.

2 J. YU - M.A. VODYANIK — K. SMUGA-OTTO — J. ANTOSIEWICZ-BOURGET - J.L.
FRANE — S. TIAN - J. NIE — G.A. JONSDOTTIR — V. RUOTTI — R. STEWART - L.I. SLUKVIN —
J.A. THOMSON, Induced pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells: Science 318
(2007) 1917-1920.

» L.H. PARK —R. ZHAO — J.A. WEST — A. YABUUCHI — H. HUO — T.A. INCE — P.H. LEROU
—M.W. LENSCH - G.Q. DALEY, Reprogramming of human somatic cells to pluripotency with defined
factors: Nature 451 (2008) 141-146.

#* R. JAENISCH — R. YOUNG, Stem cells, the molecular circuitry of pluripotency and nuiclear
reprogrammimg: Cell 132 (2008) 567-582.

» W.E. LOWRY — L. RICHTER — R. YACHECHKO — A.D. PYLE — J. TCHIEU — R.
SRIDHARAN — A.T. CLARK — K. PLATH, Generation of human induced pluripotent stem cells from
dermal fibroblasts: Proc Natl Acad Sci 105 (2008) 2883-2888.

* T. AASEN — A. RAYA — M.J. BARRERO - E. GARRETA — A. CONSIGLIO - F.
GONZALEZ — R. VASSENA - J. BILIC — V. PEKARIK — G. TISCORNIA — M. EDEL — S. BOUE —
J.C. 1ZPISUA BELMONTE, Efficient and rapid generation of induced pluripotent item cells from human
keratinocytes: Nature Biotechnology 26 (2008) 1276-1278.



Aplicaciones terapéuticas en raton (anemia falciforme HbS, Jaenisch, 200717;
hemofilia A, Ward y Ma, 2009°*) y en humano (esclerosis lateral amiotréfica,
ELA, Eggan, 2008”; distrofia muscular y enfermedad de Huntington, Park.,
200830; atrofia muscular espinal, AME, Svendsen, 200931)

e Reprogramacion directa: transformacion de una célula diferenciada adulta en
otra de otro tipo sin pasar por un estadio intermedio de reversion troncal
pluripotente (Melton, 2008°?).

Aplicacion terapéutica: transformacion de células exocrinas de pancreas en
células beta pancredaticas (islotes de Langerhans) productoras de insulina en
ratones adultos diabéticos

e (élulas troncales embrionarias clonicas (embrion somatico, embrion SCNT,
somatic cell nuclear transfer). primates no humanos, macaco rhesus
(Mitalipov, 2007**), humano (blastocistos SCNT) (French, 2008**)

e (¢lulas troncales embrionarias partenogenéticas: primates no humanos,
macaco (Macaca fascicularis) (Cibelli y Lanza, 2002°%)

Para una mejor comprension de la posible aplicacion clinica de las células
troncales, se resumen en el Cuadro 2 las técnicas utilizables segin se trate de
transferencia celular heterdloga (con posibles rechazos inmunologicos) o autdloga, con
transferencia al propio paciente y, por tanto, sin rechazo inmunolégico:

7 D. HUANGFU — K. OSAFUNE — R. MAEHR — W. GO — A. EIJKELENBOOM - S. CHEN —
W. MUHLESTEIN — D.A. MELTON, Induction of pluripotent stem cells from primary human
fibroblasts with only Oct4 and Sox2: Nature Biotechnology 26 (2008) 1269-1275.

2 D. XU - Z. ALIPIO — LM. FINK — D.M. ADCOCK — J. YANG — D.C. WARD - Y. MA,
Phenotypic correction of murine hemophilia A using an iPS cell-based therapy: Proc Nat Acad Sci 106
(2009) 808-813.

¥ J.T. DIMOS — K.T. RODOLFA — K.K. NIAKAN — L.M. WEISENTHAL — H. MITSUMOTO —
W. CHUNG - G.F. CROFT — G. SAPHIER - R. LEIBEL — R. GOLAND — H. WICHTERLE - C.E.
HENDERSON — K. EGGAN, Induced pluripotent stem cells generated from patients with ALS can be
differentiated into motor neurons: Science 321 (2008) 1218-1221.

% 1.H. PARK et al., Disease-specific induced pluripotent stem cells: Cell 134 (2008) 877-886.

' A.D. EBERT — J. YU — F.F. ROSE Jr — V.B. MATTIS — C.L. LORSON — J.A. THOMSON —
C.N. SVENDSEN, Induced pluripotent stem cells from a spinal muscular atrophy patient. Nature 457
(2009) 277-281.

2 Q. ZHOU — J. BROWN — A. KANAREK — J. RAJAGOPAL — D.A. MELTON, In vivo
reprogramming of adult pancreatic exocrine cells to f-cells: Nature 455 (2008) 627-632.

* JLA. BYRNE — D.A. PEDERSEN — L.L. CLEPPER — M. NELSON — W.G. SANGER - S.
GOKHALE — D.P. WOLF — S.M. MITALIPOV, Producing primate embryonic stem cells by somatic cell
nuclear transfer: 2007 Nature (2007) DOI:10.1038/nature 06357.

** A.J. FRENCH — C.A. ADAMS — L.S. ANDERSON — J.R. KITCHEN — M.R. HUGHES — S.H.
WOOD, Development of human cloned blastocysts following somatic cell transfer (SCNT) with adult
fibroblasts: Stem Cells on line (2008). DOI: 10.1634/stem.cells 2007-0252.

3> JB. CIBELLI — K.A. GRANT — K.B. CHAPMAN — K. CUNNIFF — T. WORST — H.L.
GREEN -S.J. WALKER — P.H. GUTIN — L. VILNER - V. TABAR — T. DOMINKO - J. KANE — P.J.
WETTSTEIN — R.P. LANZA — L. STUDER — K.E. VRANA — M.D. WEST, Parthenogenetic stem cells
in nonhuman primates: Science 295 (2002) 819.



I1.

