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18. Medicina regenerativa para
el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas
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El envejecimiento se encuentra asociado a un aumento en la incidencia de enfermedades neu-
rodegenerativas tanto en el hombre como en los animales de laboratorio. En el hombre, este
fendmeno se manifiesta en dos enfermedades principales, la de Alzheimer y la de Parkinson. En
la actualidad sélo se dispone de tratamientos paliativos para ambas dolencias, por lo que existe
un gran interés en el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos. En este contexto, la medicina
regenerativa con células madre naturales o inducidas por reprogramacion celular ofrece una
clara promesa para el tratamiento de estas devastadoras patologias. El uso de células madre
embrionarias o adultas constituye el abordaje mas convencional de la medicina regenerativa y,
si bien ha aportado resultados preclinicos alentadores, enfrenta dos obstaculos principales. Uno
es de naturaleza ética, ya que el uso de células madre embrionarias implica la destruccion de
embriones humanos. El otro obstaculo se origina en el hecho de que tanto las células madre
embrionarias como las células madre adultas que se utilizan son heterélogas para el paciente,
lo que suele generar rechazo inmunolégico. Estos inconvenientes parecen haber encontrado
una solucion definitiva con el surgimiento de la reprogramacion celular hace una década. Esta
metodologia permite la generacion de células madre pluripotentes inducidas a partir de células
somaticas del paciente. Aunque es posible rediferenciar células madre pluripotentes inducidas a
tipos celulares somaticos especificos, el potencial tumorigeno de las células madre pluripotentes
inducidas contaminantes aumenta el riesgo para la aplicacion clinica de células neurales gene-
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radas por este procedimiento. Por tanto, se estan explorando enfoques de reprogramacion que
omiten el estadio de célula madre pluripotente. Recientemente se ha documentado un método
llamado reprogramacion de linaje, que consiste en la conversién directa de un tipo celular adulto
en otro por medio de la expresion transgénica de factores de transcripcion especificos del linaje
o micro-ARN. Otro método, llamado reprogramacién directa mediada por factores de pluripo-
tencia, utiliza un sistema universal de factores de transcripcion y permite generar una poblacién
celular de progenitores multipotentes rejuvenecidos, que pueden diferenciarse en tipos celulares
particulares en respuesta a factores de diferenciacion especificos. Estos tdpicos seran revisados
en el presente capitulo.
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1. Envejecimiento cerebral y medicina regenerativa

El envejecimiento estd asociado a un progresivo incremento en la incidencia de enfermedades
neurodegenerativas, tanto en animales de laboratorio como en seres humanos. En el sistema
nervioso central, las neuronas colinérgicas y dopaminérgicas se encuentran entre las células mas
susceptibles a los efectos deletéreos de la edad y de las agresiones ambientales. Se sabe que el
sistema colinérgico del prosencéfalo basal sufre cambios neurodegenerativos moderados du-
rante el envejecimiento normal, asi como una atrofia grave en la enfermedad de Alzheimer. La
degeneracién colinérgica en la enfermedad de Alzheimer conduce a la atrofia exacerbada del
sistema colinérgico del prosencéfalo basal, que puede ser detectada en fases muy tempranas de
deterioro cognitivo [1]. En la rata, el envejecimiento esta asociado con cambios degenerativos
y/o atroficos en el sistema colinérgico del prosencéfalo, y estos cambios morfolégicos son para-
lelos a una declinacién en la capacidad de aprendizaje espacial [2].

