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El descubrimiento por parte de Shinya Yamanka y su equipo, en el afio 2006, de las Células de Plu-
ripotencialidad Inducida (iPS) en ratén, supuso uno de los grandes adelantos en la Biologia Molecular
y Celular. La posibilidad de que estas células se puedan generar también en seres humanos abre unas
vias de desarrollo totalmente insospechadas para la Biomedicina. Su principal aporte es la creacion de un
protocolo robusto, que tiene en cuenta tres principales avances de la Biologia como lo son las técnicas de
transferencia nuclear, el descubrimiento de los factores de la transcripcion asociados a la pluripotencialidad
y el aislamiento de las Células Troncales Embrionarias de ratén. Un protocolo que puede ser replicado de
manera sencilla en otros laboratorios para contar con la posibilidad de disefiar ensayos que permitan rea-
lizar modelos celulares para el estudio de enfermedades incurables; asi como probar farmacos con células
humanas o explorar las posibilidades de trasplantes autélogos de células, tejidos u érganos. La motivaciéon
ética de Yamanaka fue buscar una alternativa al empleo de Células Troncales Embrionarias (ES), evitando la
destruccién de embriones producidos por las técnicas de fecundacién in vitro (FIV), asi como el empleo de
6vulos humanos. Ademas, ha resultado ser un modelo de investigacion, en el que la intuicién de los princi-
pios éticos y su aplicacién en un proyecto biotecnélogico de avanzada, ha supuesto la apertura de una nue-
va forma de entender la biologia del desarrollo embrionario y la aplicacion técnica de estos conocimientos.
Puso asi de manifiesto que el desarrollo, biolégicamente entendido, no es una calle de un solo sentido.
Las posibilidades de profundizar en los fundamentos de la Biologia Molecular y la genética, junto con las
expectativas de sus aplicaciones clinicas han hecho merecedor a Yamanka del Premio Nobel de Medicina

2012, junto a otro gran investigador Sir John Gurdon descubridor de las técnicas de transferencia nuclear.

One of the greatest advances in molecular and cell biology was the discovery of the Induced Pluripotent
Stem cells (iPS) in mice, by Shinya Yamanka and his team in 2006. The possibility that these cells can be
generated also in humans opens up unexpected ways of development for biomedicine. Its main contribution
is the creation of a strong protocol that takes into account three major advances in biology such as; nuclear
transfer techniques, the discovery of transcription factors associated with pluripotency and the isolation
of mouse embryonic stem cells. A protocol that can be easily replicated in other laboratories to have the
oportunity to design tests that allow modeling of many incurable diseases, drug testing for human cells
or explore the possibilities of autologous transplants of tissues or organs. Yamanaka ethical motivation
to find an alternative to embryonic stem cells (ES) and prevent the destruction of embryos produced by

In Vitro Fertilization techniques (IVF), has proved to be a research model, in which the intuition of the
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ethical principles and its application in advanced biotechnology projects, has meant the opening of a

whole new way of understanding the biology of embryonic development. It is clear that development,

biologically understood (puede ser también “treated”; tratado), is not a one-way street. The possibilities to

deepen into the foundations of molecular biology and genetics, along with the expectations of its clinical

applications have earned Yamanka the Nobel Prize in Medicine 2012, along with another great scholar Sir

John Gurdon, discoverer of nuclear transfer techniques.

1. Introduccion

Una de las aportaciones mas importante de los pre-
mios Nobel de Medicina y Fisiologia del afio 2012, fue el
descubrimiento de que el proceso de desarrollo biol6gi-
co no es estrictamente “one way street”. El continuo de-
bate que ha rodeado a este descubrimiento nos permite
una reflexion acerca de la logica, y por tanto de la ética,
en las investigaciones biomédicas. No es banal, volver
a recordar que la Medicina trata principalmente de la
salud del hombre!. Maxime cuando son temas de actua-
lidad, con futuro prometedor en la biomedicina e ini-
ciados con una fuerte carga ideoldgica y economicista.

Ante la concesion de este premio Nobel en 2012, las
reacciones de la comunidad cientifica y de los medios de
comunicacion no han sido de indiferencia. Junto a un re-
conocimiento unanime del valor de los estudios pioneros
acerca de los mecanismos y regulacién del caracter plu-
ripotencial, que define uno de los estadios de las células
durante el desarrollo, muchos han destacado el enfoque
ético de la investigacion liderada por Yamanaka, mientras
que unos pocos han tratado de minimizar su valor.

En un articulo de Yamanaka, que se citard en repeti-
das ocasiones (Yamanaka, 2012), el resumen inicial termina
afirmando que el debate acerca del parecido o no entre las
células inducidas al estado pluripotencial y las pluripoten-
ciales sacadas de embriones, asunto en litigio desde que
publicara su primer trabajo, es una cuestion a responder
desde la ciencia y no desde la politica o la economia.

2. En busca de la pluripotencialidad

Como en una nueva fiebre del oro, los investigado-
res en Medicina Regenerativa se han volcado en bus-

car los mecanismos que rigen la pluripotencialidad de

1 http://www.nobelprize.org/mediaplayer/index.php?id=1827

las células. Varios autores coinciden en sefalar que el
aislamiento y la derivacién de las células troncales de
origen embrionario (Thomson, Iskovit-Eldor, & Shapiro,
1998) fue un hito que estimulé los estudios sobre la
pluripotencialidad (Silva & Smith, 2008). Todas las supu-
estas “utilidades” que se les adjudicaron a estas células
hicieron que los cientificos buscaran comprender mejor
este fenomeno (Smith A., 2005). Las células troncales
embrionarias aumentaron el interés por el fenémeno la
pluripotencialidad, pero posiblemente el descubrimien-
to que mas ayudo a aclarar los mecanismos que median
a la misma, ha sido la posibilidad cierta de obtener cé-
lulas con pluripotencialidad inducida (iPS) (Fuchs, 2012).

Siempre, pero especialmente al comienzo de un
nuevo abordaje que busca la comprensiéon de un pro-
ceso bioldgico, se necesita conocer los avances previos.
Estos avances pueden iluminar racionalmente el plant-
eamiento de las hipétesis, la metodologia y las fuentes
de donde se parte para los experimentos.

La Ciencia avanza helicoidalmente, nunca parte de
cero, ni tampoco las ideas surgen lejos de los paradig-
mas que comparten la comunidad cientifica de la época.

Como explica el propio Shinya Yamanaka (Yamanaka,
2012), el desarrollo de las iPS es fruto de al menos tres
corrientes de investigacion biotecnolégica, como muestra
el esquema siguiente. Estas son: la reprogramacion celu-
lar por transferencia nuclear, iniciada por John Gurdon en
1962 (Gurdon, 1962); la segunda es el descubrimiento de
los factores de transcripcion a partir de los experimentos
de Schneuwly y sus colaboradores desde 1987 (Schneuwly,
Klemenz, & Gehring, 1987), y la tercera los trabajos de ais-
lamiento y cultivo de células troncales, de origen embrion-
ario, que comenzaron con la primera generacion de las de
ratén en 1981 (Evans & Kaufman, 1981), y se concretaron en
1998 con la obtencidn de las células provenientes de blas-
tocitos humanos (Thomson, Iskovit-Eldor, & Shapiro, 1998).
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El esquema del mismo Yamanaka, muestra como han
confluido las tres lineas de investigacién en el plantea-
miento de la hipétesis de trabajo que dio como resul-
tado, en el afio 2006, la generacion de iPS de ratén,
abriendo un nuevo camino en la biomedicina.

En efecto, al unir las dos primeras fuentes de cono-
cimiento, Yamanaka y su equipo plantearon la hipotesis
de la existencia de una combinacién de factores en los
6vulos y/o en las células embrionarias capaces de repro-
gramar “hacia atras”, rejuveneciendo las células que se
habrian diferenciado y madurado. Esto es, son capaces de
desdiferenciar una célula diferenciada hacia el estado de
pluripotencialidad, en que no estan totalmente determi-
nadas o comprometidas, hacia una linea celular concreta.