Cuadro 2. Aplicacion clinica en la terapia celular

Aproximacion clinica
- Transferencia celular heter6loga

» Células ES de embriones obtenidos por FIV (sobrantes de técnicas
de reproduccion asistida o producidos ex profeso)

» Células AS de donante (transplante, diagnostico genético
preimplantacional histocompatible: seleccion de embriones con
fines terapéuticos)

- Transferencia celular autdloga
» Células AS del paciente
» Células iPS del paciente
» Reprogramacion directa

» Clonacion terapéutica (embrion somatico)

CELULAS TRONCALES EMBRIONARIAS (CELULAS ES,
EMBRYONIC STEM CELLS)

Es evidente la posible utilizacion de las células ES en Medicina como terapia

celular directa o como productoras de cultivos de tejidos in vitro para sustituir in situ
los tejidos u 6rganos dafados. En el organismo humano adulto se estima que existen
algo mas de 200 tipos de células diferentes cuyo origen se puede retrotraer a las
células troncales pluripotentes indiferenciadas presentes en la masa celular interna
(MCT) del embrion en su fase de blastocisto. La cuestion cientifica esta en llegar a
conocer cuales son las instrucciones por las que una célula pluripotente
indiferenciada se diferencia hacia un determinado tipo celular.

(De donde pueden obtenerse las células ES?, esencialmente de tres fuentes:

1)

2)
3)

de la MCI de embriones producidos por FIV con el unico proposito de
obtener cultivos de tejidos;

de la MCI de embriones sobrantes de programas de FIV;

de la MCI de embriones somdaticos obtenidos por técnicas de clonacion
mediante transferencia de nucleos: método idoneo para evitar el rechazo
inmunolégico del trasplante al facilitar un posible autotrasplante. Este seria el
caso de la aplicacion de la técnica de transferencia nuclear ala clonacion no
reproductiva con fines terapéuticos. Se trata, por tanto, de transferir el nticleo
de una célula somatica diferenciada al citoplasma de un ovocito previamente
enucleado, convirtiéndolo asi en el equivalente de un cigoto que puede iniciar
un proceso de desarrollo embrionario normal. Sin embargo, el destino de este
embrion no es el de ser transferido al tero de una mujer para dar lugar tras la




gestacion al nacimiento de un individuo clénico de la persona a quien
perteneciera la célula somdtica donadora del nucleo, sino el de mantenerlo en
el laboratorio durante un tiempo maximo de catorce dias a partir del momento
de la transferencia del nucleo y utilizar sus células troncales pluripotentes
para tratar de establecer en el laboratorio determinados cultivos de tejidos u
organos (esto ultimo parece, hoy por hoy, mas dificil de conseguir). Es facil
imaginar lo que supondria para un paciente poder ser trasplantado con su
propio tejido (u 6rgano si fuera posible), evitando cualquier problema de
rechazo inmunolégico.

Tal como he argumentado en otras ocasiones anteriores’’, en mi opinién, la
utilizacion de las células troncales embrionarias tiene una valoracion ética negativa por
cuanto implica la destruccion de embriones humanos, sea cual sea su origen.

Por ello, tuvo mucha resonancia en los medios de comunicacién el que, en 2006,
el grupo de investigacién dirigido por el Dr. Robert Lanza’’, de la compaiia
biotecnoldgica Advanced Cell Technology (Worcester, Massachussets, USA) y la
Universidad de Wisconsin, hacia publico un trabajo en el que demostraban que no era
imprescindible destruir completamente un embrién de raton para obtener células
troncales. En dicho trabajo, Lanza y colaboradores describian la obtencion de lineas
celulares estables a partir de células troncales derivadas de blastomeros individuales
biopsiados de embriones de raton en fase de 8 células®. En condiciones adecuadas,
dichos blastomeros daban lugar a lineas celulares troncales estables y pluripotentes
capaces de diferenciarse en células y tejidos de las tres capas germinales (endodermo,
mesodermo y ectodermo), mientras que, por otro lado, los embriones biopsiados de siete
células eran capaces de evolucionar en un proceso normal de gestaciéon cuando se
transferian al utero de un raton hembra. Es decir, habian logrado obtener células
troncales embrionarias sin destruir el embrion de raton.

Hasta entonces, normalmente las células troncales embrionarias (células ES) se
habian obtenido de la masa celular interna (MCI) de los blastocistos® aunque, en

¥ J.R. LACADENA, Células troncales humanas: ciencia y ética: Moralia 24 (2001) 425-468. J.R.
LACADENA, Células troncales embrionarias humanas: Fines y medios, en J.J. FERRER — J.L.
MARTINEZ (eds.), Bioética: un dialogo plural. Homenaje a Javier Gafo Fernandez, S.J., Universidad
Pontificia Comillas, Madrid (2002) 117-152. J.R. LACADENA, Experimentacion con embriones. El
dilema ético de los embriones sobrantes, los embriones somdticos y los embriones partenogenéticos. En
J.L. Martinez (ed.) Células troncales embrionarias: Aspectos cientificos, éticos y legales. Col. Dilemas
Eticos de la Medicina actual, vol. 17, Univ. Pontificia Comillas, madrid, Editorial Descléee de Brouwer,
Bilbao (2003) 67-102. J.R. LACADENA, Clonacion terapéutica humana en el horizonte cientifico, en
C.M. ROMEO CASABONA (dir.) Investigacion con células troncales, Monografias Humanitas, 4 (2004)
43-54. J.R. LACADENA, Clonacion humana con fines terapéuticos: del imperativo categorico al
imperativo tecnologica, en P.F. HOOFT (coord.) “Bioética”, Jurisprudencia Argentina, Numero especial
(2005) 50-61.
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algunos pocos casos, se han podido obtener también a partir de embriones en fases
previas de divisién (por ejemplo, moérula) en especies diferentes: monos™, raton',
bovinos* y humanos™. Por eso, la investigacion de Lanza y colaboradores tuvo tanta
repercusion mundial. De hecho, los propios investigadores y todos los expertos del
mundo aceptaban que el experimento abria las puertas de la esperanza a que pudieran
aplicarse las mismas técnicas en embriones humanos, salvando el serio obstaculo ético
que supone la destruccion de embriones en la obtencion de las correspondientes células

troncales embrionarias.

