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Editorial

Células Madre

Aunque no exenta de la polémica ética en su utilizacion de
embriones humanos, la investigacion con células madre ha
demostrado su gran potencial en la comprensién y el
tratamiento de enfermedades.

De hecho, los estudios realizados en animales han
demostrado su gran capacidad para tratar enfermedades
hematoldgicas, diabetes tipo 1, parkinson, entre otras. Y es
indudable que es un campo totalmente actual y de gran
interés tanto cientifico como social. De hecho, en el momento
de redactar esta editorial, una busqueda en google con las
palabras “investigacion con células madre en Espafna” y
limitandolo a las ultimas 24 horas ha dado lugar a 1.260
resultados (44 resultados si se limitaba a la tltima hora). Y eso
solo en Espana. Y a la vez descubrimos una noticia reciente
sobre una nueva area de investigacion con células madre en
ratones que llaman “walking’, como modelo de esclerosis
multiple.

En este nimero y bajo la coordinacién de Belén Pintado,
encontrareis una serie de articulos que presentan desde una
breve introduccidon de la investigacion con células madre
hasta el desarrollo y principales aplicaciones de las células
madre embrionarias de ratén, humanas y las mas recientes
células pluripotentes inducidas, asi como los principales
problemas tanto técnicos como funcionales de las mismas y
que suponen los retos actuales en investigacion basica y
aplicada. También encontrareis un articulo en el que se
expone la aplicabilidad de las células madre en un area menos
conocida que la investigacion biomédica, la de la
conservacion de especies amenazadas o en peligro de
extincion.

A pesar de que su enorme potencial provoque debates
éticos e incluso muchos paises hayan establecido
regulaciones para evitar su uso indiscriminado, es indudable
que, actualmente, la investigacién con células madre es crucial
para el avance en nuestra eterna lucha contra el dolor y las
enfermedades.

Direccion Revista SECAL



Noticias

Actividades de la

SECAL

El 7 de abril de 2014 se celebré la Reunion Ordinaria
de la Junta de Gobierno de la SECAL. A continuacion se
presentaunresumende los principales temas tratados,

Relaciones internacionales

Se ha propuesto un grupo de trabajo conjunto AALAS-
FELASA para fijar términos de referencia para el transporte de
animales. El grupo estara formado por miembros de ambas
asociaciones.

international Council for Laboratory Animal Science (ICLAS,

Se han aprobado ocho nuevas becas para estancias de
formacién en Europa. Estas adjudicaciones se publicaran en la
web deICLAS.

Laboratory Animals Ltd. (LAL)

LAL ha enviado a las asociaciones miembros la propuesta de
homogeneizar el % minimo de suscripciones necesarias de cada
asociacién para mantener el precio reducido. Hay otras
propuestas como el cambio de la revista a formato electrénico, o
abrirel mercadoa USAy China.

AALAS-GPAC; e-learning library

Ya se ha dado de alta el grupo de la SECAL con 51 miembros;
hasta el momento los comentarios que estan llegando son
positivos.

Relacionesnacionales
Relaciones con los Ministerios. Convenio MAGRAMA
Se han mantenido conversaciones con el MAGRAMA con el fin

de organizar charlas informativas referentes al cumplimentado de
las tablas para realizar los informes estadisticos de animales
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utilizados. Las nuevas tablas seran efectivas a partir del 2015
cumplimenténdose con los datos de los animales usados en el
2014.

La sesion de Madrid se realizard el 24 de juniode 10a 13 hen
el Saldn de Actos de la Facultat de Medicina de la UAM, y se
grabara para que los socios que no puedan asistir puedan
visualizarlo desde la paginaweb dela SECAL.

Se esta evaluando la posibilidad de repetir el seminario en
Barcelonaantes definalizar elafno 2014,

Por otra parte, el MAGRAMA tiene convenios de colaboracion
firmados con otras sociedades como REMA y propone que la
SECAL formalice su relacién con dicho ministerio a través de un
convenio.

Confederacion de Sociedades Cientificas de Esparia (COSCE)

Se ha creado un Nodo dentro de COSCE para comunicar
sobre la investigacion animal en Espafa y contrarrestar la
informacién ultra proteccionista que salga en los medios de
comunicacion.

Asociacién Espafiola de Biosequridad (AEBios)

Ya se ha firmado el convenio con AEBios. Los socios de SECAL
tienen un descuento del 30% en el congreso de AEBios que se
celebrara en Barcelona en septiembre. Asimismo, SECAL también
ofrecerd un descuento a los socios de AEBios para asistir al
congreso de Céceres.

Otras actividades
Congreso Cdceres 2015

El comité cientifico del congreso ha propuesto un total de 14
temas coordinados cada uno de ellos por una pareja hispano lusa.

El comité organizador hafijado ya fecha paralasinscripciones
a precio reducido, 2 de octubre 2014. Se prevé que la pagina web

del congreso esté disponible afinales de abril.

Formacidén

Se ha aprobado y firmado el convenio para formacion online
conlaUniversidad de Granada.
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Noticias

Grupos de trabajo

Ya estad redactado el documento definitivo del grupo de
trabajo de “Banco de Intercambio de Organos y Tejidos” El
MAGRAMA esta interesado en que este documento se envie a
todos los centros y potenciar la creacion de biobancos a nivel
nacional.

TU TAMBIEN
PUEDES SER
PARTE DE
LA SECAL

iHAZTE SOCIO!

Monitorizacién
Microbiolégica en Continuo
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También estd muy avanzado el documento del grupo de
trabajo de”“Controles Microbiolégicos”

Ambos documentos se publicaran en la revista “Animales de
Laboratorio” y se intentara también publicarlos en Laboratory

Animals.

www.secal.es
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Actualidad

Embriones de pez revelan un mecanismo
clave en el sindrome de Usher

El sindrome de Usher (un raro
trastorno genético que se caracteriza por
sorderay pérdida gradual de la vista) es la
principal causa de la sordoceguera
congénita.

Los pacientes que sufren de sindrome
de Usher presentan pérdida auditiva
neurosensorial, retinitis pigmentosa y, en
algunos casos, disfuncién vestibular.

Segin un trabajo realizado con
embriones de pez medaka (Oryzias
latypes), recientemente publicado en la
revista PLoS ONE, el gen USH2A, asociado
a este sindrome, parece jugar un papel
fundamental en el desarrollo de los
fotorreceptores de la retina y células
cocleares.

Dado que los embriones de peces se
comportan de manera similar a los
embriones de mamiferos, y los ensayos
estan reconocidos por la comunidad
cientifica, por la OECD, normas ISO y la
legislacion europea, los cientificos
trabajaron con embriones de pez medaka
(Oryzias latypes), organismo que resulta
muy util como modelo para estudios
genéticos, pues los resultados que se
obtienen son equiparables a los que se
conseguirian en mamiferos.

En este caso, se determind la
expresiony funcion del gen Ol-Ush2a cuya
estructura, expresion y funcion es muy
similar a USHZA, uno de los genes
humanos implicados en el Sindrome de
Usher tipo 2. Los resultados del estudio en
embriones de pez medaka en diferentes
etapas de desarrollo, sugieren que el gen
Ol-Ush2a podria desempenar un papel

fundamental en el desarrollo o manteni-
miento de fotorreceptores de laretinay las
célulasciliadas de la coclea.

En este sentido, el defecto de Ol-Ush2a
en el pez medaka causa defectos en el
desarrollo embrionario (ojos y cabezas
pequenos, malformaciones de otolitos y
cuerpos acortados con la cola curvada),

< Un estudio en embriones
de pez medaka en diferentes
etapas de desarrollo, sugieren
que el gen Ol-Ush2a podria
desempenar un papel

fundamental en el desarrollo
o0 mantenimiento
de fotorreceptores de la retina
y las células ciliadas
de la coclea >

En la investigacion, liderada por la
empresa biotecnoldgica valencianaBionos
Biotech, han colaborado cientificos del
CIBER de Enfermedades Raras (CIBERER),
del Grupo de Investigacion en Enferme-
dades Neurosensoriales del Instituto de
Investigacidn Sanitaria La Fe, de la Unitat
de Recerca del Hospital Joan XXIll, del
Institut de Investigacié Sanitaria Rovira i
Virgili de Tarragona y de los Servicios de
Oftalmologia y Otorrinolaringologia, asi
como de la Unidad de Genética y
Diagndstico Prenatal del Hospital La Fe de
Valencia.

http://www.gacetamedica.com/noticias-
medicina/articulo.aspx?idart=801810&idc
at=797&tipo=2

http://www.lafe.san.gva.es/ca/resultados/
-/journal_content/56 INSTANCE
8Yxh/18/132590

E. Aller, AV, Sénchez-Sanchez, J.U.
Chicote, G. Garcfa-Garcia, P. Udaondo, et
al. Analysis of the Ush2a Gene in
Medaka Fish (Oryzias latipes). PLoS ONE
2013, 8(9): e74995.
DOI:10.1371/journal.pone.0074995


http://www.gacetamedica.com/noticias-medicina/2014-01-03/especializada/embriones-de-pez-revelan-un-mecanismo-clave-en-sindrome-de-usher/pagina.aspx?idart=801810
http://www.lafe.san.gva.es/ca_ES/resultados-de-busqueda/-/journal_content/56_INSTANCE_Sg4w/18/132590?p_p_auth=6ss51Vv7
NESTOR
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Visualizacion de la generacion de aterosclerosis
in vivo, en alta resolucion

Un equipo del Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (CNIC), ha logrado por primera vez visualizar en
un modelo animal cémo se forma la placa de ateroma en grandes
arterias con unaaltaresolucion, nunca conseguida hasta ahora.

El inicio y desarrollo de la placa de ateroma es un proceso
inflamatorio crénico que se caracteriza por la incorporacién en la
pared arterial de células del sistema inmune (monocitos,
linfocitos y neutrdfilos) y plaquetas de la sangre, las cuales
participan de un modo muy activo en todas las fases de la
enfermedad.

En el animal vivo, el proceso se ha estudiado detalladamente
solo en vasos de pequeno calibre. Sin embargo, los vasos que
desarrollan placa de ateroma son grandes arterias afectadas por
los movimientos respiratorios y pulsatiles, que ha impedido
estudios deimagen de altaresolucion.

rmite imdgenes de alta resolucion in vivo,
s leucocitos ﬂglas plaquetas inflamatorias
dentro de la arteria carétida >

Los procesos inflamatorios que inician y propagan la
aterosclerosis siguen siendo poco conocidos, en gran parte
debido a que definir el comportamiento intravascular de las
célulasinmunes ha sido técnicamente dificil.

El equipo del CNIC ha desarrollado una nueva tecnologia
basada en epifluorescencia multicanal de alta velocidad y
diversas sondas fluorescentes, que permite imagenes de alta
resolucién in vivo, de los leucocitos y las plaquetas inflamatorias
dentro de la arteria carétida en cepas de ratones susceptibles al
desarrollo de aterosclerosis.

Este método puede utilizarse en microscopia multifotén para
obtenerimagenes tridimensionales de leucocitos en movimiento
sobre la pared arterial afectada por ateroesclerosis.

‘a“‘ " \
Placa de Ateroma

http://www.diariomedico.com/2014/01/15/area-cientifica/
especialidades/cardiologia/investigacion/visualizan-como-se-genera-
ateroesclerosis-resolucion-nunca-vista-hasta-ahora-

http://www.cnic.es/es/noticias/index.php?id=3837

R. Chévre, JM. Gonzalez-Granado, R.T. Megens, V. Sreeramkumar, C.
Silvestre-Roig, P. Molina-Sanchez, C. Weber, O. Soehnlein, A. Hidalgo and
V. Andrés. High-Resolution Imaging of Intravascular Atherogenic
Inflammationin Live Mice. Circulation Research 2014, 114(5): 770-9,



www.diariomedico.com/2014/01/15/area-cientificaespecialidades/cardiologia/investigacion/visualizan-como-se-generaateroesclerosis-resolucion-nunca-vista-hasta-ahora-
www.cnic.es/es/noticias/index.php?id=3837

Actualidad

Descubierto el mecanismo cerebral que conecta
el olfato con el apetito

Un estudio codirigido por el investi-
gador Pedro Grandes de la Universidad
del Pais Vasco (UPV/EHU) y publicado en la
revista Nature Neuroscience, ha descu-
bierto el mecanismo cerebral que conecta
el olfato con el apetito. En concreto, es el
receptor CB1 del bulbo olfatorio el
encargado de estimular la percepcion
olfativaen estados de ayuno.

Los investigadores destacan que es
comun que el estado interno del
organismo afecte a la percepcion
sensorial y, por tanto, provoque un
determinado comportamiento. Uno de
los ejemplos mas conocidos de estos
procesos es la capacidad del hambre de
aumentar el olfato, y asi aumentar la
blsqueda e ingestade comida.

Sin embargo, hasta ahora se desco-
nocia el mecanismo cerebral que
gobierna la conexién entre el hambre, el
olfato y la ingesta de comida. Antes de la
realizacion de este estudio, se sabia que el
sistema cannabinoide estaba relacionado
con estos fendmenos. Los cannabinoides
enddgenos son lipidos que se producen a
demanda como consecuencia de la
actividad neuronal, es decir, en situa-
ciones en las que el sistema en concreto se
activa.

Los investigadores que han realizado
el presente estudio en ratones, han
descubierto el tipo de cannabinoide
enddégeno que participa en estos
procesos, el lugar en el que actia, y el
efecto que desencadena.

En situaciones de hambre, se sintetiza
un tipo de cannabinoide enddgeno
especifico, la anandamida, que actla

sobre un receptor concreto, el CB1. Estos
receptores estan localizados en unas
determinadas terminales nerviosas en el
bulbo olfatorio, cuya funcién es regular la
transmision sinaptica excitadora.

Cuando los cannabinoides actuan
sobre estos receptores CB1 del bulbo, se da
una reduccién de la comunicacién
excitadora procedente de zonas olfatorias
de la corteza cerebral, y que termina en la
capamasinternadel bulbo olfatorio. Como
consecuencia de ello, todas las funciones
intrinsecas a nivel del bulbo olfatorio se
ven favorecidas. Asi, por ejemplo, las
células que captan el olor transmiten
mejor y, por tanto, la percepcién del olfato
esmayor.

& En situaciones de hambre,
se sintetiza un tipo de cannabinoide
enddgeno especifico, la anandamida,

que actua sobre el receptor Cbl del
bulbo olfatorio encargado

de estimular la percepcion olfativa
en estados de ayuno >

Inicialmente se determiné la distri-
bucién del receptor CB1 en el cerebro.
Posteriormente, se realizd la caracteri-
zacion delafuncion del receptor CB1 enlos
mecanismos descritos, es decir, en
condiciones de hambre, en la percepcion
del olfato,y enlaingesta de comida.

"Vimos que el receptor CB1 es necesario
en estos mecanismos, ya que si era
blogueado farmacolégicamente, o se elimi-
naba genéticamente, los ratones comian
menos en situaciones de hambre”, ha
detallado Grandes.

Mas adelante, corroboraron esta
funcién del receptor CB1 enratones que no
tenian este receptor, pero a los que habian

hecho expresar el mismo mediante
manipulaciones genéticas.

"En esos experimentos se vio que estos
ratones volvian a comer mds al tener
receptores CB1 en la via neuronal descrita,
que proyecta de la corteza cerebral al bulbo
olfatoria", ha explicado.

Asimismo, mediante estudios reali-
zados in vivo, se confirmé el papel del
receptor CB1 en el mecanismo que lleva al
ratén aunamayoringesta.

Por Gltimo, los investigadores pudieron
observar que estos fendmenos no son
desencadenados sélo por los cannabi-
noides enddgenos.

La traslacién del presente estudio al
ambito clinico podria dar lugar a la
generacion de nuevos farmacos que fueran
utiles para el tratamiento de determinados
trastornos de la alimentacion.

"En personas que presentan una
anorexia podriamos estimular la ingesta,
favoreciendo estos mecanismos. Y por el
contrario, en casos de obesidad, el objetivo
seria intentar reducir la funcién de estos
receptores CB1,parareducirla percepcion del
olor y asi conseguir que estos individuos
comieran menosen situaciones de hambre.”

http://www.infosalus.com/nutricion/notici
a-descubren-mecanismo-cerebral-
conecta-olfato-apetito-
20140210104540.html

E. Soria-Gémez, L. Bellocchio, L. Reguero, G.
Lepousez, C.Martin, et al. The
endocannabinoid system controls food
intake via olfactory processes. Nature
Neuroscience 2014, 17(3):407-18.


www.infosalus.com/nutricion/noticia-descubren-mecanismo-cerebral-conecta-olfato-apetito-20140210104540.htlm
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Reprogramacion de células somaticas de mamiferos
mediante estres ambiental

Un grupo de investigadores japoneses
ha disenado una técnica para inducir
pluripotencia a las células somaticas que
conforman el crecimiento de los tejidos y
organos, presentes en la mayoria de las
células de un organismo pluricelular.

La revista Nature publica dos articulos
que describen una forma de reprogra-
macion inusual que altera el destino de las
células somaticas, mediante un método
sorprendentemente simple, la exposicion
al estrés (como la disminucion del pH del
medio), con el que se obtienen, de un
modo mas rapido y eficiente, células adn
mas maleables que las células madre
pluripotentes inducidas (CMPI).

< Reprogramacién inusual que
altera el destino de las células
somdaticas, mediante la exposicion

al estrés, con el que se obtienen

células aun mds maleables que

las células madre pluripotentes
inducidas (CMPl) >

Probaron si las células somaticas
posnatales de ratén podian someterse a la
reprogramacion nuclear simplemente en
respuesta a desencadenantes externos sin
manipulacién directa nuclear haciéndolas
evolucionar a un estado pluripotente,
desde el que son capaces de diferenciarse
en casi todos los tipos de células del
organismo. Lo lograron tras exponerlas a
estrés ambiental, en este caso, una corta
exposicion a un pH &cido, ya que la
embriologia experimental clasica ha
demostrado que un tratamiento transi-
torio de bajo pH en condiciones subletales
puede alterar el estado de diferenciacion
de los tejidos. Este fendmeno ha sido

denominado “Adquisicion de estimulo-
desencadenador de la pluripotencia”
(STAP, por sus siglas eninglés).

Para que pudieran calificarse de
pluripotentes, las células debian demos-
trar que podian convertirse en todos los
tipos celulares. Para ello las introdujeron en
embriones de ratén, anadiéndoles genes
fluorescentes para comprobar si se
diferenciaban en los distintos tejidos de un
servivo.Silas células eran pluripotentes, se
observaria fluorescencia en todos los
tejidos del ratén, como asi sucedid.

En un segundo trabajo, investigaron la
naturaleza de las células STAP y conclu-
yeron que representan un estado Unico de
pluripotencia. También demostraron que
bajo condiciones de cultivo de células
madre pluripotentes, las STAP se pueden
transformar en una “forma robusta” de
células madre autorrenovadas, similares a
las células madre embrionarias. Ademas,
las células reprogramadas mediante STAP
también pueden formar el tejido placen-
tario, algo que ni las CMPI ni las células
madre embrionarias pueden hacer.

Este es un fendmeno de reprogra-
macién celular Unico que no requiere ni la
transferencia nuclear, ni la introduccion de
factores de transcripcion, y que supone
implicaciones importantes para la medi-
cinaregenerativa.

http://www.agenciasinc.es/Noticias/Log
ran-obtener-celulas-pluripotentes-en-
mamiferos-mediante-estres-ambiental

http://www.investigacionyciencia.es/not
icias/un-camino-ms-fcil-para-obtener-
clulas-madre-11794

H. Obokata, T. Wakayama, Y. Sasai, K.
Kojima, M.P. Vacanti, et al Stimulus-
triggered fate conversion of somatic

cells into pluripotency. Nature 2014, 505;
641-47.

H.Obokata,Y. Sasai, H. Niwa, M. Kadota, M.
Andrabi, et al. Bidirectional develop-
mental potential in reprogrammed cells

with acquired pluripotency. Nature
2014,505:676-80.
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Los dltimos 50 anos han sido testigo de una auténtica
revolucion en nuestro conocimiento de los mecanismos que
explican el funcionamiento de las células. Se ha llegado hasta el
punto de plantear la posibilidad de crear vida artificial. En este
contexto merece especial atencion una serie de descubrimientos
que han permitido entender los mecanismos de |a diferenciacion
celular y la posibilidad de revertirlos. El resultado fue el
descubrimiento y caracterizacion de las células madre, también
llamadas células troncales o células stem, cuando se utiliza el
término inglés. A lo largo de una serie de articulos recogidos en
esta monografia, veremos en detalle no sélo lo que son las células
madre, sino el potencial que representan para ofrecer respuestas
a uno de los anhelos mas antiguos del ser humano, la
inmortalidad.

Figura 1.-Heraclesylahidrade Lerna.

El deseo de la regeneracién, representada en su maxima
expresion en el ave fénix, se ha reflejado de forma constante en
todas las culturas y la nuestra no ha sido una excepcién. Mitos
como la lucha de Heracles con la Hidra de Lerna (ver Figura 1), o
novelas como”El retrato de Dorian Grey”, e incluso la organizacion
de expediciones en busca de la fuente de la eterna juventud son
una muestra del deseo intrinseco del ser humano de vencer al

envejecimiento y a la muerte. Hoy en dia y por primera vez, la
ciencia esta en el camino de ofrecer un sistema real para la
regeneracién de odrganos o tejidos, cuyo funcionamiento
defectuoso compromete nuestra supervivencia.

De los renacuajos a Dolly: la clonacion como herramienta
para el descubrimiento de las células madre

Esta introduccion pretende recorrer una serie de avances
cientificos que, directa o indirectamente relacionados con las
células madre, sentaron las bases para alcanzar el nivel de
conocimiento necesario. El primer paso fue el resultado de una
serie de trabajos de dos investigadores americanos, Robert Briggs
y Thomas King que a principios de la década de los cincuenta
pusieron a punto un sistema de transferencia nuclear en ranas
leopardo. La técnica consistia en la activacién de un ovocito sin
fecundar, mediante el pinchazo con una aguja de cristal. Este
proceso permitia, por un lado, eliminar el nucleo haploide de este
ovocito, es decir, prescindir de la informaciéon genética de la
hembra, y sustituirlo por otro ntcleo diploide extraido de una
célula procedente de un embrién en fases muy tempranas de
desarrollo. El nuevo individuo era un clon, o lo que es lo mismo,
una copia genética del embrién cuya célula se habia utilizado
como donante del nucleo. De alli surgié el nombre de esta
tecnologia, la clonacidon. Por primera vez se lograba desarrollar en
un vertebrado una técnica reproductiva que hasta entonces se
habia descrito sélo en plantasy de la que tomé el nombre. Clon en
griego quiere decir“retono”

Briggs y King estudiaron durante anos el potencial de
diferentes células para actuar como donantes de nucleos y
observaron que cuanto mas avanzado estaba el desarrollo del
embrién donante, mas dificil era lograr un clon viable. Estos
experimentos sirvieron para sentar la base cientifica de una teoria
ampliamente aceptada: la capacidad de las células para dar lugar
aun nuevo individuo se perdia conforme se iban diferenciando y
ese momento de no retorno se alcanzaba relativamente pronto
durante el desarrollo embrionario.