A partir de esta hipotesis procedieron a disefiar pro-
tocolos experimentales que permitieran conocer cuales
son los factores que de forma selectiva ejercen la fun-
cién de regular la diferenciacién (Yamanaka, 2012), 16gi-
camente apoyados en los conocimientos previos.

En tercer lugar, tienen en cuenta los descubrimientos
acerca de las células aisladas de embriones tempranos
de ratén, y de embriones humanos en estado de blasto-
cito. Surgen con ello las principales cuestiones éticas de
este planteamiento, que tiene la mirada puesta en sus

fines mas coherentes: conocer para curar, conocer para

expandir la biotecnologia, que a su vez retroalimente el

conocimiento.

3. Conocimientos previos de procesos reversibles
y procesos irreversibles en el desarrollo organico

El desarrollo de las iPS implica el avance en una serie
de conocimientos en la biologia molecular, la genética
y la biologia del desarrollo. Estos avances se pueden
resumir en:

1. El conocimiento de los procesos que median la plas-
ticidad celular (Blau H. M., 1992) (Gehring W., 1967)
(Gehring W. J., 1996) (Hardon, 1966) (Le Lievre & Le
Douarin, 1975) (Yamanata & Blau, 2010)

La reprogramacion celular por transferencia nucle-
ar (Briggs & King, 1952) (Gurdon, 1962) (Wilmut,
Schnieke, McWhir, Kind, & Campbell, 1997) (Rust,
Ritchie, McWhir, & Wilmunt, 1993) (Eggan, et al.,
2004) (Hochedlinger & Jaenisch, Monoclonal mice
generated by nuclear transfer from mature B and
T donor cells, 2002) (Sinmonsson & Gurdon, 2004)
(Yang, Smith, Tian, Lewin, Renard, & Wakayama,
2007) (Van Thuan, Kishigami, & Wakayama, 2010)
(Stadtfeld & Hochedlinger, 2010)

Los factores de reprogramaciéon que se evidencian
por la fusion celular (Davidson, Ephrussi, & Yamamo-
to, 1966) (Chiu & Blau, 1984) (Blau, Chiu, & Webster,
1983) (Blau H. M., 1992)

El conocimiento de los factores de transcripcion y su
funcién reguladora (Stadtfeld & Hochedlinger, 2010)
(Gehring W., 1967) (Schneuwly, Klemenz, & Gehring,
1987) (Gehring W. J., 1996) (Evans M., 2011) (Evans &
Kaufman, 1981) (Evans M. J., 1972) (Kaufman, Rob-
ertson, Handyside, & Evans, 1983)

4. Primer criterio de una investigacion
éticamente correcta: Conocimiento pleno de los
antecedentes cientificos

De suyo, el respeto que merecen los animales y la
dignidad inherente a cada ser humano marcan unos

limites bien precisos, tanto a la experimentacién con
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animales como en los ensayos clinicos. Estos limites estan
bien recogidos en los cédigos correspondientes, y tienen
una larga y fructifera experiencia de su aplicacion. Ya-
manaka parte de una resolucién: no usar ni embriones,
ni 6vulos humanos, como materiales de experimentacién
(Yamanaka, 2009). Los embriones son seres humanos y
los 6vulos, un peculiar tipo celular que transporta la her-
encia genética cuya obtencion requiere manipulacion de
la endocrinologia femenina.

El punto de partida marca con frecuencia la raciona-
lidad del camino. Si se trata, como es el caso, de lograr
células humanas en estado pluripotencial -tanto para
estudiar esta capacidad, como si se trata de su posible
uso con fines terapéuticos- se puede partir de las pro-
cedentes de embriones y anadir los factores necesarios
para que avancen en esa direccion, o por el contrario,
partir de células ya diferenciadas en el organismo e in-
tentar la “marcha atras”.

La importancia de no olvidar que los procesos fi-
siolégicos ocurren en la unidad de un organismo, hace
mas vdlido de entrada el segqundo camino: se trata de
ver como se pierde in vitro algo que de forma natural se
ha adquirido con el desarrollo vital. Tratar de que unas
células adquieran in vitro funciones o propiedades para
cuyo desarrollo se necesita el nicho natural en que estan
situadas en el organismo completo, parece un sistema
deficiente.

El esquema muestra las dos vias de conseguir células
en estado puripotencial, con dotacion genética definida
de un paciente, para uso de investigacion clinica y/o
terapéutica.

Si a la eleccion del camino, definido necesariamente
por el material de partida, se une el “cémo” conseguirlo
la diferencia de racionalidad de ambos sistemas se hace
mas evidente aun. Tanto si se trata de tener células pluri-
potenciales humanas como modelo celular de estudio de
una enfermedad para prueba de farmacos, para obtener
gametos, o en un ultimo escalén para transferirlas a un
enfermo vy sustituir a las afectadas. En cualquier caso
partir de la obtencién de un embrién clénico del pacien-
te en vez de tomar una muestra de sus propias células

es evidentemente dispar. Tan dispar como un embrién y

(Ionuiiﬁn ] Donante (élulrs troncales
(transterencia nuclear) de células de piel pur_lpﬂieptlles
Indaucidos

Célula de piel lus[onuda |
con ovulo sin nucleo

I LIGUALES? Infeccion retroviral

) ) EXISTE EN LA ACTUALIDAD con cuatro genes
Célula d piel DOS FORMAS DE
con nucleo repmgmmﬂdﬂ OBTEMER CELULAS
TRONCALES I

‘ PLURIPOTENCIALES
Blastocito ) MERSEDIDA Posibles colonias de iPS
con masa celular interna

Célula troncal Células troncales

embrionaria pluripotentes

una biopsia. En un articulo que analiza la posibilidad de
células pluripotenciales obtenidas por técnicas de trans-
ferencia nuclear, se concluye que con independencia de
las dudas y criticas que todavia existen respecto al pro-
tocolo utilizado por el equipo de Mitalipov (Tachibana,
et al., 2013), todo parece indicar que los avances que
se puedan lograr mediante estas técnicas ayudaran a
descubrir nuevos factores de transcripcién que permitan
obtener nuevas iPS de mayor calidad (Sancho-Martinez
& Izpisua Belmonte, 2013).

La légica de la investigacion cientifica y la experien-
cia acumulada a lo largo de generaciones de brillantes
investigadores, nos aportan siempre las vias escoger la
alternativa no destructiva, la que menos invada al or-
ganismo, la mas parecida a la via natural. Y siempre
agotando las posibilidades que ofrecen las pruebas en
animales, tanto para los ensayos de nuevas terapias,
como para conocer el funcionamiento natural. La légica
de la investigacion cientifica devuelve una y otra vez la

pelota al tejado de la ética.

5. Segundo criterio: La eleccidon de los
materiales de partida para los experimentos en
biomedicina no es indiferente

Las expectativas creadas en la sociedad y colectivos
de enfermos acerca del potencial terapéutico de las
células procedentes de embriones, las promesas de los

recursos econémicos que se derivarian de su utilizacién
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biotecnoldgica, y especialmente la batalla para que la
evaluacion de dichas células no fuera por motivos cienti-
ficos sino religiosos, basandose en que es un mero “pre-
juicio moral”, fueron desproporcionadas. La destruccion
de embriones humanos para obtener células pluripoten-
ciales, marca un largo capitulo de menosprecio de las iPS
por el hecho de no ser iguales que las procedentes de
embriones. (Takahashi & Yamanaka, 2006)

Precisamente lo que busca Yamanaka, es poder lograr
para las células adultas el nivel de pluripotencialidad. Es
decir, las células troncales adultas cuya funcion natural
es regenerar lo alterado, deben ser la base fundamental
de las terapias. Sin embargo son generalmente escasas
y crecen poco (Yamanaka, 2009). Se trata por tanto de
rejuvenecerlas, no de llevarlas al estado embrionario.
El proceso de desarrollo de las iPS establecerd los cri-
terios oportunos y los llevard a cabo con los controles
adecuados sin ceder al uso de las embrionarias humanas
como referentes. En efecto, para entonces trataban de
imponer las embrionarias como control universal de plu-
ripotencialidad y como controles de la velocidad de cre-
cimiento de células in vitro. Siguiendo una serie de tra-
bajos logré el abordaje técnico para lograr iPS, para ello
requirio la seleccién de los factores que podrian inducir
pluripotencialidad en las células somaticas (Takahashi &
Yamanaka, 2006). Para el momento en que Yamanaka
comienza su estudio se conocian unos 24 factores de la
pluripotencialidad. (Takahashi, et al., 2007) (Takahashi
K., 2012) (Takahashi K., 2010) (Takahashi, Mitsui, & Ya-
manaka, 2003)

