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ALTERNATIVAS PARA LA OBTENCION DE
CELULAS TRONCALES EMBRIONARIAS CON FINES
EXPERIMENTALES

Se pueden obtener de:
1. Embriones congelados.

2. Embriones en fase muy temprana de
desarrollo .

3. Estructuras bioldgicas no embrionarias
generadas por transferencia nuclear
somatica alterada (ANT).



ALTERNATIVAS AL USO DE CELULAS
TRONCALES EMBRIONARIAS CON FINES
EXPERIMENTALES

. Fusion de nucleos de células adultas con
células madre embrionarias.

. Estructuras  biologicas  obtenidas  por
transferencia nuclear soméatica alterada (ANT)
con reprogramacion asistida del ovocito
(OAR).

. Pseudo-embriones:

1. Embriones aneuploides

2. Androgenotes

3. Partenotes

. Nuevas posibilidades






OBTENCION DE CELUAS TRONCALES DE
EMBRIONES CONGELADOS

Las células troncales obtenidas de embriones humano S
congelados no se pueden utilizar con fines terapeut ICOS por
dos razones fundamentales:

a) porque por su propia indiferenciacion pueden
desarrollar tumores en un alto porcentaje de casos
(aproximadamente 30%) al ser transplantadas y

b) porque son inmunologicamente incompatibles con el
paciente que las debe recibir



OBTENCION DE CELULAS TRONCALES DE
EMBRIONES MUERTOS SOBRANTES DE
FECUNDACION IN VITRO

*En el momento actual, la Ley Espanola permite la ob  tencidn
de lineas celulares a partir de embriones “frescos
obtenidos por fecundacion in vitro, por lo que no p arece de
Interés discutir la posibilidad de utilizar células troncales de
embriones muertos, que por su propia naturaleza tie ne gque
ser de menor calidad que los obtenidos de embriones VIVOS.

Por otro lado, los embriones congelados sobrantes d e
fecundacion in vitro tiene que volver a ser reactiv.  ados por lo
que siempre se obtendrian las células troncales de
embriones humanos Vivos.

*Por ello, no vamos a detenernos mas en esta posibil  idad.






OBTENCION DE CELULAS TRONCALES DE
EMBRIONES EN FASE MUY TEMPRANA DE
DESARROLLO

Se puede obtener de blastomeros de embriones previa  mente
a gue alcancen la fase de blastocisto. Si esto fuer  a factible no
habria que destruir el embrion que las dona, ya que estos
embriones, después de extraerles la célula a partir de la cual
se pueden derivar las células troncales, podrian se r
Implantados.

Los primeros en proponer esta via fueron Verlinsky y col, del
Instituto de Genética Reproductiva de Chicago, que las
obtuvieron de embriones de 60 a 70 células, es deci r
solamente un dia antes de que el embridn llegaraa  la fase de

blastocisto.
Verlinsky y col

(Reprod. Biomed. Online; htp: / www. Rbmonline.com

Article 1558).



OBTENCION DE CELULAS TRONCALES DE
EMBRIONES EN FASE MUY TEMPRANA DE
DESARROLLO

Recientemente, Robert Lanza y colaboradores han
consequido extraer blastomeros de embriones de ocho
células y a partir de ellos generar lineas celulare s que
posteriormente pudieron diferenciarse a células de distintos
tejidos.

Los embriones de siete células resultantes se impla  ntaron en
hembras subrrogadas pseudogestantes, obteniendose
ratones aparentemente normales, con una eficiencia similar a
cuando se obtenian a partir de embriones de 8 celul as

Chung Y, Klimanskaya, Becker S et al.

Nature, (edicidn electrénica, 16 octubre de 2005)
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OBTENCION DE CELULAS TRONCALES DE
EMBRIONES EN FASE MUY TEMPRANA DE DESARROLLO

Sin  embargo este proceder presenta considerables
problemas que hacen gue su utilizacion en humanos s ea muy
Improbable.

1. Parece dificil que parejas que se someten a
fecundacion in vitro accedan a que el embrion
generado puede ser manipulado con los riesgos que
ello supone para la vida del propio embrion.

2. La necesidad de congelar los embriones de 7 célul  as
mientras dura el proceso de obtencion de las célula s
troncales embrionarias, es otro aspecto que dificul ta
el proceso.