Sin embargo Thomas Gurdon no compartia esta vision y en
1958, utilizando otro modelo de anfibio, el Xenopus laevis,
demostré que era posible obtener clones, vivos y fértiles,
utilizando células de fases mucho mas avanzadas en el desarrollo
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que las utilizadas por Briggs y King. Ademas, los clones obtenidos
eran perfectamente capaces de reproducirse unavezllegadosala
edad adulta. Sus experimentos posteriores fueron muy
controvertidos, especialmente cuando anuncid en 1977 la
clonacion de anfibios a partir de nucleos de células intestinales de
un adulto. Fueron necesarios muchos anos para que la
comunidad cientifica aceptara plenamente el valor de su
contribucién.

Muy lejos del concepto actual, durante los afios 70 y 80, la
clonacién se entendié como una prueba extraordinariamente
rigurosa del potencial de la informacidn que residia en el ntcleo
de una célula. En otras palabras, daba el veredicto final sobre en
qué momento del desarrollo, las células perdian esa capacidad del
cigoto de dar lugar a un individuo completo a partir de una tUnica
célula. En estas décadas se dedicd un esfuerzo considerable para
adaptar los descubrimientos realizados en anfibios a mamiferos.
Un investigador brilla con luz propia en este campo, el danés
Steen Willadsen, que después de un breve tiempo dedicado a la
préctica veterinaria, se incorporé a la Unidad de Fisiologia Repro-
ductiva del British Agricultural Research Council en Cambridge.
Inicialmente centrd su trabajo en la puesta a punto de sistemas de
congelacion y manipulacion de embriones de ovino y bovino.
Willadsen fue el primero en lograr gemelos idénticos de ovejas,
cabras, vacas y caballos mediante la division mecanica de
embriones en fase de 2 y 4 células, demostrando que la mitad de
las células mantenian la capacidad de generar un individuo
completo.

Dando un paso mas, y en colaboracidn con la embridloga
Carole Fehilly, desarrollé quimeras de oveja y cabra. Inicialmente
agregaron células de distintos embriones de la misma especie y
mas tarde llegaron incluso a combinar células de estas dos
especies y de oveja y vaca logrando la gestacién de animales
viables. Willadsen traté de discernir cudl era el destino de las
células en la primera diferenciacién celular que tiene lugar en el
embrién, aquella por la que se decide cual de las células embrio-
narias dara lugar a las células que formaran el trofoblasto y
posteriormente la placenta, y cudl de las células contribuira al
embridn. De esta forma fue capaz de“reconstruir”embriones que
permitian producir una quimera en la que el embrion era de una
especie pero los tejidos placentarios eran de otra y, por lo tanto,
podian llevar la gestacidn a término de una especie en otra. Algo
diferente a las gestaciones de hibridos entre dos especies, como
eselcasodel mulo.

En 1984, Willadsen clona por primera vez una oveja partiendo
de nucleos de células embrionarias (blastémeros), de embriones
hasta la fase de 8 células. Solo un afio después repite el proceso
clonando una vaca de alto valor genético. Para entonces ya

trabajaba para la empresa Grenada Genetics. En 1986, dando un
paso mas, logra clonar una vaca utilizando el nucleo de células
embrionarias mucho mas diferenciadas que en sus experimentos
anteriores. Nunca llegé a publicar oficialmente esos resultados,
pero de alguna manera influyé de manera determinante en el
mayor hito de la clonacién, el nacimiento de Dolly. Crucial para
este proyecto fue que lan Wilmut, su director, contara en su
equipo con Keith Cambell quien con anterioridad habia
publicado junto a Bill Ritchie el nacimiento de dos corderos,
Megany Morag, obtenidos de células embrionarias que se habian
diferenciado en cultivo.

Reconocido por el propio lan Wilmut, Keith Cambell fue quien
contribuyo en mayor medida al nacimiento de Dolly y apoyando
lasideas deThomas Gurdon, puso en evidencialafalsedad de uno
de los dogmas que se habian defendido de manera generalizada
hasta entonces, la imposibilidad de que una célula adulta
diferenciada fuera capaz de dar lugar a un clon viable. Dolly fue la
demostracion practica y de alguna manera inicié una linea de
investigacion que cristalizé en ultima instancia en definir qué
factores eran los determinantes para lograr esta desdiferen-
ciacion y reprogramacién de las células adultas hacia la
pluripotencia. En 2005, el Dr. Shinya Yamanaka culmina esta linea
con el descubrimiento del mecanismo para producir las células
adultas pluripotentes inducidas (iPS), y el Premio Nobel de
Medicina o Fisiologia de 2012, compartido con el Dr. Gurdon, por
el descubrimiento de que las células maduras pueden ser
convertidas en células madre, distingue este hecho. No pocos
echaron en falta el nombre de Keith Campbell compartiendo este
reconocimiento.

Totipotencia, pluripotenciay multipotencia

Al hablar de células madre y como se vera en los siguientes
articulos, se mencionan frecuentemente los conceptos de
totipotencia, pluripotencia y multipotencia. Todos ellos hacen
referencia a la plasticidad de las células, es decir, su capacidad de
convertirse en diferentes tejidos. La célula totipotente por
excelencia es el cigoto. Esa fase del desarrollo embrionario cuenta
con una Unica célula formada a partir de la union de los gametos
femenino y masculino en el proceso de la fecundacién. El cigoto
estotipotente, ya que a partir de esta tnica célula se desarrollaran
todas las que constituyen un individuo adulto y diferenciado. La
“totipotencia” se conserva brevemente durante los primeros 2-3
ciclos de division celular en los que los embriones pasan a tener 2,
4y8células (ver Figura 2). En esas fases es posible obtener de cada
célula o”blastdmero”un nuevo individuo genéticamente idéntico
a los procedentes de los otros blastémeros que constituian el
embrién.
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Figura 2.-Embriones deratén en distintas fases de desarrollo.

Sin embargo, unas pocas divisiones mas hacen perder esta
capacidad y las células pasan a ser “pluripotentes”. El embrién
experimenta la primera diferenciacion visible morfoldgicamente,
algunas células pasan a formar el trofoblasto y otras la masa
celular interna. Soélo estas ultimas conservan un potencial de
diferenciacion en los diferentes érganos o tejidos que se conoce
como “pluripotencia” Estas células pluripotentes son las células
madre embrionarias (ESC). Como se vera mas adelante en la
monografia, las células madre embrionarias de ratén han sido una
de las herramientas mas importantes para los estudios del
funcionamiento y estructura del genoma. A través de la
mutagénesis dirigida, han permitido obtener animales a los que
se inactiva un gen especifico (Knock-out) o se les sustituye una
secuencia endégena porotra diferente (Knock-in).

Con un potencial semejante pero un origen muy distinto
estan las células de carcinoma embrionario o células EC, que
fueron aisladas y establecidas en cultivo en 1975 por Gail Martiny
Martin Evans. Se trata de unas células pluripotentes presentes en
teratocarcinomas, tumores muy complejos que se desarrollan en
las gonadas fundamentalmente en testiculos. Las células EC
tienen una aplicacion muy limitada ya que en la gran mayoria de
los casos muestran una gran inestabilidad cromosdémica. Con
mucha frecuencia se observa una pérdida o ganancia de
cromosomas y una expresion aberrante de genes. La gran
contribuciéon de las células EC fue el establecer las bases
necesarias para que en 1981 Evans y Kaufman por un ladoy Martin
por otroaislaran las células madre embrionarias.
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En Biologia se entiende por pluripotencia la capacidad de una
célula madre de diferenciarse en cualquiera de las tres capas
germinales: endodermo, mesodermo o ectodermo. Las células
madre embrionarias tienen esta capacidad, pero también es
posible inducir esta pluripotencia en células adultas. Son las
conocidas como células iPS. Este proceso se consigue forzando la
expresion de una serie de genes y factores de transcripcion vy,
como se vera en los capitulos especificos, abren numerosas vias
para el tratamiento de enfermedades, laregeneracion de tejidos o
incluso la recuperacién de especies animales en peligro de
extincion. El descubrimiento de estos factores de transcripcion:
Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc, primero en fibroblastos de raton y luego
aplicados a fibroblastos humanos fue la gran contribucién del Dr.
Yamanaka. Por primera vez era posible obtener células madre
humanas sin tener que recurrir a la destruccién de un embrién
para ello. Hasta ese momento, las células madre humanas habian
procedido siempre de embriones y a pesar de su enorme
potencial terapéutico, su utilizacion habia estado limitada por
problemas éticos.

Hasta 2006, y precisamente por estos problemas éticos,
muchos investigadores centraron su atencion en tratar de
localizar en los organismos adultos algunas células que hubieran
conservado esa capacidad de autoreplicacion e indiferenciacion.
Merced a estos estudios se identificaron las células madre adultas.
Estas células en particular contaban con un grado de plasticidad
menor que las células embrionarias hablandose en su caso de una
“multipotencia”. Un ejemplo tipico de estas células son aquellas
células progenitoras hematopoyéticas que son capaces de dar
lugar a distintos tipos celulares, pero muy préximos entre si. Se
han localizado células de estas caracteristicas en el tejido adiposo,
las células cardiacas, lamédula 6seay en el cordén umbilical.

La pluripotencia no solo estd presente en las células de
carcinoma embrionario (EC), las células madre embrionarias (ESC)
o las células adultas pluripotentes inducidas (iPS). Hay al menos
otra poblacién celular con esta caracteristica, las células troncales
germinales, que se obtienen de las células indiferenciadas que
dan lugar a las células germinales, espermatogonias y ovocitos y
que precisamente por esta razon, deben de conservar unas
caracteristicas de indiferenciacion muy especiales. Un cigoto, la
célula totipotente por excelencia, resulta de la fusion de dos
gametos, que a su vez proceden de las lineas germinales
masculinay femenina alojadas en las génadasy, por esa razén, las
células germinales tienen unas caracteristicas especiales que las
hacen ser capaces de recuperar la totipotencia. Estas células
tienen un potencial especial para tratar disfunciones repro-
ductivasola conservacion de especies.
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Tipos de células madre

Para terminar esta introduccion es conveniente recopilar los
diferentes tipos de células madre o troncales a las que se referirdn
los siguientes capitulos. Todas ellas comparten unas
caracteristicas comunes, su capacidad de derivar indistintamente
hacia diferentes tejidos y su inmortalidad. Entendiendo esta
ultima como su capacidad de sobrevivir en cultivo in vitro un gran
numero de generaciones manteniendo ese estado indiferenciado
que las caracteriza. Sin embargo, como hemos visto, esta plasti-
cidad no es igual en todos los casos. Segtn el origen podemos
agruparlos endostipos:

a) Células madre de origen embrionario

Las células madre embrionarias (ESC) proceden de la masa
celular interna del embrién en fase de blastocisto. Se obtienen
precisamente cultivando ésta en unas condiciones especificas
que aseguran suinmortalidad y pluripotencia.

Las células teratocarcinoma-embrionarias o EC procedentes
de tumores desarrollados en fetos tempranos que aparecen de
forma natural o que seinducen experimentalmente.

Las células troncales germinales que se derivan de las células
germinales primordiales o PGCs que de forma natural son el
origen de las células germinales masculinas, las espermatogonias
ofemeninas oogonias.

b) Células madre de origen adulto

Células madre adultas son aquellas células madre localizadas
de forma natural en diferentes tejidos y que actuan como
repositorio natural de las células que se renuevan en el organismo
adulto, como es el caso de las células sanguineas.

Células madre inducidas o iPS son células adultas cuya
diferenciacion se revierte mediante el uso de diferentes
estrategias.

En todos los casos, y como veremos en el Ultimo capitulo, las
lineas pluripotentes generadas y mantenidas en el laboratorio no
conservan o recuperan la totalidad de las caracteristicas de las
células totipotentes. Durante el proceso en el que son
establecidas se alteran algunos equilibrios sutiles que aun
desconocemos. La desdiferenciacion supone un riesgo y tiene un
precio, como veremos en el uUltimo capitulo. Nuestros
conocimientos, aln a pesar de su enorme avance, no han sido
capaces de equipararse ala Naturaleza.
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Células madre embrionarias en raton:

Técnicas y aplicaciones

Verénica Dominguez Plaza

Unidad de Transgénesis CNB-CBMSO. Campus de Excelencia CSIC-UAM

Introduccién: ;Qué son las células madre embrionarias de
raton?

Las células madre embrionarias (ES o ESCs) provienen de
embriones de ratdon en estadios preimplantacionales,
concretamente de blastocistos, en los que ya ha tenido lugar el
primer paso de la diferenciacion en el desarrollo embrionario de
los mamiferos. Los células del blastocisto empiezan a organizarse
y diferenciarse en tres tipos celulares distintos (ver Figura 1) que
daran lugar a las tres capas germinales: las células mas externas
del blastocisto se denominan trofoectodermo, son células
epiteliales y daran lugar a la placenta y tejidos extraembrionarios;
las células que quedan dentro del trofoectodermo se denominan
masa celular interna (ICM) y esta compuesta por dos poblaciones
celulares, las mas externas o hipoblasto forman el endodermo
primitivo y las mas internas o epiblasto, el ectodermo primitivo.
Las células ES provienen de esta tercera poblacién celular y
mantienen dos caracteristicas de sus progenitoras: son capaces
de diferenciarse en todos los linajes celulares posteriores a este
estadio del desarrollo del ratén (pluripotencia) y sobre todo son
capaces de multiplicarse y dar lugar a nuevas células ES, con las
mismas capacidades de desarrollo y diferenciacién que sus

Masa celular interna:
Epiblasto
Hipoblasto

Trofoectodermo

Figura 1.- Caracteristicas de las células madre embrionarias deratén.

progenitoras (autorrenovacién). Estas caracteristicas las
convierten en una poderosa herramienta, ya que cualquier
modificacion genética que efectuemos sobre ellas podra dar
lugar a un organismo completo, un ratdn en nuestro caso, en el
cual todas sus células porten dicha modificacién, incluidas las
células germinales, por lo que la modificacién genética podra ser
transmitida a la descendencia (transmision a linea germinal) y
generar una poblacion de ratones con la mutacién introducida en
las célulasES.

Otra caracteristica importante es que practicamente sélo
existen in vitro, ya que las células madre embrionarias de ratén in
vivo tienen una breve existencia, el tiempo que tarda el
blastocisto en empezar a diferenciarse para formar los distintos
tipos celulares y tejidos del ratdn, y no existen en ninguna parte
del organismo adulto, aunque recientemente un grupo espanol
ha conseguido que células adultas de un ratén vivo retrocedan en
su desarrollo evolutivo hasta recuperar caracteristicas propias de
células madre embrionarias [1].

’ Autorenovacién

s
= @\

CélulasES

Pluripotencia
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Historia de un premio Nobel

En el ano 2007, Mario R. Capecchi, Martin J. Evans y Oliver
Smithies recibieron el premio Nobel de Medicina o Fisiologia por
“sus descubrimientos para introducir modificaciones especificas en
ratén utilizando células madre embrionarias” (ver Figura 2). Los
trabajos que dieron lugar a este premio comenzaron 26 anos
antes con la publicacion en 1981 de dos articulos sobre el
establecimiento de lineas de células ES de ratén en unas
condiciones especificas de cultivo, en las que se inhibia su
diferenciacion y se inducia su autorrenovaciéon [2,3].
Modificandose sus condiciones de cultivo in vitro, estas células ES
fueron capaces de diferenciarse en varios tipos celulares, y
también in vivo, al ser inyectadas en blastocistos de ratén,
demostrandose asi su pluripotencia. En los experimentos in vivo
se obtenian ratones quiméricos, en los cuales, ademas de células
del blastocisto receptor, se encontraban células derivadas de las
ES en todos los linajes celulares somaticos. Hubo que esperar tres
ahos més para que Alan Bradley demostrara en 1984 Ia
contribucién alalinea germinal [4].

Pero el hito mas importante se produjo en 1986 cuando dos
grupos distintos reportaron que se habian generado ratones
maodificados genéticamente a partir de células ES cuyo genoma
previamente se habia mutado, y lo mas importante, dicha

Photo: Tim Roberts / PR Photo: © Cardiff University
Newswire, © HHMI

Mario R. Capecchi

Photo: Scanpix/Dan Sears

Sir Martin J. Evans Oliver Smithies

Célula ES en culuvo Célula ES

s sr %
Blastocista de ratén
Fragmento de ADN

Capecchi y Smithies demostraron Evans demostré que si se modifican
que la recombinacién homdloga un células ES que pueda dar lugar a
sucede en células de mamiferos: un individuo, la modificacién estard

genes o parte de ellos pueden presente en todas y cada una de las
intercambiarse. células del nuevo individuo.

Figura 2.-Premionobel de medicina ofisiologia 2007 [5].
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mutacion se transmitia a la linea germinal, obteniéndose ratones
con la misma mutacion introducida en las células ES en todos sus
linajes celulares [6,7]. Paralelamente Smithies, el tercer laureado,
publicé la técnica de la recombinacion homologa en células
eucariotas [8], que mas tarde permitiria la mutacién dirigida
(targeting en inglés) de secuencias especificas de cualquier gende
raton. Estos trabajos y descubrimientos fueron el comienzo de
una auténtica revolucion del conocimiento de la genética del
ratén y abrieron las puertas a la generacién de ratones knock-out
(KO)[9,10].

Desde los anos 90 hasta ahora, el ritmo ha sido vertiginoso y
hoy en dia existen consorcios internaciones [11] que dedican sus
esfuerzos a generar un banco de células ES modificadas
genéticamente que permita a los investigadores inactivar los mas
de 20.000 genes que forman el genoma del ratén (International
Mouse Phenotyping Consortium,
http://www.mousephenotype.org/).

Generacion de célulasES

Aungque las primeras células ES de ratén se generaron en los
anos 80, lainvestigacion sobre las condiciones de cultivo dptimas,
la inhibicién de la diferenciacidn, y la transmision de éstas a linea
germinal cuando son utilizadas para generar ratones modificados
genéticamente, sigue abierta y avanzando continuamente. El
éxito varia en funcion de la experiencia del equipo que lo lleve a
cabo y de la calidad de los reactivos que se utilicen. Actualmente
los esfuerzos estan encaminados a la sustitucion de los medios no
definidos, basados en suero fetal bovino (SFB o FCS) por medios
mas definidos [12], en los que se puedan eliminar variabilidades
entre diferentes lotes del mismo reactivo, y el uso de lo que
denominamos pequenas moléculas o citoquinas, que inhiben
distintas rutas clave de la diferenciacion natural de las células ES
[13]. Estas investigaciones han hecho posible que hoy seamos
capaces de generar y mantener en cultivo células madre
embrionarias de cualquier fondo genético, incluyendo los menos
permisivos C56BI/6, FVB, CBA, NOD... de modo que existe la
posibilidad de generar animales con cualquier mutacién y en
cualquier fondo genético. Las posibilidades que aportan a la
investigacion que implica generacién de ratones modificados
genéticamente son infinitas. La utilizacion de estos medios
definidos también facilita trabajar con células ES de peor calidad,
generadas con técnicas mas antiguas, aumentando asi las
posibilidades de generar ratones a partir de ellas; es el caso de las
células generadas en fondo C57BI/6 y utilizadas ampliamente por
los cientificos y los consorcios internacionales [14].



www.mousephenotype.org/

Articulos

Como ya se ha explicado se parte de embriones de ratén de
3.5 dpc (dias post coito), que pueden provenir de hembras
superovuladas o de cruces naturales; en caso de la primera opcion
se obtienen més embriones pero de menor calidad que en la
segunda, que es la que suele elegirse si la prolificidad de la cepa
con la que trabajamos es buena. En este momento los embriones
estan en el Utero, desde el que se recolectan en estadio de
blastocisto. También se puede partir de embriones en fases
anteriores de desarrollo y cultivarlos in vitro. De hecho a partir de
2008 empezaron a aparecer trabajos en los que el porcentaje de
éxito en la generacion de ES, sobre todo con fondos genéticos no
permisivos, se elevaba sustancialmente partiendo de embriones
en fase de mérula (ver Figura 3A), y cultivandolos hasta el estadio
de blastocisto (ver Figura 3B) en un medio de cultivo
suplementado con dos o tres pequenas moléculas inhibidoras de
rutas implicadas en procesos de diferenciacion (ERK quinasas y
GS3K) [13]. Ademas de facilitar y aumentar el éxito y la calidad en
la generacion de células ES, se disminuye el nimero de animales
necesarios para los experimentos, garantizandose el
cumplimiento de las 3Rs [15]. Poco a poco se va implementando
este sistema (que se suele denominar 2i, haciendo mencién a las
dos moléculas inhibidoras de las rutas de diferenciacién
mencionadas) en la mayoria de los centros en los que se generan
ES de ratdn y/u otras especies. La utilizacion del sistema 2i impide
que en el proceso de formacién de la masa celular interna del
blastocisto se forme el hipoblasto (la capa mas externa), y esté
formada exclusivamente por células de epiblasto (ver Figura 1).
Este hecho y el mantenimiento de los 2i en cultivo hasta que las
células ES estan establecidas es lo que determina que se haya
incrementado tanto el porcentaje de éxito. Ademas de 2i, se
tiende a usar medios de cultivo cada vez mas definidos,
sustituyendo el suero fetal bovino por otras formulaciones (p. ej.
SR, serum replacement en inglés); otro factor imprescindible es el
LIF (factor inhibidor de leucemia) implicado también en la
inhibicién de rutas de diferenciacién. Hoy en dia es facil encontrar
y comprar medios completos de varias casas comerciales que
cumplen estos requisitos. En los distintos protocolos suele
aparecer también la utilizacién de monocapas de MEFs
(fibroblastos murinos inactivados) en el cultivo (ver Figura 3D),
que se utilizan por dos motivos: uno, son fuente endégenadeLIFy
otros factores de crecimiento y dos, hacen que debido a su
adherencia natural sea mas facil mantener al embrion pegado ala
placa de cultivo, una vez fuera de la zona pellcida, y
posteriormente a las células ES, lo que facilita el trabajo con
ambos.

