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RESUMEN

En el presente trabajo se analiza el estado actual de las investigaciones para la
obtencion de embriones humanos clénicos por transferencia nuclear de células
somaticas y de las células troncales embrionarias (células NT-ES) y su posible
utilizaciéon con fines terapéuticos y su comparaciéon con las células troncales
pluripotentes inducidas (células iPS). Se hace referencia también a la
reprogramacion directa como método alternativo. El texto se presenta como una
adenda a una revision anterior del propio autor.

Palabras clave: Clonaciéon en humanos; transferencia nuclear; embrién humano
clénico; embrién somatico; células troncales embrionarias cldnicas;
reprogramacion directa.

ABSTRACT

A step forward towards human cloning for therapeutic purposes?: an addendum

Present investigations carried out to produce human embryos by somatic cell
nuclear transfer (SCNT embryos) and nuclear transfer human embryo stem cells
(NT-ESC) and their use in regenerative medicine are analyzed and compared with
the induced pluripotent cells (iPS). A reference to the direct reprogramming
technique is made. The text is presented as an addendum to an author's previous
review.

Keywords: Human clonning; somatic cell nuclear transfer; clone human embryo;
SCNT embryo, somatic embryo; human embryonic stem cells derived by somatic
cell nuclear transfer; NT-ESC; direct reprogramming.

644




¢Un paso adelante hacia la clonacién humana con fines terapéuticos?: una adenda

1. ADENDA: UNA JUSTIFICACION

Hace poco mas de un afio publiqué en esta misma revista (1) una amplia
revisién sobre la posible utilizacién de la clonacién humana con fines terapéuticos.
Unos meses después, a lo largo de este afio 2014, se han publicado varios articulos
cientificos que, en mi opinién, seria conveniente incluir su comentario como una
adenda al articulo original. El contenido de este texto deberia leerse o afiadirse a
continuacién del anterior como una estricta adenda.

2. LOS NUEVOS DATOS CIENTIFICOS

Cuando se hizo publica la investigacién realizada por el grupo de
investigacion del Dr. Mitalipov sobre la clonacién humana con fines terapéuticos
que fue comentada por el autor en esta misma revista en 2013 (1), hubo algunas
voces criticas que veian sospechoso que la revista Cell hubiera publicado el trabajo
en un tiempo récord (2) alentado por posibles intereses extracientificos, llegando a
poner en duda, incluso, la validez de la investigacién. Sin embargo, un afio mas
tarde, en 2014, se publicaron dos trabajos realizados por distintos grupos de
investigacion utilizando como donantes individuos adultos, lo que viene a
confirmar la posible aplicacién practica de la clonacién humana por transferencia
nuclear con fines terapéuticos.

Asi, Chung y colaboradores (3), siguiendo la técnica de Mitalipov con alguna
modificaciéon, obtuvieron células troncales embrionarias via transferencia nuclear
de células somaticas (NT-ESCs) a partir de fibroblastos de piel de dos varones
adultos de 35y 75 afios.

Por su parte, Egli y colaboradores (4) obtuvieron células NT-ES a partir de
células somaticas de una mujer adulta de 32 afios que padecia una diabetes tipo 1
desde hacia 10 afios. Con la técnica utilizada mejoraron el protocolo de activaciéon
del ovocito utilizando el tratamiento con kinasas e inhibidores de la traduccion y
de histona desacetilasa que promueven el desarrollo del estadio de blastocisto. La
eficiencia del desarrollo variaba entre las diferentes donadoras de ovocitos, siendo
inversamente proporcional al nimero de dias de tratamiento hormonal necesarios
para la maduracion del ovocito. Puesto que el uso para la fusion celular de virus
Sendai concentrado produce la activaciéon prematura del ovocito al aumentar la
concentracion intracelular de calcio, utilizaron una concentracion diluida de virus
Sendai en un medio libre de calcio. Desde el punto de vista clinico, es importante
sefialar que de las células NT-ES derivaron, ademas de neuronas y células
duodenales, células pancreaticas productoras de insulina.

Los dos trabajos mencionados han vuelto a poner sobre el tapete la
controversia bioética entre la utilizaciéon de la técnica de Yamanaka para obtener
las células troncales pluripotentes inducidas (células iPS) frente a la obtencién de
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células troncales a partir de embriones obtenidos por fecundacidn in vitro o por
transferencia nuclear (células IVF-ES y células NT-ES).

Dada la potencialidad que las células troncales representan para la
Medicina Regenerativa del futuro, el grupo del Dr. Mitalipov (5) ha planteado la
comparacién de las limitaciones que plantean entre si las células troncales
embrionarias obtenidas a partir de un proceso de fecundacioén in vitro (células IVF-
ES) -que representan el “patréon oro”, aunque tienen el inconveniente de su
alogenicidad en relacién al paciente y el posible rechazo inmunolégico- frente a las
posibles aberraciones epigenéticas y transcripcionales de las células pluripotentes
embrionarias obtenidas por transferencia somatica nuclear (células SCNT) o por
pluripotencia inducida sin pasar por la fase embrionaria (células iPS). Para
determinar si tales aberraciones son consecuencia intrinseca del proceso de
reprogramacion de las células somaticas o mas bien debidas al método de
reprogramacion, realizaron el andlisis gendmico de los tres tipos de células.