Y asi fue, en efecto: unos meses mas tarde, el 23 de agosto de 2006, la revista
Nature publicaba en version online los resultados experimentales obtenidos de nuevo
por el grupo de Lanza**: la obtencion de lineas celulares troncales embrionarias
humanas (células hES, por human embryo stem) derivadas a partir de blastomeros
individuales. Los medios de comunicacion social echaron las campanas al vuelo con
titulares de prensa como el siguiente: “cientificos de EEUU logran células madre sin
destruir los embriones”, cuyo verdadero significado serd comentado posteriormente.

El trabajo de Lanza y colaboradores™ constaba de una serie de 10 experimentos
separados en los que obtuvieron células troncales embrionarias humanas (hES) a partir
de blastomeros individuales. De un total de 91 blastomeros obtenidos de los 16
embriones utilizados en los 10 experimentos, se obtuvieron 19 masas celulares de
crecimiento similar a células ES y solamente dos lineas celulares hSE estables. Estas
dos lineas mantuvieron su capacidad de proliferacion indiferenciada durante mas de
ocho meses, mostrando ambas un cariotipo normal (46,XX) asi como los marcadores
moleculares de pluripotencia (Oct-4, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, nanog y
fosfatasa alcalina). Las células conservaban la capacidad de formar derivados de las tres
capas germinales embrionarias (mesodermo, ectodermo y endodermo) tanto in vitro
como en teratomas.

Al tener conocimiento de los resultados experimentales de Lanza y
colaboradores, la comunidad cientifica ha lanzado el mensaje de que ya estaban
resueltos los problemas éticos que de alguna manera empafiaban el horizonte de la
aplicacion de las células troncales embrionarias humanas en la Medicina Regenerativa
del futuro porque podian obtenerse sin necesidad de destruir los embriones puesto que
los embriones biopsiados pueden ser transferidos al utero de la mujer sin aparente

from human blastocystes: Science (1998) 282:1145-1147. R. LANZA et al. (eds.) Essentials of Stem Cell
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pérdida de viabilidad en comparacion con embriones a los que no se les ha extraido
ningin blastomero. De hecho, en programas de Reproduccion Humana Asistida
mediante FIV se viene utilizando la técnica de diagndstico genético preimplantacional
(DGP) en la que se analizan las caracteristicas genéticas del embrion a partir de un
blastomero separado de un embrién en estadio de unas pocas células. No obstante,
desde el punto de vista ético podrian plantearse algunas dudas:

1) En primer lugar, habria que cuestionar si los “cuerpos embrioides” en los que
derivan los blastomeros a través de las varias etapas de manipulacion
realmente no pueden equipararse con los blastocistos normales;
especialmente en aquellos casos en los que se forman células troncales
embrionarias (ES) y extraembrionarias (ET).

2) (Cuadl es el estatuto de los blastomeros individuales de un embrion de 8- o
10-células? ;son totipotentes y, por tanto, potencialmente capaces de originar
un ser humano? A pesar de que se ha venido aceptando en tiempos anteriores
que los blastdbmeros humanos mantenian su totipotencia hasta el estadio
embrionario de 16 células, aseguran Lanza y colaboradores*® que nunca se ha
demostrado en mamiferos que puedan generarse organismos completos a
partir de blastomeros individuales procedentes de morulas en estadio de 8- a
16-células.

3) Si al blastomero aislado del embrién se le agregan células troncales
embrionarias para que les sirven de estimulo, eso implica que se ha tenido
que destruir previamente otro embrion. Y otro tanto habria que decir de las
células troncales embrionarias que se utilizan como co-cultivo. La unica
solucion seria realizar la estimulacion del blastbmero humano y el co-cultivo
con c¢lulas embrionarias de raton, pero no sabemos si seria un procedimiento
igualmente eficaz. Por otro lado, parece que lo que se pretende es eliminar el
uso de células no humanas en el proceso.

4) (Cudl serd el destino del embrion resultante de 7 células? ;Realmente las
parejas que se sometan a un programa de FIV desearan correr el riesgo de
que se manipulen innecesariamente sus embriones si no iban a realizar el
DGP?

5) (Quién solicitard la aplicacion de esta técnica a pesar de que se ofrezca la
posibilidad de que se pueda crear un banco de lineas celulares del propio
hijo?

En este contexto hay que sefialar que, en enero de 2008, la Comision de
Seguimiento y Control de la Donacion y Utilizacion de Células y Tejidos Humanos del
Ministerio Sanidad y Consumo de Espana aprobd, en aplicacion de la Ley 14/2007 de
Investigacion biomédica, el primer proyecto de investigacion espaiiol para la obtencion
de lineas celulares troncales embrionarias derivadas de simples blastomeros sin destruir
el embrion. El proyecto estd dirigido por el Dr. Carlos Simoén, del Centro de
Invest‘i§acién Principe Felipe de Valencia, en colaboracion con el propio Dr. Robert
Lanza™'.

% 1. KLIMANSKAYA — Y. CHUNG — S. BECKER — S-J. LU — R. LANZA, Human embryonic
stem cell lines derived from single blastomeres: Nature 444 (2006) 481-485.
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III. CELULAS TRONCALES ADULTAS

En cualquier caso, hay que tener presente la noticia esperanzadora de que podria
ser innecesaria la utilizacion de células troncales embrionarias si llegan a hacerse una
realidad clinica los datos experimentales que vienen produciéndose afo tras afio que
parecen indicar la posibilidad de establecer los cultivos de tejidos a partir de células
troncales adultas (células AS, adult item cells) presentes en los propios 6rganos adultos.
Esto evitaria cualquier problema ético puesto que la manipulacion solo afectaria a las
células somadticas del organismo humano sin necesidad de crear un embrion.