El primer paso es la obtencién de los embriones, en nuestro
caso y segun el sistema de 2i, en 2.5 dpc, es decir moérulas (ver
Figura 3A) y cultivarlos en un medio de cultivo de embriones (p. ej.
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KSOM) suplementado con los 2i, durante dos o tres dias, tras los
cuales los embriones comienzan a salir de lazona peltcida, lo que
se conoce como eclosion o hatching en inglés (ver Figura 3C); in
vivo es la fase previa a la implantacién, e in vitro sucede si las
condiciones de cultivo son 6ptimas. En esta fase los embriones
son muy fragiles y la destreza para su manejo es imprescindible.
Hay investigadores que prefieren separar la masa celular interna
del trofoblasto y poner en cultivo sélo la primera, aunque la
técnica es compleja y danina para el embridén, y no es
imprescindible, por lo que sélo si se tiene la experiencia necesaria
es conveniente realizarla. Si la eclosion del embrién no sucede de
forma natural puede realizarse en el laboratorio, sometiendo a los
embriones a un bano con solucién tyrode, que degrada la zona
peltcida.

El siguiente paso es poner en cultivo el embrién eclosionado,
o lamasa celular interna, con un medio de cultivo adecuado para
las células ES (ver Figura 3E). Puede ser un medio definido, con
inhibidores y LIF, y en ausencia o presencia de MEFs, o un medio
mas tradicional, con suero fetal bovino de calidad, LIF y MEFs;
dependera de la experiencia del grupo, la permisividad del fondo
genético y de la aplicacion que queramos dar a las células ES. Las
placas de cultivos se sittan en incubadores con temperatura y
concentracidn de CO, controladas, generalmente 37°C, 5% de CO,
y95% de humedad.

En los siguientes dias el embridn se adhiere a la monocapa de
MEFs, o a la placa de cultivo recubierta de alguna sustancia que
aumente su adhesion (p. €j. gelatina), y las células de la masa
celular interna empiezan a proliferar hasta formar una colonia de
células de un tamano suficiente para ser disgregado (ver Figura
3F-G). La disgregacion se realiza con métodos enzimaticos
(tripsina o acutasa) y la eleccién de este momento es critica; si se
hace muy pronto y hay pocas células éstas moriran al
individualizarse, si es demasiado tarde las células mas internas, y
menos expuestas por lo tanto al medio de cultivo, habran
empezado su diferenciacién, por lo que no podremos obtener
células ES pluripotentes.

Tras esta primera disgregacion, el cultivo empieza a crecer
mas lentamente y empiezan a aparecer las primeras colonias de
células ES si todo ha ido bien (ver Figura 3H-I). El cultivo se
expande y se congela lo antes posible ya que en el trabajo con
células ES, sobre todo para generar ratones, es importante
trabajar con pases tempranos. Tiempos largos de cultivo hacen
que aumente la posibilidad de que aparezcan anomalias
cromosdmicas (las mas tipicas son la trisomia del cromosoma 8 o
la pérdida del cromosoma Y), pequefas mutaciones y
metilaciones que puedeninactivaralgunos genes.
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Figura 3.- Pasos en la generacion de células ES. A) Embriones en fase de
méorula, B) Embriones en estado de blastocisto. €) Hatching o eclosion de
los embriones. D) Capa de fibroblastos embrionarios murinos. E) Masa
celular interna en cultivo. F) Proliferacién de la masa celular interna en
cultivo 48h. G) Proliferacidn de la masa celular en cultivo 96h. H) Células
ES 24h después de la disgregacion de la ICM. 1) Cultivo de células ES
establecidas.

Caracterizaciondelas célulasES

Cada linea de células ES procede de un Unico embrién.
Generalmente cada vez que queramos generar células ES de un
determinado fondo genético, o de una determinada cepa de
ratones con una mutacion concreta que nos interese, tendremos
varias lineas, tantas como embriones hayan logrado sobrevivirala
generacion. A los test y protocolos que efectuamos para llegar a
elegirlaolasmejores se los denomina caracterizacion.

El primer criterio es morfoldgico, los cultivos crecen bien
(haciendo pases 1:6-1:8 el cultivo llega a subconfluencia en dos
dias), con colonias con buena morfologia, redondeadas,
refringentesy sin indicios de diferenciacion (ver Figura 4).

Figura 4.-A) Células ES con buenamorfologia. B) Células ES diferenciadas.

Elsiguiente paso es larealizacion de un test de patégenos que
nos asegure que nuestro cultivo estd libre de contaminacién de
agentes que pongan en peligro nuestra investigacion o el estatus
sanitario del animalario en el que vamos a utilizarlas; un ejemplo
comun de contaminaciones y problemas en los laboratorios de
célulasES es el micoplasma.

Las células madre embrionarias se caracterizan por la
expresion diferencial de tres genes (oct4, ssea-1 y nanog), que
pueden utilizarse como marcadores para caracterizar los cultivos
obtenidos como célulasES.

Las células ES en cultivo deben mantener su euploidia, es
decir, no acumular anomalias y/o translocaciones cromosémicas
que pueden ser las responsables de que las células no generen
quimeras, o si las generan, que éstas no sean capaces de
contribuir a la linea germinal de los ratones. Para asegurar la
euploidia podemos utilizar diferentes técnicas, una de ellas es la
realizacion de un cariotipo (ver Figura 5). Si las células van a
utilizarse para la generacion de ratones, es importante
asegurarnos de que sean XY, asi las quimeras obtenidas son
machos, ylageneraciéon de los animales cruzando es masrapiday,
porlotanto, mas barata.

Metafase aneuploide con 41
cromosomas

Metafase euploide con 40
cromosomas

Figura 5.- Cariotipos de células
madre embrionarias murinas.

Metafase aneuploide con 39
cromosomas

Por dltimo hay que valorar la potencia o pluripotencia de
nuestras células. Sivamos a usarlas para experimentos in vitro y no
vamos a generar ratones, podemos llevar a cabo distintos ensayos
de diferenciacion, en los que si las células son pluripotentes, seran
capaces de diferenciarse en determinados tipos celulares en
funcién del medio de cultivo especifico en el que las crezcamos.




Articulos

Si vamos a generar ratones con ellas, hay que recurrir a dos
técnicas mas elaboradas, la formacién de teratomas y/o la
generacion de quimeras. La formacion de teratomas es el método
clasico para demostrar que las células son capaces de contribuir a
lastres capas germinalesy se realiza inyectando las células ES bajo
la piel de ratones inmunolégicamente comprometidos; si las
células son pluripotentes, se formara un tumor, teratoma, en el
que tras su evaluacion morfolégica observaremos células con
morfologias tipicas de las tres capas germinales. El método mas
informativo de la calidad de las células ES es |a inyeccion de éstas
en blastocistos o morulas para llevarlas a un ambiente
embrionario de nuevo y ver si son capaces de contribuir a todos
los tejidos somaticos y germinales del animal adulto. El color de
los animales de los que proceden los embriones que inyectamos
(normalmente fondos albinos) es distinto del de los animales de
los que proceden las células ES (generalmente negros o aguties),
para poder ver facilmente esta contribucién (ver Figura 6).

Aplicaciones

La principal aplicacion de las células madre embrionarias de
ratén es su utilizacién para generar ratones modificados
genéticamente por recombinacién homéloga o mutagénesis
dirigida. Las células ES se electroporan con un vector de targeting,
ADN exdgeno que porta la modificacidon que queremos introducir
en el genoma del ratén; este ADN se integra en el genoma de
forma dirigida, dando lugar a una mutacién especifica en un sitio
concreto previamente disefiado. Una vez modificadas, las células
ES se incorporan a un embrion huésped, donde compiten con las
células ES del propio embrién (la masa celular interna del
blastocisto) para generar todos los linajes celulares embrionarios,
incluida la linea germinal. Los animales que nacen se denominan
quimeras porque derivan del embrién huésped y de las células ES
introducidas (ver Figura 6). Podemos hablar de tres tipos de
modelos generados con esta técnicalos knock-out (KO), los knock-
in (KI)ylos knock-down.

Los knock-out son animales en los que se inactiva un gen
determinado, bien por deleccion de toda o parte de su secuencia
codificante o bien por interrupcion de ésta. Un raton knock-out es
el mejor modelo para estudiar lafuncion de un gen en el contexto
fisioldgico, analizando el fenotipo que resulta de la pérdida de
dicha funcién. Se han usado en el estudio de diferentes tipos de
cancer, obesidad, enfermedades cardiacas, diabetes...También
se usan para probar diferentes terapias y drogas que
posteriormente se aplicaran a humanos, ya que compartimos
buena parte del genoma. Tiene varias desventajas, entre ellas que
puede ser que la alteracién de un gen no produzca resultados
visibles o que no sean aplicables al ser humano, ademas de que
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algunas inactivaciones impiden que se desarrolle el embrién del
raton (letalidad embrionaria). En la actualidad, se dispone de
ratones knock-out para unos 10.000 genes, de los que unos 500
constituyen modelos animales de enfermedades humanas
(http://www.jax.org/). Sin embargo apenas se ha conseguido
reproducir un 5% de las patologfas humanas con base genética
conocida (alrededor de 20.000), por lo que una serie de consorcios
internacionales (norteamericanos, europeos y canadienses)
unieron fuerzas y recursos para producir ratones KO para todos y
cada uno de los genes del ratéon mediante mutagénesis dirigida
encélulasES

(http://www.knockoutmouse.org/

y http://www.mousephenoytype.org/).

Vector de targeting

. Quimeras diferentes
contribuciones de las células ES (negras)

Microinyeccion de ES
en blastocistos

Figura 6.- Esquema de la generacion de quimeras.

Los ratones knock-in (KI) son lo opuesto a los KO. Son animales
en los que la mutacién introducida provoca la expresion de una
proteina nueva o diferente (se puede cambiar un aminoacido por
otro, mutando un coddn o se puede unir un gen reportero como
GFP a la expresion de una proteina para localizarla en el
organismo), no inactiva el gen, sino que le da una nueva funcion.
Los modelos knock-in se utilizan sobre todo para reproducir en el
raton alteraciones genéticas tales como mutaciones puntuales, o
pequenas delecciones o inserciones que se encuentran en
patologias humanas, o que son relevantes para el estudio de la
funcién génica. Por ejemplo, mutaciones oncogénicas
identificadas en tumores humanos. También se puede sustituirun
gen del ratén por su homdélogo en humanos, generando lo que se
denominan ratones humanizados.



www.jax.org
www.knockoutmouse.org
http://www.mousephenotype.org/

Articulos

Los ratones knock-down son aguellos en los que la expresién
del gen deinterés se encuentra reducida, gracias a la expresion de
pequenas secuencias de ADN o ARN que se unen de forma
complementaria a dicho gen. Los knock-down son frecuente-
mente utilizados a la hora de desentrafiar en qué procesos esta
implicado un gen secuenciado del que no se conoce su funcion.

La investigacién basica sobre el cultivo, mantenimiento de la
pluripotencia y diferenciacién de las células madre embrionarias
deratdn, ha servido para sentar las bases de otras investigaciones
punteras que se estan desarrollando en |a actualidad; es el caso de
la generacién de células madre embrionarias humanas [16], de
células pluripotentes inducidas o iPS [17] o de células madre
embrionarias haploides hESCs [18] que han abierto un nuevo
universo de posibilidades en diferentes campos, desde la
investigacion basica, el estudio del desarrollo o el envejecimiento
celular, hasta la medicina regenerativa para curar mediante
trasplantes de células madre enfermedades genéticas como
diabetes, Parkinson o Alzheimer.

Sélo hace 33 anos que se consiguieron generar las primeras
células ES de raton y el campo sigue abierto y avanzando a un
ritmo vertiginoso; atin son muchas las sorpresas que nos quedan
pordescubriry conocer en este apasionante mundo.
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Células madre embrionarias humanas:

Presente y futuro

Sergio Ruiz
Laboratorio de Inestabilidad Genémica, CNIO, Madrid

Las células madre embrionarias humanas o hESCs (del inglés
human embryonic stem cells) representan una plataforma celular
excelente para estudiar biologia humana del desarrollo,
modelizar enfermedades in vitro, implementar estrategias en la
busqueda de nuevas drogas o desarrollar protocolos eficientes de
produccion celular masiva con aplicaciones clinicas. Ademas, los
recientes avances en el perfeccionamiento de los protocolos de
diferenciacion hacia células altamente especializadas, como
neuronas o cardiomiocitos, hacen posible estudiar el efecto
especifico de determinadas alteraciones genéticas en diferentes
tipos celulares humanos in vitro. Todo ello hace de las hESCs un
modelo excelente hoy, y una herramienta con infinitas
posibilidades para el futuro cercano.

Breve historia sobre el aislamiento de las hESCs

La posibilidad de cultivar in vitro hESCs se debe en gran
medida al conocimiento adquirido tras el aislamiento en 1964 de
células tumorales provenientes de teratocarcinomas, un tipo de
tumor derivado de células de la linea germinal [1]. Estas células
crecian indefinidamente, tenian una morfologia similar a la de las
células embrionarias y eran pluripotentes, ya que posefan la
capacidad de diferenciar hacia las tres capas embrionarias
(endodermo, mesodermoy ectodermo) [1]. Aunque las células EC
(del inglés embryonic carcinoma) se utilizaron como modelo
inicial para el estudio de lamorfogénesis embrionaria, el hecho de
que contuvieran mutaciones y aberraciones genéticas forzé a los
investigadores a desarrollar protocolos para aislar células
pluripotentes directamente de embriones. Ello llevé a que en
1981, dos grupos independientes consiguieran establecer lineas
de células madre embrionarias de ratén (mESCs, del inglés mouse
embryonic stem cells) lo que dio origen, tal y como se ha descrito
en otros capitulos, a una herramienta celular con infinitas
posibilidades [2,3]. No obstante, a pesar de la enorme utilidad que
el aislamiento de las mESCs ha representado para el avance del
conocimiento cientifico, existia la necesidad de establecer un
modelo similar pero de célulashumanas.

Latarea de aislary mantener en cultivo lineas de hESCs no fue
facil ni desde el punto de vista técnico ni desde el ético, ya que su
obtencién implicaba la destruccion de embriones humanos. Un
paso critico hacia este objetivo fue el del aislamiento, realizado
por el grupo de James A. Thomson, de una linea de células madre
embrionarias de primate no humano, en concreto del mono
Macaca mulatta [4]. Para ello, y de forma similar a como se hizo
para obtener mESCs, la masa interna de células (ICM, del inglés
inner cell mass) de blastocistos, se micro-disecciond y se plaqued
sobre una capa de fibroblastos murinos irradiados (MEFs, del
inglés mouse embryonic fibroblasts) en un medio de cultivo que
contenia LIF (del inglés leukemia inhibitory factor) de origen
humano [4]. Estas células eran morfoldgicamente similares a las
células EC humanas, expresaban marcadores de pluripotencia y
diferenciaban in vivo a células de las tres capas embrionarias [4].
Thomson y colaboradores observaron que el crecimiento de esta
linea celular era independiente de LIF. Sin embargo, dependia de
algun factor desconocido secretado por los MEFs, lo que sugeria
que las células pluripotentes de primate obtenidas eran, de
algunaforma, diferentes alas murinas [4].

No fue hasta 1998 cuando el mismo grupo liderado por James
A. Thomson describié por primera vez un protocolo para
establecer lineas de hESCs en cultivo [5]. Para ello, utilizaron
embriones humanos sobrantes y provenientes de clinicas
especializadas en fecundacién in vitro. Tal y como se obtuvieron
las lineas celulares de células pluripotentes de ratén o de primate,
los embriones humanos se cultivaron in vitro hasta el estadio de
blastocisto (4-5 dias post-fertilizacion) y la ICM se micro-
disecciond y se extendio sobre una capa de MEFs [5] (ver Figura
1a). En este primer trabajo se describid el aislamiento de un total
de5lineasde hESCs (dos XX y tres XY) y que originaron a la serie de
lineas H, algunas de las cuales, como las lineas H1 o H9, se
encuentran entre las mas usadas en laboratorios de todo el
mundo. Interesantemente, tal y como se describio con las células
pluripotentes de primate, la capacidad de auto-renovacién y el
estado indiferenciado de las lineas de hESCs eraindependiente de
la presenciade LIF pero dependiente de algun factor“X"secretado
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por los MEFs. Afios mas tarde se descubrié que el factor “X" se
correspondia con el bFGF (del inglés basic fibroblast growth
factor), lo que demostraba la existencia de diferencias inherentes
entre las células pluripotentes deratény las humanas [6,7].

A dia de hoy, apenas 15 anos después, la evolucién en las
técnicas que permitieron el primer aislamiento de hESCs asi como
en los protocolos de cultivo in vitro han permitido popularizar este
modelo celular. Existen numerosos catalogos de lineas de hESCs
aisladas en multiples laboratorios y paises del mundo,
provenientes de diferentes etnias y con determinadas
alteraciones genéticas que han ayudado a establecer un campo
deinvestigacién muy activo en la actualidad.

Pluripotenciadelas hESCs

A consecuencia de las propiedades que caracterizan tanto las
mESCs como las lineas celulares pluripotentes obtenidas de
primates no humanos se propuso que las lineas de hESCs debian
cumplir con los siguientes requisitos: (i) ser derivadas de
embriones humanos obtenidos previamente a laimplantacién en
estado de blastocistos, (ii) mantener un estado de proliferacién
indefinido in vitro y (iii) ser pluripotentes y tener la capacidad
intrinseca de formar derivados celulares de las tres capas
embrionarias. En relacién a este ultimo supuesto, por razones
éticas asi como por limitaciones técnicas, la generaciéon de
embriones humanos quiméricos junto a la evaluacién de
transmision a la linea germinal (procedimiento estandar en el
casode mESCsy que demuestra el potencial pluripotente de estas
células) no se realiza con las lineas de hESCs. En este caso, para
demostrar el potencial pluripotente de las hESCs, el
procedimiento aceptado comprende la diferenciacion:

a) in vitro: mediante la formacion de cuerpos embriodes o EBs
(del inglés embryoid bodies). Estos EBs se consiguen mediante la
suspension de colonias enteras de hESCs que se repliegan
formando un cuerpo esférico a modo de embrién. Esta es la
primera etapa del proceso de diferenciacién, que suele continuar
conlos EBs adheridos a placa (ver Figura 1b,¢).

b) in vivo: mediante inyeccién de las hESCs de forma
subcutanea o bien en el interior del testiculo o en la capsula
suprarrenal de ratones inmunodeficientes para evaluar la
formacion de teratomas, un tumor benigno altamente
diferenciado. En ambos protocolos de diferenciacion se
determina la correcta diferenciacion de las lineas de hESCs hacia
las tres capas embrionarias mediante el andlisis de determinados
marcadores caracteristicos de cada una las capas embrionarias
(verFigura 1d-f).

26

Figura 1.- @) Morfologia de colonias de hESCs creciendo sobre una capa
de fibroblastos inactivados por irradiacion (imagen tomada a 10X).
Nétese que las colonias de hESCs son grandes, muy planas y constan de
entre varios centenares a varios miles de células. b) Aspecto morfolégico
de cuerpos embrioides (EBs) en suspensién (imagen tomada a 20X). ¢)
Neuronas obtenidas a través de la diferenciacion especializada de hESCs
mediante la formacion de EBs. Estas neuronas expresan los marcadores
neuronales tubulina-Blil (en rojo) y dendriticos MAP2ab (en verde). El
amarillo indica co-localizacion. d-f) Inmunofluorescencias realizadas en
diferentes secciones de un teratoma, tumor producido tras la inyeccion
subcutanea de hESCs en ratones, y que muestra la capacidad de
diferenciacion de las hESCs in vivo hacia las tres capas embrionarias. En
concreto, se puede observar la formacién de derivados ectodérmicos d)
tubulina-Blil (en rojo) y GFAP (del inglés glial fibrillary acidic protein) un
marcador de glia (en verde); endodérmicos e) AFP o alfa-fetoproteina (en
verde) y FoxA2 (en rojo); y mesodérmicos f) ASMA (del inglés alpha
smooth muscle actin - en verde) y ASA (del inglés -sarcomeric actin - en
rojo). Imagenes tomadas a 40X,

Diferencias entrelasmESCsylashESCs

Como se ha mencionado anteriormente, la primera diferencia
entre las células madre embrionarias de origen murino y humano
reside en los requerimientos que tienen ambos tipos de células
para mantener su capacidad de auto-renovacion [8]. En el caso de
las mESCs, dicha capacidad depende de la via de senalizacion
LIF/Stat3 mientras que en el caso de las hESCs depende de la via
bFGF/TGF. Ademds, existen diferencias adicionales entre ambos
tipos celulares (ver Tabla 1) entre las que destacarian las
siguientes: (i) morfologia: las mESCs crecen formando colonias en
mas de una capa celular, en forma de igld, mientras que las
colonias que forman las hESCs son muy planas y normalmente
crecen en mono-capa, (i) individualizacién: mientras que las
mESCs pueden ser individualizadas mediante tripsina (con lo que
pueden establecerse facilmente lineas celulares clonales), las
hESCs sufren de apoptosis cuando son individualizadas, (iii)
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inactivacion de cromosoma X: las lineas de hESCs con dos
cromosomas X sufren de la inactivacion de uno de ellos mientras
que en lineas similares de mESCs ambos cromosomas X se
encuentran activos y (iv) ciclo celular: aunque ambos tipos de
células pluripotentes se caracterizan por proliferar muy
activamente, la duracién media del ciclo celular es
considerablemente menor en el caso de las mESCs.