Posteriormente se tendrian que describir los procesos
de transcripciéon de los genes de la pluripotencialidad,
y disefiar un procesamiento que permitiera seleccionar
los factores que son indispensables para lograr la pluri-
potencialidad. (Zhang, Yamanaka, Kim, Miura, & lwao,
1999) (Maruyama, Ishisaka, Nakagawa, & Yamanaka,
2005) (Nichols, et al., 1998) (Avilion, Nicolis, Pevny, Perez,
Vivian, & Lovell-Badge, 2003) (Niwa, Burdon, Chambers,
& Smith, 1998) (Niwa, Miyazaki, & Smith, 2000) (Niwa,
et al., 2005) (Chambers, et al., 2003) (Boyer, et al., 2005)
(Mitsui, et al., 2003) (Burdon, Stracey, Chambers, Nichols,
& Smith, 1999) (Cheng A., et al., 1998)

Ciertamente, el trabajo de aislar y caracterizar las
iPS de fibroblastos de ratén no asegura conocer los me-
canismos para derivar iPS a partir de células somaticas
humanas. No obstante, una vez que se han definido
los cuatro factores inductores (Oct 4, KIf4, Sox2, c-Myc)
de la pluripotencialidad, la posibilidad de probarlos en
células humanas era cuestién de tiempo. De hecho, en
poco mas de un afio varios grupos de investigadores
redefinen la metodologia en ratones y extienden la re-
programacioén a las células humanas (Daley G., 2010).

Por otra parte, el auge de las investigaciones con las
células pluripotenciales dirigido hacia su uso terapéutico
es muy intenso en esos afos. Queda abierta la posibili-
dad de que en un futuro cercano se puedan producir iPS
a partir de células somaticas del propio paciente, todo
un nuevo campo de desarrollo para la medicina regen-
erativa. Poder disponer de modelos celulares humanos

de enfermedad es una prioridad.

6. Tercer criterio: el valor esencial de la
experimentacion previa en animales

6.1. La induccion de pluripotencialidad en células so-
maticas humanas

El trabajo publicado el 30 de noviembre de 2007 por
el equipo de Yamanaka seria definitivo para dar a co-
nocer a las iPS dentro de la comunidad cientifica (Taka-
hashi, et al., 2007). Semanas después, James Thomson
(Yu, et al., 2007) pionero en aislar células embrionarias
humanas, auspicia un trabajo publicado en la revista
Science en el que se obtienen iPS humanas por un pro-
cedimiento similar.

La diferencia del planteamiento para lograr un mis-
mo objetivo, en ambos equipos queda de manifiesto en
algunas afirmaciones y silencios. El equipo de Yamanaka
deja claro las dificultades éticas que existen en el uso de
los embriones humanos para obtener células troncales
embrionarias. Por el contrario, el trabajo del equipo de
Yu se refiere a las controversias que algunos han mani-
festado sobre el uso de las células embrionarias, pero
no lo manifiesta como una dificultad objetiva. El trabajo
de Thomson tampoco hace referencia a ninguna de las

dificultades técnicas mostradas por las células troncales

CUADERNOS DE BIOETICA XXIV 2013/32

423



Jost ANTONIO GAMEZ ESCALONA LAS IPS PARADIGMA ETICO DE LA INVESTIGACION BIOMEDICA

embrionarias. Los autores de este trabajo manifiestan
conflictos de intereses financieros, por el compromiso
con varias de las empresas que dirige Thomson; en va-
rias oportunidades hace mencién y recomienda células y
otros materiales patentados por estas empresas de bio-
tecnolégicas (Yu, et al., 2007). La descripcién de la meto-
dologia presentada en este trabajo es mucho menos ex-
plicita y detallada que la que presenta Yamanaka, como
ocurre cuando una plubicacién se adelanta a la patente.
El andlisis para la seleccién de los factores de induccién
carece del rigor que muestra el trabajo de Takahashi y
Yamanaka (Takahashi & Yamanaka, 2006).

La poca claridad sobre las dificultades técnicas que se
vienen dando a conocer sobre las células embrionarias
hacen que, al pasar pocos afos, la situaciéon se haga
excesivamente compleja. Una multitud de laboratorios
han ido consiguiendo iPS desde diversas fuentes y con
diferentes protocolos. Caracterizar todos esos clones de
iPS y comparar cada uno con las embrionarias es tarea
dificil, costosa, y sobre todo inutil.

Es preciso antes, unificar métodos y comparar resulta-
dos. Son aspectos decisivos para avanzar con rigor, lo que
evita crear falsas expectativas, rivalidad entre los investi-
gadores y permite sumar fuerzas ante unos descubrimien-

tos que se vislumbran prometedores para la medicina.

6.2. Evaluacion de la pluripotencialidad y diferenciacion
de las iPS: la competencia con las ES

Las circunstancias exigen comenzar a trabajar con
las ES. Son momentos de grandes presiones en la comu-
nidad cientifica. Las declaraciones acerca del interés de
esta accion por parte del recién elegido presidente de
los EEUU, Barack Obama (mas alla de las implicaciones
politicas que puedan tener) ponen de manifiesto dos
cuestiones. En primer lugar la existencia de cientificos
involucrados en las empresas de biotecnologia, y en in-
timo consorcio con los centros de reproduccion asistida
que siguen potenciando la via de crear embriones hu-
manos ad hoc para usarlos como material terapéutico
y de investigacion. Por su parte, los cientificos que tra-
bajan con células embrionarias recomiendan estrategias

comparativas entre las iPS —como en su dia ocurrié con

las células troncales de adulto— con las procedentes de
embriones, consideradas el estandar de oro. Las ES se
han estudiado a lo largo de mas de 10 afios, y el origen
comun de todas ellas en los embriones en estado de
blastocito hace que de hecho sean menos diversas que
las iPS derivadas desde diferentes tejidos de adulto y con
diferentes métodos.

En segundo lugar, la existencia de un sentir mas co-
mun de que —con independencia de que los fondos fe-
derales, o comunitarios en el caso de la Unién Europea
puedan usarse legalmente para derivar nuevas lineas des-
de embriones humanos— éticamente se podrian crear
nuevas lineas de modo «temporal y limitado», en cuanto
sean necesarias para validar las pluripotenciales repro-
gramadas desde células somaticas —sin destruccion de
embriones ni uso de évulos—, y en la medida en no sean
suficientes para ello las que ya existen. En Europa tam-
bién se ofrece apoyo gubernamental a estos proyectos
de investigacién. (Ben-David, Kopper, & Benvenisty, 2012)

¢Es legitimo usar las células que otros han obtenido
a partir de embriones humanos como controles de la
investigacion? Algunos piensan que esta justificada esta
cooperacién por el beneficio médico que se derivara de
esta investigacion. Tiene como dirimente el convenci-
miento de muchos en que es la ultima batalla a ganar
para que la terapia regenerativa se base exclusivamente
en las células de adulto, acabando con la destruccién de
embriones y la utilizaciéon de 6vulos para conseguir este
tipo de material bioldgico (Baker, 2009).

Evidentemente es importante evaluar la pluripoten-
cialidad. Es preciso establecer una «linea base» desde la
que se puedan medir los avances en las iPS, puesto que
su pluripotencialidad es artificial y mimetiza la también
artificial de las embrionarias una vez sacadas de su nicho
dentro del embrién.

Ahora bien, la l6gica cientifica exige por una parte
un trabajo previo, y por otra unos criterios de similitud
que seran positivos o negativos para la comparacioén, ya
que las embrionarias han demostrado demasiados fallos
como candidatas para el desarrollo de terapias.