En 2001, los National Institutes of Health (NIH) de los Estados Unidos
sefialaban algunas caracteristicas de las células AS™:

e Las células AS pueden proliferar sin diferenciarse durante un largo periodo de
tiempo (caracteristica conocida como “autorrenovacién a largo plazo”), pudiendo
dar lugar a células maduras con formas caracteristicas y funciones especializadas.

e Algunas células AS tienen la capacidad de diferenciarse en otros tejidos
diferentes a aquél del que proceden (multipotencia, plasticidad)

e Las células AS son raras, dificiles de identificar y de origen desconocido. Los
métodos de caracterizacion estan basados en la determinacion de marcadores de
superficie celular y sus patrones de diferenciacion in vitro.

e Se han obtenido células AS a partir de cerebro, médula 6sea, sangre periférica,
pulpa dental, cuerda espinal, vasos sanguineos, musculo esquelético, epitelios
de la piel y del sistema digestivo, cornea, retina, higado y pancreas y en tejido
muscular y adiposo; es decir, se han encontrado células AS en tejidos derivados
de las tres capas germinales embrionicas.

La primera evidencia cientifica de la multipotencia o plasticidad de las células
AS la obtuvieron Vescovi y colaboradores® al demostrar que tras la inyeccion de
células troncales del tejido nervioso en la médula 6sea aquellas se transformaban en
células sanguineas. Casi dos afos después, otro grupo de investigacion ratificaba el
resultado anterior, pero en direccion contraria: células troncales hematopoyéticas
podian generar neuronas™". Pero la posible aplicacion clinica de estas técnicas no llegd
hasta 2001 en que el cardidlogo Anversa y colaboradores, utilizando ratones,
demostraron la posibilidad de regenerar tejido cardiaco infartado a partir de células
troncales hematopoyéticas’’. Estos experimentos con modelos animales han sido
aplicados en la clinica humana con resultados variables. Aunque durante la primera

favorezca terapéuticamente al propio embrion (Art. 13) ni de la utilizacion de preembriones con fines de
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mitad de 2002 habia mas dudas que certezas sobre la verdadera plasticidad de las
células troncales AS™, sin embargo, el 4 de julio de 2002 se publicé en la revista
Nature un articulo referente a células troncales adultas que merece un comentario
especial por la repercusion que ha tenido en este campo cientifico. Se trata de la
investigacion realizada por un grupo de investigadores de la Universidad de Minnesota,
dirigidos por la Dra. Catherine M. Verfaillie, en la que se demostraba que células
troncales adultas de raton procedentes del mesénquima de la médula 6sea (células
MAPC, por mesenchymal adult pluripotent cell) tienen muchas de las caracteristicas
pluripotenciales de las células troncales embrionarias™: En la primera parte de la
investigacion, se tomaron células del mesénquima de la médula 6sea de ratéon y se
marcaron genéticamente con un gen “chivato” que produce fluorescencia azul. Algunas
de estas células (entre 1 y 12) se inyectaron en embriones tempranos, comprobandose
que en algunos casos los individuos quiméricos que se desarrollaron mostraban el
marcador fluorescente hasta en un 45 % de sus tejidos, lo cual demuestra la versatilidad
(pluripotencia) de las células troncales adultas originarias. En la segunda parte del
experimento, Verfaillie y colaboradores inyectaron en un raton adulto las células
mesenquimales genéticamente marcadas y 24 horas mas tarde comprobaron que
estaban creciendo colonias de tales células en diversas partes del raton, especialmente
en intestino, pulmoén e higado.

La importancia de las investigaciones con células troncales adultas se pone de
manifiesto por los datos suministrados en 2009 por los NIH (National Institutes of
Health) de los Estados Unidos (informacion obtenida el 26 de enero de 2009 en
www.ClinicalTrials.gov) segun los cuales actualmente hay en el mundo un total de
2.307 ensayos clinicos actualmente en marcha frente a solamente 5 con células
troncales embrionarias. Por ejemplo, en Estados Unidos hay 1.642 investigaciones con
células AS y so6lo 2 con células ES y en Israel hay 54 de células AS y 2 de células ES,
mientras que en Europa, Canadd y Australia hay, respectivamente, 442, 135 y 76
investigaciones con células AS y ninguna con células ES. Sin embargo, es posible que
con la entrada en el gobierno de los Estados Unidos de la Administraciéon Obama se
incremente el niumero de investigaciones con células embrionarias. Ya la empresa
Geron ha anunciado el inicio de una investigacion clinica para tratar de corregir
lesiones irreversibles de médula espinal utilizando células troncales embrionarias. Casi
simultaneamente, en el Reino Unido se ha autorizado otra investigacion con células ES
para tratar casos de infarto cerebral mediante la inyeccion de las células ES
directamente en el cerebro de los pacientes. En ambos casos se trata, sobre todo, de
comprobar que el tratamiento con las células ES no induce la produccion de tumores
(investigacion en fase I).

En el contexto de las aplicaciones clinicas de las células troncales adultas podria

. . , , . . 9954 .
decirse que “el negocio de las células corre mas que la ciencia™”. Esta cita hace
referencia a que, junto a los bancos privados de cordon umbilical que existen ya desde
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hace afios, han surgido en diversas partes del mundo compafiias que conservan también
células troncales mesenquimales procedentes de dientes de leche (“algiin dia, el Hada
de los Dientes -equivalente anglosajon al Ratoén Pérez espafiol- le podria salvar la vida a
tus hijos”, dice el anuncio comercial de la empresa norteamericana Bioden), de sangre
menstrual (la empresa C’Elle utiliza como eslogan publicitario “tu milagro mensual”) o
de grasa corporal para un eventual uso del donante cuando se desarrollen aplicaciones
terapéuticas. Como senala el articulo periodistico en palabras del Dr. Matesanz, director
de la Organizacion Nacional de Trasplantes de Espaina, “este fendmeno de guardar cada
vez mas muestras bioldgicas encaja en toda una filosofia de sociedad rica”.

En Espafia, se estima que unas 25.600 familias han guardado muestras de
cordoén umbilical aunque la mayoria (25.000) han optado por bancos extranjeros para
evitar la legislacion espafiola que obliga a compartir, en su caso, las muestras con quien
las necesite, de manera que solo unas 600 familias han optado por alguna de entre la
docena de empresas privadas que existen. Ademas, es importante poner de manifiesto
que la gente normalmente no sabe que, en cifras estimativas, en el mundo se han
realizado unos 8.000 trasplantes con células troncales de donante frente a solamente
cuatro casos de autotrasplante.