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurolégico caracterizado por la degeneracién y
la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra del mesencéfalo, que
conducen a una reduccién de dopamina en el cuerpo estriado [3]. La enfermedad de Parkinson
afecta al 0,1-0,3% de la poblacién y es el reflejo mas conspicuo de la vulnerabilidad de las neu-
ronas dopaminérgicas a la edad. Si bien la rata no desarrolla sintomas parkinsonianos durante
el envejecimiento, a edades avanzadas (32 meses de edad, con una longevidad maxima en esta
especie de unos 36 meses) pierde del 35 al 40% de las neuronas dopaminérgicas nigricas y
muestra una marcada declinacién en su funcién motora [4]. En los seres humanos, el envejeci-
miento normal también se asocia a una declinacién en la funcion motora y a una pérdida pro-
gresiva de neuronas dopaminérgicas nigricas [5]. En consecuencia, la declinaciéon progresiva de
la funcién cognitiva y la actividad dopaminérgica central parecen representar rasgos basicos del
envejecimiento normal, tanto en humanos como en animales de laboratorio. La exacerbacion de
estos procesos podria conducir a la enfermedad de Alzheimer y a la enfermedad de Parkinson,
respectivamente.

En este contexto, la reprogramacion celular y la terapia con células madre (conocidas también
como células troncales) emergen como tecnologias capaces de hacer posible el desarrollo de
tratamientos que resulten efectivos para detener o demorar la progresion, tanto de la enferme-
dad de Alzheimer como de la enfermedad de Parkinson. La medicina regenerativa tiene como
objetivo explotar las caracteristicas de las células madre, mediante trasplantes que sustituyan
las células enfermas o disfuncionales por células sanas o por activacion farmacoldgica de las
poblaciones celulares multipotentes residentes en los tejidos. De esta manera, se intenta corregir
las causas de las enfermedades degenerativas y no sélo tratar los sintomas. La reprogramacion
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celular ofrece la promesa de una medicina regenerativa personalizada, aunque su desarrollo
se encuentra todavia en un estadio muy temprano. Por su parte, la terapia con células madre
adultas se ha evaluado en modelos animales y también en algunos ensayos clinicos para enfer-
medades neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer,
la esclerosis multiple y esclerosis lateral amiotrofica [6-12], asi como para la isquemia cerebral y
en lesiones traumaticas de la columna [13]. Se han utilizado diferentes tipos de células madre
adultas para el tratamiento de enfermedades neurolégicas en modelos animales y se han ob-
tenido resultados prometedores. Aunque los ensayos clinicos no han revelado todavia efectos
concluyentes, el creciente esfuerzo humano y financiero destinado al desarrollo de la terapia con
células madre permite albergar fundadas esperanzas de logros concretos en un futuro préximo.
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2. Células madre

Las células madre (stem cells, en inglés) poseen dos caracteristicas esenciales que las definen. En
primer lugar, son capaces de autorrenovarse, es decir, dividirse produciendo nuevas células ma-

dre, manteniendo asi la poblacién celular. A su vez, bajo condiciones fisioldgicas o experimen-
tales especificas, las células madre pueden realizar divisiones celulares asimétricas y dar como
resultado dos células diferentes [14]; una es todavia una célula madre, pero la otra ha comen-
zado un proceso de diferenciacion celular. Hablamos entonces de su potencialidad para originar

células maduras de diferentes linajes.

Las células madre pueden clasificarse teniendo en cuenta diferentes criterios, como su proceden-
Cia 0 su capacidad de regeneracion.

a) Segun su procedencia, podemos dividirlas en células madre adultas, embrionarias e inducidas.
Las células madre adultas, también conocidas como células madre somaticas, residen dentro
de areas especificas denominadas nichos, y han sido identificadas en diferentes érganos y
tejidos [15,16]. Pueden permanecer quiescentes por largos periodos de tiempo, pero también
pueden proliferar bajo ciertas circunstancias. Estan presentes en muy bajo nimero en cada
tejido y poseen una limitada capacidad de proliferacion, por lo que la generacion de grandes
cantidades de este tipo celular en laboratorio resulta complicada. Por otro lado se encuentran
las células madre embrionarias, que sélo existen en las primeras fases del desarrollo embrio-
nario. Se obtienen del macizo celular interno del blastocisto y son capaces de producir cual-
quier tipo de célula del organismo (Fig. 1), pero no asi dar lugar a un organismo nuevo, dado
gue no pueden diferenciarse a células del trofoectodermo, las que dan lugar a los tejidos
extraembrionarios como la placenta. Bajo condiciones adecuadas, estas células conservan la
capacidad de dividirse y hacer copias de si mismas indefinidamente. Finalmente encontramos
las células madre inducidas, que, a diferencia de las anteriores, son producidas de manera
artificial y estdn programadas para comportarse como células madre embrionarias.