OBTENCION DE CELULAS TRONCALES DE
EMBRIONES EN FASE MUY TEMPRANA DE
DESARROLLO

3. Para que la técnica fuera etica cada embridon gene rado y
utiizado para extraerle un blastdbmero deberia tene r la
posibilidad de ser implantado, lo que no parece pos Ible
pues con esta practica se genera un numero elevado de
embriones a los que no sera posible garantizarles la
Implantacion con fines reproductivos.

4. Otra dificultades éticas esgrimidas por algunos a utores es
que destruir un blastbmero del cual hipotéeticamente
podria generase un ser humano adulto ¢no es lo mism o
gue destruir un embridon humano desarrollado?



3.3 GENERACION DE ESTRUCTURAS
BIOLOGICAS NO EMBRIONARIAS POR

TRANSFERENCIA NUCLEAR SOMATICA
ALTERADA (ANT)




GENERACION DE ESTRUCTURAS BIOLOGICAS NO
EMBRIONARIAS

Estas estructuras pueden ser utilizadas para
reproducir muchos de los procesos bioldo  gicos gue
ocurren en las primeras etapas del desarrollo
embrionario, aungue no se las puede considerar
embriones, de aqui que puedan ser manipuladas sin
ninguna dificultad ética.

Blood 106; 150, 2005



UTILIZACION DE LA TRANSFERENCIA
NUCLEAR SOMATICA ALTERADA (ANT)

La ANT, propuesta por William B Hurlbut, de la
Universidad de Stanford, consiste
fundamentalmente en alterar por técnicas de
laboratorio el material cromosdémico de una celula
somatica adulta para que si es transferida a un
ovocito enucleado genere un embrido  n no viable o un
cuerpo embrioide



UTILIZACION DE LA TRANSFERENCIA
NUCLEAR SOMATICA ALTERADA (ANT)

La ANT comprende tres etapas:

1. Se toma una célula somatica del paciente que requ iere
el trasplante celular y se altera su ADN para dirig Ir su
expresion genica hacia un objetivo biologico
determinado.

2. Después este nucleo alterado se transfiere a un o vocito
enucleado, generandose, tras la puesta en marcha de |
proceso de desarrollo, un ente biolégico con las
propiedades génicas programadas en el nucleo altera  do
de la célula somatica del paciente que requiere el
trasplante. En este caso se crea un cuerpo embrioid e.



TRANSFERENCIA NUCLEAR SOMATICA ALTERADA
MODIFICACION
@ GENETICA @

Células similares
alas células madre @_ ©
embrionarias 00

l < ACTIVACION



UTILIZACION DE LA TRANSFERENCIA
NUCLEAR SOMATICA ALTERADA (ANT)

Esta propuesta teorica ha sido recientemente llevad a
a la practica por A Meissner y R Jaenish.

Nature (edicidn electrénica, 16 de octubre de 2005)

En sus experiencias estos autores utilizan
fibroblastos de ratones que modifican geneticamente para
gue no puedan expresar el gen Cdx2 que genera un fa  ctor
de transcripcion necesario para que se forme el
trofoblasto.

Si este gen no se expresa el embrion no podra
Implantarse.
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UTILIZACION DE LA TRANSFERENCIA NUCLEAR
SOMATICA ALTERADA (ANT)

Dificultades éticas

Para que la ANT fuera éticamente aceptable deberia tenerse la certeza de
gue siempre se produce una entidad biologica incapa  z de desarrollarse a
un blastocisto implantable y esto no puede ser garan tizado por las
siguientes razones:

1. No se tiene la certeza de que el gen Cxd2 cumpla la misma funcion en humanos
que en ratones.

2. No se puede tener la certeza absoluta de que cada una de las entidades biolégicas
creadas sea incapaz de desarrollar un embrién viable.

Solter D. N Engl J Med 353; 2321, 2005

3. Lo mas probable es que durante los tres o cuatro primeros dias de vida esa entidad
biologica no seria diferente de un embridon humano creado in vitro por transferencia
nuclear somatica.