Yamanaka plantea en abril de 2009, que a corto pla-

zo hay que iniciar el andlisis comparativo entre las iPS
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obtenidas por diversos métodos y en diversos labora-
torios. De esta forma se podria establecer cudles son
las lineas que aseguran la diferenciacion total, y poder
avanzar en su uso en Medicina Regenerativa. Se trata
de purificarlas correctamente y en definitiva desarrollar
métodos sencillos y sensibles para evaluar la efectivi-
dad y seguridad de los miles de clones y subclones de
iPS generados por las diferentes técnicas que se vienen
utilizando (Yamanaka, 2009). El avance en esta investi-
gaciéon no estd condicionado a su comparacion con las
embrionarias.

No hay que renunciar a la exigencia de la ética de
la investigacion, en cuanto cooperacion a que se sigan
destruyendo embriones. La comunidad cientifica, y los
cientificos en particular, tienen que potenciar, cueste lo
que cueste, la creatividad para buscar las alternativas y
la necesidad de validar la capacidad de las iPS de dife-
renciarse al nivel deseado.

Yamanaka usé ES ya existentes en el ultimo control
de las iPS diferenciadas a troncales adiposas; habian rea-
lizado toda la experimentacién rigurosa en animales;
se carecia de otra posibilidad y habia que evitar que se
hicieran pruebas en multiples laboratorios, sin los expe-
rimentos previos en animales y se generase la «necesi-
dad» de crear nuevas lineas desde embriones (Taura, et
al., 2009). Unas semanas después lleva a cabo la gene-
racién de células de la retina desde iPS, basandose en el
conocimiento de la diferenciaciéon de las ES de ratones,
sin usar ES como control (Hirami, et al., 2009) y continua
estableciendo controles en ratén y comparando con ES.
De esta forma, marca los limites correctos de evaluacién
del potencial diferenciador.

Yamanaka seguird tratando de sacar los maximos
conocimientos usando ratones. Una gran cantidad de
conocimientos, extrapolables en su mayoria a las célu-
las humanas, son factibles en experimentos con ratones
comparando las embrionarias y las iPS. Lo que se conoz-
ca de los marcadores de la diferenciacion en el desarro-
llo embrionario y de los mecanismos, guiaran la tarea de
comprobar cémo son las iPS humanas y su posterior dife-
renciacion, sin que la comparacion requiera uso directo

y obtenciéon de células pluripotenciales de embriones

humanos. La creatividad cientifica de Yamanaka hace
posible que con su equipo pueda publicar en 2009 una
proeza con una original estrategia (Aiba, et al., 2009)

Esto nos aporta o ratifica un criterio de validez ge-
neral; el uso legitimo de material humano, ES, ilegiti-
mamente obtenido por otros, sélo como controles com-
parativos de la investigacion debe cumplir al menos las
siguientes condiciones: a) agotar la comparacién previa
entre iPS y ES diferenciadas de raton lo que serd sufi-
ciente, en muchos casos, para extrapolar dicha compa-
racion a células humanas; b) en los casos en que no haya
garantia de la validez de la extrapolacion se trataria de
usar exclusivamente las lineas celulares existentes con
anterioridad. Se trata asi de no crear nuevas lineas du-
rante un periodo “puente” de evaluacién de las iPS, y
establecer condiciones que limiten la produccién e impi-
dan un renacer del negocio biotecnolégico consumidor
de embriones, con motivo de este uso.

La opinion favorable a la ética de la investigacion
llevada a cabo por este gran cientifico pionero de las
iPS, no significa restar importancia al uso por cualquier
investigador de células ES como controles de su investi-
gacion. Yamanaka ha conducido magistralmente la in-
vestigacion mundial en este campo sacandola de hecho
de la producciéon y consumo de embriones. La coope-
racion minima a un mal realizado por otros no tiene
en este caso ni peligro de escandalo. Por su valentia y
claridad para denunciar el consumo de embriones y dar
soluciones reales a la linea, en la direccion del respeto
a la vida humana embrionaria; tampoco supone promo-
cionar dicho consumo.

Existen tres manifestaciones basicas de la pluripoten-
cialidad de las células embrionarias: la formacion de te-
ratomas, la formacién de quimeras, y en cuanto a su pos-
terior diferenciacion, la formacién cuerpos embrioides.

1. Un asunto controvertido en parte aun pendiente
en la derivacion de las iPS, se refiere a cudl es el es-
tandar mediante el cual es evaluada su pluripotencia-
lidad (Selvaraj, Plane, Williams, & Deng, 2010) (Wernig,
Meissner, Cassady, & Jaenisch, 2008) (Maherali & Hoche-
dlinger, 2008), para aplicarlas a la terapia. Es el asunto

mas importante para estudiar los mecanismos de funcio-
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namiento de la reprogramacién. Se necesita un método
barato, reproducible y rapido que sirva para establecer
la calidad de las lineas de iPS recién derivadas (O'Malley,
Woltjen, & Kaji, 2009) (Wang & Blelloch, 2009). Quiza
podria identificarse un patréon de expresidon genética y
epigenética que defina la reprogramaciéon total de las
iPS y las ES (Tobin & Kim, 2012). Con ello se dispondria
de un gran producto de prueba para las lineas celulares
(Kiskinis & Eggan, 2010). La influencia ambiental o mi-
croambiental —el entorno préximo a cada célula— es un
aspecto que se viene trabajando con el fin de mejorar
las posibilidades terapéuticas de las células troncales. Pa-
rece que hay una relacion muy estrecha entre las carac-
teristicas de estos nichos y el destino de diferenciacién
celular (Peerani & Zandstra, 2010).

Segun el propio Yamanaka, determinar si existen di-
ferencias entre los dos tipos de células pluripotenciales,
y en el caso de que las haya, si estas diferencias son fun-
cionalmente relevantes, es una cuestion fundamental. Al
inicio de los estudios con las iPS, estaban fascinados por
su notable similitud con las embrionarias. Sin embargo
a partir de 2009, los cientificos comenzaron a informar
diferencias entre ambas. Unos describieron diferencias
en expresion génica (Chin, et al., 2009). De gran interés
fue el dato de que en las iPS persisten marcadores de
la células somaticas a la que se induce pluripotenciali-
dad (Ghosh, Wilson, Wu, Hu, Quertermous, & Wu, 2010);
(Marchetto, Yeo, Kainohana, Marsala, Gage, & Muotri,
2009). Se encontraron diferencias en la metilacion del
ADN vy las caracteristicas epigenéticas segun la célula
inicial (Doi, et al., 2009) (Deng, et al., 2009). (Ohi, et al.,
2011) (Lister, et al., 2011) (Kim, et al., 2011).

Por otra parte, también mostraron como muchos de
los clones derivados de las embrionarias o de las iPS se
superponen en la expresion génica (Guenther, et al.,,
2010) (Newman & Cooper, 2010) (Bock, et al., 2011).

2. El otro aspecto importante de discusién ha sido
la capacidad de la células para diferenciarse, y si las iPS
son funcionalmente diferentes de las ES a este respecto.
La agrupacion espontanea de las células pluripotencia-
les como cuerpos embrioides permite una diferencia-

cion regional, en la que se pueden distinguir mediante

marcadores moleculares, células pertenecientes a las tres
capas germinales (Itskovitz-Eldor, et al., 2000). Las iPS
forman cuerpos embrioides, que tras cultivo, muestran
células de diferentes morfologias que corresponden a
las derivadas de cada una de las tres capas germinales.
Se probd asi la capacidad de las iPS de diferenciarse en
células de cada una de las capas germinales: endodermo,
mesodermo y ectodermo (Takahashi, et al., 2007).

