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Prólogo:
 La promesa de las células madre


    “Las mejores promesas son esas que no hay que cumplir.” Joaquín Sabina.


    El siglo XXI nació convulsionando el panorama científico gracias a las células madre. Su descubrimiento y potencial terapéutico aún agitan las intranquilas aguas de la investigación. El abordaje de estas células en el terreno mediático provocó una implicación social que no se veía en la atmósfera experimental desde los tiempos de Darwin.


    El término de célula madre ha sido dotado de una polisemia social que trasciende la realidad científica. Seguramente el ascenso meteórico de su popularidad haya sido, en parte, el causante de la tergiversación casi barroca de su significado. Los medios de masas han prestado más atención a la polémica generada que al origen del conflicto ético que se esgrime en los distintos sectores. Las células madre han actuado a modo de revulsivo en una batalla ficticia entre sensibilidades. Antes de saltar al contexto moral, aquellos que sostenían el estandarte de la controversia hubieran hecho bien en entender las bases científicas en las que radica el supuesto problema.


    De forma simultánea, en el eslabón científico se planteó un esquema teórico que permitía proclamar a viva voz una promesa ya desdibujada en el devenir del progreso experimental. Al principio las células madre servían para curarlo casi todo, una receta sencilla y magistral desharía los entuertos de las cuantiosas enfermedades que atemorizaban al mundo. Tiempo después sigue en pie el reclamo de una promesa que parece no llegar mientras sigue siendo encumbrada por la comunidad científica, donde tratan de pormenorizar sus tesis.


    El basto campo de la incertidumbre merece ser arado en pos del raciocinio científico. Una baza que permite escrutar y revisar las vertientes más influyentes de este tema en sociedad: la promesa y el conflicto. Podemos adelantar que en la naturaleza no existen las tendencias absolutas. La promesa de las células madre no puede ser de facto universal pero ello no indica que en consecuencia deba ser quebrantable. De la misma manera podremos entender como el conflicto ético tan sólo existe a ojos de lo moral, dado que las leyes de la biología rigen en la propia jurisdicción de la naturaleza.
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Capítulo primero:
 El secreto de los embriones.


    “En el origen de las fortunas hay cosas que hacen temblar.”

    L. Bourdaloue


    El concepto de célula madre - o célula troncal - saltó a la palestra con el descubrimiento de las células embrionarias, conocidas como ESC de su acrónimo en inglés. Si bien existen muchos más tipos, las de origen embrionario fueron las primeras tanto en descubrirse como en proyectar el potencial terapéutico que hoy en día seguimos explorando. Independientemente del interés científico, las células madre embrionarias levantaron un gran revuelo que aún hoy ocupa un lugar preponderante en la discusión ética.


    


    En nuestra sociedad actual, que confía en la ciencia para solucionar sus problemas a la par que desconoce las bases y el método, las voces a favor y en contra se suceden desde hace varios años. La peculiaridad de este escenario mediático ha sido la generación de una opinión al uso, sin base científica alguna, para juzgar un tema tan crucial en el futuro de la medicina.


    Antes de opinar, cualquier persona que se disponga a hacerlo con criterio debería preguntarse ¿Sé realmente lo que son las células madre? Esto es lo que vamos a tratar de resolver en este capítulo. Hablaremos de las células madre embrionarias y su interés clínico desde una vertiente puramente científica. Con ello, nos aseguramos de abolir los prejuicios y contestar a la siguiente pregunta: ¿Qué son las células madre? Si somos capaces de dar una respuesta de consenso sobre una base sólida, garantizamos argumentar con suficiente conocimiento como para generar una opinión válida.


    Los orígenes de la fecundación


    Las células madre embrionarias, como su nombre indica, son originarias del embrión. Un embrión no es más que la unión de una célula germinal masculina – el espermatozoide – y femenina – el óvulo –. Tanto óvulo como espermatozoide son células altamente especializadas de un organismo adulto que darán lugar a células madre con el material genético fruto de su asociación.


    La biología de las células madre se fundamenta en la versatilidad genética de las mismas. Para entenderla vamos a introducir a continuación unos conceptos muy básicos que desarrollaremos en capítulos posteriores.