FUSION DE NUCLEOS DE CELULAS
ADULTAS CON CELULAS MADRE
EMBRIONARIAS

sAungue ciertamente con la ANT se pudieran conseguir

estructuras embrioides que no tuvieran el caracter de ser
humano vivo, para su utilizacion experimental, habr la que
solventar un problema adicional y es el gran numero de

ovocitos humanos requeridos para esta practica.

*Hasta el momento esto parece irresoluble, lo que an  ade una
nueva dificultad a la utilizacion de la ANT.

*Esta dificultad se ha tratado de resolver intentand 0 generar
estructuras embrioides sin utilizar ovocitos humano S.



FUSION DE NUCLEOS DE CELULAS ADULTAS CON
CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

La reprogramacion del material cromosomico de las
células adultas es posible por la capacidad que par a ello
tiene el citoplasma de los ovocitos.

Al parecer esta misma capacidad podria tener el
citoplasma de las células madre embrionarias por lo gue
estas podrian sustituir a los ovocitos para reprogr amar el
material cromosomico de las celulas adultas.

eLas primeras experiencias en este sentido fueron
realizadas en 2001 fusionando ceélulas troncales
embrionarias con celulas somaticas adultas, en este caso
timocitos de ratones.

Masako T y col. Current Biology 11; 1553, 2001



FUSION DE NUCLEOS DE CELULAS ADULTAS CON
CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Estas mismas experiencias han sido realizadas
recientemente en humanos, fusionando el nu cleo de
células somaticas con células troncales embrionaria S.

Cowan CA. Science 309; 1369, 2005

*Tras la fusio n se consigue gue el genoma de las
células soma ticas se reprograme hasta un estado
evolutivo similar al embrionario, a partir del cual se
podrian obtener lineas celulares de tipo embrionari 0.

*ASi pues, segun sus autores, esta técnica seri a un
adecuado sustituto para evitar el uso de ovocitos
humanos.
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FUSION DE NUCLEOS DE CELULAS ADULTAS CON
CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Al parecer con la técnica de Cowan y col se consigue la
reprogramacion el material cromosomico de las célul as somaticas, ya
que:

1. El ndcleo de la célula somatica (fibroblasto) exp  resa genes asociados
a pluripotencialidad, mientras que esta reprimida la expresion de
genes especificos de los fibroblastos.

2. El hibrido conseguido muestra caracteristicas bio l0gicas analogas a
las células troncales embrionarias, incluyendo la c apacidad de
renovarse después de 150 pases de cultivo, la posib  ilidad de generar
células troncales, y la capacidad de definirse en ¢ élulas de diversos
tejidos.

3. Se reactiva la expresion del Oct-4, cuya expresido n esta reprimida en
los fibriblastos, y aparece en las células de embri  ones de pocos dias.

Azim Surani M

Cell (DOI 10.1016/j.cell.2005.08.23



FUSION DE NUCLEOS DE CELULAS ADULTAS CON
CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

1. Sin embargo, previamente a poder utilizar las cél ulas
troncales conseguidas por este meétodo hay que
solucionar una barrera técnica substancial, y es la
necesidad de eliminar el material cromosémico de la
célula embrionaria después de la fusion, para conve  rtir a
la célula de tetraploide en diploide.

2. Si se pudiera enuclear la célula troncal embriona ria sin
gue perdiera la capacidad que tiene de reprogramar el
material cromosdmico de la célula somatica esta tec  nica
se podria aplicar a la investigacion biomédica, evi  tando
asi el uso de ovocitos.

3. Pero, por el momento, esto no se ha conseguido.



3.5 TRANSFERENCIA NUCLEAR ALTERADA CON

REPROGRAMACION ASISTIDA DEL OVOCITO
(ANT-OAR)




TRANSFERENCIA NUCLEAR ALTERADA CON
REPROGRAMACION ASISTIDA DEL OVOCITO
(ANT-OAR)

La ANT-OAR lo que propone es una modificacion
genética del material cromosomico de la célula adul ta
gue actua como donante del nucleo para que este
solamente se pueda desdiferenciar hasta un estadio
evolutivo de célula pluripotente, pero sin que en n iIngun
momento llegue a desdiferenciarse hasta célula
totipotente.

*De esta forma a partir de la célula generada se pod rian
obtener células de diversos tejidos, pero nunca un
embrion humano completo.