El equipo de Hu realizé in vitro la diferenciacion
neural dirigida de cinco clones humanos ES 'y 12 iPS (Hu,
et al., 2010 ). La eficacia resulté ser mucho mayor para
las ES. Sin embargo, otros trabajos examinaron 16 clones
humanos iPS en cuanto a su capacidad de diferenciarse
en neuronas motoras y encontraron que 13 de estos
clones iPS se diferenciaron con eficacia comparable a
los de ES (Boulting, et al., 2011). Los resultados no son
contradictorios sino que, en conjunto, estos estudios
mostraron que los clones iPS y ES se solapan en grados
de variacién de unos a otros, como ya se habia descrito
(Ward, Barrow, & Stern, 2004) (Osafune, et al., 2008).

7. Cuarto criterio: Liberacién de presiones
y prejuicios para obtener los criterios de
constatacion de las hipotesis

7.1. Desde el inicio aparecen dudas razonables de las
posibles aplicaciones de las iPS a la medicina

1. Se encontré que las iPS no podian mantener su carac-
ter indiferenciado cuando se cultivan en ausencia del
lecho de células que liberan LIF (Factor Inhibidor de
Leucemia segun siglas en inglés). Las iPS resultaron
positivas para la fosfatasa alcalina y se pueden dife-
renciar en las tres capas germinales in vitro, lo que
confirma su caracter clénico. Todos estos hallazgos
descartan la posibilidad de que las iPS puedan ser re-
siduos de células troncales embrionarias remanentes.
Debido a que la eficiencia del proceso de induccion
es muy baja, se planteaba la posibilidad de que el
origen de las iPS fuera las células troncales que se en-
cuentran en el tejido adulto (Takahashi & Yamanaka,
2006). Pero la eficiencia no dependia de la abundan-
cia inicial de células troncales adultas multipotentes,

y ademas solo con tres factores no se conseguia in-
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ducir pluripotencialidad. No parece por tanto que
el origen de las iPS sea células troncales adultas, y
no células diferenciadas. Realmente el protocolo ha
inducido la pluripotencialidad, y obviamente quedan
dudas por resolver que requieren tiempo.

Por otra parte, estd el tema del por qué de la falta
de eficiencia. Es posible que los factores de induccion
s6lo se expresan en estrechos margenes, y los rangos
especificos de concentracion sélo podria ser alcan-
zado por algunas células (Niwa, Miyazaki, & Smith,
2000); de hecho, los niveles de proteinas sugieren
que las iPS tienen unos mecanismos para controlar
estrechamente estos niveles de expresion de los cua-
tro factores. Por otra parte, se sabe poco de como los
cuatros factores seleccionados acttan sobre la repro-
gramacién celular. Y qué papel desempefarian en la
programacion de un nucleo de células diferenciada
transferido a un 6vulo desnucleado. Es posible que
las modificaciones epigenéticas que ocurren con la
diferenciacién lleven a silenciar y eliminar el proceso
de expresién retroviral.

Posteriormente, se desarrollan teorias para explicar
la baja efectividad de la inducciéon de las iPS, con el
deseo de comprender cuales son los mecanismos que
subyacen en el proceso (Stadtfeld & Hochedlinger, 2010).
Los problemas son claros: la eficiencia es entre 0.01%-
0.1%, el proceso es muy lento, de aproximadamente 2

semanas, y la reprogramaciéon parcial.
Estas teorias podrian resumirse en:

El Modelo de Elite

El Modelo Probabilistico

e Factores Estocasticos (Yamanaka, 2009)

7.2. Una vez rejuvenecidas a pluripotenciales se precisa
diferenciarlas

Si las iPS son pluripotenciales han de ser capaces de
diferenciacion siguiendo las metodologias usadas para
las ES. Una vez reprogramadas “hacia atras” deberian
poder diferenciarse a todos los tipos celulares de las tres
capas germinales. Esto permitiria probar la capacidad
que tienen para derivar directamente en los diferentes

linajes celulares.

Ambos tipos de células pluripotenciales —las ES y las
iPS— pueden convertirse en cualquier tipo de células
maduras y son Utiles para hacer la “diseccion” de los
mecanismos de enfermedades, para probar farmacos y

nuevas terapias.

7.3. Una competencia poco clara

Varios informes siguen exagerando los defectos de
la iPS: ademas de la variacion en la expresién génica, la
metilacion del ADN, y el potencial de pluripotencialidad,
hay otras anormalidades potenciales en iPS, incluyendo
mutaciones somaticas (Gore, et al., 2011), variaciones del
numero de copia (Hussein, et al., 2011), y la inmunogeni-
cidad (Zhao, Zhang, Rong, & Xu, 2011).

Ademads, se siguen apuntando “nuevos defectos”
(Apostolou & Hochedlinger, 2011) (Dolgin, 2011) (Check
Hayden, 2011) (Pera M., 2011) (Zwaka, 2010).

Sin embargo, pese a estos titulares, los analisis han
indicado que muchas de las diferencias genéticas en-
contradas en las iPS parecen haber existido previamente
en la célula somética original, y por lo tanto surgié de
forma independiente del propio proceso de la repro-
gramacién (Cheng, et al., 2012) (Young, et al., 2012). La
reprogramacion para formar iPS es clonal. De esta for-
ma, las variaciones que existen en una frecuencia baja
dentro de la poblaciéon celular de partida pueden ser
mas evidentes cuando se analiza individualmente clones
derivados de ella, y al compararlas con la célula parental
de la poblaciéon como un todo. Otro estudio mostré que
un conjunto de clones iPS tienen muy pocas alteraciones
genéticas en relacién con sus células de partida (Quin-
lan, et al.,, 2011). Con respecto a la inmunogenicidad
se observo en células indiferenciadas, que nunca serian
usadas en la terapia de trasplante (Zhao, Zhang, Rong,
& Xu, 2011).

A pesar de todos estos trabajos, ninguno puede asegu-
rar que esas deficiencias de las iPS, estén superadas en las
lineas celulares obtenidas a partir de las ES. En resumen,
las ES no son un control final o “estandar de oro” para las
iPS. El camino sugerido para estudios futuros, es que estos
deberian centrarse en la capacidad de las iPS para formar

nuevos tejidos, érganos y organismos modelo.
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Es muy posible que no sean los mismos mecanismos
que desarrollan a las ES in vivo, los que tienen lugar en
la generacion de las iPS. Existen factores que acttan en el
inicio del proceso de reprogramacién para llegar al esta-
do de pluripotencialidad, y hay otros factores que acttian

en el mantenimiento de ese estado (Yamanaka, 2009).

7.4. Las fronteras entre la ciencia y la tecnologia

En biomedicina en general hay que hablar de in-
vestigacién “pura” aplicada al cancer, o a la terapia
regenerativa, etc. Es bien conocido que la busqueda del
origen del cancer, con fines obviamente terapéuticos,
desde hace méas de 50 afos ha promovido la mayor
parte, y desde luego los mas importantes, conocimien-
tos de la biologia. De forma similar el posible uso de
células inmaduras —-pluripotenciales- ha hecho avanzar
el conocimiento del desarrollo embrionario, la epi-
genética, etc.

No obstante, los mecanismos moleculares por los que
las células son reprogramadas a un estado similar al em-
brionario son en gran parte desconocidos. Hay vias de
metilacién del ADN, acetilacion y metilacion de las his-
tonas que influyen en la forma en que actdan cada uno
de los factores, pero estos procesos todavia tienen que
ser aclarados. Las mismas especulaciones de Yamanaka
acerca de que los factores KIf4 y c-Myc pueden modifi-
car la estructura de la cromatina, mientras que Oct4 y
Sox2 son capaces de unirse a “genes diana”, han hecho
avanzar las condiciones del protocolo de induccion del
estado de pluripotencialidad.

Lejos de quedarse en la limitacién que significa ese
desconocimiento, los investigadores que trabajan en
esta linea de desarrollo se han dedicado a buscar for-
mas de seguir profundizando en la biologia de la re-
programacién y de la pluripotencialidad. Esto ademas
forma parte fundamental de una comprensiéon mas com-
pleta del desarrollo embrionario y la genética. Las conse-
cuencias de este trabajo serdn eminentemente practicas
por la ayuda que pueden prestar a hacer mas eficiente
el proceso de reprogramacion, y a cubrir de manera
responsable las expectativas, que en clinica y terapéu-

tica, se hacen respecto a las iPS. Como expresan algunos

autores: “La mision cientifica de las células troncales es
revelar cémo la informacién genética es traducida den-
tro de la formacion de los tejidos y la organogénesis”
(Daley G., 2010). El descubrimiento de las iPS hace que
ese servicio al conocimiento cientifico se muestre pro-
gresivamente mas evidente.