Inicialmente, las diferencias existentes entre mESCs y hESCs,
aungue ambas cumplen con los criterios que caracterizan a una
célula pluripotente, se atribuyeron a que provenian de diferentes
especies. Hoy sabemos que simplemente se trata de dos tipos
diferentes de células pluripotentes [8]. De hecho, aunque ambos
tipos de células provienen de la ICM de blastocistos previos a la
implantacién, las células pluripotentes que se obtienen de
embriones humanos corresponden a un estadio embrionario mas
tardio y posterior a la implantacion conocido como epiblasto [8].
Es por ello que las mESCs son consideradas embrioldgicamente
mas tempranas habiendo recibido menos senales de
especificacion en comparacion con las hESCs. Es importante
resaltar que en los Ultimos arios se ha descrito la obtencién de
lineas de mESCs con caracteristicas epiblasticas y, por tanto,
similares a las hESCs, asi como lineas de hESCs con las
caracteristicas observadas en las mESCs [9,10]. No obstante, la
relevancia clinica asi como si ambos tipos de células pluripotentes
humanas presentan una diferente capacidad de diferenciacién o
maduracion de las células diferenciadas provenientes de ellas,
necesita de mas estudios.

mESCs hESCs

Colonias pequenas en
forma de “igla”

Colonias grandes, planas y

Morfologi:
otfologla en mono-capa

Via de senalizacién-

capacidad de auto- LIF/Stat3 bFGF/TGF
renovacién
Inactivacién del Ambos cromosomas X Inactivacion de un
cromosoma X activos cromosoma X
Resistentes a Sensibles a

Disociacién individual

individualizacién individualizacion

Capacidad de

recombinacién homéloga Alta capacidad

Media-baja capacidad

Potencial para diferenciar
a primordios de células
germinales (PCGs)

Diferencian facilmente
hacia PCGs

Refractivas a diferenciacion
hacia PCGs

Contribuyen
eficientemente a la
formacion de quimeras

Contribuciénen la
formacion de quimeras

Baja contribucién a la
formacion de quimeras

Ciclo celular Muy répido (10-11 horas) Répido (15-20 horas)

Tabla 1.- Principales diferencias entre mESCs y hESCs.
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Potencial clinico de los derivados celulares provenientes de
hESCs

Debido a la gran plasticidad, capacidad de auto-renovaciony
crecimiento ilimitado, las hESCs tienen el potencial para
convertirse en herramientas fundamentales en protocolos de
medicina regenerativa y reemplazo celular/tisular tras un
accidente o una enfermedad. Gracias a la pluripotencia de las
hESCs, estas células se pueden potencialmente diferenciar a los
mas de 200 tipos celulares especializados del organismo humano.
Los avances en el desarrollo de protocolos de diferenciacién cada
vez mas complejos permiten inducir, desde una simple
especializacién hacia un linaje determinado (por ejemplo hacia
células endodérmicas), hasta la obtencion de células funcionales
altamente especializadas (p. ej. neuronas dopaminérgicas o
células del oido interno). La introduccién de mejoras técnicas,
nuevos materiales o la diferenciacion inducida en el espacio 3D
asi como el uso de nuevos compuestos quimicos muy especificos,
han permitido la formacién in vitro de micro-6rganos también
llamados organoides que pueden ser utilizados como estructuras
complejas pararealizarimplantesinvivo[11,12].

Ademas de ser consideradas como una alternativa viable al
trasplante de dérganos en un futuro cercano, las células
diferenciadas provenientes de hESCs se usan como modelo para
realizar estudios de toxicologia, modelos pre-clinicos o para el
descubrimiento de nuevas drogas o compuestos quimicos que
puedan aliviar un determinado fenotipo in vitro. De hecho, se
espera que entre las enfermedades que podran ser tratadas en un
futuro cercano se encuentran un gran numero de enfermedades
genéticas del sistema hematopoyético asi como enfermedades
de tipo neurolégico (Parkinson, Alzheimer...) o cardiolégico.
Ademas del componente ético que rodea al uso de hESCs se
encuentran los problemas asociados al trasplante alogénico. Sin
embargo, estos problemas se pueden solventar mediante la
creacion de bancos celulares de lineas hESCs con diferentes
haplotipos, el uso de las recientemente descritas células
pluripotentes inducidas o hiPSCs (del inglés human induced
pluripotent stem cells) o la clonacién terapéutica mediante
transferencianuclear de células somaticas en oocitos [13].

El futuro de la medicina regenerativa basada en el uso de
células pluripotentes es realmente prometedor aunque adn
pasaran anos hasta que se vean los beneficios desde un punto de
vista clinico. Era previsible que los primeros protocolos clinicos se
realizardn con derivados celulares provenientes de hESCs y no de
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hiPSCs, debido a que es necesario determinar en primer lugar la
identidad funcional entre estos dos tipos de células pluripotentes
asf como el que se determine que las hiPSCs son completamente
seguras. En enero de 2009, la FDA, el organismo americano que
controla la aprobacion de ensayos clinicos, aprobé la realizacién
de ensayos clinicos de fase | en pacientes con lesiones medulares.
El ensayo consistia en la inyeccidén intra-espinal de
oligodendrocitos diferenciados de hESCs en individuos
accidentados con lesiones medulares recientes, ya que el éxito del
protocolo dependia de que la inyeccién de estos progenitores
celulares se realizara antes de que el tejido danado cicatrizara. La
aceptacion por parte de la FDA de este primer ensayo clinico
estaba contagiada por el optimismo de los resultados
presentados por la compania Geron Corporation en los que se
habia observado una recuperacién parcial en la movilidad de
ratas con lesiones medulares sometidas a un protocolo similar al
descrito arriba [14]. A pesar de que finalmente un total de 4
pacientes participaron en el ensayo clinico, Geron Corporation
decidi6 abandonar el ensayo aduciendo cuestiones econdémicas.
Por otro lado, otros dos ensayos clinicos con derivados celulares
provenientes de hESCs fueron aprobados por la FDA y llevados a
cabo por la compania Advanced Cell Technology. En estos
ensayos, células epiteliales pigmentarias de retina obtenidas tras
la diferenciacion de hESCs se introdujeron en pacientes afectados
de distrofia macular de Stargardt y de un tipo de degeneracién
macular. En 2012 se publicaron resultados preliminares en los que
se describia la ausencia de efectos adversos debidos a la
introduccion de las células asi como cierta mejora en la capacidad
devision delos pacientes [15].

Conclusiones

Como ya se ha mencionado en este articulo, las hESCs son un
modelo excelente para estudiar embriologia humana, para
investigar fenotipos especificos de enfermedades humanas in
vitro o para usarlas como plataforma en la busqueda de nuevos
compuestos activos. Aunque las primeras lineas de células madre
embrionarias humanas se aislaron hace apenas 15 anos, el campo
ha evolucionado a una velocidad vertiginosa y prueba de ello es
que los primeros ensayos clinicos con células derivadas de hESCs
estan ya en marcha. Junto a sus“hermanas”las hiPSCs, el futuro de
las células humanas pluripotentes sélo puede ser brillante.
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Células pluripotentes inducidas (iPS): Desarrollo
y aplicaciones en investigacion basica y clinica

Sagrario Ortega
Unidad de Ratones Transgénicos. Programa de Biotecnologia. CNIO

Introduccién

Las células pluripotentes inducidas o células iPS (del inglés,
induced pluripotent stem cells) derivan de células somaticas
diferenciadas que, mediante la expresidn ectépica de un nimero
reducido de factores de transcripcion, retornan al estado de
células pluripotentes similares a las células madre embrionarias o
células ES (del inglés, embryonic stem), de las que derivan todas las
células del organismo. La obtencidon de células iPS es uno de los
logros més destacables de la ciencia en los ultimos tiempos. No
s6lo demuestra inequivocamente que la diferenciacion celular es
un proceso reversible sino que, ademas, permite obtener células
pluripotentes sin necesidad de manipular embriones, un tema
controvertido por sus repercusiones éticas en el caso de la
utilizacion de células pluripotentes de origen humano. Aunque el
mecanismo molecular de la reprogramacién celular aun no se
conoce con detalle, las aplicaciones potenciales de las células iPS
en el estudio de las enfermedades y en terapia regenerativa han
hecho que estas células se conviertan en un foco de atencién dela
investigacion biomeédica actual. Ademas, el profundizar en el
mecanismo molecular de la reprogramacion es muy importante
para entender procesos esenciales como el envejecimiento, la
identidad celular, el desarrolloy el cancer.

Obtencidon de célulasiPS: el experimentoinicial

En 2006, Kazutoshi Takahashi y Shinya Yamanaka de la
Universidad de Kyoto, publicaron un trabajo seminal en el que,
por primera vez, se conseguia convertir células somaticas adultas
en células pluripotentes, iPS, similares a las células ES derivadas de
la masa celular interna del blastocisto, mediante la expresion
ectépica en las células diferenciadas de cuatro genes: Oct4, Sox2,
Kif4 y c-Myc (OSKM) [1]. Este proceso de des-diferenciacion
inducida se llama reprogramacién directa. Hasta entonces, la
reprogramacion celular sélo era posible mediante transferencia
del nicleo de la célula diferenciada a un oocito enucleado,
demostrada por primera vez por Sir John Gurdon en anfibios en
los anos 50 y en mamiferos con la clonacién de la oveja Dolly en
1997. John Gurdon y Shinya Yamanaka obtuvieron el Premio

29

Nobel de Medicina o Fisiologia en 2012 por sus respectivos
descubrimientos en el campo de lareprogramacion celular.

Los genes OSKM son factores de transcripcion que se
expresan en células pluripotentes y, a su vez, controlan la
expresion de otros muchos genes. La expresidn de los factores
OSKM es suficiente para revertir el patron epigenético del
genomade las células diferenciadas al de células pluripotentes. La
seleccion de estos cuatro genes resultd de un proceso de pruebay
error, por el que una colecciéon de veinticuatro retrovirus, cada
uno de ellos portador de un gen relacionado con el
mantenimiento de la pluripotencia celular, se utilizaron para
infectar fibroblastos de ratén en diferentes combinaciones. OSKM
era la combinacion que contenia el menor numero de genes y
que, después de la infeccion, promovia la formacién de colonias
de células con caracteristicas de células ES entre los fibroblastos.

Las células iPS asi obtenidas cumplen todos los criterios
funcionales de pluripotencia de las células ES murinas, incluso la
contribucién a la linea germinal en ratones quimera y la
complementacion de embriones tetraploides. Sin embargo, los
ratones generados con células iPS reprogramadas con los
factores OSKM desarrollaban tumores como consecuencia de la
re-activacion de la expresion retroviral del oncogén c-Myc en
algunas células. Un afo mas tarde, dos grupos, incluido el de
Yamanaka, demostraron que c¢-Myc no es esencial para la
reprogramacion, aunque sin c-Myc el proceso es menos eficiente
y requiere una exposicion mas prolongada a los factores de
reprogramacion.

Células iPS humanas

Sélo un ano después de la publicacion del experimento de
Takahashi y Yamanaka se obtuvieron las primeras iPS derivadas
de células humanas, mediante expresion retroviral de dos
combinaciones de factores diferentes, OCT4, SOX2,KLF4y c-MYC,y
0CT4, 50X2, NANOG y LIN8. Estos experimentos demostraron por
primera vez que la combinaciéon de los factores OSKM de
Yamanaka, no era la Unica que podia reprogramar células
somaticas diferenciadas, sino que otros factores de transcripcion
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relacionados con el mantenimiento de la pluripotencia, como
NANOG y LIN8, podian reemplazar a algunos de estos factores [2].
Ademas se ponia de manifiesto que la reprogramacién directa no
era algo exclusivo de células de ratén. Actualmente, existen
células iPS de muy diferentes especies (rata, conejo, cerdo, perro,
oveja, caballo, mono Rhesus, primates, etc.) que se describen con
detalle en otro capitulo de esta monografia, demostrando que los
mecanismos moleculares que controlan la pluripotencia celular
estan conservados evolutivamente.

Desde el establecimiento de las primeras células
pluripotentes (células ES) humanas en 1998, las células
pluripotentes han sido el punto de mira como herramienta en
terapia celular. Sin embargo, la utilizacion de células ES humanas
con fines terapéuticos es controvertida por las implicaciones
éticas asociadas alamanipulacion de embriones. La obtencién de
células iPS por reprogramacion directa de células adultas
diferenciadas elimina este problema. Ademas, tiene la ventaja de
que permitiria realizar trasplantes autélogos, ya que el donante y
el receptor de las células pueden ser el mismo individuo,
eliminando también los problemas de rechazo inmunolégico.

Origen celularyreprogramacion

Un amplio repertorio de células somaticas diferenciadas
adultas procedentes de las tres capas embrionarias (mesodermo,
ectodermo y endodermo) han sido reprogramas con éxito
utilizando la combinacién de factores de Yamanaka o ligeras
variaciones de la misma. Algunos ejemplos son fibroblastos de
piel, linfocitos B y T, células hematopoyéticas, células adiposas,
células endoteliales del cordén umbilical (derivadas del
mesodermo), progenitores neurales, melanocitos, queratinocitos
(derivadas del ectodermo) y células beta pancredticas,
hepatocitos, células del epitelio géstrico (derivadas del
endodermo) entre otras [3,4].

El origen de las células reprogramadas influye en la
combinacion de factores necesarios para la reprogramacion y en
la eficiencia del proceso. En general, cuanto menos diferenciada
estd una célula (mas caracter progenitor) mas facil es des-
diferenciarla al estado pluripotente. Por ejemplo, los progenitores
neuronales expresan altos niveles de Sox2 y c-Myc y por tanto
pueden ser reprogramados mediante la expresion ectdpica de
s6lo Oct4y Kif4 o incluso, con mas baja eficiencia, de sélo Oct4. Del
mismo modo, progenitores hematopoyéticos pueden ser
reprogramados con una eficiencia del 25% mediante el cocktail

de Yamanaka, mientras que los linfocitos B presentan una
eficiencia de sélo 0.02% cuando se reprograman en la mismas
condiciones.

Mecanismo moleculary aplicaciones basicas

La reprogramacion directa se basa en la actividad de un
numero sorprendentemente reducido de factores de
transcripcion: OSKM, OSK o ligeras variaciones de los mismos.
Basta la expresion de estos genes para modificar el patrén
epigenético del genoma, es decir, las modificaciones quimicas
(metilacion y acetilacion) de la cromatina (ADN e histonas) que
determinan qué genes se expresan o dejan de expresarse en cada
tipo celular. Estos cambios epigenéticos resultan en la activacion
de la expresion de genes de pluripotencia enddgenos Oct4, Sox2,
Nanog y otros que estan normalmente silenciados en las células
diferenciadas y, simultdneamente, en el silenciamiento de la
expresion de factores de transcripcién que mantienen la
identidad celular en las células diferenciadas, como p. ej. el gen
Pax5 en linfocitos B. Una vez que estos cambios de expresion
génica se producen en las células diferenciadas, unas 3-4
semanas desde la infeccion con los retrovirus, las células se hacen
independientes de la expresion ectdpica retroviral de los factores
OSKM para mantenerse pluripotentes (ver Figura 1).

Dia 10

Dia 8 Dia 14

Cultivo de células iPS de ratén

Figura 1.- Células iPS de ratén en distintas fases de reprogramacion a
partir de fibroblastos. Los tres paneles superiores representan colonias de
células reprogramadas a distintos dias después de la infeccion con
retrovirus que expresan los factores Oct4, Sox2 y KIf4. El panel inferior
representa un cultivo establecido a partir de una colonia de células iPS
completamente reprogramada.
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De hecho, la expresion ectdpica retroviral de los factores de
reprogramacion se silencia al cabo del tiempo por metilacién de
novo del ADN viral. Pero una vez que las células estan
completamente reprogramadas (iPS) sdélo requieren unas
condiciones de cultivo adecuadas que promuevan su auto-
renovaciony bloqueen su diferenciacion de la mismaforma quelo
hacen las célulasES.

La reprogramacion es un proceso lento e ineficiente. Sélo un
pequeno porcentaje (alrededor del 1%) de las células expuestas a
los factores de reprogramacion se convierte en células iPS.
Ademas existe heterogeneicidad entre las células reprogramadas
en cuanto a la “calidad” de la reprogramacién. Esto es, en parte,
resultado del proceso estocastico con que se producen los
cambios moleculares asociados a la reprogramacion. Sin
embargo, la eliminacién de ciertas “barreras moleculares” que
constituyen un cuello de botella para que las células se
reprogramen puede resultar en una reprogramacién mucho mas
eficiente y sincrénica como se ha demostrado en el caso del
complejo de remodelacién y acetilacion de los nucleosomas
Mbd3/NuRD, cuya eliminacién resulta en una eficiencia de
reprogramacion cercanaal 100% en sélo siete dias de exposicion a
los factores de reprogramacion [5].

Hasta hace muy poco todas las células iPS se habian obtenido
mediante reprogramacién in vitro, en placas de cultivo.
Recientemente, en un trabajo liderado por Manuel Serrano del
Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas en Madrid, y
publicado en la revista Nature en 2103, se demuestra, por primera
vez, que es posible obtener células iPS por reprogramacion in vivo
[6]. Ratones portadores de un transgén condicional que expresa
los factores de Yamanaka (OSKM) en todas sus células en
presencia de Doxiciclina (sistema Tet-ON), después de la
administracion temporal de Doxiciclina, contienen células
reprogramadas en sus tejidos (ver Figura 2).

Las célulasiPS se pueden aislar y cultivar a partir de diferentes
tejidos sin reprogramacion adicional. Este resultado demuestra
que la reprogramacion directa no es un artefacto del cultivo
celular, sino que puede ocurrir también en un ambiente
fisiologico, in vivo. Ademas, abre nuevas vias para el desarrollo de
terapias regenerativas (reprogramacién in situ en el tejido
danado) y plantea interesantes preguntas sobre la existencia de
reprogramacion celular en procesos tumorales, de regeneracion
tisular, desarrollo, etc.

31

ANIMALES DE 1 ABORATORIO
Primavera 2014. Nimero 61

Figura 2.- Reprogramacion in vivo. Inmunohistoquimica con anticuerpos
anti-Nanog (marcador de células pluripotentes - marrén) y anti-CKé
(marcador de células epiteliales - rojo) en secciones de intestino y
pancreas de ratones reprogramados mediante tratamiento con
doxiciclina. Las flechas indican células pluripotentes en estos drganos.

Aunque el mecanismo molecular por el que se generan las
células iPS auin no se conoce con detalle, su estudio es uno de los
retos cientificos més importantes en la actualidad. Su
conocimiento es muy relevante para entender los mecanismos
que controlan la identidad celular, la diferenciacién o el
envejecimiento. Ademas, existe una estrecha relacion entre el
proceso de reprogramacion celular y el de tumorigénesis.
Algunos factores de reprogramacion son potentes oncogenes,
como c-Myc. Por otro lado, nuestro trabajo y el de otros grupos
han demostrado que genes supresores de tumores, como los
genes que codifican para la proteina p53 o el locus Ink4a, son
también importantes barreras para lareprogramacion; es decir, su
eliminacidn facilita de forma muy significativa la generacion de
células iPS [7,8]. La ausencia de p53 facilita también la
reprogramaciéon de células que acumulan dano en el ADN
produciendo células iPS “de mala calidad” con lesiones genéticas
semejantes a las que se encuentran en los tumores. Nosotros
también hemos demostrado que las células con teldmeros
criticamente cortos y que carecen de actividad telomerasa no
pueden ser reprogramadas al perder la capacidad de elongar sus
telémeros hasta la longitud que tienen en las células
pluripotentes. Esto explica, en parte, por qué las células
procedentes de individuos de elevada edad (con telémeros mas
cortos) se reprograman peor que células obtenidas de individuos
jovenes, y proporciona un nexo entre envejecimiento y
reprogramacion celular. La obtencién de células iPS a partir de
ratones modificados genéticamente puede contribuir
notablemente al esclarecimiento del mecanismo molecular de la
reprogramacion.
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Obtencion de células iPS sin incorporacion de material
genético

La utilizacion de retrovirus para expresar los factores de
reprogramacion presenta serias limitaciones a la hora de utilizar
las células iPS en terapia, sobre todo por la modificacidn genética
causada por la integracidon del ADN viral en el genoma celular,
posible causa de tumorigenicidad. Ademas, el silenciamiento del
ADN viral puede no ser permanente. La re-activacion de la
expresion de los factores de reprogramacion puede ser otra causa
de la tumorigenicidad de las células iPS, como se demostrd en el
caso del oncogén ¢-Myc en ratones. Dado que los factores de
reprogramacion ectdépicos solo son necesarios durante un
periodo de unas 2-3 semanas y que el proceso de reprogramacion
no requiere cambios genéticos sino sélo epigenéticos, cabe
pensar en procedimientos alternativos de reprogramacion libres
de ADN. A lo largo de los ultimos afios se ha realizado un gran
esfuerzo para desarrollar protocolos de este tipo.

Una alternativa a la utilizacion de retrovirus para expresar los
factores de reprogramacion es el empleo de adenovirus o
plasmidos que no se integran en el genoma, o elementos
genéticos que una vez integrados son escindidos sin dejar
ninguna huella en el genoma (transposones). Sin embargo, el
riesgo de integracion de fragmentos del ADN de estos vectores en
el ADN celular todavia existe y es incompatible con la utilizacion
terapéuticadelas célulasiPS.

Sustancias modificadoras de la cromatina, como el acido
valproico, un potente inhibidor de la enzima HDAC (histona-
deacetilasa) o la 5-azacitiding, inhibidor de la enzima ADN metil-
transferasa, facilitan la reprogramacion en una gran variedad de
sistemas y en algunos casos permiten reducir el numero de
factores de reprogramacién a utilizar [9]. Otra aproximacion,
actualmente en desarrollo, es el uso de proteinas recombinantes,
OCT-4,50X2,KLF4y c-MYC a las que se ha incorporado una cola de
varias Argininas (poli-Arg) que las hace capaces de atravesar la
membrana citoplasmatica [10]. Este método ha sido utilizado con
éxito para reprogramar fibroblastos de ratén y humanos. Mas
recientemente, la utilizacion de ARNs mensajeros que codifican
los factores de reprogramacion, modificados quimicamente para
promover su estabilidad enla célula, es unatecnologiaemergente
que puede resultar en un importante avance en las técnicas de
reprogramacion por su eficiencia, controlabilidad y rapidez de
respuesta [11]. Es posible que la combinacion de varias de estas
tecnologias, libres de ADN, sea el método mas eficaz para obtener
célulasiPS de“grado clinico”.
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Recientemente, un grupo de investigadores pertenecientes
al centro RIKEN para Biologia del Desarrollo en Kobe, Japon,
publicaron en la revista Nature un método de reprogramacion
celular completamente independiente de factores de
transcripcion que consiste en una exposicion transitoria de las
células a un ambiente acido (pH 5.7). Segun los autores, este
tratamiento causa una reduccion en el nivel de metilacion de las
secuencias reguladoras de los genes de pluripotencia endégenos
que resulta en la activacion de su expresion [12]. Sin embargo,
irregularidades en la elaboracién del manuscrito asi como la
dificultad a la hora de reproducir los resultados han despertado
escepticismo en la comunidad cientifica sobre la veracidad de
este trabajo, suscitindose una polémica que estd aun por
resolver.