REPROGRAMACION DE CELULAS ADULTAS

REPROGRAMACION

., Células de todo
tipo de tejidos

Embridon
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TRANSFERENCIA NUCLEAR ALTERADA CON
REPROGRAMACION ASISTIDA DEL OVOCITO
(ANT-OAR)

En contraste con la ANT, que propone la deleccion d e
determinada informacion genética necesaria para gue se
forme un embrion o que éste, una vez formado, pueda
desarrollarse, en la ANT-OAR, se instruye al nlcleo de la
célula adulta para que pase directamente a un estad o
similar al de las células troncales embrionarias cé lulas
pluripotentes. Este procedimiento de conversion de
célula adulta a troncal en una sola etapa evita la
posibilidad de que se genere un embrion, ya que la
célula creada por el sistema ANT-OAR no presenta
ninguna de las caracteristicas que tiene el embrion
humano de una sola célula.
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TRANSFERENCIA NUCLEAR ALTERADA CON
REPROGRAMACION ASISTIDA DEL OVOCITO
(ANT-OAR)

Desde un punto de vista ético, al no tener que dest ruir
ningun embrion humano para obtener las células tron cales,
no existiria dificultad para utilizar esta técnica.

Por ello, gran parte de los cientificos que utliza n la
clonacion terapéutica manifiestan que la ANT-OAR po dria
llegar a ser el unico modo de producir celulas tron cales
pluripotentes sin necesidad de destruir embriones h umanos.

sEsta propuesta ha sido refrendada por un numero
significativo de cientificos y bioéticos de prestig 0 en un
reciente documento: “Creation of Pluripotent Stem Cell by
Oocyte Assisted Reprogramming”.



3.6 OBTENCION DE CELULAS TRONCALES A
PARTIR DE PSEUDOEMBRIONES



OBTENCION DE CELULAS TRONCALES
OBTENIDAS A PARTIR DE PSEUDOEMBRIONES

Entre ellos se pueden encontrar los:
1. Embriones aneuploides
2. Androgenotes

3. Partenotes



EMBRIONES ANEUPLOIDES

1. A partir de Dblastocistos aneuploides se
pueden obtener células troncales de tipo
embrionario normales.

Human Reproduction 16; 670, 2004

2. Cigotos aneuploides son aquellos gue tienen
uno o tres pronucleos, en lugar de los dos
gue tienen los cigotos normales.

3. Estos embriones andmalos generalmente no
son viables, por lo que su destruccion, en
principio, no conllevaria ningun problema
ético.



EMBRIONES ANEUPLOIDES

*Sin embargo, la valoracion ética positiva del
uso de embriones aneuploides hay que realizarla
con prudencia, pues ya hace algun tiempo que
es conocido gue entre un 10% y un 30% de los
cigotos aneuploides pueden generar

blastocistos normales. Human Reproduction 10; 132, 1995
Human Reproduction 12; 321, 1997

*Es decir, que en estos casos SI se obtuvieran
células troncales no se tendria la seguridad de
que no se estan destruyendo embriones
humanos normales.



ANDROGENOTES

En ellos faltan los genes de origen materno,
necesarios para el adecuado desarrollo
embrionario, son por tanto cuerpos embrioides
con un cariotipo 46, YY.

*Por la ausencia del cromosona X y de la impronta
genomica materna estos cuerpos embrioides no
pueden generar un Individuo adulto, y si en
cambio pueden desarrollar una mola hidatiforme
completa.



PARTENOTES

*Se forman por la duplicacion del material cromosomi co
del ovocito y su posterior activacion en ausencia d e
espermatozoides.

*En ellos faltan los genes de origen paterno, necesa rios
para el adecuado desarrollo del embrion.

Como los androgenotes, los partenotes, en la
reproduccion natural se pueden generar por una alte racion
de la impronta gendomica masculina.

A partir de los partenotes no se puede generar un
iIndividuo adulto normal.



PARTENOTES

Transfiriendo el ndcleo de un ovocito maduro A, a o tro ovocito B, se
construye una ceélula diploide, que contiene dos con juntos de
cromosomas, todos de ellos de origen materno.