IV. LA REPROGRAMACION CELULAR: CELULAS TRONCALES
PLURIPOTENTES INDUCIDAS (iPS), UNA ESPERANZA ETICA PARA
EL FUTURO

Como sefialaba anteriormente, la historia de la células troncales embrionarias
empezd en 1981 cuando Sir Martin J. Evans —que, como se ha indicado anteriormente,
fue galardonado con el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 2007— logr6 aislarlas
y cultivarlas a partir de embriones de raton en fase de blastocisto™ . Afios més tarde, en
1998, el grupo dirigido por James A. Thomson, de la Universidad de Wisconsin-
Madison, consiguid aislar y mantener en cultivo células troncales embrionarias a partir
de blastocistos humanos™, continuando de alguna manera lo que Evans habia logrado
en ratones en 1981. Esta investigacion de Thomson supuso el inicio de una “década
prodigiosa” de investigacion con células troncales (ver el Cuadro 1 presentado en el
apartado I) que se ha transformado en una especie de “alquimia celular”.

Pero no sdlo fue ésta la contribucion de Thomson, sino que en 2007 la revista
Science publicé un trabajo del grupo liderado por Thomson®’ en el que demostraron
haber logrado 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
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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.

La publicacién del trabajo del grupo de Thomson fue simultanea con la del
grupo de Shinya Yamanaka de la Universidad de Kyoto, Japon, en la revista Cell®.
Utilizando como vector un retrovirus introdujeron en células somaticas humanas
(células de la piel de la cara de una mujer de 36 afios y de tejido conectivo sinovial de
un varon de 69 afios) 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, Izpisiia Belmonte y
colaboradores™ mostraron que la utilizacion de queratinocitos de cabello humano
resultaba cien veces mds eficaz y era el doble de rdpido que cuando se utilizaban
fibroblastos. Recientemente, en febrero de 2009, Maria Blasco y colaboradores han
demostrado que es necesaria la presencia de la actividad telomerasa en la obtencion de
células iPS en raton®.

Es importante sefialar que ya en 2006 Yamanaka® habia logrado la
reprogramacion de células somaticas de piel en raton utilizando los mismos cuatro
genes, por lo que se le puede acreditar la paternidad de la técnica® que fue ratificada
por el grupo de investigacion de Rudolf Jaenisch®™ del Whitehead Institute for
Biomedical Research y del MIT, Cambridge, Massachusetts, USA. Un poco mas tarde,
en una acelerada carrera cientifica, el 6 de diciembre de 2007, el mismo grupo de
Jaenisch hizo publico en la revista Science el éxito de la aplicacién en ratones de la
técnica de Yamanaka para el tratamiento de la anemia falciforme humana en un modelo
de raton utilizando células pluripotentes inducidas (iPS) mediante reprogramaciéon de
células de la piel®®. Posteriormente, en 2009, Ward y colaboradores® lograron corregir
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también en ratones la hemofilia de tipo A (producida por mutacion 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 mayores mientras que los ratones control no inyectados morian en
pocas horas.

Estas investigaciones suponen un paso adelante esperanzador en la posible
utilizacion de células iPS en la terapia celular humana del futuro, obviando los
problemas éticos de la manipulacion de embriones. Efectivamente, en 2008, Eggan y
colaboradores® 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 amiotréfica (ELA), que son precisamente las células
dafadas por la enfermedad. La técnica consistid en introducir en los fibroblastos los
genes Klf4, Sox2, Oct4 'y c-Myc utilizando como vector un retrovirus.

También Park y colaboradores indujeron la obtencion de células iPS en casos de
distrofia muscular y de la enfermedad de Huntington®”.

Posteriormente, en 2009, Svendsen y colaboradores® obtuvieron células iPS a
partir de fibroblastos de piel de un nifio afecto de atrofia muscular espinal (AME),
enfermedad autosomica recesiva que suele manifestarse a partir de los 6 meses de edad
y que produce la muerte del paciente en torno a los dos anos. 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 homologas
producidas por la madre fenotipicamente sana del nifio enfermo y poder asi estudiar los
mecanismos de la enfermedad. En la técnica se utilizaron los genes Oct4, Sox2, Nanog 'y
Lin28 que fueron introducidos en los fibroblastos utilizando como vector un lentivirus.

Pensando en una futura aplicacion clinica de estas técnicas hay que sefialar dos
inconvenientes: en primer lugar, la utilizacion 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 autorizacidon para llevar a cabo la investigacion
clinica. De hecho, un 20% de los ratones implantados con células iPS desarrollaron
teratomas cancerosos.

Para obviar estas dificultades clinicas se han introducido algunas mejoras
técnicas: por ejemplo, Yamanaka y colaboradores® han obtenido las células iPS sin
utilizar vectores virales en ratones. Para ello utilizaron la transfeccion repetida de dos
plasmidos de expresion en fibroblastos de embriones, uno era portador de los ADNc
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(ADN complementario) de Oct3/4, Sox2 y Kif4 y el otro del de c-Myc. En las células
iPS obtenidas no se produjo la integracion del plasmido en el genoma, evitando la
formacién de teratomas. Por su parte, Jaenisch y colaboradores’, con objeto de reducir
el nimero 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 ratdn como a partir de queratinocitos humanos. Por
otro lado, Melton y colaboradores’' 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 dafiinos. Incluso, mas tarde,
Schéler y colaboradores’> demostraron que la presencia tinica del gen Oct4 bastaba para
obtener células iPS (que denominan 1FiPS) a partir de células troncales neuronales de
raton adulto.

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

V. REPROGRAMACION DIRECTA

Un nuevo paso conceptualmente diferente a la técnica de induccion de células
troncales pluripotentes (iPS) de Yamanaka y Thomson lo ha dado el grupo de Douglas
A. Melton” al reprogramar in vivo células adultas de raton (células exocrinas del
pancreas) transformandolas directamente (reprogramacion directa) en células beta
pancreaticas capaces de producir insulina (islotes de Langerhans). Las células obtenidas
son indistinguibles de las células beta pancreéticas endogenas, tanto en tamafio como en
su forma y estructura. Para ello, utilizaron como vector un adenovirus en el que se
habian incorporado tres factores de transcripcion (Ngn3, Pdxl 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 mostroé que las
células beta obtenidas mejoraban sensiblemente la condicién de hiperglicemia de los
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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.