CélulasiPS yterapia celular

La prueba de concepto de la aplicacién terapéutica de las
células iPS quedd establecida por primera vez utilizando un
modelo de raton de anemia de células falciformes, una
enfermedad causada por una Unica mutacién en el gen de la beta-
globina [13]. Células iPS generadas a partir de una biopsia de la
cola de estos ratones, modificadas in vitro para corregir la
mutacion causante de la enfermedad y diferenciadas, también in
vitro, a progenitores hematopoyéticos, corregian todos los
sintomas de la enfermedad cuando se re-inyectaban en los
ratones donantes (trasplante autélogo). Este experimento
demostraba por primera vez el modelo perfecto de aplicacion
terapéutica delas célulasiPS: una enfermedad de origen genético
puede ser tratada mediante obtencién de célulasiPS de pacientes
y trasplante autélogo de las mismas después de la correccién de
lamutacion (ver Figura 3).

El trasplante autdlogo de células iPS tiene la ventaja de que
minimiza el rechazo inmunoldgico y la transmision de virus o
agentes infecciosos asociados al trasplante de células derivadas
de donantes. Aungue todavia no se dispone de buenos métodos
para corregir defectos genéticos en las células ES e iPS humanas,
con los recientes avances tecnoldgicos para“editar”el genoma de
mamiferos empleando nucleasas dirigidas, especialmente el
sistema CRISPR/Cas9 [14], la posibilidad de “reparar”
genéticamente las células iPS derivadas de pacientes y utilizarlas
posteriormente en trasplantes autélogos estd cada dia mas
cercana.
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que la obtencién de
células iPS autdlogas para cada paciente conlleva un elevado
coste econdémico. Ademds, en algunos casos, el tiempo que se
tarda en generar suficientes células iPS para trasplante (unos 3
meses) es demasiado largo para ciertos tratamientos. Por tanto, es
importante el considerar como alternativa el uso de células iPS
alogénicas (derivadas de donantes compatibles) para la
aplicacion delas célulasiPS en medicinaregenerativa[15].

La utilizacion de células iPS para trasplante celular todavia
tiene que superar algunos obstéculos. Experimentos previos han
demostrado que el trasplante directo de células pluripotentes
(iPS o ES) puede ser tumorigénico, dando lugar a la formacién de
teratomas. Una posible solucion a este problema es trasplantar
células que hayan sido previamente diferenciadas in vitro (p. ej. a
células progenitoras de un determinado linaje celular, neuronal,
hematopoyético, etc.) a partir de las células iPS. Varios estudios
han demostrado que la utilizacion de células previamente
diferenciadas disminuye o incluso anula el riesgo de
tumorigenicidad asociado al trasplante de células pluripotentes.
Ademas, algunos estudios indican que las células iPS, incluso en
trasplantes singénicos, pueden ser inmunogénicas, mientras que
las células diferenciadas a partir de ellas no lo son [16]. Por tanto,
uno de los retos actuales es el desarrollar protocolos robustos de
diferenciacion de células iPS in vitro. Aunque se han conseguido
diferenciar eficientemente células iPS a diversos tipos celulares
como progenitores cardiacos, neuronales, hematopoyéticos o
células beta, hasta ahora estos cultivos de células diferenciadas no
son puros. Todavia co-existen células pluripotentes en estos
cultivos que es necesario eliminar antes de su utilizaciéon o
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desarrollar métodos para optimizar el proceso de diferenciacién,
haciéndolo mas eficiente, seguro y facilmente escalable, antes de
que las célulasiPS se puedan utilizaren laclinica[17].

Hasta ahora, la capacidad de las células iPS de regenerar
tejidos danados se ha probado sélo en modelos animales [4]. La
inyeccion de células iPS o de cardiomiocitos después de inducir
isquemia cardiaca en ratones es capaz de atenuar los efectos del
infarto agudo y de mejorar la funcionalidad del corazon. Varios
grupos han conseguido diferenciar in vitro células iPS humanas a
células beta maduras completamente funcionales, es decir, con la
capacidad de producir insulina en respuesta a glucosa. Ademas,
en ratones se ha podido demostrar que el trasplante de células
beta diferenciadas a partir de células iPS es capaz de revertir la
hiperglicemia en modelos de diabetes tipo | y Il. Sin embargo,
hasta ahora, la eficiencia con la que se obtienen células beta
funcionales a partir de células iPS es muy baja. Asimismo, células
progenitoras neurales derivadas de células iPS humanas y
diferenciadas a neuronas dopaminérgicas in vitro, trasplantadas
en modelos animales de Parkinson (en ratas y primates) mejoran
la capacidad motora del animal. Todos estos experimentos
apoyan la utilidad terapéutica de las células iPS en terapia
regenerativa.

Dado que la utilizacidn terapéutica de células diferenciadas
parece ser mas segura que la utilizacion de células pluripotentes,
actualmente se esta explorando una alternativa a la
reprogramacién directa que es la transdiferenciacién o
diferenciacién directa. Este proceso consiste en convertir la
identidad de una célula diferenciada directamente en otra,
mediante la expresién de factores de transcripcién
especificadores de linaje celular, pero sin necesidad de retroceder
previamente el estado de pluripotencia. Recientemente se han
logrado reprogramar células de la piel directamente a células de
endodermo, de donde derivan los érganos internos del cuerpo, y
posteriormente a células hepaticas funcionales que consiguen
rescatar el fenotipo de ratones con fallo hepéatico mediante
trasplante [18]. Una aproximacion similar se ha utilizado para
obtener cardiomiocitos y células de cartilago y para determinar el
destino de células germinales.

CélulasiPS comomodelo para el estudio de las enfermedades

Aunque los modelos animales siguen siendo una
herramienta clave para estudiar las enfermedades humanas,
existen bastantes ejemplos de la limitaciéon de estos modelos ala
hora de reproducir de forma precisa el fenotipo de una
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determinada enfermedad, lo que se traduce en el desarrollo de
terapias que funcionan en modelos animales pero fallan en
ensayos clinicos. Un ejemplo es el de la esclerosis lateral
amiotrofica, enfermedad para la que los farmacos desarrollados
hasta ahora, utilizando modelos animales, no funcionan en la
clinica. Las células iPS obtenidas de pacientes representan una
alternativa mas para modelar las enfermedades humanas que,
incorporada al proceso del desarrollo de nuevas terapias, puede
mejorar notablemente lafase preclinica.

El procedimiento implica reunir un nimero razonable de
pacientes con una determinada enfermedad, generar un elevado
numero de células iPS de estos pacientes y después diferenciarlas
al tipo celular de interés, es decir, el que esté afectado por dicha
enfermedad. Es lo que se ha llamado “enfermedad en placas de
cultivo”. Esta aproximacion permite reproducir en unos pocos
meses de cultivo celular enfermedades que han tardado anos en
evolucionar en el paciente. Ademas, es una herramienta muy
potente para estudiar marcadores de diagndstico, identificar
dianas terapéuticas, hacer busqueda de compuestos que
reviertan el fenotipo de la enfermedad y hacer ensayos
toxicolégicos a nivel preclinico (ver Figura 3). A dia de hoy, este
abordaje se esta empleando para una larga lista de enfermedades
entre las que se incluyen enfermedades neurodegenerativas
como la atrofia muscular espinal (AME), que fue el primer modelo
desarrollado, Parkinson, Alzheimer, enfermedad de Huntington,
sindrome de Rett, etc,; del sistema hematopoyético como la
anemia de Fanconi; cardiacas como la cardiomiopatia familiar,
sindrome del QT largo; hepdticas como la hepatitis C,
hipercolesterolemia familiar, etc. Para algunas de las
enfermedades como la AME y el sindrome de Rett ya se ha
conseguido identificar compuestos que revierten el fenotipo de
la enfermedad en células reprogramadas in vitro lo que supone un
gran avance para el tratamiento de estas enfermedades y
demuestra la utilidad de estos sistemas para el desarrollo de
nuevas terapias [3,17].

Uno de los aspectos criticos de estos estudios es elegir el
control apropiado de célulasiPS“no afectadas”por la enfermedad.
En este sentido, células derivadas de donantes sanos no
relacionados con el paciente pueden no ser suficientemente
buenos controles, siendo preferible utilizar células iPS derivadas
de familiares (hermanos, madres) sanos para minimizar las
diferencias genéticas entre células sanasy enfermas.
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CélulasiPS versus célulasES

Las semejanzas y diferencias entre células ES e iPS es, sin
duda, objeto de controversia en la investigacion con células
pluripotentes [19]: ;Son iguales? ;Son mas tumorigénicas las
células iPS que las células ES? Las células iPS humanas son
practicamente indistinguibles de las células ES en cuanto a
morfologia, expresion génica, patron epigenético y capacidad de
diferenciacion in vitro (formacién de cuerpos embrionarios) y
formacion de teratomas. Sin embargo, algunos estudios han
puesto de manifiesto diferencias genéticas y epigenéticas entre
células iPS y células ES. Mediante analisis genéticos globales de
alta resolucién, varios grupos han identificado en las células iPS
variaciones en el nimero de copias de algunas regiones del
genoma, asi como mutaciones puntuales en la secuencia
codificante de genes relacionados con cancer. Estas alteraciones
podrian producirse durante el proceso de reprogramacion y su
identificacion apoya el concepto de que las células iPS son mas
tumorigénicas que las células ES. Sin embargo, este mismo tipo
de andlisis realizado por otros grupos no ha detectado ninguna
diferencia a nivel genético entre células iPS y ES, concluyendo que
las diferencias se deben a una reprogramacién incompleta en la
poblacién analizada. Por otro lado, algunas de las mutaciones
encontradas en las células iPS aparecen también en las células ES
a alto numero de pases. Del mismo modo, estudios epigenéticos
comparando el patron de metilacion del ADN entre células ES e
iPS han puesto de manifiesto lo que se denomina “memoria
epigenética’, es decir, conservaciéon parcial del patrén
epigenético de las células de partida en las células iPS derivadas
de las mismas. Aunque la mayoria de estas diferencias
epigenéticas desaparecen con los pases en cultivo, algunas son
permanentes. Esta “memoria epigenética” tiene como
consecuencia que las células iPS se diferencien mas facilmente al
tipo celular del que derivan que a otros tipos celulares. Aln estd
por determinar si estas diferencias tienen lugar en células
totalmente reprogramadas y son intrinsecas al proceso de
reprogramacion, o si se trata de algunas células que no se han
reprogramado completamente en el cultivo. En cualquier caso,
esta memoria epigenética puede ser explotada funcionalmente
reprogramando células de un determinado origen (p. ej. células
de médula dsea que derivan del mesodermo para obtener tipos
celulares del mismo origen como cardiomiocitos o adipocitos).
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Conclusiones

Desde la publicacion del trabajo de Takahashiy Yamanaka en
2006 hasta la actualidad, la investigacién con células iPS ha
avanzado vertiginosamente. Sin embargo, la utilizacién
terapeutica de estas células todavia tiene que superar algunos
obstaculos. Actualmente, la reprogramacién sigue siendo un
proceso ineficiente y las colonias de células iPS que se obtienen
por este proceso son heterogéneas, es decir, no todas son “de
buena calidad” Ademas, varios estudios alertan sobre el caracter
tumorigénico de las células pluripotentes en general y de las
células iPS en particular. A nivel practico, algunos de los
principales retos a superar son los siguientes: definir cual es la
mejor fuente de células sométicas a reprogramar, conseguir una
reprogramacion eficiente libre de material genético, escalar la
produccion de células iPS derivadas de pacientes, establecer
protocolos robustos de diferenciacién sin contaminacién de
células pluripotentes o de trans-diferenciacion directa entre
distintos tipos de células somdticas, y establecer sistemas
robustos para corregir mutaciones causantes de enfermedad en
las células iPS derivadas de pacientes. Ademas, estudios a largo
plazo son necesarios para establecer el nivel de riesgo en la
utilizacion de células reprogramadas (p. ej. tumorigenicidad). E
indudablemente, es esencial alcanzar un mejor conocimiento del
mecanismo molecular de la reprogramacién para obtener células
iPS de”calidad terapéutica”.
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Células troncales en vertebrados y sus aplicaciones
al estudio y conservacion de especies amenazadas

0 en peligro de extincion

P. Ramos-Ibeas, A. Calle A. y M.A. Ramirez
Laboratorio de Células Troncales y Transgénesis, INIA

Introduccion

En la actualidad, no existe ningin uso generalizado de
terapias basadas en células troncales en medicina reproductiva;
sin embargo, su utilidad potencial les hace ser objeto de intensas
investigaciones. En lineas generales, hay tres tipos de células
troncales en las que se centra la investigacidon en medicina
reproductiva: células troncales embrionarias (ESCs), células
pluripotentes inducidas (iPSCs) y células troncales esperma-
togonicas (SSCs). Desafortunadamente, a pesar del gran esfuerzo
cientifico que se esta llevando a cabo, no hay todavia ESCs 0 iPSCs
completamente caracterizadas derivadas de otras especies que
no sean primates y raton. En el presente capitulo hablaremos de
las ESCs aisladas en vertebrados, asi como de las iPSCs generadas
a partir de ungulados domésticos, haciendo alusion a los distintos
origenes y a las particularidades de cultivo. Y a continuacién
sintetizaremos los usos clinicos de las células troncales en
medicinareproductiva.

Células troncales embrionarias (ESCs)

Generalidades delas ESCs

En 1981, las primeras células troncales embrionarias se
obtuvieron a partir de la masa celular interna (ICM) de embriones
murinos [1,2]. Poco después se mostrd que las ESCs pueden
contribuiratodos los tejidos de ratones quiméricos después de su
inyeccion en blastocistos. A diferencia de las células de carcinoma
embrionario (ECCs), que se aislaron con anterioridad, las ESCs
pueden de manera eficiente y reproducible contribuir a la linea
germinal y porlo tanto, ala descendencia de quimeras [3].

Las células troncales se definen como células que tienen tanto
la capacidad de auto-renovacidon como la capacidad de generar
células diferenciadas. Una definicion funcional de las células
troncales embrionarias debe incluir: (i) el mantenimiento del
estado de pluripotencia durante largos periodos de cultivo in vitro
y (i) demostracion de su pluripotencia por su contribucién a las
tres hojas embrionarias (formacion de quimeras o teratomas).
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Aislamiento de ESCs a partirde embriones de vertebrados

La evolucién del huevo en vertebrados da lugar por un lado a
linajes extraembrionarios y, por otro lado, a células pro-
embrionarias. Las células pro-embrionarias definidas como
embryogen [4] se caracterizan por ser células pluripotentes, es
decir, mantienen un estado de no diferenciacion y presentan una
alta capacidad mitotica. El "embryogen” recibe distintas
denominaciones en funciéon del grupo taxondmico al que
hagamos referencia y en funcion del estadio de desarrollo. En el
ratén se denomina Masa celular interna (ICM) y mas tarde,
epiblasto [5]. En el pollo recibe el nombre de germen, después
blastodermo y a continuacién, epiblasto [6]. En marsupiales es
pluriblasto y después epiblasto [7]. Estas caracteristicas
embriogénicas Unicas, pluripotencia, alto indice mitético y
estado indiferenciado, conducen directamente a su capacidad de
regular y de formar células troncales embrionarias (ESCs). A
continuacién mostraremos una lista de vertebrados en los que se
han desarrollado ESCs y estudiaremos el estadio de desarrollo
embrionario en el que se derivan (ver Tablas 1, 2 y 3). Las ESCs
proporcionan una excelente oportunidad para estudiar la
pluripotencia celular asociada con la capacidad de permanecer
indiferenciadas, manteniendo un indice mitético alto, y también
las caracteristicas de las células cancerosas.

En el raton en el dia embrionario 3.5, el embrién comprende
dos linajes celulares, el pluriblasto o masa celularinterna (ICM) y el
trofectodermo exterior (TE). Los estudios demuestran que el
linaje ICM da lugar al embryogen y al mesodermo extra-
embrionario, mientras que el TE sélo contribuye al tejido
placentario [5]. Tras la distribucion del hipoblasto (endodermo
primitivo) desde el embryogen, la ICM residual se convierte en el
epiblasto temprano post-implantacional. Estas células
pluripotentes dan lugar rapidamente a las hojas germinales
primarias en la gastrulacién. El cultivo in vitro de la ICM permite el
aislamiento de las ESCs manteniendo indefinidamente sus
caracteristicas de pluripotencia y auto-renovacion.
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Si bien el momento y el nimero de células varian segin la
taxonomia, los mamiferos euterios, incluidos los primates,
coinciden en la morfologia, y en la distribucién de los linajes
celulares (ICMyTE). En marsupiales, la distribucion de los linajes es
igual pero difieren morfolégicamente ya que tanto ICM como TE
son superficiales comprendiendo un blastocisto unilaminar. En la
distribucion del hipoblasto se forma un blastocisto bilaminar, en
el quetanto el epiblasto como el TE son superficiales.

En las aves, el estadio X de Hamburger y Hamilton del
embrion de pollo corresponde al embryogen como una sola capa
de células (blastodermo) que consta de dos regiones
visiblemente diferenciadas: el pluriblasto (zona pelucida o disco
central), a partir dela cual se desarrolla el embrion, y lazona opaca
circundante que da lugar al ectodermo extraembrionario [6]. Es
también en el estadio X, donde se localizan los estadios
tempranos del hipoblasto, de modo que en el estadio X, el
embryogen (zona pelucida) comprende tanto epiblasto como
hipoblasto. Portodo ello, el estadio X de desarrollo es el empleado
en aves para el aislamiento de ESCs y es también el momento
empleado para realizar gene targeting para generar animales
quimeéricos.

En Zebrafish, tan sélo 40 minutos después de la fertilizacion
ocurre la primera division meroblastica. Nueve divisiones mas dan
como consecuencia una agrupacion de blastomeras en la parte
superior de la célula yema con blastdmeras marginales que
mantienen puentes citoplasmaticos con la célula yema. Al
comienzo de la blastula, el embryogen tiene 126 células y tras la
décima division (mid-blastula) ya consta de 1.000 células. Durante
la mid-bléastula, el genoma del cigoto se activa dando lugar a los
primeros tres linajes celulares del embryogen. Dos de ellos son
linajes extra-embrionarios, la capa sincitial de layema derivada de
la disgregacién de los blastémeros marginales dentro de la célula
yema y la capa envolvente que forma la superficie externa del
blastodermo. La tercera capa es el pluriblasto (capa de células del
interior). Medaka y dorada también se desarrollan de esta manera,
tipo teledsteo [8]. Para el aislamiento de ESCs de las tres especies
de peces enumeradas en la Tabla 3, se usé el estadio mid-blastula
otambién el estadio de anillo germinal en el caso del pez cebra.

Desde la obtencion inicial de las ESCs de ratén en los anos 80
[1,2], intensas investigaciones por parte de muchos laboratorios
han revelado mucho acerca de los métodos de propagacion, la
dependencia de factores de crecimiento, los mecanismos de
transduccion de senales, los marcadores de expresidn génica y su
facilidad de manipulacién genética. Sin embargo, a pesar de mas
de 30 anos de investigacion, ain sabemos muy poco sobre su
diferenciacion a determinados tipos celulares.
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Los primeros intentos para derivar ESCs en otras especies
incluyeron al ganado: oveja, cerdo, vaca, conejo, hamster y visén.
Las lineas celulares derivadas comparten algunas caracteristicas
comunes con las ESCs de ratén: la formacién de colonias que en
algunos casos se asemejan a las del raton; la capacidad de
propagacién mediante varios o muchos pases celulares
manteniendo su estado de indiferenciacién y la capacidad para
diferenciarse in vitro en una variedad de tipos celulares derivados
de las tres hojas embrionarias. Sin embargo, sélo se han
conseguido animales quiméricos en conejo, vaca, cerdo, pez
cebra, pollo y ratdn, y tan sélo se ha conseguido transmision a
linea germinal enlos tres ultimos.

Aunque los detalles de las condiciones de cultivo mostrados
en la literatura no siempre son suficientes, y los patrones de
expresion de marcadores de ESCs no son extensos o de hecho no
se han llevado a cabo para la mayoria de las especies, llama la
atenciéon que haya mas similitudes que diferencias en las
condiciones de cultivo utilizadas para derivar ESCs de los
diferentes vertebrados.

Animal Fuente de ESCs Duracion del cultivo bﬁi’;’;ﬁgs
Ratén Morula, Blastocisto 3.5 dpc Alargo plazo nz2
Vaca 8, 16 células, blastocisto 7-9 dpc Variable (>3 anos) 9]
Caballo Blastocisto 6-7 dpc >36 pases (0]
Hamster Blastocisto 3.5 dpc >3 meses N
Visén Mérula, blastocisto 7-10 dpc N.D. 2]
Oveja Blastocisto 7-13 dpc n°de pases N3]
Cerdo Blastocisto 7-9 dpc >44 pases 31
Conejo Blastocisto 4-5 dpc >1ano 4]
Rata Blastocisto 4-5 dpc Hasta 32 pases [15]
Marsupial Blastocisto 7 dpc N.D. [16)

Tabla 1.- ESCs de mamiferos no primates. Raton (Mus musculus); vaca (Bos
taurus); caballo (Equus caballus); hamster sirio (Mesocricetus auratus);
marsupial Dunnart (Sminthopsis macoura); vison (Mustela vison); oveja
(Ovis aries); cerdo (Sus scrofa); conejo (Oryctolagus cuniculus) y rata (rattus
norvegicus).

Animal Fuente de ESCs Duracién del cultivo ‘,‘E‘P'e""“
bibliograficas
Humano Division mérula blastocisto >1aho N7
Mono |Blastocisto 8 dpo IVF/ICSI parthenote >1afo (18]

Tabla 2.- ESCs de mamiferos primates. Humano (Homo sapiens); Monos:
Titi (Callithrix jacchus), mono cynomolgus (Macaca fascicularis) y mono
reshus (Macaca mulatta).
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Animal Fuente de ESCs Duracién del cultivo b?:;:’;;}::;s

Pollo x blastodermo 35 pases [19]
Zebrafish Mid-blastula, anillo germinal >30 pases (8]
Medaka Mid-blastula 18 meses [20]
Dorada Mid-blastula >50 pases [21)

Tabla 3.- ESCs de aves y peces. Aves: pollo (Gallus gallus); peces: Pez cebra
(Daniorerio), medaka (Oryzias latipes) y dorada (Sparus aurata).

Células pluripotentesinducidas (iPSCs)
Generalidades delasiPSCs

El descubrimiento de las iPSCs surge gracias a la
reprogramacion de fibroblastos embrionarios de ratén a un
estado indiferenciado semejante al de las células troncales
embrionarias, gracias a la expresién de una combinacién de
genes: OCT4 (Pou5f1),SOX2,KLF4y cMyc [22]. Las iPSCs son células
pluripotentes compatibles con el paciente que pueden ser
utilizadas clinicamente para reemplazar las células muertas,
danadas e incluso genéticamente defectuosas sin la
preocupacién de que dichas células donantes sean rechazadas
por el sistemainmune del paciente. Estas células también parecen
pasar por alto las preocupaciones éticas en torno a la utilizacién
delineas de células troncales originadas a partir de embriones.