    El embrión resultante de la unión de óvulo-espermatozoide es la forma que constituirá finalmente el organismo adulto. Genéticamente se compone de 23 pares de cromosomas que contienen la información que ha heredado de cada uno de sus progenitores.


    Los cromosomas son una estructura que contiene el ADN, facilitando su transporte durante la fecundación y mediante la división celular en el organismo. El ADN contenido en los cromosomas es la fuente de información genética, producirá las proteínas necesarias en cada momento y cada tipo celular del embrión y del individuo adulto. La parte del ADN que contiene la información es lo que llamamos genes y cada gen puede producir una o más proteínas distintas que desempeñarán su función en la célula. Además el ADN cromosómico contiene muchas otras secuencias que no codifican por proteínas pero tienen otras funciones. Poco sabemos de ellas hasta el momento y no entraremos en el tema puesto que no son relevantes para explicar la teoría actual de las células madre.
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    Figura 1. Los cromosomas se encuentran protegidos en el núcleo celular. Estas macromoléculas se componen de hebras de ADN en forma de doble hélice altamente compactas.


    Cuando el espermatozoide se dispone a penetrar en el óvulo, este se encuentra arrestado. Se trata de una etapa del desarrollo celular que conduce a un callejón sin salida. El óvulo no madurará más y tan sólo admite dos alternativas: degradarse - si ningún espermatozoide llega a fecundarlo - o por el contrario formar el embrión - si lo fertiliza el espermatozoide cediéndole su contenido genético -.


    En el segundo caso, con la instauración del embrión pasamos de dos células que contenían la mitad de los cromosomas de cada progenitor a formar una sola compuesta por el sumatorio de ambas.


    Las células germinales que forman el embrión provienen de otras células del organismo adulto que han dividido para dotarlas de la mitad de su contenido cromosómico. Este proceso de división celular se conoce como meiosis y se caracteriza por una expresión controlada de unos genes concretos. La combinatoria de estos a lo largo del tiempo es lo que confiere identidad a las células. Pensemos en un organismo adulto, por ejemplo. El comportamiento de una célula del corazón que transmite el impulso eléctrico durante el latido no es el mismo que el de una célula del pulmón que capta oxígeno para enviarlo a la sangre. Estas dos células son por tanto muy diferentes entre sí y esto se debe a la expresión de diferentes genes.


    Por consiguiente nos encontramos con dos células germinales que han expresado a lo largo de su maduración distintos genes y ahora deben confluir en el embrión. O lo que es lo mismo, dos células con una identidad muy diferente que convergen en una tercera. El embrión se distingue por un patrón de expresión génica radicalmente distinto al de óvulos y espermatozoides. La función principal del espermatozoide es el tráfico de ADN – establecido en cromosomas- hasta el óvulo. Este, a su vez contiene la misma cantidad de material genético que su homólogo masculino pero también proporciona la infraestructura celular para el embrión.


    La célula masculina – con un tamaño 100 veces menor que el óvulo – fusiona con la membrana de este y libera los cromosomas a su interior. Estos cromosomas junto a los que ya se encontraban en la célula femenina conformarán la dotación genética definitiva del futuro individuo. Pero el espermatozoide no sólo libera su ADN, también envía las señales pertinentes al óvulo para que inicie el programa de desarrollo embrionario.


    Este programa de desarrollo embrionario consiste en controlar de una forma extremadamente precisa el tráfico y expresión de genes para regular la identidad del embrión. A la unión óvulo – espermatozoide, la forma más primordial del desarrollo humano, lo llamamos embrión de una célula o cigoto. La denominación es tal debido a que este estadío embrionario contiene el mismo número de cromosomas que cualquier célula individual de un humano adulto.


    El embrión de una célula es la célula madre por excelencia. En argot científico decimos que es totipotente, ya que no sólo puede diferenciarse en todos los tipos celulares de un humano adulto sino que además también puede hacerlo en tejidos extraembrionarios. Así, una célula totipotente puede originar de la misma manera una neurona que una célula placentaria.