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 maduracion 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 utilizacioén de
las células troncales adultas (AS) y las células troncales pluripotentes inducidas (iPS),
se obvian los problemas éticos que plantea la utilizacion de las células troncales
pluripotentes embrionarias (ES).

VI.  CELULAS TRONCALES EMBRIONARIAS CLONICAS OBTENIDAS POR
TRANSFERENCIA NUCLEAR (NT) EN PRIMATES NO HUMANOS Y EN
HUMANOS

La publicacion de las investigaciones sobre reprogramacion celular antes
mencionadas oscurecid en alguna medida la que una semana antes (el 14 de noviembre
de 2007) habian hecho publico Mitalipov y colaboradores, del Oregon National Primate
Research Center, en la revista Nature online’® quienes obtuvieron dos lineas celulares
troncales embrionarias de un primate no humano (un macho adulto de 9 afios de macaco
rhesus, Macaca mulata) mediante la técnica de transferencia nuclear de células
somaticas (SCNT). En principio lograron la formacion de 35 blastocistos clonicos a
partir de 213 transferencias nucleares (un 16% de éxito), obteniendo finalmente dos
lineas celulares troncales embrionarias a partir de 304 ovocitos procedentes de 14
hembras. El éxito logrado en un primate no humano como el macaco rhesus hizo
albergar esperanzas sobre la posibilidad de tener éxito también en la especie humana.

Y asi fue, en efecto, porque el siguiente paso en esta acelerada carrera cientifica
se dio poco después, el 17 de enero de 2008, cuando el grupo que lidera el Dr. Andrew
J. French”’, de la empresa privada norteamericana Stemagen Corporation, La Jolla,
California, hizo publico en la version on line de la revista Stem Cells que habian
obtenido mediante la técnica de transferencia nuclear 5 blastocistos humanos clénicos
que llegaron a alcanzar una fase de desarrollo de entre 40 y 72 células. Ellos utilizaron
29 ovocitos procedentes de 3 mujeres jovenes (20-24 afios) a los que se transfirieron los
nucleos de fibroblastos de dos donantes varones adultos, obteniendo 21 embriones
SCNT (por somatic cell nuclear transfer) de los que 5 alcanzaron la fase de blastocisto.
De los 5 posibles blastocistos SCNT, solo en uno de ellos se demostrdé su verdadera
condicién clonica por andlisis tanto del ADN nuclear como del ADN mitocondrial
(ADNmt) mientras que en otros dos solamente se confirmé el ADN nuclear. En ningtin
caso se pudieron obtener las lineas celulares troncales porque los blastocistos fueron
destruidos para poder realizar los analisis del ADN.

Estos intentos de abrir las puertas a la clonacion terapéutica humana puede que
resulten innecesarios si llega a hacerse una realidad clinica la reprogramacion de células
somaticas adultas utilizando técnicas de Yamanaka, Thomson y Jaenisch antes descritas.
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En este contexto cabe sefialar que el Dr. lan Wilmut, de la Universidad de Edimburgo y
padre cientifico de la oveja Dolly, ya ha anunciado que abandona la investigacion en
clonacion terapéutica humana para pasarse a la utilizacion de la técnica de
reprogramacion celular de Yamanaka. También José B. Cibelli, uno de los pioneros de
la clonacién humana’®, se ha manifestado a favor de la nueva técnica de reprogramacion
mientras que, por ejemplo en Espafia, otros cientificos siguen aferrdndose a la
investigacion con células troncales embrionarias como a un clavo ardiendo. Por cierto
que el Dr. Cibelli esta colaborando en la actualidad con un grupo espafiol de Andalucia.

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, Nanogy Lin28 en el proceso de reprogramacion celular de
células somaticas adultas.

VI.  ;CUAL ES EL ESTADO DE LA CUESTION EN LA CLONACION
HUMANA POR TRANSFERENCIA NUCLEAR?

La clonaciéon humana mediante la técnica de transferencia del ntcleo de una
célula somatica al citoplasma de un ovocito previamente desprovisto de sus
cromosomas puede hacerse con fines reproductivos —es decir, intentando el nacimiento
de un nifio o nifa clonicos (clonacion reproductiva)— o con fines no reproductivos de
investigacion o fines terapéuticos (clonacion terapéutica). La valoracion ética y juridica
de ambas ha sido tratada por el autor en ocasiones anteriores’’, a las que remito al
lector.

Aunque se habla mucho de la clonacion humana y la sociedad lo percibe como
si fuera ya una realidad, lo cierto es que hasta la fecha son muy escasos los logros
cientificos, tal como se resume en el Cuadro 3:

Cuadro 3. Los intentos de clonacion humana por transferencia
de nucleos (SCNT, somatic cell nuclear transfer)

e Cibelli y Lanza (2001)¥: 19 ovocitos, 3 embriones (evolucionaron hasta
el estadio de 6 células)
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e Hwang (2004)*": 242 ovocitos, 30 embriones somaticos (blastocistos
SCNT), 1 linea celular. Fraude cientifico.

e Hwang (2005)**: 185 ovocitos, 31 embriones somaticos (blastocistos
SCNT), 11 lineas (1 autdloga y 10 heter6logas), nicleos de fibroblastos de
11 donantes (8 varones y 3 mujeres) con diversas enfermedades. Fraude
cientifico.

e Stojkovic (2005)*: 36 ovocitos, 1 blastocisto SCNT procedente de una
célula donadora indiferenciada.

e Zavos e Illmensee (2006)**: 3 ovocitos, 1 embrién somatico de 4 células
transferido al tero. No implantacion. Intento de clonacion reproductiva.

e French (2008)®: 29 ovocitos de 3 mujeres, nucleos de fibroblastos de 2
donantes varones adultos, 21 embriones NT, 5 blastocistos NT (40 -72
células).

e Transferencia nuclear interespecifica: bovino-humano: Chang y col (2003)™,
Zavos e Illmensee (2003)*”: 13 ovocitos bovinos, 7 embriones somaticos
aloplasmicos (citoplasma bovino-nticleo humano); conejo-humano: Chen y
col (2003)* (citoplasma conejo-nicleo humano). Lanza y colaboradores
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(2009)* (citoplasma vaca, conejo, raton-nicleo humano).