Resulta muy atractiva la posibilidad de crear facilmente iPSCs
de modelos animales importantes para la investigacion
biomédica, como el perro y el cerdo, en los que hasta la fecha, la
generacidn de ESCs con las mismas caracteristicas que las ESCs
murinas, todavia supone un reto, asi como la generacién de iPSCs
de especies en peligro de extincion y de especies desaparecidas
[23,24].

Generacién deiPSCs a partirde ungulados domésticos

iPSCsdecerdo

Se han generado con éxito lineas de iPSCs en cerdo, vaca,
oveja y cabra. Las primeras iPSCs generadas en ganaderia fueron
de cerdo [25-27]. En todos los casos se reprogramaron
fibroblastos con los factores de Yamanaka, ya sea empleando
lentivirus o vectores retrovirales, con genes ya sean humanos o de
ratén. Las colonias que se formaron tuvieron similitud
morfoldgica con ESCs e iPSCs humanas y no coincidieron con la
morfologia de células troncales de ratén. Por lo tanto, las iPSCs de
cerdo eran del epiblasto y no del tipo naive. Esta propiedad
también implica que las células poseen una de las principales
deficiencias de las ESCs e iPSCs humanas al no poder
individualizarse el cultivo celular durante su expansion in vitro sin
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provocar la diferenciacion celular. Por lo tanto, el sistema de
propagacion es mediante grupos celulares, una caracteristica que
podria complicar la creacion de quimeras, aunque ha habido
publicaciones de produccidon de lechones quiméricos de esas
lineastipo epiblasto [28].

Las iPSCs porcinas aisladas por todos los grupos [25-29] eran
claramente pluripotentes, como se evidencia por su capacidad de
diferenciarse en distintos tipos celulares de las tres hojas
embrionarias, ectodermo, endodermo y mesodermo, ya sea
mediante la formacién de cuerpos embrioides o bien de
teratomas. Lalinea de porcino ID6 [26] se ha utilizado para generar
células precursoras de la retina con capacidad para colonizar la
retina [30], aunque todavia no se ha conseguido la diferenciacién
de células ID6 hacia linajes de endodermo o mesodermo
empleando protocolos de diferenciacion de ESCs humanas.
Todavia no estd claro si la expresion continua de genes de
reprogramacion dificulta la diferenciacién dirigida hacia linajes
especificos, o si bien los protocolos o los reactivos utilizados
todaviano han sido optimizados para el cerdo.

iPSCsde oveja,cabrayvaca

Se han generado con éxito iPSCs a partir de células somaticas
de ovino [31-34], caprino [35] y bovino [36-38]. Todas las lineas
generadas pudieron diferenciarse a distintos tipos celulares
representativos de las tres hojas embrionarias. Una linea ovina
cumplio con el requisito final de pluripotencia, es decir, fue capaz
de generar quimeras detectandose mediante PCR dos de los
transgenes (Pou5f1 y ¢-Myc) en corderos nacidos después de la
transferencia de embriones [34]. Mientras que otra linea
contribuyé a la ICM después de ser inyectadas en embriones
tempranos [33].

Para lareprogramacion defibroblastos ovinos y caprinos se ha
empleado la combinacion estandar de genes de reprogramacion
humanos (POU5F1, SOX2, KLF4, c-MYC), salvo un grupo que utilizé
los genes murinos [34]. Considerando las publicaciones referentes
a reprogramacion de células sométicas en ratén, es evidente que
se pueden utilizar distintas combinaciones de genes con
eficiencias variables, aunque POU5F1 generalmente estd incluido
[29].

El éxito en la reprogramacion de células somaticas de especie
bovina se ha logrado mediante la inclusién de genes adicionales
en la mezcla de reprogramacion, p. ej. Lin28 y Nanog [36], o
mediante la adicion de s6lo NANOG [38].

También hay dos publicaciones que han subrayado la
importancia de emplear genes de la especie bovina en lugar de
genes heterdlogos, humanos o murinos, para mejorar la eficiencia
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de reprogramacion [36,37]. Y un grupo utilizé con éxito vectores
plasmidicos en vez de virales [37]. La consideracion de que para
lograr una reprogramacion eficiente de células en la especie
bovina podria ser necesario el uso de secuencias de la misma
especie esinteresante, pero también hay que considerarque enel
caso de las aves se ha conseguido una reprogramacion de células
somaticas empleando factores humanos [33], y en el caso de
células derana con factores deratén [39].

AplicacionesdelasiPSCs

Aunque se han generado con éxito lineas de iPSCs de
ungulados de granja, sus futuras aplicaciones en biotecnologia y
en biomedicina quedan aun por demostrar. La direccién futura
dependera en parte de la existencia de un compromiso de
financiacion por parte de organismos publicos de investigacion o
de empresas privadas del sector. Sin embargo, a corto plazo serd
esencial demostrar si las células iPSCs tienen ventajas frente a las
células somaticas en las tecnologias de transgénesis: si su
genoma es mas facilmente manipulable y si las iPSCs ofrecen una
clonabilidad superior a las células somaticas (fibroblastos). Una
segunda prioridad sera demostrar que puede inducirse una
diferenciacion in vitro de las iPSCs de una manera reproducible.
Este tipo de investigacion es probable que requiera saber mas
sobre el proceso de reprogramacion en si, los requerimientos
minimos necesarios para establecer la pluripotenciay silas células
conservan la memoria epigenética de sus progenitores. Lo mas
importante es que las lineas celulares no deberian expresar los
genes de reprogramacion utilizados para crearlas, ya que con
toda probabilidad su expresiéon puede interferir con la
diferenciacién. Por ultimo, no debemos asumir que los
procedimientos y medios empleados para mantener ESCs
humanas y murinas, especialmente los factores de crecimiento,
sean necesariamente los dptimos para la generacién de iPSCs de
otras especies.

Usos clinicos de células troncales en medicinareproductiva

En la actualidad, no existe ningin uso generalizado de
terapias basadas en células troncales en medicina reproductiva;
sin embargo, su utilidad potencial les hace ser objeto de intensas
investigaciones. En lineas generales, hay tres tipos de células
troncales en las que se centra la investigacion en medicina
reproductiva: ESCs, iPSCs y células troncales espermatogonicas
(SSCs). Desafortunadamente y a pesar del gran esfuerzo cientifico
que se esta llevando a cabo, no hay todavia ESCs o iPSCs
completamente caracterizadas derivadas de otras especies que
no sean primatesy raton [40]. Por este motivo, nos centraremos en
las SSCs que se utilizan en las técnicas de xenotrasplante testicular
ytrasplante de SSCs.
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Trasplante de células troncales espermatogonicas (SSCT)

El trasplante de SSCs (SSCT) se realizé por primera vez en
ratén en 1994 [41]. Hasta la fecha esta metodologia ha permitido
producir esperma de jabali [42], cabra [43], toro [44], mono
cynomolgus [45], gato [46], asicomo deratdn y rata [47].

El procedimiento de trasplante consiste en colocar
poblaciones enriquecidas en espermatogonias, o bien una
mezcla de células germinales que incluyen espermatogonias,
dentro de la luz de un tdbulo seminifero del animal receptor. En
modelos animales de gran tamario se realiza mediante inyeccién
atravésdelarete testis con laayuda de ultrasonidos.

El SSCT xenogénico, en el que el donante y el receptor son
especies heterdlogas, se ha realizado utilizando células
germinales a partir de varias especies donantes: rata [48], perro,
conejo [49], jabali, toro, caballo [50,51] y gato [46], siendo el ratén
el receptor habitual. Cuando el trasplante xenogénico se realiza
entre especies estrechamente relacionadas (como de rata a
raton), se ha conseguido producir esperma [48]. Sin embargo, es
evidente que a medida que se produce un distanciamiento
filogenético entre donante y receptor, disminuye el éxito del
procedimiento. En el caso de donante no roedor, las
espermatogonias colonizan el tibulo seminifero del ratén pero se
produce un fallo en la espermatogénesis [49,51]. Para superar
esta limitacién, puede emplearse como receptora la especie
domeéstica correspondiente a la misma familia taxonémica de la
especie salvaje. En este sentido, se han usado por ejemplo gatos
domésticos como receptores para SSCT xenogénica de felinos
salvajes [46]. De igual manera, los estudios realizados utilizando
como animal receptor el cerdo [42], la cabra [43], el toro [44] y
primates no humanos [45], sugieren que las especies
domesticadas pueden ser receptoras Utiles para células de
porcino en peligro de extincién, ungulados y primates,
respectivamente.

Para maximizar el uso potencial de una especie como
receptora para SSCT se deben realizar dos pasos. En primer lugar
es necesario que el receptor tenga sus células troncales
enddgenas de la linea germinal deplecionadas para que las
espermatogoniasintroducidas tengan un mayor acceso al nichoa
lo largo de la membrana basal. Esta deplecion se puede llevar a
cabo mediante irradiacion [52,53], quimioterapia [53,54] o
isquemia fria [55]. El tratamiento mediante radiacion es
particularmente util debido a que su aplicacion es local (y no
sistémica). Ademas, las células germinales son radiosensibles
[56,57], a diferencia de las células de Sertoli y de Leydig que son
radioresistentes [56,58]. Para |a preparacion del receptor de SSCT
se han empleado con éxito varios protocolos de radiacion [45,46].
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El segundo requisito para un eficiente SSCT es la preparacion
de una suspension de células germinales, incluyendo
espermatogonias viables de los testiculos de los donantes,
Habitualmente, los protocolos de digestion enzimatica utilizan un
método de dos pasos: primero se separan los tubulos seminiferos
de las células intersticiales con colagenasa y a continuacion, se
individualizan las células con tripsina [59]. Este método se puede
modificar en funcién de las diferencias especie-especificas en
relacion a la cantidad de tejido conectivo [49]. Para maximizar el
numero y el rendimiento relativo del esperma derivado del
donante, la poblacién mixta de células germinales obtenida
mediante la digestiéon enzimatica deberia enriquecerse en la
poblacién de SSCs para ser trasplantadas [60]. Existe un reto
técnico a la hora de utilizar nuevas especies como donantes y es
que el enriquecimiento depende normalmente del
reconocimiento por parte del anticuerpo de los marcadores
especificos de células troncales.

Unavezque se harealizado el SSCT y antes de poder evaluarel
éxito del trasplante, el receptor necesita un periodo adecuado de
recuperacion que permita multiples ciclos espermatogénicos. La
evaluacion de la eficacia del trasplante también requiere de la
cuantificacion de los porcentajes relativos de espermatozoides
producidos por el donante frente a los producidos por el receptor
que pueden haber sobrevivido a la deplecidn. Esto también
puede ser un reto porque los espermatozoides de especies
relacionadas pueden ser morfoldgicamente indistinguibles. En
estos casos, para confirmar el origen genético del gameto
paterno, puede ser necesaria una PCR basada en el analisis de
microsatélites de blastémeros individuales tomados de
embriones producidosin vitro.

Aungue el SSCT esta cargado de estos retos técnicos no
triviales, el beneficio de la generacién de una poblacién auto-
renovable de esperma viable resulta altamente atractivo.
Ademas, la aplicacion de esta metodologia a especies raras es
posible en un futuro cercano, especialmente en el caso de
roedores en peligro de extincidn, posiblemente compatibles con
el ratén o la rata de laboratorio. Por ejemplo, para producir
esperma viable de chinchilla de cola corta de América del Sur
(Chinchilla brevicaudata) o de raton de agua etiope (Nilopegamys
plumbeus) se puede utilizar el SSCT en ratén o rata de laboratorio.
Del mismo modo, también podrian beneficiarse algunas especies
de peces, sobre todo porque la criopreservacion de
espermatozoides asi como la congelacién-descongelacion de
embriones es con frecuencia subdptima [61]. En salménidos se
llevé a cabo con éxito el trasplante de células germinales
mediante la inyeccion de células germinales primordiales aisladas
de trucha arco iris, en la cavidad peritoneal de los recién nacidos
embriones de salmén [62,63].
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Xenotrasplante testicular

El xenotrasplante testicular implica el injerto de pequenas
piezas (1-2 mm’) de parénquima testicular de una especie, bajo la
piel o la capsula testicular de un ratén inmunodeficiente
orquiectomizado. El tejido testicular puede proceder de una
biopsia, puede tratarse de un testiculo castrado o bien obtenerse
a partir de un animal recientemente fallecido. A diferencia de la
espermatogénesis in vitro, esta técnica tiene la ventaja de
mantener la compleja arquitectura de los testiculos. Las células
intersticiales de Leydig pueden producir testosterona y todas las
uniones intercelulares entre las células germinales asi como las
uniones entre las células germinales y las células de Sertoli se
mantienen intactas.

Debido a que el ratén hospedador es inmunodeficiente, los
Xenoinjertos no son rechazados y se vuelven compatibles con el
hospedador. Los xenotrasplantes se desarrollan y después de un
periodo de tiempo especifico de la especie, se producen los
espermatozoides que pueden ser recuperados mediante la
extirpacion quirdrgica del xenoinjerto total o parcialmente [64]. El
xenoinjerto testicular se ha llevado a cabo con éxito en ratones
inmunodeficientes desnudos o en ratones con inmuno-
deficiencia combinada severa (SCID) utilizando principalmente
tejido testicular neonatal o juvenil temprano de ratén [64], de
cerdo [42], de cabra [43], de hamster Djungarian, de titi [45], de
toro [65], de conejo [66] y de gato [67]. Hasta |a fecha, este tipo de
xenoinjerto sélo ha tenido éxito utilizando tejido testicular de
individuos inmaduros o de adultos reproductores estacionales
(héamster Djungarian) que habfan sido sometidos a un
fotoperiodo de no cria para inducir la maxima regresion de la
espermatogénesis [45].

Curiosamente, los xenoinjertos de tejido testicular
prepuberal de mono Rhesus en receptores de ratén, aceleraron la
maduracion testicular y la produccién de esperma competente
mas rapidamente que si el tejido testicular hubiera crecido
normalmente en el donante [68]. Estas observaciones son
prometedoras para que esta técnica sea util en especies que
requieren varios anos para alcanzar la madurez sexual, como los
elefantes. Sin una aceleracién de la espermatogénesis, esta
técnica no seria Gtil para cualquier especie en la que el tiempo
transcurrido desde la donacion hasta la fecha prevista de la
pubertad fuese mas largo que la vida util de un ratén
inmunodeficiente (aproximadamente 1.5 anos). En cuanto a los
usos potenciales en conservacion, estos hallazgos sugieren que
los xenoinjertos testiculares pueden ser capaces de producir
espermatozoides maduros en los ratones receptores antes de lo
normal.
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A la inversa [67], demostraron que la finalizaciéon de la
espermatogénesis en el tejido testicular xenoinjertado felino se
retrasa hasta aproximadamente 50 semanas después de la
cirugia, siendo el inicio comun de la espermatogénesis en machos
normales a las 20-28 semanas. Se ha confirmado un retraso de la
espermatogénesis en xenoinjertos de testiculo tanto en el gato
doméstico como en el perro [46]. Sin embargo, en estas especies
se produce esperma viable en los xenoinjertos. En conjunto, estas
observaciones sugieren que el ratén inmunodeficiente puede ser
un receptor capaz de soportar la espermatogénesis de especies
muy diversas. Sin embargo, las diferencias entre el ratén
hospedador y el tejido donante de distintas especies influirdn en
la cinética de la espermatogénesis y posiblemente, en el
rendimiento en cuanto a la produccion de esperma. Una linea
importante de investigacion consistiria en el estudio de la
manipulacion del nicho en el receptor para estimular la
espermatogénesis del xenoinjerto.

Aunque técnicamente el xenoinjerto testicular es mas facil
que el SSCT, también tiene algunas limitaciones importantes. En
primer lugar, no puede haber maduracién del epididimo con esta
técnica, por lo que el uso de esperma derivado de xenoinjertos
para la cria debe ser a través de ICS|, técnica que nuevamente no
esta desarrollada en todas las especies, ya se trate de domésticas o
salvajes. En segundo lugar, el hecho de que los xenoinjertos
realizados procedan de tejido testicular neonatal o juvenil puede
limitar la utilidad de la técnica en el manejo en cautividad, donde
se dispone mas facilmente de testiculos adultos. Por lo tanto, otra
de las prioridades en investigacién, para dar mayor relevancia a
esta técnica en conservacion, es el estudio de la viabilidad del
xenoinjerto testicular de tejido adulto. Por ultimo, el
mantenimiento de una colonia de ratones inmunodeficientes es
costoso y requiere cirugias en condiciones libres de patégenos.
Por lo tanto, la mayoria de los zoolégicos interesados en esta
técnica probablemente tendran que respaldarse de una
universidad u otro centro de investigacion.
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El coste de la inmortalidad:

Alteraciones

geneéticas
de las ESCs

e IPSCs

y epigenéticas

P. Ramos-Ibeas, E. Pericuesta, A. Patricia Lopez-Cardona, R. Laguna-Barraza, N. Fonseca-Balvis,

R. Ferndndez Gonzdlez, A. Gutiérrez-Addn
Departamento de Reproduccién Animal, INIA

Introduccion

Las células madre embrionarias (ESCs) y las células
pluripotentes inducidas (iPSCs) constituyen hoy en dia una
importante herramienta para la medicina regenerativa y la
creacion de animales transgénicos. Desde que las ESCs fueron
aisladas por primera vez en el ratén hace mas de 30 anos [1], se ha
producido un enorme desarrollo de las técnicas para su
aislamiento, crecimiento, manipulacién genética y diferenciacién
hacia multitud de linajes celulares. Sin embargo, todos estos
procedimientos conllevan un cultivo in vitro prolongado, lo que
ha llevado a los cientificos a preocuparse por la estabilidad de
estas lineas celulares y a estudiar sus posibles alteraciones
genéticas y epigenéticas. Estos estudios han revelado que ciertas
alteraciones pueden proceder del cultivo in vitro de los embriones
utilizados para obtener las lineas de ESCs, producirse durante la
reprogramacion de las células sométicas en el caso de las iPSCs, o
bien aparecer durante el mantenimiento en cultivo, Ademas,
dichas alteraciones estan asociadas al desarrollo de varias
enfermedades o sindromes, y pueden llevar a la transformacién
oncogénica de las células, lo que compromete la sequridad de las
terapias de medicinaregenerativa con células pluripotentes.

Las modificaciones epigenéticas

Las modificaciones epigenéticas son aquellos cambios que
puede sufrir la cromatina que modifican la expresion génica sin
que se vea afectada la secuencia de nucledtidos. Esto se consigue
principalmente mediante dos mecanismos: la metilacién del
ADN, que consiste en la adiciéon de un grupo metilo en el carbono
5 de las citosinas en ciertas regiones de genoma conocidas como
islas CpG, y las modificaciones en las histonas, que comprenden la
metilacién, acetilacién o fosforilacién de la region N-terminal de
dichas proteinas. En la mayoria de los casos, la hipermetilacién del
ADN en la regiéon promotora de un gen silencia su expresion,
mientras que la hipometilacion la activa. Las principales enzimas
responsables de la regulacién de la metilacion del ADN son las
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ADN metil-transferasas (Dnmt), siendo Dnmt1 la responsable del
mantenimiento de la metilacion, y Dnmt3a y Dnmt3b las
encargadas de la metilacion de novo. Algunos de los mecanismos
mas importantes regulados epigenéticamente son la
inactivacion del cromosoma Xy elimprinting.

El imprinting permite que determinados genes se expresen
solo a partir de uno de los alelos: el materno o el paterno,
mediante la metilacion del ADN en las regiones diferencialmente
metiladas (DMR) del genoma. Durante el desarrollo fetal tiene
lugar una reprogramacién epigenética que permite borrar estas
marcas de metilacion en las células primordiales germinales, que
seran reestablecidas posteriormente durante la gametogénesis
para que se transmitan a la siguiente generacién de manera
especifica en funcién del sexo [2].

La inactivacion del cromosoma X es otro mecanismo
regulado epigenéticamente por el que uno de los dos
cromosomas X se inactiva en las hembras durante la
embriogénesis para que los genes que se encuentran en este
cromosoma se expresen de igual manera en ambos sexos [3].

Las alteraciones en la inactivacion del cromosoma X y en el
imprinting producen patologias como el desarrollo de tumores [4-
6] y sindromes relacionados con el crecimiento y el
comportamiento[7,8].

Inestabilidad epigenéticaen ESCs eiPSCs

Inestabilidad epigenética procedente del embrién o de la célula
deorigen

La obtencién de lineas de ESCs implica la manipulacion y el
cultivo in vitro de blastocistos. Estos embriones se encuentran en
un estadio de desarrollo epigenéticamente dindmico y muy
sensible a los cambios ambientales, y al ser manipulados y
sometidos a condiciones de cultivo no fisiologicas, pueden
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producirse alteraciones epigenéticas que persistan durante la
edad adulta y se traduzcan en problemas de salud como
obesidad, infertilidad o alteraciones del comportamiento y del
crecimiento [9,10]. Esto es especialmente preocupante en
humanos, ya que debido a la legislacién vigente y a cuestiones
éticas, todas las lineas de ESCs se generan a partir de embriones
producidos in vitro en las clinicas de infertilidad y donados al no
serapropiados para ser transferidos.

Se ha demostrado que el cultivo in vitro de los embriones
puede producir alteraciones en el imprinting, resultando en la
expresion bialélica de algunos genes como H19, Igf2 e Igf2r [11-
13]. Estas alteraciones se transmiten a las lineas de ESCs, y en
algunos casos el cultivo continuado puede hacer que se corrijan
[14]; sin embargo, otros estudios indican que se mantienen tras la
diferenciacion y dan lugar a patrones de expresion génica
aberrantes [15]. Muchos de los genes de imprinting se encargan
de regular el crecimiento y la proliferacion celular, por lo que su
alteracion podriadarlugaralaaparicion de tumores [16].