    El uso de células totipotentes está muy restringido a investigación básica en embriología. El principal inconveniente para uso clínico es la obtención: el embrión de una célula es la única célula madre totipotente a lo largo del desarrollo por lo que su potencial terapéutico es nulo. En enfermedades como el Parkinson, Alzheimer o Diabetes, la degeneración causa una pérdida del orden de millones de células. Necesitaríamos millones de embriones de una célula que pudieran diferenciarse en células beta del páncreas como para producir suficiente insulina para cualquier individuo diabético. A todo ello debemos sumar que estas células totipotentes serían tan sumamente distintas entre ellas a nivel genético que cualquier trasplante sería impracticable, debido al evidente rechazo inmunológico.
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    Figura 2. Cigoto humano. Podemos distinguir dos pronúcleos en el centro de la imagen que corresponden a los cromosomas de óvulo y espermatozoide. La circunferencia externa es delimitada por la zona pelúcida.


    El embrión de una célula, aunque totipotente, tan sólo es el primer estadío de todo el desarrollo embrionario que precede a la formación del individuo adulto. Este embrión divide por mitosis originando dos células embrionarias clónicas – con la misma información genética -entre ellas. Anteriormente hemos señalado que las células germinales provenían de la meiosis de otras células adultas. La diferencia yace en que durante la meiosis, las células resultantes contendrán la mitad de los cromosomas respecto a la célula original mientras que en la mitosis las células mantienen la misma cantidad de información genética que las originales. La función de la meiosis era formar células germinales para la fecundación. La labor de la mitosis en embriones es aumentar el número de células contribuyendo a su crecimiento físico.


    Así pasamos de una célula embrionaria a dos células con el mismo contenido genético, de ahí que digamos que son clones entre ellas. El embrión contenía también las señales que el espermatozoide había depositado en el óvulo para establecer el programa de desarrollo. Estas señales que no son más que moléculas provocaron la respuesta del óvulo que activó la fabricación de nuevas señales y que aún se encontraban en el cigoto. La mitosis permite duplicar el ADN para que cada célula hija resultante de la división contenga los mismos genes que la original pero este proceso sirve únicamente para material genético. En cuanto al resto de moléculas, como son las señales de las células germinales, la división es asimétrica y cada célula recibe una proporción distinta. De esta manera cada célula clónica puede diferenciarse de su homóloga gracias a estos matices moleculares, que como veremos a continuación, juegan un papel interesante en el establecimiento de las células madre.


    Si volvemos al óvulo, cabe destacar que este se encontraba envuelto por una membrana gruesa e impermeable llamada zona pelúcida. Esta membrana actúa como barrera para evitar que patógenos propios del tracto genital u otras sustancias puedan afectar a su viabilidad, así como a la del mismo embrión que heredará esta capa. Durante la división por mitosis del embrión de una célula esta zona pelúcida adquiere un rol crucial. Actúa como un cinturón constrictor que delimita el tamaño máximo que el embrión podrá ocupar. Mismamente, el cigoto ocupa todo el espacio que le permite la membrana pelúcida pero se divide en dos células que ocuparán el mismo entre ambas.


    Posteriormente las células del embrión de dos células se dividirán en otras dos cada una, originando el embrión de cuatro células. Cuando el mismo esté listo para dividir de nuevo se convertirá en embrión de ocho células y así sucesivamente. Cada célula resultante de la división del cigoto se llama blastómero. El conjunto de blastómeros forma el embrión en crecimiento y cada uno establecerá una estirpe de células distinta. Estos blastómeros son células madre embrionarias y al igual que los embriones de una célula también son totipotentes. La habilidad para diferenciarse tanto en células adultas como extraembrionarias no es la misma que la del embrión de una célula ni tampoco la misma entre todos los blastómeros del embrión. Los blastómeros son distintos entre sí y distintos del cigoto debido a las moléculas señal que se han heredado asimétricamente en las sucesivas divisiones, a pesar de que todas las células contengan la misma información genética.


    La capacidad de una célula madre de diferenciarse en uno o más tipos depende la expresión de sus genes. Si una célula es capaz de expresar una o varias combinaciones de genes de una forma más eficaz que otra, diremos que tiene más potencia. Esta capacidad de modificar los patrones de expresión viene determinada por moléculas señales que se heredan del cigoto completamente al azar. La naturaleza no suele disponer de cuestiones absolutas, sino que en mayor parte estas son relativas. En consecuencia, una célula no será totalmente totipotente o diferenciada.