Los datos sugieren que el circuito central de tran-
scripcion que regula la pluripotencialidad es similar en
el ratén y en el humano (Boyer, et al., 2005), pero las
condiciones y sefiales extrinsecas que mantienen la plu-
ripotencialidad son diferentes para cada especie (Taka-
hashi, et al., 2007). Posteriormente se ha descrito el pa-
pel negativo de c-Myc en la multiplicacién de las células
embrionarias humanas (Sumi, Tsuneyoshi, Nakatsuji, &
Suemori, 2007), lo cual contrasta con el papel positivo
que juega en el mismo proceso pero en células embri-
onarias de ratén (Cartwright, McLean, Sheppard, Rivett,
Jones, & Dalton, 2005).

El deseo legitimo de usar la biotecnologia no puede
hacer olvidar el avance riguroso en el proceso que se
investiga, ni necesariamente han de conocerse todos los

mecanismos para comenzar su aplicacion terapéutica.

7.5. Los modelos celulares: una primera aplicacion de
las iPS

Para la biomedicina ha sido de especial interés el
hecho de que se haya logrado inducir pluripotencialidad
a células somaticas procedentes de enfermos (Park, et
al., 2008). Esta posibilidad aporta un material insustitu-
ible para conocer los mecanismos moleculares, disefiar
y probar terapias y farmacos. Al menos cuatro labora-
torios han conseguido generar células iPS desde células
de pacientes. Estos incluyen una variedad de enferme-
dades con origen genético y enfermedades degenerati-
vas (Park, et al., 2008).

En el campo del establecimiento de modelos celu-
lares para el estudio de enfermedades genéticas, tanto
mendelianas como de herencia compleja, se vienen de-
sarrollando con éxito el cultivo y diferenciacién de iPS.
Partiendo de células (fibroblastos o células de la médula
6sea) de pacientes con alguna de estas enfermedades

genéticas se lograron colonias de iPS. Estas colonias
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fueron posteriormente analizadas para confirmar que
en el genotipo de las células derivadas se encontraban
las mutaciones correspondientes a cada enfermedad.
Los resultados confirmaron la hipotesis de que estas iPS
contienen las mutaciones o defectos genéticos de las
células de donde provienen. De esta forma, se establ-
ece un campo de experimentacion biomédica de amplio
espectro. Debido al potencial proliferativo de las iPS, la
recombinacién homoéloga puede ser usada para corregir
ciertos defectos genéticos previa a un transplante. Como
es légico aparecen nuevos riesgos por mutaciones en
esta tecnologia. Un ejemplo es la atrofia girada (How-
den, et al., 2011). También hay trabajos en la esclerosis
lateral amiotréfica (Dimos, et al., 2008), la atrofia mus-
cular medular (Ebert, et al., 2009) y otras enfermedades
musculo esqueléticas (Tedesco, Dellavalle, Diaz-Manera,
Messina, & Cossu, 2010).

Otro modelo celular descrito recientemente se re-
fiere al sindrome CINCA, que es una enfermedad ge-
nética debida a una mutacién en el gen NLRP3, que
fenotipicamente se manifiesta como un mosaicismo por
la dificultad de separar las células portadoras de la mu-
tacion de las que no lo son (Tanaka, et al., 2012). Adicio-
nalmente, se han modelado enfermedades infecciosas
como la Hepatitis C utilizando iPS infectadas con el virus
(Si-Tayeb, Duclos-Vallée, & Petit, 2012). En algunas en-
fermedades hematoldgicas las iPS han mostrado no sélo
servir para establecer modelos celulares de estudio de la
enfermedad, sino que ademas han proporcionado una
posibilidad de cura de enfermedades como la anemia
de Falconi, mediante la generacién de lineas celulares
libres de enfermedad. De esta forma se muestra que
las iPS pueden tener también un gran potencial tera-
péutico (Raya, et al., 2009). Es notable que las células
hematopoyéticas han permitido conocer que el estadio
de diferenciacion celular desde el que se reprograma
es determinante para el éxito de la derivacién en iPS
(Eminli, et al., 2009). No obstante quedan por superar
algunas deficiencias para el desarrollo de los modelos de
enfermedades, como son la diferenciacion ineficiente y
la purificacion. Sera preciso ademas examinar qué parte
del desarrollo in vivo puede ser recapitulado en modelos
celulares de enfermedad.

8. Quinto criterio: no hay frontera nitida entre la
investigacion tedrica y sus aplicaciones.

8.1. Responsabilidad de las aplicaciones basadas en los
descubrimientos

Precisamente por que la frontera entre investigacion
pura y aplicada es con frecuencia poco nitida, no es
posible conformarse con que las aplicaciones las van a
llevar a cabo “otros colegas”. La tecnologia derivada del
conocimiento es siempre ambivalente: puede emplearse
en mas de una direccion.

No es muy frecuente que un investigador alerte y
exija una moratoria para el uso de su descubrimiento.
Yamanaka lo hace ante la tentacion de usar las iPS
humanas para la creacién in vitro de células germina-
les y usarlas para procreacién. De estas células se po-
drian derivar gametos, usables para tratamientos de
infertilidad, o hacer quimeras humanas mediante la
incorporacion de iPS de un adulto a un blastocito ob-
tenido in vitro. Desde el primer momento Yamanaka
previno a las autoridades de su pais, para que estas cé-
lulas no pudieran ser usadas con fines reproductivos.
El mismo asume la direccién ética del grupo regulador
del gobierno de su pais, Japén. El ministro de Ciencia
japonés envié en el 2007 a todos las universidades y
centros de investigaciéon una notificacion que espe-
cificamente prohibe «la implantacion de embriones
producidos a partir de las iPS en Uteros humanos o de
animales, la produccidon de un individuo a partir de
iPS, la introduccion de células iPS en un embrién o un
feto, y la produccion de células germinales desde iPS»
(Kawakami, Sipp, & Kato, 2010).

Posteriormente se revisa la prohibicion y se estable-
cen directrices adicionales en 2010. Se permite la inves-
tigacion relacionada con la diferenciacion de las células
germinales, los mecanismos del desarrollo, la regenera-
cion y los procedimientos de diagnéstico y prevencion.
Sin embargo, la fertilizacion a través de los gametos
derivados de las células troncales pluripotentes sigue
prohibido (Kawakami, Sipp, & Kato, 2010).

Esa accion dejaba claro desde el inicio de esta via de
investigacion, que no es valida la improvisacion ni puede

haber experimentacién sin un auténtico rigor cientifico.
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Shinya Yamanaka ha expresado sobre el tema de la re-
gulacion legal basada en normas éticas:

“Scientific technologies are double-edged swords:
they can provide many benefits for humanity, but at
the same time can be harmful. Thus, regulations are
necessary. | think that it is essential for scientists to exert
their best efforts to explain the pros and cons of their
developing technologies to the public using language
that is easy to understand, but as accurate as possible.
Therefore, this field of research needs talented science
communicators who can explain both the merits and
disadvantages of their research” (Blanpain, Daley, Ho-

chedlinger, Passegué, Rossant, & Yamanaka, 2012).

8.2. En busca de un modelo para el estudio de la
esterilidad

Esta moratoria no supone falta de interés en solu-
cionar el grave problema de la esterilidad. El linaje de
células germinales en los mamiferos se origina a partir de
epiblastos pluripotentes como células germinales primor-
diales, que se desarrollan de forma dismérfica generando
espermatozoides o ovocitos. Se necesitaban modelos in
vitro con células humanas para conocer el desarrollo nor-
mal y patoldgico de la linea germinal. Una estrategia es la
utilizacion de células troncales pluripotenciales humanas.