Durante la reprogramacion de células somaticas hacia iPSCs,
la cromatina debe ser reorganizada para adoptar un estado
similar al de las ESCs, y los genes relacionados con pluripotencia
necesitan serreactivados mediante la desmetilacion del ADN [17].
Sin embargo, algunos estudios han sugerido que las iPSCs
retienen una memoria epigenética de la célula de la que
proceden, ya que mantienen la expresion de algunos transcritos
de la célula original. Esto se ha asociado con cierta variabilidad
entre lineas en cuanto a su capacidad de diferenciacion [18,19].
También se ha observado que los patrones de metilacion de las
DMRs en iPSCs son diferentes a los de las ESCs, y que a su vez es
muy variable entre diferentes lineas de iPSCs [18]. Ademas,
algunas lineas de iPSCs muestran un silenciamiento aberrante del
locus DIk1-Dio3, que codifica genes de imprinting, y esto esta
relacionado con una menor capacidad de contribucion a la
formacién de animales quiméricos cuando son transferidas a
embriones hospedadores [20]. Cuando los andlisis epigenéticos
se extienden a las modificaciones de histonas, las diferencias
entre lineas de iPSC generadas a partir de diferentes tipos
celulares son mas obvias. Sin embargo, estas diferencias se borran
a lo largo de repetidos pases durante el cultivo a largo plazo,
aunque el silenciamiento del cluster DI/k1-Dio3 no se ve
modificado por el nimero de pases, lo que sugiere que no todas
las modificaciones epigenéticas pueden ser restauradas [19] (ver
Figura1).

45

ANIMALES DE 1 ABORATORIO
Primavera 2014. Nimero 61

M‘M&”

aprcsanes &6 upaines

ALTERACIONES

Figura 1.- Alteraciones genéticas y epigenéticas de las ESCs e iPSCs.
Diversos factores pueden desencadenar la aparicion de alteraciones en
diferentes momentos del proceso de obtencién de lineas de ESCs y de
iPSCs.

Inestabilidad epigenética derivada del mantenimiento en cultivo
delasESCseiPSCs

Una vez establecidas, las lineas de ESCs pueden ser
mantenidas en cultivo durante periodos indefinidos; no obstante,
esto hace que pierdan su pluripotencia [21] debido a la aparicién
de alteraciones epigenéticas como modificaciones en la
metilacion de los genes de imprinting [14,22,23]. En ESCs
humanas se ha descrito que el cultivo prolongado afecta a la
metilacidn de la region promotora de genes oncosupresores [24].
Otros estudios indican que el ADN retroviral que se introduce en
las ESCs y que es previamente silenciado, puede volver a ser
reactivado por una pérdida de metilacién en funcién a las
condiciones de cultivo [25,26] (verFigura 1).

Estos cambios son impredecibles y variables entre lineas
celulares, y una vez establecidos, pueden ser permanentes y ser
transmitidos a las células diferenciadas [27] o a los animales
quiméricos producidos a partir de ellas. En concreto, en nuestro
laboratorio pudimos observar que una linea de ESCs en pases
tardios perdid la capacidad de transmitir a linaje germinal y
comenzd a producir un fenotipo de cola torcida en los animales
quiméricos producidos a partir de ella, debido a una alteracion en
los patrones de metilacion y en la expresion de ciertos
retrotransposones (28] (ver Figura 2).
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Figura 2.- Fenotipo de cola torcida observado en ratones quiméricos
producidos a partirde unalinea de ESCs de pase tardio.

Sin embargo, hasta ahora no se han descrito cuales serian las
condiciones de cultivo éptimas para favorecer la estabilidad
epigenética.

En el epiblasto temprano del blastocisto ambos cromosomas
X se encuentran aun activos en las hembras, por lo que cabria
esperar la misma situacion paralas células ES obtenidas a partir de
estos embriones. Sin embargo, se ha encontrado gran
variabilidad entre lineas celulares, sobre todo en las ESCs
humanas [29]. Las condiciones de cultivo pueden afectar a la
inactivacion del cromosoma X, ya que cambios en la
concentracion de oxigeno pueden promover su inactivacién [30],
asi como otros estimulos estresantes como la congelacién y la
descongelacién [27]. Por otra parte, algunas lineas XX muestran
una pérdida global de metilacion del ADN, posiblemente
asociada con el hecho de que sus dos cromosomas X se
encuentran activos. Todo esto hace que las lineas XX sean mas

inestables en cultivo que las XY, por lo que en investigacion las
lineas XY suelen ser mas utilizadas [31,32] (ver Figura 1).

Inestabilidad genéticaenESCseiPSCs

Como en el caso de |as alteraciones epigenéticas, el origen de
las ESCs o de las iPSCs puede ser el causante de las alteraciones
cromosdmicas presentes en pases tempranos. Se han observado
diploidias en un cassette de 42 genes en 15 lineas de ESCs de
mono Rhesus, ademas de traslocaciones en tres de las lineas. El
hecho de que estas anormalidades se encontrasen en pases
tempranos, sugiere que posiblemente provengan de los
embriones de origen [33] o de las células germinales que
participaron en laformacion del cigoto [34].

Igualmente, se ha observado que un cultivo prolongado de
las ESCs puede traer como consecuencia alteraciones genéticas
de las mismas. Asi se han descrito con una elevada frecuencia
anormalidades en el cariotipo de ESCs humanas mantenidas
largos periodos de tiempo en cultivo, principalmente gananciaen
los cromosomas 12 y 17, y con menos frecuencia en el X. Estas
observaciones se extienden a otros tipos celulares como las
célulastumorales delalinea germinal o las iPSCs humanas, siendo
la trisomia del cromosoma 12 la anormalidad mas observada
(42.6% en hESCs y el 32.9% en hiPSCs). Mediante una iniciativa a
nivel mundial de estudio de cariotipos en células ES humanas se
observé que la mayoria de anormalidades cromosémicas
presentaban una distribucién de mosaico, y se confirmé que las
principales anormalidades se daban en los cromosomas 1,12, 17
y20[27).

Al emplear técnicas mas resolutivas como la comparacién
multiple de arrays gendmicos de hibridacién en ESCs e iPSCs
humanas, se observaron algunas variaciones en el numero de
copias de diferentes lineas celulares, siendo la amplificacion del
locus 20q11.21 la mas frecuente [35,36]. También se han
observado otras variaciones asociadas a genes de pluripotencia
como duplicaciones en el locus del pseudogen 1 NANOG
(NANOGGPT) [37], la amplificacién del factor de transcripcion
asociado a SRY (SOX2), la transformacion del factor de
crecimiento B (TGFB), los factores 1 y 2 de determinacion de
sefalizacion de izquierda-derecha (LEFTYT y LEFTY2) y la
amplificacién del oncogen humano MYC [24] [38], siendo este
ultimo, junto con SOX2, dos factores de reprogramacion
utilizados comunmente en la generacion de iPSCs.

A pesar de que actualmente no se conoce la causa exacta de
estas alteraciones cromosomicas, existen estudios que han
analizado la integridad gendmica a distintos pases y sometiendo
a las células a distintas condiciones y técnicas de cultivo. Asi la
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disgregacién enzimatica mediante tripsina en ESCs humanas
genera aneuploidias en los cromosomas 12y 17 y a veces copias
extra de los cromosomas 14, 20 y X, frente a la disgregacion
mecanica que no genera ninguna; mientras que otros estudios
reportan aberraciones genéticas tras la disgregacién mecanica
[39,40], pero notras la enzimatica [41]. Otros autores sugieren que
las alteraciones pueden ser consecuencia de los procesos de
congelaciony descongelacion de las células [4] (ver Figura 1).

El coste de la inmortalidad: consecuencias de estas altera-
ciones

Las lineas de células pluripotentes con alteraciones genéticas
y epigenéticas muestran bastante similitud con las células
cancerosas, y estas alteraciones frecuentemente afectan a las
mismas regiones del genoma en ambos tipos celulares [42]. Se ha
descrito que las lineas de ESCs con anormalidades cariotipicas
pueden sufrir una transformacién maligna tras ser trasplantadas
en ratones [43-46]. Ademas, la trisomia del cromosoma 12, la
alteracion genética mas comun de las células pluripotentes, es
utilizada también como diagndstico de tumores de células
germinales [43] y es una de las alteraciones mas comunes en la
leucemia linfocitica cronica [47]. Por otra parte, laamplificacion de
MYC que tiene lugar en ESCs es también comun en procesos
cancerosos [24,38]. Las alteraciones epigenéticas como la
inestabilidad en el imprinting, en la XCly en la metilacion del ADN,
en especial en regiones del genoma donde se encuentran genes
oncosupresores, también pueden llevar a la aparicién de tumores
en el caso de utilizar estas lineas celulares para posteriores
aplicaciones [4]. Por ejemplo, se ha descrito |la aparicién de cancer
diseminado por todo el organismo en ratones quiméricos
producidos a partir de ESCs con una pérdida global de metilacidon
en genes de imprinting [48). En varias especies animales, las
alteraciones epigenéticas que afectan a genes de imprinting
pueden dar lugar a sobrecrecimiento fetal [12], y en humanos a
enfermedades como el sindrome de Angelman [49] o el de
Beckwith-Wiedemann [50]. Ademas, el estado de hipometilacidn
general en el genoma esta asociado con esquizofrenia [S1] y con
el sindrome ICF (inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica,
anomalias faciales) [52],ademas de con la aparicién de tumores.

Por dltimo, las alteraciones producidas en las lineas de ESCs
derivadas de un cultivo in vitro prolongado pueden producir
anomalias y muerte postnatal en los animales quiméricos
producidosapartirdeellas[21].

Un aspecto interesante de estas alteraciones es que los
cromosomas que se ven mas afectados durante el cultivo de ESCs
0iPSCs, contienen genes relacionados con la autorrenovaciony la
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diferenciacion celular (NANOG, STELLAR, GDF3, GRB2 y STAT3),
favoreciendo el potencial celular en cultivo en el caso de las lineas
de ESCs donde existen copias extra de estos cromosomas [53,54].
La amplificacion del locus 20g11.21 podria suponer también una
adaptacion al cultivo de las células pluripotentes [55], ademas de
la ganancia en el cromosoma 17, que contiene numerosos genes
inhibidores de apoptosis [56]. Sin embargo, existen pocos
estudios que hayan descrito estos fenémenos, y la variabilidad en
los métodos de cultivo utilizados dificulta la comparacion de sus
resultados [57].

Conclusion

Multiples estudios han demostrado que las ESCs e iPSCs
pueden tener alteraciones genéticas y epigenéticas que pueden
proceder de su origen embrionario o celular, estar relacionadas
con el sexo o bien producirse por las condiciones de cultivo o por
un cultivo in vitro prolongado. Por ello, antes de la utilizacion de
estas lineas celulares para la produccién de animales quiméricos o
para aplicaciones terapéuticas, deberian llevarse a cabo estudios
genéticos y epigenéticos centrados en genes de imprinting o
relacionados con el crecimiento, el cancer y la inactivacién del
cromosoma X. En los Gltimos anos se han desarrollado técnicas
rapidas y eficaces de secuenciacion del genoma, ademds de
ensayos in vitro como la formacién de teratomas, que podrian ser
adoptadas para este fin. Por ultimo, seria de vital importancia
desarrollar métodos de cultivo que aseguren la estabilidad
genética y epigenética a largo plazo de las lineas celulares, o
establecer un limite en el nUmero de pases para su utilizacion.
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Emociones, trabajo y resultados

Javier Fidalgo
Socio-director en Ocelata consultores

Laaceptacion delas emociones en el mundo empresarial

Durante lamayor parte de la primera mitad del siglo XX, el uso
de las emociones como un recurso practico para trabajar se
concentraba en la practica del psicoanalisis. Los psicoanalistas y
psicoterapeutas usan las emociones propias y del paciente como
fuente de informacion en su objetivo de ayudarle a mejorar.

Aungue a mediados de los anos 50 del pasado siglo, la
Tavistock, una institucion inglesa, ya usaba las emociones como
recurso para ayudar a organizaciones, directivos y equipos, a
mejorar en su practica laboral, lo cierto es que esta aproximacion
emocional alas organizaciones y el trabajo era unarareza.

En cuanto a la investigacion moderna sobre la relacion entre
emociones y trabajo, parece ser que se inicié en 1983 con la
publicacién del libro de Hochschild, The Managed Heart'.

Aun en la década de los 90 del siglo XX, las emociones y su
influencia en nuestro comportamiento seguian ocultas a la
opinién publica y la gestion empresarial. Se consideraba, aun se
hace en muchos lugares, que las emociones eran un estorbo para
el mejor ejercicio de una gestidn inteligente y exitosa. Pero a
mediados de los 90, se publicaron dos libros que contribuyeron a
cambiar esta situacion.

Desde la neurologia, el celebérrimo Antonio Damasio,
publicd El Error de Descartes. Sirvié para divulgar los resultados de
sus investigaciones, entre ellos la idea de que las emociones lejos
de oponerse a nuestra inteligencia nos hacen racionales. Su papel
es fundamental para comportarnos de forma inteligente. Mucho
mas impacto social tuvo el libro de Daniel Goleman, Inteligencia
Emocional. Se convirtié en un bestseller mundial hablando de la
influencia de las emociones en nhuestro comportamiento e
inteligencia. De pronto las emociones eran algo a tener muy en
cuenta en nuestra felicidad. Resulté que los test de inteligenciano
eran la Ultima palabra al respecto de las posibilidades de éxito
profesional. Las emociones eran mucho mas importantes de lo
que habiamos pensado.
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Hoy parece aceptado que las emociones son fundamentales
en nuestra inteligencia practica, y que su consciencia y manejo
nos hacen aln mas inteligentes (si alguien quiere saber cémo de
inteligente es aquel que logra “desprenderse” de las emociones,
puede leer los tres primeros capitulos del libro de Damasio’).
Desde entonces, se ha generado una creciente produccion
investigadora. Y lo que, desde el punto de vista de la gestion
empresarial, es mas interesante, ya se habla de emociones en las
revistas Fortune y Time, hay cientos de articulos en la Harvard
Business Review, y se han incluido, como dimensién para liderar,
enlos MBA de prestigiosas universidades y escuelas de negocios.

Desde esa perspectiva empresarial, las emociones y su
manejo han pasado de no existir por indeseables, a considerarse
un factor fundamental de éxito en este contexto globalizado
competitivo moderno. Ya ha comenzado a considerarse la
competencia emocional como algo esencial del directivo si
quiere ejercer un liderazgo exitoso (la competencia emocional se
refiere a la capacidad de ser consciente de las propias emociones
y las del equipo, comprenderlas y manejarlas en aras de crear un
entorno emocional suficientemente bueno que facilite el trabajo
encomendado).

Parece increible que se haya tardado tanto tiempo en
reconocer su importancia en la calidad del trabajo y bienestar
laboral, muy relacionados, cuando como dice David Armstrong
bajo el epigrafe“declarando lo obvio”.

Toda organizacién es un espacio emocional. Porque esuna
invencién humana, que sirve a propésitos humanos y que
depende de seres humanos para funcionar. Y los seres
humanos son seres emocionales, sujetos a sentir sorpresa,
miedo, angustia, felicidad, alegria, tristeza...

Se esta produciendo un cambio conceptual fundamental en
el significado que se le ha dado a las emociones en las
organizaciones: desde entenderlas como fuente de perturbacion
en su funcionamiento, a entender la experiencia emocional como
una valiosa fuente de informacion acerca de las organizaciones,
las relaciones entre quienes trabajan en ellas y la calidad de lo
generado.
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Influencia de las emociones en el trabajo

Los investigadores siguen acumulando evidencias acerca de
la influencia de las emociones en nuestro comportamiento
individual y del grupo al que pertenecemos o dirigimos. No
importaloracional que sealatarea.

Como ejemplo, he aqui algunas de las formas de influir en el
trabajo:

El éxito de una misién de un avién de combate no sdélo
depende del trabajo del piloto. También del buen hacer y
coordinacién de un equipo de personas que llevan a cabo
otras tareas, por ejemplo el mantenimiento del avién. Todos
trabajan para que avion y piloto logren los objetivos
encomendados. El lider de esos equipos juega un papel
esencial en su rendimiento. Elisabeth Koman® descubrié que
en equipos de la Marina Norteamericana habia relacién entre
las competencias emocionales del lidery el nimero de averias
de los aviones, el éxito de las misiones y el nimero de
accidentes.

Peter Jordan® comprobé cémo, en términos de rendimiento
grupal, un equipo no entrenado formado por personas con
alta competencia emocional era tan eficaz como otro
entrenado pero cuyos miembros tuvieran una baja
competenciaemocional.

Jane Yan® encontré evidencias de que las personas y grupos
con habilidades en manejo emocional tenfan més capacidad
para manejar con provecho los inevitables conflictos
laborales asociados alatareay entre personas.

Ciertos investigadores sugieren que a menudo la alta
direccion no dispone de una buena informacion para tomar la
mejor decision.Y una de las principales razones resulta ser que los
subordinados tienen miedo a decir la verdad. Incluso cuando el
directivo no actta de forma despiadada con su equipo, puede
enviar inconscientemente sefales sutiles que dejan claro que las
malas noticias no son bienrecibidas.

Otro modo de influencia es en las relaciones con clientes. En
este caso la idea las emociones venden, ha sido usada inconscien-
temente a lo largo de la historia. Ahora su uso puede formar parte
de una estrategia consciente: la Disney esta construyendo su
campana de promocién de la nueva pelicula de La Guerra de las
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Galaxiasentornoala“nostalgia”.
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Las emociones generan actitudes hacia el trabajo y la
empresa donde lo ejercemos: nuestra satisfaccion laboral,
nuestro compromiso para con el trabajo y lealtad hacia la
empresa. También provocan comportamientos inmediatos
concretos: si Ana decide ayudar al recién incorporado Julian a que
comprenda y se acomode a su nuevo puesto preocupandose por
él o si, en cambio, se limita a informarle friamente de lo basicoy lo
abandona para que él mismo vaya descubriendo las necesidades
y matices de la organizacion, la opcién decidida por Ana, estara
mediada emocionalmente. Lo mismo que si Roberto decide
alargar, aunque no esté obligado contractualmente, el martes su
jornada laboral paraacabaruninforme.

En roles de direccidn, las ultimas tendencias en gestion de
personas, abogan por tener muy presente la dimension
emocional de la organizacién y a aprender a considerar y
gestionar las emaociones porque influyen directamente en los
resultados empresariales.

Autocontrol emocional: delarepresionala gestion sosegada

Dirigiendo personas debes mostrarte emocionalmente sereno
en todo momento. A pesar de todo lo dicho, todavia esta
extendida la idea de que la forma de lograr este requisito era
reprimir sus emociones negativas y potenciar las positivas.

Mucho de lo escrito al respecto de las emociones en
contextos de trabajo, maneja estos dos conceptos: “emociones
positivas”y“negativas”. A mijuicio, es conveniente que los lectores
queden advertidos de dos peligros potenciales de esta

conceptualizacion.

1.- Da a entender que existen unas emociones buenas y otras
malasperse.

Esta idea lleva, casi de forma natural, a considerar que las
malas, como todo lo malo, deben ser “eliminadas” La accién
oportuna entonces, cuando alguien detecta en si mismo ese tipo
de emociones, es reprimirlas. Todo lo cual subraya la creencia de
que para que, por ejemplo, un directivo cumpla con la necesidad
de mostrarse emocionalmente sereno, debe reprimir sus emo-
ciones negativas.

En seguida veremos por qué reprimir las emociones (sean
positivas o negativas) es contraproducente.

2.- Simplifica en exceso lo que, en realidad, es algo mas
complejo,y puede hacernos perder objetividad.
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La dimension emocional es compleja. El “amor’, jes una
emocion positiva? Pero un amor exagerado puede resultar
irracional como ilustra la obra de teatro Otelo de W. Shakespeare.
{Es la “ira” negativa? Pero en ciertas situaciones quizas sea el
disparadornecesario de un cambio para mejorar.

Por todo lo anterior, me parece mas adecuado considerar la
idea de estados emocionales que favorecen el trabajo y el bienestar
y otros que lo dificultan. En este sentido podemos hablar de
estados emocionales positivos y negativos no per se sino segun
sus consecuenciasen mitrabajoy bienestar.

Pero mas alld de los conceptos, reprimir los estados
emocionales negativos resulta contraproducente. ;Por qué?

- Primero, porque no por reprimirlos dejan de ser percibidos e
influiren nuestro entorno.

- Segundo, porque no por reprimirlos dejan de influir sobre
nuestro comportamiento mas inteligente (del individuo y del
grupo)y menoscabar el bienestar.

Se ha comprobado que las emociones se transmiten. De forma
sutil, inconsciente, y muy rapida. Asi, si mi estado emocional es
negativo (por ejemplo, tengo una fuerte angustia generada por
una preocupacion concreta) por mucho que me esfuerce
conscientemente en mostrar lo contrario (por ejemplo, entrando
por la manana en la oficina sonriendo y saludando con énfasis a
todo el mundo), mi verdadero estado emocional subyacente bajo
serd lo que mis companeros o equipo capte. De manera que ese
comportamiento falsamente positivo, lejos de ocultarse,
transmitird incoherencia, confusiény sospecha.

También se ha comprobado que las emociones se contagian.
Como los bostezos. De manera que aungue lo reprima no sélo
transmitiré mi estado emocional sino que lo contagiaré,
contribuyendo a generar un ambiente emocional que nofacilite la
mejor expresion de miinteligencia practicayla de miequipo.

Pero hay algo masimportante todavia.

La represion hara que mi estado emocional negativo influya
con mas firmeza en el ejercicio de mi inteligencia practica. Por
ejemplo, mermara mi objetividad para decidir si promocionar a
este o aquel colaborador, o empobrecerd la calidad de mi analisis
para suponer las causas de este problema y por tanto la solucién
decidida correra el riesgo de ser mediocre, o reducira micapacidad
detratar profesionalmente a este cliente.
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Si ejerzo tareas directivas, en lo que se refiere a mi equipo, la
inexistencia de oportunidades para expresar sus estados
emocionales compartidos puede permitir que los negativos
sigan operando. Es decir, como antes, mermando su inteligencia
practica y bienestar, desmejorando los resultados de los que son
potencialmente capaces.

La propuesta es, por tanto, cambiar REPRIMIR por hacer
CONSCIENTE para GESTIONAR y usar las emociones como un
recurso.

Emociones como informacién para dirigir (se)

La sugerencia es pasar de considerar las emociones como un
estorbo para el trabajo a usarlas como informacién valiosa para
dirigirequiposy dirigirme en el ejercicio de mirol.

Del mismo modo que el dolor fisico no es malo per se y lo
usamos para ser advertidos de un posible problema que requiere
nuestra atencién. Asi podemos utilizar las emociones.

Proporcionaninformacién sobre:

- El propio estado emocional.

- Si se dirigen equipos, el estado emocional de cada miembro
delequipo.