    Concluimos que existe cierto grado de potencia y por lo tanto los blastómeros serán más o menos totipotentes en función de la combinatoria de su expresión génica. Uno de los múltiples problemas que conlleva la utilización de embriones de una célula como células madre totipotentes es que concierne cuestiones éticas sobre la destrucción del embrión. Este paradigma que abordamos en el siguiente capítulo puede solventarse fácilmente con el uso de blastómeros aislados ya que podemos obtener uno o varios blastómeros de la masa celular del embrión sin comprometer su viabilidad. Aun así, los blastómeros pertenecientes a un embrión entre 2 y 32 células tienen un potencial terapéutico eminentemente reducido debido a su totipotencia.


    Como ya avanzamos, los blastómeros seguirán dividiéndose por mitosis dentro de la zona pelúcida, el límite físico que permite su desarrollo. Una vez el embrión supera la cifra de 32 células decimos que entra en estadío de mórula. Que el embrión alcance el número de blastómeros suficientes como para convertirse en mórula indica que dejamos de tener una pelota de células madre totipotentes para estructurar el embrión en lo que será el futuro feto.


    El establecimiento de esta nueva estructura viene determinada por la capacidad para compactar de la mórula. Los blastómeros que se sitúan en la capa inmediatamente inferior a la zona pelúcida se adhieren a este cinturón celular con más fuerza, volviéndose impermeables al agua y a algunos iones.


    La mórula que cada vez va filtrando más líquido a través de la zona pelúcida permite crear una cavidad líquida en su interior que obliga a desplazar las células a uno de los polos. Este mecanismo conocido como cavitación actúa como freno a la totipotencia.


    Las células que se dispongan de forma concéntrica a la zona pelúcida se diferenciarán posteriormente en tejido extraembrionario, como la placenta. Por el contrario, las células que se encuentran desplazadas hacia uno de los polos se conoce como Masa Celular Interna (MCI) y constituirá la reserva de blastómeros encargados de orquestar el desarrollo de los distintos tejidos y órganos del futuro feto. Una vez la mórula ha cavitado y podemos distinguir ambos tipos de blastómeros decimos que el embrión ha pasado a un estadío de blastocisto.


    El blastocisto es el estadío primordial en la investigación con células madre. En esta fase del desarrollo embrionario encontramos los blastómeros de la MCI. La diferencia más importante entre los blastómeros de fases previas y los de la MCI es que estos han renunciado a la totipotencia. Su capacidad para expresar genes tan sólo les permite diferenciarse en tipos celulares del individuo adulto por lo tanto sí que cumplen el requisito fundamental para ser utilizados terapéuticamente.
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    Figura 3. Progreso del desarrollo pre-implantacional del embrión. Desde el primer día en la fecundación hasta la cavitación en el blastocisto gracias a la división y diferenciación de blastómeros totipotentes.


    Durante la cavitación, el entorno ha alterado la funcionalidad genética de estos blastómeros. Es como si la localización en MCI les hubiera impuesto un candado molecular sobre aquellos genes que permiten que las células se diferencien en tejido extraembrionario, reduciendo considerablemente su potencial de células madre y convirtiéndolas en idóneas para nuestros objetivos.


    Ahora sí que disponemos de células – blastómeros – que son pluripotentes. Llamamos así a las células madre con habilidad de diferenciarse en cualquier tejido humano adulto. En consecuencia, el blastocisto es la fuente principal de células madre para la clínica. Hasta aquí el desarrollo embrionario se ha encargado de prepararnos, con precisión de relojero suizo, la maquinaria molecular para diseñar cualquiera de las células del organismo.


    Los métodos más primitivos de obtención de células pluripotentes, allá por finales de los noventa y principios de los dos mil, se basaban en aislar la MCI por disgregación completa del blastocisto. Ello comporta, primero conseguir un blastocisto y segundo acabar con su futuro desarrollo. Para el primer objetivo bastaba con seguir el proceso de fecundación in vitro de un óvulo y espermatozoide humanos. El embrión de una célula resultante se cultivaba en una placa de laboratorio. Los embriones se encontraban flotando en una suspensión líquida a la que se habían añadido todos los componentes moleculares necesarios para mimetizar el ambiente químico de las trompas de Falopio, el conducto que lleva del ovario al útero en el sistema reproductor femenino, que es el emplazamiento anatómico de estos procesos celulares.