Los resultados obtenidos al comparar genéticamente las células IVF-ES con
las células iPS y las células NT-ES derivadas de las mismas células somaticas
llevaron a la conclusién de que tanto las células NT-ES como las iPS contenian una
cantidad comparable de variaciones en el nimero de copias de novo. Sin embargo,
los perfiles de metilacion del ADN y del transcriptoma de las células NT-ES se
correspondian estrechamente con los de las células IVF-ES, mientras que las
células iPS diferian y mantenian patrones residuales de metilaciéon del ADN tipicos
de las células somaticas de las que procedian. La conclusion a la que llegaban, por
tanto, es que en las células somaticas humanas pueden ser reprogramadas a la
pluripotencia con mayor fiabilidad mediante la utilizacién de las células NT-ES y,
por tanto, consideran que la clonacién con fines terapéuticos es ideal para la
terapia celular de la Medicina Regenerativa.

En esta controversia hay que tener en cuenta un cuarto elemento: la
reprogramacion directa que permite obtener un tipo de células diferenciadas
directamente a partir de otro tipo de células diferencias sin pasar por la fase
embrionaria (células IVF-ES y células NT-ES) ni tan siquiera por la fase de
pluripotencia (células iPS): se trata de una verdadera “alquimia celular” (6).

En 2008, el grupo de Douglas A. Melton (7) reprogramé in vivo células
adultas de ratén (células exocrinas del pancreas) transformandolas directamente
en células beta pancreaticas capaces de producir insulina (islotes de Langerhans).
Las células obtenidas son indistinguibles de las células beta pancreaticas
enddégenas, tanto en tamafo como en su forma y estructura. El experimento
realizado con ratones in vivo mostr6 que las células beta obtenidas mejoraban
sensiblemente la condicién de hiperglicemia de los ratones diabéticos. No cabe
duda que estos resultados son esperanzadores para tratar de curar en el futuro la
enfermedad de la diabetes tipo 1 en humanos.
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En enero de 2010, Wernig y colaboradores (8), partiendo de la hipdtesis de
que la expresion combinatorial de factores de transcipcién especificos del linaje
neural podria convertir directamente fibroblastos en neuronas, utilizaron un
conjunto de 19 genes candidatos de los que solamente tres factores (Ascl3, Brn2
también denominado Pou3f2 y Myt1l) eran suficientes para convertir con rapidez y
eficacia fibroblastos embrionarios y postnatales de ratéon directamente en
neuronas funcionales in vitro. Las células neuronales inducidas (iN) expresan
multiples proteinas especificas de neurona, generan potenciales de accién y
forman sinapsis funcionales. Los autores sefialaban que la generacién de células iN
a partir de linajes no neurales podria tener importantes implicaciones tanto en el
estudio del desarrollo neural como en el disefio de modelos de enfermedades
neuroldgicas y la Medicina Regenerativa.

En noviembre de 2010, Bhatia y colaboradores (9) lograron la conversién
directa de fibroblastos humanos en células progenitoras hematopoyéticas que
daban lugar a linajes granulociticos, monociticos, megacariociticos y eritroides,
abriendo una posible puerta a la futura aplicacion clinica en la terapia celular
autologa sin pasar por la fase pluripotente de las células iPS.

En octubre de 2014, Yoo y colaboradores (10) obtenian neuronas espinosas
medianas a partir de fibroblastos humanos de individuos postnatales y adultos. En
su investigacion utilizaron dos tipos de microARN (miR-9 y miR-124) que
modifican el empaquetamiento de la cromatina y, por tanto, el silenciamiento de
determinados genes con lo que cambian la diferenciacion de fibroblastos en
neuronas. Posteriormente, utilizando factores de transcripcion especificos,
obtuvieron el subtipo de neuronas espinosas medianas deseado. Estas células son
las principales neuronas afectadas en la enfermedad de Huntington, de donde se
deduce la posible importancia clinica de esta investigacion. Pasos adicionales
inmediatos en la investigaciéon seran, por un lado, obtener por reprogramacion
directa neuronas espinosas medianas procedentes de fibroblastos de personas con
la enfermedad de Huntington para estudiar las propiedades celulares asociadas
con la enfermedad y, por otro lado, inyectar las neuronas obtenidas por
reprogramacion de fibroblastos de personas sanas en ratones modelo de la
enfermedad de Huntington para comprobar si ello permite combatir la
enfermedad.

Es evidente que se ha abierto un nuevo y esperanzador campo para la
Medicina Regenerativa del futuro. Ademas, como en el caso de la utilizacién de las
células troncales adultas (AS) y las células troncales pluripotentes inducidas (iPS),
se obvian los problemas éticos que plantea la utilizacion de las células troncales
pluripotentes embrionarias (células IVF-ES o NT-ES ).
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