Del anélisis del cuadro anterior se deduce que la Unica investigacion realmente
exitosa en el contexto de una posible obtencién de lineas celulares troncales en un
futuro més o menos proximo es la de French y colaboradores del afio 2008 puesto que
en el trabajo del grupo de Cibelli y Lanza los 3 embriones clonicos obtenidos no
pasaron del estadio de 6 células, el blastocisto Unico de Stojkovic y colaboradores
procedia de una célula indiferenciada (técnicamente, por tanto, se trataria de una
paraclonacion) y los dos trabajos del grupo surcoreano de Hwang resultaron ser
fraudulentos.

Finalmente, de las investigaciones de Zavos e Illmensee cabe senalar que en la
realizada en 2006 se trataba de un experimento de clonacion reproductiva puesto que
pretendian obtener el nacimiento de un ser humano clonico ya que el embrion SCNT de
4 células fue transferido al utero de la mujer aunque no llegd a implantarse. El
procedimiento experimental fue autorizado por el Comité de Revision Institucional de la
compafiia Reprogen Ltd. (Limassol, Chipre). Ambos investigadores, en contra de la
opinién casi unanime de la comunidad cientifica y de la sociedad, estan decididos a
llevar a término la clonacién humana reproductiva™.

Desde hace unos pocos afios se viene intentando la transferencia nuclear
interespecifica mediante la transferencia de nucleos somaticos humanos a ovocitos de
otras especies animales con objeto de estudiar el comportamiento del niicleo humano
transferido y su capacidad de reprogramacion (desdiferenciacion y rediferenciacion).
Asi, Zavos e Illmensee (2003) utilizaron ovocitos de vaca en lugar de ovocitos
humanos, obteniendo 7 embriones somaticos alopldsmicos (citoplasma bovino — ntcleo
humano)”' que ellos llamaron “ovocitos bovinos reconstruidos por transferencia
nuclear” de fibroblastos humanos (SCNT-reconstructed bovine oocytes). La excusa ética
que se maneja para justificar esta técnica es la de ahorrar la utilizacion de ovocitos
humanos’. Mi opinién ética es negativa porque, en definitiva, se pone una informacion
genética humana en un “ambiente citoplasmico” de otra especie animal. Puesto que la
interaccion nucleo-citopldsmica condiciona la fisiologia celular, se comprende que los
organismos alopldsmicos puedan mostrar algin tipo de anomalias en su desarrollo en
relacion con los individuos de la propia especie, dado que desde el punto de vista
genético el desarrollo puede definirse como “el proceso regulado de crecimiento y
diferenciacion resultante de la interaccion nucleo-citoplasmica, del ambiente celular
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interno del organismo y del medio externo mediante el cual se produce la formacion del
individuo adulto a partir de una célula inicial unica: el cigoto™”.

En la Republica China se han realizado otros experimentos de transferencia
nuclear interespecifica utilizando también ovocitos de vaca™ y de conejo’". Ya he dicho
antes que, en mi opinion, a pesar de que hay quien defiende este tipo de manipulacion
argumentando que es una forma de evitar la utilizacion de ovocitos humanos, la
valoracion ética de esta técnica es negativa por dos motivos: en primer lugar, por lo que
significa la produccion de un embrion somdtico humano alopldasmico que,
evidentemente, no es un embrién humano normal; en segundo lugar, porque la validez
cientifica de la utilizacion de las células troncales alopldsmicas es poco sélida ya que es
muy probable que la interaccion nucleo-citopldsmica de tales células produzca efectos
impredecibles. De hecho, la argumentacion que, utilizando una logica genética, hice
hace tres afios (Lacadena, 2006%) ha sido recientemente confirmada por Lanza y
colaboradores (2009) quienes demostraron experimentalmente el comportamiento
anormal de los embriones somaticos aloplasmicos en los que el nicleo humano se habia
transferido a ovocitos de vaca, de conejo y de raton®*.

Es importante senalar que en enero de 2008, tras un debate publico abierto
durante el periodo abril-julio de 2007, la Human Fertilisation and Embryology
Authority del Reino Unido ha autorizado este tipo de técnicas, mal llamadas por los
medios de comunicacion “embriones hibridos” o “combinaciones hibridas” puesto que
el concepto de hibrido en Genética hace referencia a la descendencia de un cruzamiento
sexual. Lo cientificamente correcto seria denominarlos embriones somdticos
aloplasmicos, tal como se ha indicado anteriormente™.

VII. REFLEXIONES ETICAS: DEL IMPERATIVO CATEGORICO
KANTIANO AL IMPERATIVO TECNOLOGICO

Uno de los problemas bioéticos que actualmente vivimos es el que contrapone al
imperativo categdrico kantiano con el imperativo tecnolégico. Siempre se ha dicho que
“a nuevos avances cientificos, nuevos problemas éticos”, pero que intentar detener el
avance cientifico es imposible. Cuando se oye decir que “la ciencia es imparable” se
puede hacer una doble interpretacion: constatar que, efectivamente, el progreso
cientifico es continuo o bien asumir que la ciencia es imparable “porque los cientificos
no estan dispuestos a parar”, en cuyo caso podemos estar ante un problema bioético. Se
oye decir con frecuencia que “es imposible detener el progreso cientifico” porque es lo
mismo que “querer poner puertas al campo” ya que “todo lo que se pueda hacer, se
hard” o, todavia con mayor radicalidad, “como se puede hacer, hay que hacerlo”,
cayendo en el imperativo tecnologico de un fundamentalismo cientifico. Cuando

% J R. LACADENA, Genética (4“ed.), (Capitulo XIX), AGESA, Madrid (1988)

% K.H. CHANG — J.M. LIM et al.. Blastocyst formation, karyotype, and mitochondrial DNA of
interspecies embryos derived from nuclear transfer of human cord fibroblasts into enucleated bovine
oocytes: Fertil Steril. 80 (2003) 1380-1387.