    A diferencia de la fecundación in vitro clásica, una vez el cigoto alcanza el estadío de blastocisto no se devuelve al útero de la paciente sino que se disgrega mecánicamente. La técnica consiste en utilizar una pipeta, un tubo de dimensiones milimétricas, que succiona el embrión repetidas veces hasta que este se rompe liberando todas sus estructuras debido a la alta presión a la que es sometido. Conseguimos así nuestro segundo propósito, aislar la MCI.


    Esta no era más que un agregado de células madre pluripotentes que se cultivaban en una placa de laboratorio con un medio de cultivo que favorecía su crecimiento y división. De esta manera, podríamos obtener desde unas cien células que pueden hallarse en la MCI hasta varios millones en pocos días.


    Ya que ciertos colectivos sociales consideran el embrión como la forma más primigenia de vida humana, el conflicto ético estaba servido. Actualmente existen formas de obtener blastómeros de la MCI, aislándolos de uno en uno. Gracias a otra pipeta especial, podemos realizar una pequeña punción en el blastocisto y absorber individualmente varios blastómeros. Los blastómeros pluripotentes que hayamos aislado se pueden cultivar como la MCI mientras que el blastocisto resultante no verá afectada su viabilidad. Esta idea es interesante - no sólo porque salva la disputa ética que la obtención de células madre embrionarias conlleva - también para la creación futura de bancos de células madre. Los embriones obtenidos por fecundación in vitro que vayan a implantarse en mujeres bien podrían ser objeto de esta técnica, lo que les permitiría contar con una fuente de células madre clónicas respecto al futuro individuo.


    Una vez los blastómeros pluripotentes se han cultivado en laboratorio deben mantenerse cuidadosamente en una solución que asegure su mantenimiento y multiplicación en condiciones genéticamente estables. Esto viene a decir que nos vemos obligados a mantener cerrado el candado molecular que se ha impuesto previamente al material genético para evitar que ciertos genes específicos de algún tipo celular concreto empiecen a expresarse.


    Este cerrojo genético del que hablamos se encuentra asegurado por la acción básica de cuatro genes indispensables que se expresan en el estadío de blastocisto. Sirven para evitar la expresión de cualquier otro gen que pueda llevar a la diferenciación celular. Estos genes son: NanoG, Oct4, C-myc y Klnf-4. A grandes rasgos son los encargados de hacer que las células madre conserven esa capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular que tanto nos interesa.


    Esta habilidad característica de las células madre puede dejar de interesarnos en ciertos momentos. Por ejemplo, cuando un paciente necesita un trasplante de unas células concretas no podemos hacer esta operación con células madre ya que no se diferenciarían en los tipos que queremos una vez se encuentren en el organismo. Para esta misión necesitamos diferenciar las células madre previamente en laboratorio. En el contexto molecular diríamos que hace falta romper el cierre genético para permitir que los blastómeros pluripotentes se diferencien.


    Esta diferenciación por su parte, es un camino dirigido de expresión génica. No basta con desinhibir la expresión de genes característicos que se encuentran reprimidos en el blastómero, la idea principal es promover la expresión de un patrón genético determinado. Debemos entender este mecanismo molecular como un camino a recorrer desde la célula madre hasta la célula diferenciada.


    Cuando queremos que un cultivo de células madre pluripotentes se diferencien en una célula determinada simplemente añadimos una solución líquida – que llamamos medio de cultivo – con un rompecabezas de moléculas que actúan como señales de circulación en el ADN. La célula madre, regulada por los cuatro genes que hemos nombrado antes, tiene bloqueado el paso a los demás genes de su ADN para que se expresen. Lo que hacen estas señales moleculares que se encuentran en el medio de cultivo es desbloquear el paso a un grupo de genes determinados. Este grupo de genes combinados hacen que la célula troncal adquiera caracteres y funciones de una célula determinada, por ejemplo una neurona. En resumidas cuentas, un conjunto de células madre que se cultivan con un medio con moléculas específicas para inducirla a neurona acabarán expresando genes característicos de neuronas. Estos genes característicos de las neuronas son los que permiten que la célula troncal adopte la característica forma de estrella de las células nerviosas, empiece a fabricar neurotransmisores y prepare su membrana para enviarlos. Todas estas son características que en una célula madre, con el bloqueo al patrón de genes neuronales no se podrían observar.
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