Yamanaka busca un modelo celular para el estudio
de la infertilidad o esterilidad causada por la alteracion
o la ausencia de células germinales (espermatozoides u
6vulos), un importante problema médico que perma-
nece incurable en gran medida. Para entender mejor
los mecanismos moleculares precisos de la infertilidad
y el desarrollo de farmacos para el tratamiento de esta
condicién, se requieren células germinales humanas. En
2012 un equipo liderado por Yamanaka, ha conseguido
presentar un modelo de enfermedad consistente en la
produccion de células germinales por induccién de pluri-
potencialidad a partir de células somaticas del paciente,
que requerira, como es légico, futuros perfeccionamien-
tos (Hayashi, Saitou, & Yamanaka, 2012).

Con los conocimientos que se vayan logrando acerca
de los procesos de la gametogénesis, y las posibles alter-

nativas de obtener células germinales humanas sumado

a los estudios precedentes de maduracién de germinales
de ratén, Yamanaka y su equipo estan en disposicion de
lograr el modelo que permita el conocimiento preciso, a
nivel molecular, de las patologias de la infertilidad. De
esta forma, se podra tener la posibilidad de desarrollar
nuevos tratamientos. (Cooke & Saunders, 2002) (Ferlin,
Raicu, Gatta, Zuccarello, Palka, & Foresta, 2007) (Shelling,
2010) (Persani, Rossetti, & Cacciatore, 2010) (Wong &
Cheng, 2011) (Angenard, et al., 2010) (Angenard, et al.,
2011) (Lambrot, et al., 2007) (Kee, Flores, Cedars, & Rei-
jo Pera, 2010) (Coutts, Fulton, & Anderson, 2007) (Park,
et al., 2008) (Park, et al., 2008) (Saha & Jaenisch, 2009)
(Hoyer, 2005) (Imamura, et al., 2010) (Bucay, et al., 2009)
(Park, et al., 2009) (Geens, Sermon, Van de Velde, & Tour-
naye, 2011) (West, Machacek, Boyd, Pandiyan, Robbins, &
Stive, 2008) (Hua & Sidhu, 2008) (Hayashi, Chuva de Sousa
Lopes, & Surani, 2007) (Richardson & Lehmann, 2010) (Sa-
saki & Matsui, 2008) (Boldajipour & Raz, 2007) (Hayashi,
Ogushi, Kurimoto, Shimamoto, Ohta, & Saitou, 2012).

9. Sexto criterio: existe responsabilidad ante

las posibles desviaciones de los conocimientos
aportados por la propia investigacion

9.1. Avances en biologia molecular tras los estudios de
la pluripotencialidad

La motivacién principal de entregar el Premio Nobel
de Medicina 2012 a John Gurdon y Shinya Yamanaka
es: “por el descubrimiento que las células maduras pue-
den ser reprogramadas para convertirse en pluripoten-
tes”. Se otorga por un avance en la biologia celular y
molecular que tendra repercusiones médicas. Por esta
razén, antes de explorar las consecuencias biomédicas
que tienen las iPS, conviene sefalar las nuevas vias que
se abren para la biologia (Yamanaka, 2009). El desarrollo
de las iPS puede ser visto como un ensayo bioquimico
de la pluripotencialidad. Las modificaciones cualitativas
y cuantitativas sobre este ensayo experimental pueden
ir revelando mecanismos bioquimicos y genéticos, que
hasta ahora permanecen ocultos.

En primer lugar, facilitan una mayor compresiéon de
la epigenética. Se tiene experiencia que durante el pro-

ceso de reprogramacion muchas células quedan atrapa-
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das en un estado de reprogramacion parcial. Este estado
parece estar motivado por una deficiente desmetilacién
del ADN, y una represion/expresion ectopica incompleta
de los factores de transcripcién que comprometen con
linajes celulares especificos (Mikkelsen, et al., 2008).

En segundo lugar, aunque se desconoce la funcion
especifica de cada uno de los factores de induccion, y
que la via de inducciéon de la iPS no tiene represent-
acién in vivo, se puede inducir que deben haber muchos
procesos que tienen paralelismo con eventos fundamen-
tales en el desarrollo embrionario de los mamiferos. La
generacién de las iPS en cuanto, “retroceder la pelicula
del desarrollo embrionario” aportara sin duda muchos
datos que son aplicables a la comprensién de los fenoé-
menos que ocurren in vivo.

Otra de las areas donde las iPS pueden aportar nue-
vos conocimientos, se refiere a los fundamentos mo-
leculares de la generacion de los tumores de células
germinales (Blelloch, Venere, Yen, & Rhamalo-Santos,
2007), ya que los tumores de células germinales tienen
un circuito de factores de transcripcion similar al de las
iPS, que incluye Oct4, Sox2, Nanog. Aunque no expresan
ni el factor KIf4, ni tampoco el factor c-Myc, si dependen
de la expresion de otros factores de esta misma familia
(Sridharan, et al., 2009).

De igual forma, las iPS pueden aportar nuevos cono-
cimiento en la biologia de los micro-RNA. Se sabe que
varios de los micro-RNAs estan involucrados en la optimi-
zacion del proceso de induccién de la pluripotencialidad,
en las células troncales embrionarias (Judson, Babiarz,
Venere, & Blelloch, 2009). Ademas se conoce que existen
factores remodeladores de la cromatina, que en conjunto
con los factores de transcripcion y los micro-RNA actiian
en la conservacion de el estado embrionario similar (Gas-
par-Maia, et al., 2009). De manera andloga, es muy posi-
ble que se puedan encontrar respuesta a muchos asuntos
referentes al papel que tienen en la pluripotencialidad las
proteinas de las vias de sefializacion de las rutas metaboli-
cas, las del ciclo celular y las proteinas del citoesqueleto.

Mas alla de responder todas estas preguntas, la gen-
eracion de las iPS hace asequible una aproximacién sen-

cilla para el estudio de las proteinas, o péptidos y sus

factores de transcripcion en orden a disecar el proceso
de la pluripotencialidad.

También es posible que los ensayos con las iPS nos
permitan conocer mas a fondo la estabilidad del esta-
do de diferenciacion celular. Se supone que el estado
de diferenciacion se puede perder cuando las células
adultas pierden ciertas sefiales moleculares. Por lo tanto,
hay “genes claves” que mantienen a las células “protegi-
das” de los elementos que pueden inducir su desdiferen-
ciacion (Wang & Blelloch, 2009) (Duinsbergen, Eriksson,
't Hoen, Frisén, & Mikkers, 2008). Tal seria el caso de
futuros ensayos con las iPS para determinar los mecanis-
mos por los que el gen P53 modula la estabilidad de la
célula diferenciada (Mikkelsen, et al., 2008). Asi como
también, el papel en la desmetilaciéon del ADN o las his-
tonas, de otros tumor represores como Rb o Pten. Mas
ampliamente, la similitud que existe entre los procesos
de transcripcion de las células troncales pluripotenciales
y el cancer (Wong, Liu, Ridky, Cassarino, Segal, & Chang,
2008), hace suponer que se descubrirdn nuevos genes
que sean supresores de tumores (Wang & Armstrong,
2008) (Frank, Schatton, & Frank, 2010). El trabajo pione-
ro de Yamanaka ha inspirado nuevos abordajes y se han
creado nuevos paradigmas para la terapia regenerativa,

como muestra el esquema siguiente.

2007 2007 4

(élulos Troncoles  Terapin Teropios en humanos
de Pluripotenciolided  en rotones con iPS con célulos IPS
Inducida de humanos ) th ?