Y. CHEN - Z.X. HE et al. Embryonic stem cells generated by nuclear transfer
of human somatic nuclei into rabbit oocytes. Cell Research Online 13 (2003) 251-264.

% El concepto genético de aloplasmia fue definido por J.R. LACADENA, Cytoplasmic male-
sterility: A proposal on its terminology: Genética Ibérica 20 (1968) 195-201 y recogido en R. RIEGER —
A. MICHAELIS — M.M. GREEN, Glossary of Genetics and Cytogenetics. Classical and molecular (5th
edition), Springer Verlag, Berlin - Heidelberg - New York (1991)



muchas veces se oye decir que el fundamentalismo religioso es un obstaculo para el
progreso de la ciencia, habria que tener en cuenta también que muchos cientificos han
hecho de la ciencia su religion cayendo en un auténtico fundamentalismo cientifico.

Como decia Hans Jonas’’ en su obra “El Principio de Responsabilidad. Ensayo
de una ética para la civilizacion tecnologica’:
“La tesis de partida de este libro es que la promesa de la técnica moderna se
ha convertido en una amenaza, o que la amenaza ha quedado indisolublemente
asociada a la promesa ... Lo que hoy puede hacer el hombre —y después, en el

ejercicio insoslayable de ese poder, tiene que seguir haciendo— carece de
parang6n en la experiencia pasada”

Un ejemplo real de la tesis de Jonas lo podemos encontrar en nuestra Ley
14/2007 de Investigacion biomédica cuando dice en su exposicion de motivos —en
definitiva, donde se explica la filosofia de la ley— que “la investigacion con gametos,
embriones o células embrionarias se ha hecho imprescindible [la cursiva es mia] en el
ambito de la terapia celular y la medicina regenerativa”, cayendo en el imperativo
tecnologico de que “todo lo que se pueda hacer, hay que hacerlo”. Eticamente sabemos
que “no todo lo que es técnicamente posible, puede que sea éticamente deseable”, que
“el fin no justifica los medios” y que “el hombre es un fin en si mismo y no un mero
medio”.

En el Cuadro 2 se indicaban las posibles aplicaciones clinicas de las células
troncales en la transferencia celular autologa para evitar el rechazo inmunologico: las
células troncales adultas (células AS), las células troncales pluripotentes inducidas
(células iPS) y las células troncales procedentes del embrion somatico (SCNT) del
propio paciente. Desde el punto de vista ético no hay duda que las dos primeras
técnicas serian aceptables para todos (la comunidad cientifica y la sociedad) mientras
que la tercera es éticamente rechazada por muchos por el significado biologico del
embrion somdtico (embrion SCNT) obtenido por transferencia nuclear que es
equiparable a un embrion gamético obtenido por un proceso normal de fecundacion. En
ese “proceso imparable” de la ciencia podemos decir que no hay nada imposible: todo
es cuestion de decision, de recursos econdmicos y de ética (o de falta de ética). ;Por
qué no se toma la decision de una vez por todas de buscar las soluciones que no
plantean problemas éticos? ;por qué no se apuesta decididamente por la utilizacion de
las células troncales adultas (células AS), por la reprogramacion celular de células
somaticas adultas (células troncales pluripoptentes inducidas, células iPS) o por la
reprogramacion directa? Sefalaba anteriormente, al hacer referencia a la
reprogramacion celular y la obtencion de células troncales pluripotentes inducidas
(células iPS) a partir de células somaticas adultas, que muchos las vemos como la
solucion bioética para la terapia celular de la Medicina Regenerativa

En este contexto parece oportuno recordar alguna postura critica respecto al
avance “ciego” de la ciencia (algunos lo denominan “fundamentalismo cientifico”),
siendo muy paradigmatico el caso de Jacques Testart, bidlogo francés y padre cientifico
de la primera nifia probeta nacida en Francia en 1982. Testart mostr6 su postura critica
ante los derroteros por los que han derivado las técnicas de reproducciéon humana
asistida, manifestando su opinién contraria “a cualquier forma de diagndstico
preimplantatorio, esté o no justificada™®. Su *j arréte” —“me detengo”— causo un gran

7 H. JONAS, El Principio de Responsabilidad. Ensayo de una ética para la civilizacion
tecnologica: Editorial Herder, Barcelona (1995), pp.15.
% J. TESTART, L oef transparent, Flammarion Coll. Champs 1986 (traducido al espafiol en 1988).



impacto en la bioética y en la comunidad cientifica. Desde entonces se ha mostrado muy
critico con la “eugenesia médica” en relaciéon con la “procreacion medicalizada™ y el
diagnostico genético preimplantatorio’.

Su declaracion “reivindico una légica del no descubrimiento, una ética de la no
investigacion™'? plantea un nuevo enfoque en la bioética que deberia ser analizado y
reflexionado en profundidad. En numerosas ocasiones he manifestado el interés que
podria tener la confrontacion entre la ética de la no-investigacion de Testart y la ética
de la responsabilidad en relacion con los derechos de las generaciones futuras de Hans
Jonas. En dicha reflexion habria que tener en cuenta también las consecuencias que una
decision negativa tendria para las generaciones futuras. Por ejemplo, ;qué pensariamos
las generaciones actuales si, como consecuencia de los primeros fracasos en los
trasplantes de corazon hace 30 afios, los organismos internacionales hubieran decidido
prohibirlos como atentatorios a la ética médica? Actualizando la controversia, ;no
piensan lo mismo los que actualmente defienden el uso de las células troncales
embrionarias en la terapia celular de la Medicina Regenerativa del futuro? Ante una
argumentacion similar que podrian utilizar los partidarios del uso de las células
troncales embrionarias en la terapia celular del futuro habria que defender las
posibilidades clinicas de las células troncales adultas y de la naciente técnica de
reprogramacion celular que no comportan problema ético alguno. Es una cuestion
bioética de fines y de medios.

% J. TESTART, La procréation médicalisée, Flammarion Coll. Dominos 1993. J. TESTART, La
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1 E_ CONAN, Jacques Testart, La Nacion, 23 octubre 1986.