Los partenotes se dividen y
desarrollan como embriones
normales, pero mueren pronto tras

A ovocito maduro ) .,
su implantacion

©

Artefacto biologico

(partenote) que contiene
ovocito maduro solamente material
genaimmmaduro

Q) = —> —)
B

Transferencia
del nucleo del
ovocito A al B

(Gardner et al. 1990; Kono et al. 1996; Surani 2002; Rogers et al. 2004)




Parthenote
(only maternal genome)

@O

$

(in mice) can develop
only till day 12,
exhibiting
heart beating and blood
circulation

Androgenote
(only paternal genome)

Can implant, but
produces a
hydatiform mole
without proper
embryo

Tomado de: A Suarez, M Lang y J Huarte

(www.embryoperson.orq ) Febrero 2006




ANDROGENOTES Y PARTENOTES

Por ello, para algunos expertos desde un punto
de vista ético no habria dificultad alguna para
obtener células troncales a partir de
androgenotes y partenotes aunque esto
conllevara su destruccion.

Sin embargo, otros afirman que tanto
androgenotes, como partenotes son simplemente
embriones anormales, como se demuestra
porque pueden recuperar su normalidad por
Ingenieria genetica. Esto se ha conseguido ya,
tanto en ratones como en humanos.



3.7 NUEVAS POSIBILIDADES: OBTENCION DE

CELULAS TRONCALES A PARTIR DEL BLASTEMA
Y DE CELULAS GERMINALES.




OBTENCION DE CELULAS TRONCALES A PARTIR
DEL BLASTEMA

Alrededor de las lesiones o amputaciones se forma
una capa constituida por 15 a 20 cé lulas denominada
blastema. Estas cé lulas al diferenciarse pueden
generar células del 6rgano lesionado en cuestio  n,
contribuyendo asi recuperarlo.

Conocer que pasa en estas células es un a rea de
mas proyeccion que la bu squeda de los factores que
permiten diferenciarse a una cé lula madre
embrionaria”

Juan Carlos Izpizua

| conferencia Internacional sobre Terapia Celular y Medicina Regeneradora
Instituto de Salud Carlos IlI. 7-111-2006 Madrid




OBTENCION DE CELULAS TRONCALES A PARTIR
DEL CELULAS GERMINALES

el as células troncales testiculares de ratones adult 0S Sson
pluripotentes y pueden comportarse como ceélulas tro ncales
embrionarias.

sAhora se acaba de confirmar la pluripotencialidad vy
plasticidad de espermatogonias de ratones adultos, g ue en
debidas condiciones de cultivo pueden adquirir las
propiedades propias de las células madre embrionari as.

Guan Ky col.

Nature 24 de marzo 2006
(DOI: 10.1038 / nature 4697)

oL os autores del trabajo los denominan “multipotent a dult
germline stem cells (ma GSCs).

*Estas celulas pueden diferenciarse a celulas de las tres
capas germinales y producir teratbmas, caracteristi ca propia
de las células embrionarias.



OBTENCION DE CELULAS DE DIFERENTES TEJIDOS

Neuronal differentiation of maGSCs

Epithelial cell/hepatocyte differentiation

Cartilage

Intestine tissue

a-c: células neurales g-i: teratomas
d-f: células epiteliales hepaticas j-l: células ep iteliales intestinales



GENERACION DE CELULAS CONTRACTILES DE TIPO MIOCITO

a. a-—actina c. troponina b en cardiomiocito
b. troponinat d-f conexina 43 (comunicacion intercel ular)



UTILIZACION DE CELULAS MADRE TESTICULARES

La obtencion de células humanas maGSC  a partir de
biopsias testiculares podri a servir para obtener
células de diversos tejidos U tiles para ser
trasplantadas a ese mismo paciente, sin problemas

Inmunologicos, ni por supuesto éticos.

Guan K y col.

Nature 24 de marzo 2006
(DOI: 10.1038 / nature 4697)




UTILIZACION DE CELULAS MADRE TESTICULARES

*Si estas experiencias funcionaran seria un excitant e
avance de cara a la medicina regenerativa.

George Q. Daley

Harvard Medical School
Abril 2006

*Es un importante avance en la direccion adecuada

Tadensz P
National Biothics Center

Philadelphia
Abril 2006




REPROGRAMACION DE CELULAS ADULTAS

REPROGRAMACION

., Células de todo
tipo de tejidos

Embridon