Yamanaka
Thomson

2006 2009 ?
Células Troncales Célulos iPS de pocientes  Descubrimiento
de Pluripotencialidod Daley de formacos mediante
Inducida en ratdn el uso de iPS
Yamanaka ?
———
2007 2008 2010
Trasmisidn Reprogramacion Programaci6n
t}e ||'ne||15 g:trninnles directa in vivo directa in vilro
aenisc Melto
Hochedlinger ¢ Wernig
Yamanaka

Yamanaka divide las posibilidades de aplicacion cli-
nica de las iPS en: aplicaciones para la medicina rege-

nerativa y aplicaciones in vitro. Hasta el momento se
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han reconocido tres areas de aplicaciéon clinica de las
iPS: terapias de sustitucion celular, modelaje de enfer-
medades para el descubrimiento de drogas especificas,
toxicologia y farmacologia predictiva (Yamanaka, 2012).
Las iPS se han ido haciendo cada vez mas accesibles para
la investigaciéon y muy posiblemente en corto tiempo
para las aplicaciones clinicas. La tecnologia de las iPS ya
estd lista para muchas aplicaciones, incluyendo las tera-
péuticas. De cada procedimiento de induccién, surgen
multiples clones de diferente calidad, y es esencial selec-
cionar los utiles para el uso médico. Como ha expresado
el propio Yamanaka, su expectativa respecto a las iPS es
ponerlas al servicio de la medicina. Aunque claramente,
existen dificultades para el traslado a la investigacion
clinica: es preciso confirmar la diferenciacion in vitro, la
integridad del genoma y del epigenoma.

Nada mas conocerse la reprogramacién de células de
adulto Rudolf Janisch, con su profundo conocimiento
de la clonaciéon en ratén, pudo comprobar que al menos
en ratén las iPS propias podian ser utilizadas para curar
una anemia que se presenta en humanos (Hanna, et al.,
2007). Posteriormente, se estan haciendo progresos ha-
cia el uso de iPS en medicina regenerativa, por ejemplo
para el tratamiento de la enfermedad Parkinson (Kriks,
et al., 2011), la deficiencia de plaquetas (Takayama, et
al., 2010), lesién de la médula espinal (Nori, et al., 2011),
y la degeneracién macular (Okamoto & Takahashi, 2011).

En el area de enfermedades neurodegenerativas
como la Enfermedad de Parkinson se vienen ensayando
implantes con células iPS en ratones con el fin de re-
generar las neuronas dopaminérgicas dafiadas (Politis
& Lindvall, 2012) Sin embargo, existen todavia cuest-
ionamientos para utilizar las terapias basadas en células
troncales para los procesos neurodegenerativos (Lindvall
& Kokaia, 2010). Mas aun, se han logrado iPS tras corre-
gir células somaticas de pacientes de anemia de Fanconi,
capaces de dar progenitores hematopoyéticos de los lin-
ajes mieloide y eritroide normales, con futuro potencial
terapéutico. Lo que supone la posible unién de la tera-
pia genética con la terapia celular (Raya, et al., 2009).

Celulas iPS del paciente pueden ser usadas para re-

capitular fenotipos no sélo de enfermedades monogé-

nicas, sino también enfermedades de aparicion tardia y
poligénicas, como la enfermedad de Parkinson (Devine,
et al.,, 2011), la enfermedad de Alzheimer (Israel, et al.,
2012) (Yahata, et al., 2011) (Yaqi, et al., 2011), y la es-
quizofrenia (Brennand, et al., 2011), para andlisis tanto
de los mecanismos de la enfermedad como de la inves-
tigacion de nuevos potenciales tratamientos.

Por su parte, Douglas Melton, de la Universidad de
Harvard, que inicialmente pensé en las células embrion-
arias para curar la diabetes, busca una terapia regen-
erativa espectacular: la reprogramacion in vivo. Cre6 un
sistema de trazado de las células que le ha permitido
generar in vivo por transdiferenciacion, células capaces
de convertirse en productoras de insulina en los ratones
(Zhou, Brown, Kanarek, Rajagopal, & Melton, 2008).

Hay varios ejemplos de conversion in vitro de fibro-
blastos a diversas células sométicas, tales como células
neurales (Vierbuchen, Otermeier, Pang, Kokubo, Sudhof,
& Wernig, 2010), hepatocitos (Huang, et al., 2011), mioc-
itos cardiacos (leda, et al., 2010), y células progenitoras
hematopoyéticas (Szabo, et al., 2010). El proceso de re-
programacion directa es sencillo y rapido. Un obstaculo
que sigue existiendo es cdbmo obtener una cantidad su-
ficiente de “células diana” para aplicaciones posteriores.
El mejor uso de esta nueva tecnologia puede estar en la
reprogramacion directa in situ (Qian, et al., 2012).

En resumen, a corto plazo la reprogramacién de célu-
las somaticas supone en primer lugar disponer de mod-
elos para la investigacion terapéutica de esperables ben-
eficios médicos. A mas largo plazo es posible que puedan
usarse en terapia regenerativa. Y es posible que estos
conocimientos precisos puedan generar terapias para el
rejuvenecimiento in vivo de células somaticas a células

progenitoras, por ejemplo las productoras de insulina.

9.2. Bancos de células pluripotenciales

Preparar para cada paciente unas células concretas a
partir del rejuvenecimiento de las suyas, es largo, laborio-
so y costoso. Es necesario lograr un sistema de suministro
de células pluripotenciales capaces de diferenciarse a cual-
quiera de los tipos que forman el cuerpo humano y que

no sean rechazadas inmunoldgicamente por el paciente.
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Recientemente, el gobierno japonés aprobé a Yama-
naka un suefio largamente acariciado: la creacion de li-
neas celulares a partir de las miles de muestras de sangre
del cordén umbilical para su uso en medicina (Cyranoski
D., 2012). Se trata de crear, para el 2020, un conjunto
estandar de 75 lineas de células iPS que son suficientes
como para poder ser toleradas sin rechazo por el 80%
de la poblacién japonesa. Necesitard muestras de unas
64.000 personas para encontrar los perfiles inmunolégi-
cos que cubran a la mayoria de la poblacién. Utilizando
muestras sangre de los ocho bancos de sangre de cor-
doén de Japoén, inutilizables para otros procedimientos
médicos, tendria ya unas 29.000 muestras procesadas.
La diversidad genética en Japén es relativamente baja y
se necesitan menos muestras para abarcar los perfiles in-
munoldgicos de la mayor parte de la poblacién. En otros
paises serd mas dificil debido a la diversidad genética.

Japén esta invirtiendo decenas de millones de doélares
cada afio en ocho proyectos a largo plazo para trasladar
las terapias con iPS a la clinica, incluyendo el aporte de
los EE.UU. 2,5 millones de doélares por afio para la enfer-
medad de Parkinson en el centro de la Universidad de
Kyoto que dirige Yamanaka. A este programa le faltan al
menos tres afos para entrar en la fase de ensayos clinicos.

La mayoria de los bancos iPS fuera de Japon se especia-
lizan en células de personas con enfermedades, para su uso
en la investigacion en lugar de usarlos para tratamientos.
Por ejemplo, el Instituto de Medicina Regenerativa de Ca-
lifornia en San Francisco planea depositar unas 3.000 lineas

de células para su distribucién a los investigadores.

10. Conclusion: La racionalidad cientifica es
imprescindible para la ética de la investigacion
en Biomedicina

Todos estas posibilidades que en relativamente poco
tiempo han surgido de las iPS muestran de que manera
es posible el progreso tecnolégico a favor de la sociedad,
cuando a la ciencia se le libera de presiones politicas, ideo-
l6gicas y econdmicas. En definitiva, como afirma Yamanaka
"los cientificos deberian centrarse en la investigacion, y los
politicos y las empresas deben depender de la evidencia

generada a partir de estudios cientificos para informar di-

recciones futuras, mas que en las opiniones de aquellos que
no entienden completamente el campo” (Yamanaka, 2012).

A partir del estudio de el itinerario recorrido por Shin-
ya Yamanaka se han podido inducir una serie de criterios
generales. Estos criterios podrian servir de aprendizaje a
la hora de aproximarse a un proyecto de investigacion en
Biomedicina. Ademas, pueden ayudar también a revisar
la racionalidad con la que se han llevado adelante otras
investigaciones referidas a las células troncales.

Se puede concluir que con el desarrollo de la tecno-
logia de las iPS se abre un abanico de posibilidades que
permitirdn que en todas las areas de trabajo con células
troncales, se puedan obtener resultados acordes a las
necesidades de la medicina regenerativa. Los avances
que ya se vislumbran mediante el uso de las iPS respon-
den a una forma de investigar con ldgica cientifica, que

toma a la ética como punto de partida.
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