- El estado emocional del equipo en su conjunto y posibles
origenes. Por ejemplo, desde fuentes externas a la empresa
como una noticia econémica generadora de inquietud. O
quizés una fuente interna como podria ser la llegada de una
nueva persona al equipo o la salida de un miembro relevante
del mismo. Ambas situaciones son potencialmente
generadoras de perturbacion emocional en el grupo.

{Cémo escuchar esainformacion?

Uno de los recursos para hacerlo es evaluar, cada cierto
tiempo, el propio estado emocional. Asi ganaremos consciencia
del mismo. Deberemos incorporar esta practica a la jornada
laboral normal, segiin nos convenga: por ejemplo, durante 5
minutos, sentado en tu mesa, antes de comenzar la jornada, a las
8:30. Y practicar. Sugiero planificar un programa de
entrenamiento de 30 dias para a continuacién evaluar los
resultados.

{Cual es el beneficio de esto?

Después de todo lo expuesto es facil deducir los beneficios.
En primer lugar, sélo con esa practica regular, la autoevaluacion
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emocional conseguird cumplir con més facilidad el requisito de
mostrarnos emocionalmente sosegados.

Pero ademads, en nuestros equipos y en nosotros mismos,
dirijjamos o no, conseguiremos:

- Mantener a tono nuestra inteligencia practica (al reducir la
influencia de los estados negativos sobre ella).

- Contribuir a generar un entorno que facilite la cooperacién
y el trabajo en equipo.

- Reducir nuestro sobresfuerzo psiquico y el de nuestros
colaboradores.

Asi, atendiendo regularmente a las emociones en tanto que
informacion, podremos manejar nuestro estado emocional y el

de nuestro equipo, moduldndolos en beneficio del trabajo o =
asignadoy del bienestar del grupo. TU TAMBIEN
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En Espana, la incidencia de sepsis grave y de shock séptico es de 104 y de 31 casos por
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de urgencias estan relacionadas con procesos infecciosos.

Los modelos murinos de infecciones (pulmonares, cardiacas, urinarias...) estan contribuyendo de manera determinante a
mejorar el conocimiento de la fisiopatologia de la sepsis, y la relacion del huésped con el agente patdgeno. Estos
"companeros” estan facilitando la disposicion de paneles de biomarcadores especificos de sepsis, que combinados entre
ellos, logren mejorar el manejo del enfermo con infeccién grave y su esperanza de vida.
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Libros y paginas web

El portal de
la Sanidad Animal

Daniel Baizdn Vicent

Una herramienta pionera en el ambito de la sanidad animal en
Esparia, www.vetinnova.es, que contribuye a potenciar la
visibilidad del conocimiento cientifico y tecnoldgico en este
campo.

Para este numero os voy a presentar un fantastico portal web
al que llegué por casualidad, como me suele ocurrir, pero que
desde el primer momento vi la necesidad de comentarlo por el
alto potencial que puede llegarateneren su uso.

En primerlugar hay que presentar el lugar, www.vetinnova.es
y nadie mejor que ellos para resumir el motivo de su creacién:“La
Plataforma Tecnoldgica Espanola de Sanidad Animal, Vet+i, nace

en el 2008 con el firme compromiso de fomentar una
investigacion transferible en sanidad animal en Espana y facilitary
acelerar el desarrollo y la puesta en el mercado de tecnologias y
productos innovadores de sanidad animal que satisfagan las
necesidades del profesional veterinario y los sectores ganaderos.
Vetinnova esté orientado a facilitar y fomentar el networking y la
colaboracién entre todos los agentes publicos y privados del
ambito de la 1+D+i en sanidad animal en nuestro pais: las
empresas de la industria de sanidad animal, los Organismos
Publicos de Investigacién, los grupos de investigacion de
Universidades, centros cientificos y tecnoldgicos, otros centros
privados de investigacion, etc”

Una vez hemos centrado la atencion sobre las posibilidades
del portal, es el momento de navegar por él para ensenar las
diferentes posibilidades que nos ofrece.

Para acceder a cada uno de sus apartados lo podemos hacer
de dos formas: por la parte superior en la que encontramos una
barra de distribucion de temas que nos conducira a cada
apartado; o por el centro del portal en el que hay unos iconos que,
igualmente, nos llevan a esas nuevas pantallas.

El portal se estructura en cinco grandes apartados que
abarcan toda la cadena de innovacion en sanidad animal. En estos
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cinco apartados se incluyen mas de 1000 informaciones con gran
nivel de detalle y de valor como son lineas de investigacion y
proyectos, ofertas cientifico-tecnoldgicas, patentes, lineas de
interés de las empresasy requisitos requladores.

En cada uno de estos cinco apartados vamos a encontrar una
gran facilidad a la hora de buscar alguna informacién en ellos ya
que disponen de buscadores especificos que utilizan una amplia
variedad de criterios como area de conocimiento, especie animal,
enfermedad, agente etiolégico, organizacion, etc, que va a
permitir localizar facilmente la informacién deseada.
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Ademas de los cinco apartados principales encontramos
otros tres adyacentes que son: Novedades, que permite al usuario
estar informado sobre las Ultimas actualizaciones que se han
producido en las distintas secciones que conforman el portal web;
Consorcios, a través del cual, el interesado tiene acceso a una base
de datos de propuestas de busqueda de socios y ofertas de
colaboracion para participar en proyectos colaborativos
publicadas tanto por centros de investigacién y universidades
como por empresas, incluyendo las PYMES; Aportaciones, que
seguin expone el portal es un lugar en el que los usuarios pueden
aportar la informacion relevante que consideren que deben
ofrecer al resto de usuarios, por supuesto siempre se verificara la
informacion antes de ser incluida en el apartado correspondiente.
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Finalmente hay que recordar que Vetinnova es un portal web
publico, abierto a todos los agentes vinculados con la [+D+i en el
ambito de la sanidad animal de nuestro pais. En este sentido,
cualquier interesado puede acceder y participar activamente y
beneficiarse de las multiples ventajas y beneficios que ofrece esta
herramienta de forma gratuitay sin necesidad de registrarse.

Asimismo, todo aquel interesado en adherirse a Vet+i
solamente tiene que cumplimentar el formulario disponible en la
pagina web de Vet+i www.vetmasi.es a través de la pestana


www.vetmasi.es
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Viajar “despierta”... No solo la curiosidad

S. Maidana, |. Soria, L. Vagnoni, P. Zamorano y S. Romera

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria Castelar,
Buenos Aires

Conlafinalidad de realizar un estudio molecular, bioquimicoy
fisiologico sobre los efectos del transporte en el estrés, unos
investigadores aprovecharon la circunstancia del traslado de 12
bovinos que iban a ser objeto de otro estudio diferente.
Concretamente se trataba de evaluar la eficacia de diferentes
vacunas frente a Fiebre Aftosa. Para ello, los animales se
trasladaron desde una zona libre de dicha enfermedad (debajo
del paralelo 42) hasta el INTA Castelar donde hay boxes de
bioseguridad 3 (NBS3). El viaje se realizd por carretera y duré 28
horas. A su llegada a dichas instalaciones pasaron a cuarentenay
se dividieron en dos grupos alojandolos en boxes de nivel de
bioseguridad 2 (NBS2), para el seguimiento y adaptacién previa a
la entrada en los boxes NBS3. Se tomaron muestras de sangre con
y sin anticoagulante antes del viaje y a distintas horas post-
llegada. Se guardd el suero y se criopreservaron las células
sanguineas (para analizar pardmetros de estrés y corroborar
negatividad frente a Fiebre Aftosa por ausencia de anticuerpos y
de excrecion viral), también se tomaron muestra de sangre a los
11y 21 dias post-llegada, para serologia.

A los 21 dias de su llegada, todos los animales que compar-
tieron una de las salas resultaron seropositivos frente a
rinotraqueitis infecciosa bovina enfermedad respiratoria de
bovinos, cuyo agente etiolégico es el herpesvirus bovino 1 (BoHV-
1), con acompanamiento de cuadro de conjuntivitis (ver Figura 1),
indicando posible infeccion. A pesar de que los restantes 6
animales alojados en la otra sala compartieron el viaje, éstos no
presentaron serologia positiva ni aislamiento. Se aislé BoHV-1 en
células MDBK de 3 muestras (3 de 6 animales que compartian la
sala) tras incubacion de las muestras de secreciones oculares
tomadas alos animales a distintos dias post-llegada.

Una vez aislados, fueron amplificados y titulados en células
MDBK. Los aislamientos fueron caracterizados virolégica y
genotipicamente. Para corroborar la identidad viral, se extrajo el
DNAYy serealizé una PCR diferencial entre BoHV-1y 5 (Claus M. P. et
al,, 2005). Gracias a los estudios viroldgicos y moleculares se
determind que todos los aislamientos correspondian a BoHV-1yal
subtipo BoHV-1.2b, pudiendo concluir que serian producto de un
mismo brote (ver Figura 2).

Figura 1.- Cuadro de conjuntivitis mucopurulenta en dos de los animales
enlos que se aislo BoHV-1.

Ademas, el analisis seroldgico de las muestras previas al viaje
confirmé que un animal era serolégicamente positivo a BoHV-1
aunque negativo respecto de excrecién viral en ese momento,
indicando una infeccion latente.

{Ytiquéopinas?
i{Cual estu hipdtesis?

iPor qué no se detectd excrecion de herpes en todos los
animales si todos compartieron el viaje en el mismo
camion?

¢Por qué a los 21 dias post-llegada sélo seroconvirtieron
en anticuerpos contra herpes los animales de una sala?
{Qué dato previo indicaria esta situacion?

i{Por qué se detecté excrecion viral en las secreciones
nasales y conjuntivales tras la llegada y no durante el
transporte?

iPor qué al clasificarse todos los aislamientos como
subtipo BoHV-1.2b, se concluye que serian producto de

unmismo brote?

i{Qué pruebas complementarias harias para determinar
qué ocurrié?

SOLUCION

El transporte, la vibracién y movimiento del suelo, olores no
familiares, ruidos, nuevo personal, nuevo alojamiento y




¢Y tu qué opinas?

finalmente el manejo que sigue tras un periodo corto de
adaptacion, son criticos en la vida de un animal de produccién y
experimentacion. La rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) es una
enfermedad respiratoria de bovinos, cuyo agente etioldgico es el
herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) que, al igual que otros miembros
de la familia Alfaherpesviridae, establece infeccion latente. Este
virus puede reactivarse bajo situacion de estrés. La hipdtesis es
que la inmunosupresion y reactivacion viral observada en un
animal, y consecuente transmisidn a animales libres del mismo,
fue consecuencia del estrés excesivo provocado por periodos
largos de transporte, ayunos y adaptacion a un nuevo ambiente.
Se infiere entonces que el animal con infeccion latente reactivé el
virus, transmitiéndolo alos bovinos alojados en su misma sala.

La razén por la que no se detectd excrecién del virus en todos
los animales, a pesar de ir todos en el mismo camidn, se explica
porque el desarrollo de la enfermedad y excrecion de BoHV-1 fue
posterior al viaje. Sélo hubo excrecién y contagio en la sala donde
se alojé el animal coninfeccion latente.

Resultaron seropositivos sélo los animales de una sala,
indicando infeccion por herpes, porque sélo en esta sala habia un
animal excretando. El dato de que un animal, previo al transporte,
era positivo por anticuerpos a BoHV-1 indica, sélo en ese animal,
una previa infeccion y estado de latencia en el momento de inicio
deltransporte.

La inmunosupresion del animal con infecciéon latente, y
consecuente reactivacion tras 28 h de viaje, explica el inicié de la
cadena de infeccion en los animales de la misma sala. Eso justifica
que se detectara excrecidon viral nasal y conjuntival tras tres
semanasde lallegadadelosanimales alasinstalaciones.

Se deduce que el brote fue iniciado por el animal que pudo
haberreactivado el virus por el estrés y fue el inicio de la cadena de
infeccion, y no por contagios de los animales con distintos
subtipos, ya que éstos eran, excepto uno, negativos tanto por
determinacidn de anticuerpos como por excrecion viral a BoHV-1.

Como pruebas complementarias para determinar lo ocurrido
seria interesante la valoracién de pardmetros de estrés en el
animal con infeccién latente. De este modo, la monitorizacién
seriada de cortisol plasmatico desde la salida de los animales y
durante el transporte, por técnicas de ELISA, nos hubiese
permitido precisar con mas exactitud en que momento comenzé
la inmunosupresion y relacionarla con la aparicion del agente o
agentes estresores.
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Figura 2.- PCR diferencial entre BoHV-1y BoHV-5 (parte superior). Perfiles
de restriccion. Clasificacién en subtipos de BoHV-1 (BoHV-1.1 y BoHV-1.2)
(parte inferior). C1: Control negativo; C2: positivo BoHV-1 LA; €3: Control
positive BoHV-5 (N569); C4: aislamiento 146; C5: aislamiento 094; C6:
aislamiento 997; C7: MW (Marcador de peso molecular 1Kb Ladder).
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La percepcion de las causas de los accidentes

Jestus Martinez Palacio
Técnico Superior en Prevencién de Riesgos Laborales, CIEMAT

Deciaelilustre poeta...

Eneste mundo traidor
nadaesverdadnimentira:
todoessegtinel color
delcristal con que se mira.

Si esto es cierto en general, se puede comprobar que lo es
especialmente en la percepcion sobre las causas de los accidentes
de trabajo que tienen los trabajadores que han sufrido un
accidente respecto a la que tienen aquellos que no lo han sufrido
personalmente.

En un informe publicado por el Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT-ERGA) se analiza en este
sentido la informacién procedente de la VIl Encuesta Nacional de
Condiciones deTrabajo.

Una de las preguntas se dirige a los trabajadores que han
manifestado que en su trabajo existen riesgos de accidente, pero
que no han sufrido ellos mismos un accidente. Se les pide que de
una lista de posibles causas de los riesgos detectados, elijan las
tres que les parecen mas importantes. Y se efectda la misma
pregunta a los trabajadores que han sufrido un accidente de
trabajo en los dos Ultimos afos. Los primeros opinan sobre lo que
podria suceder; los segundos, sobre lo que ha sucedido. Como era
de esperar, se trata de cristales bien distintos con qué mirar (ver
Grafico1).

El INSHT nos indica que para quienes no han sufrido un
accidente las causas autoculpabilizadoras (distracciones,
descuidos, etc.) ocupan el primer lugar (las votan el 46.3% de los
entrevistados). Aunque sigue siendo la primera causa entre
quienes han sufrido un accidente, el porcentaje de “votantes” se
reduce alamitad (23%).

Los trabajadores que si han sufrido un accidente creen que
contribuyen mas a la produccion de accidentes las posturas
forzadas y el levantar o mover cargas pesadas, lo que se ajusta
muy bien al hecho de que, seglun el dltimo informe de

siniestralidad elaborado por el INSHT, casi el 40% de los
accidentes con baja se deben a sobreesfuerzos.

El informe de la VIl Encuesta Nacional de Condiciones de
Trabajo (57 paginas, Julio 2012) estd disponible en:
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FIC
HAS%20DE%20PUBLICACIONES/EN%20CATALOGO/OBSERVATO
RIO/Informe%20(VI1%20ENCT).pdf

Quien desee una informacion mas elaborada pueden
obtenerla con los distintos medios que el INSHT tiene a vuestra
disposicion en:
http://encuestasnacionales.oect.es/enge/EngeAnalisis.jsp

Distracciones, descuidos,
faltas de atencion

Posturas forzadas

Levantar o mover cargas

Se trabaja muy rapido

Causas relacionadas con

@ No han sufndo un accidente
m Han sufrido un accidente
| —— ——
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Grafico 1.- Tomado de ERGA on-fine, INSHT.
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Entrevista

Manuel Serrano

Director del Programa de Oncologia Molecular del Centro
Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO). Obtuvo su
doctorado en 1991 por sus investigaciones en el Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa. De 1992 a 1996 trabajé
como Investigador Postdoctoral en el laboratorio del Dr.
Beach en el Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York,
EE.UU. En 1997, regresé a Espafa y cred su propio grupo de
investigacién en el Centro Nacional de Biotecnologia. Se
trasladé al CNIO en 2003 para dirigir el Grupo de Supresion
Tumoral.

Antesdeiralas células. ;Conocela SECAL?

Por supuesto, es una sociedad muy activa enfocada en la
experimentacion animal y todos los aspectos relacionados con
ella:técnicos, formativos, éticosy cientificos.

Y ya dentro de ellas. De fibroblastos de la endodermis a
neurona, ;como explicaria brevemente el concepto de
reprogramacion celulary suimportancia en el contexto de un
organismo completo?

Todo esto se puede resumir con la idea de plasticidad celular.
Hasta no hace mucho se pensaba que la identidad de las células
era casi inmutable; sin embargo, desde hace unos 8 ahos, ha
habido toda una revolucién cientifica al descubrirse que las
células tienen un enorme grado de plasticidad una vez que se
identifican los reguladores clave para inducir esos cambios de
identidad celular.

Podriamos entonces hablar de una herramienta biotecno-
légica... ;cudl seria su aplicacion biotecnoldgica, en el campo
por ejemplode lamedicinaregenerativa?

Hoy en dia la medicina regenerativa es un campoa incipiente.
La base de este tipo de medicina es curar con células (en lugar de
curar con cirugia o con farmacos). El problema reside en que hay
que disponer de células sanas del mismo paciente antes de
plantearnos curar. La reprogramacion es una herramienta
fabulosa que permite obtener células sanas de un paciente (p. ej.
de la endodermis que se mencionaba antes) y convertirlas, por
ejemplo, en neuronas sanas para tratar una enfermedad
neurodegenerativa. Esto hace poco era ciencia ficcion y hoy ya se
estan haciendo los primeros ensayos clinicos. Es algo que atn
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tardara anos, pero sin duda llegara a ser unarealidad de la que nos
beneficiaremos todos.

Y acudiendo ya en el animalario. ;Qué papel ha jugado el
modelo animal en sus hallazgos cientificos?

Los ratones de laboratorio son los primeros en recibir las
terapias mas sofisticadas e innovadoras. Los avances en medicina
regenerativa y reprogramacion serian completamente
impensables de no haber sido por el trabajo que se ha hecho en
ratones. Han jugado un papel fundamental.




Entrevista

Podemos decir que en parte gracias al modelo animal, hemos
avanzado en el conocimiento de los mecanismos moleculares
que acontecen en determinadas patologias; por lo tanto ;no
eslomismotenerun cancerahora, que 10 afios atras?

De eso no tengo ninguna duda. El progreso en la
investigaciony, por lo tanto, su aplicacién posterior a la medicina,
durante los ultimos 10 anos se ha basado fundamentalmente en
los hallazgos hechos inicialmente en ratones.

Células madre embrionarias in vivo vs. in vitro. Estamos
hablando mucho de unas “nuevas células madre”, las iPS
(induced Pluripotent Stem Cells) ;qué ventajas y desventajas
presentan frente a las células madre embrionarias?

Las iPS representan un caso de plasticidad extrema en el que
una célula del cuerpo se convierte en una célula madre
embrionaria, con todo su potencial para diferenciarse en
cualquier tipo celular. Es un fantastico descubrimiento que
todavia me causa asombro. Las iPS son funcionalmente
equivalentes a las auténticas células madre embrionarias, con dos
ventajas importantisimas: las iPS se obtienen de una manera
bastante sencilla a partir de cualquier célula del cuerpo (p. €j. la
piel); y no implican ni évulos humanos ni embriones humanos,
porloque no generan ningln reparo ético.

En este sentido, tGltimamente se ha publicado un trabajo
(Obokata et al., 2014)' en el que acidificando el medio de
cultivo y estimulando de forma sub-letal a células somaticas,
se podrian conseguir iPS (las llamadas STAP cells). ;Qué
opinion le merece este trabajo y que repercusion a su juicio
tendriaenlaterapia?

Lamentablemente este trabajo esta generando muchas
dudas. Por una parte, no parece facil de reproducir y de hecho
nadie lo ha conseguido hasta ahora, y por otra, los autores han
sido poco rigurosos en la forma en la que han presentado los
datos. Es muy posible que este trabajo se retracte. Aun asi, debo
decir que la idea de que el dano celular pueda de alguna manera
iniciar o favorecer la reprogramacion es muy atractiva. En otras
palabras, puede que haya algo de verdad en todo esto. El tiempo
ird poniendo todo en susitio.
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< Los avances en medicina

regenerativa y reprogramacion
serian completamente impensables

de no haber sido por el trabajo que
se ha hecho en ratones. Han jugado
un papel fundamental >

Estamos consiguiendo muchos logros, algunos de ellos con
importante impacto social en los afos venideros, pero como
si de directores de ciencia ficcion se tratase, ;tendremos un
diaunratén que no envejezcanitenga cancer?

Bueno, ratones que (casi) no tienen cancer es una de las cosas
que mi grupo hizo en el pasado. Introduciendo copias génicas
extra de genes protectores del cancer, p53 y p16, hemos
generado unos ratones, a los que llamamos super-ratones, que
practicamente no tienen cancer y viven algo mas que los
normales. Con el envejecimiento se ha conseguido retrasarlo un
poco, pero sigue siendo un desafio para el futuro el conseguir
grandes aumentos en la longevidad. Yo estoy convencido de que
se conseguira.

Yaparaterminar. ;Son las células madre embrionarias el Gnico
y mas importante pilar sobre el que fundamentar la cura en
un futuro de enfermedades como el Alzheimer, el Parkinson o
ladiabetes?

El Unico no, pues hay una investigacion muy rica y variada en
estos temas, y nunca se sabe qué es lo que va a ser mas eficiente.
Muchas veces es una combinacién de aproximaciones. Pero sin
duda, las células madre embrionarias pueden desempenar un
papel fundamental en el tratamiento futuro de estas
enfermedades.

' Obokata H., et al. Stimulus-triggered fate conversion of somatic
cellsinto pluripotency. Nature 2014, 505:641-7.
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2. Dolorprovocado porun comportamiento inadecuado del sistema nervioso.
7. Ramadelainvestigacion y aplicacion clinica enfocada a la reparacion, reposicion

oregeneracién de células, tejidos u drganos.
11. Variedad deanalgésico enel manejo del dolormoderado a severo.
13. Método de estudio basado en la integracion estructurada y sistemética de la

informacién obtenida en diferentes estudios clinicos, sobre un problema de

salud determinado.
14. Zonadetemperatura ambiental en la que el animal requiere un gasto energético

minimo.
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Vertical
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origen a cualquier tipo
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Conjunto de experi-
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hematopoyéticas o
sanguineas, utiles en
tratamientos de medicina
regenerativa.

Enfermedad neurodege-
nerativa que se mani-
fiesta como deterioro
cognitivo y trastornos
conductules.

Centro Nacional de
Biotecnologia.
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