b) Segun su capacidad de regeneracion y potencialidad de diferenciacion, es decir, la capacidad
de una célula para diferenciarse en otros tipos celulares, se encuentran en primer lugar las
células madre totipotentes, que pueden crecer y formar un organismo completo, es decir,
pueden diferenciarse hacia todos los tipos celulares, embrionarios y extraembrionarios. La
célula madre totipotente por excelencia es el cigoto. Las células madre pluripotentes estan
presentes en estadios tempranos del desarrollo embrionario y poseen una alta capacidad de
autorrenovacion. Son las que pueden diferenciarse a cualquier tipo celular del organismo, es
decir, pueden dar origen a las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo),
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Figura 1. Desarrollo embrionario y derivacién de células madre embrionarias. a) Primeras etapas del desarro-
llo embrionario, en donde un cigoto da lugar a la formacién del blastocisto; b) Derivacion de células madre
a partir del macizo celular interno. In vitro, estas células tienen la capacidad de diferenciarse a cualquier tipo
celular de las tres capas germinales mediante la aplicacion de protocolos definidos.

pero no pueden formar un organismo completo. Las células madre multipotentes son las
gue solo pueden diferenciarse en mdultiples, pero limitados, tipos celulares. Pueden generar
células de su propia capa o linaje embrionario de origen, aunque la ciencia actual ha demos-
trado que estos limites son flexibles. Las células madre oligopotentes, como las células madre
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neurales, pueden dar lugar a unos pocos tipos celulares. Finalmente, las células madre unipo-
tentes son las que pueden formar Unicamente un tipo celular particular.

2.1. Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias fueron aisladas por primera vez en 1998 por Thomson [17].
Tras la fecundacioén, el cigoto experimenta un marcado aumento de su actividad metabdlica,
necesario para que se inicie la segmentacion, que consiste en una serie de divisiones mitéticas
del cigoto en células hijas o blastémeras. Las primeras 12-16 blastémeras conforman la mérula.
Después de aproximadamente cuatro dias desde que ocurre la fecundacion, se originan espacios
entre las células centrales de la mérula y comienza a fluir liquido hacia esta cavidad emergente,
lo que permite la separacion de dos poblaciones celulares: una externa y una interna. A partir de
la primera, denominada trofoblasto, se originan, entre otras estructuras, parte de la placenta y el
cordén umbilical. La poblacién interna localizada en el centro del embrién, que se conoce como
el macizo celular interno, estd constituida por las células madre embrionarias, que son las que
daran origen al embrién propiamente dicho. Al embrién en este estadio del desarrollo se lo de-
nomina blastocisto. El cigoto contiene toda la informacién genética y epigenética necesaria para
el desarrollo del embrién. Las primeras ocho células que constituyen la moérula se caracterizan
por tener la capacidad para dar origen a un organismo completo (totipotencia). En la siguiente
etapa embrionaria, cuando se forma el blastocisto, ocurre la primera division funcional entre
grupos de células. En este proceso, las células madre embrionarias del macizo celular interno
darédn origen al embrién, pero no al trofoblasto, que estd compuesto por otro tipo de células
multipotentes que daran lugar a las estructuras extraembrionarias [18] (Fig. 1).

Las células madre embrionarias son pluripotentes por naturaleza y pueden dar lugar a mas de
200 tipos celulares [19]. Bajo condiciones de cultivo apropiadas, pueden ser inducidas a diferen-
ciarse en una gran variedad de tipos celulares somaticos utiles, incluyendo neuronas, glia, células
B-pancreaticas, hepatocitos, cardiomiocitos y muchos otros [20]. No sorprende que estas carac-
teristicas hayan generado un enorme interés en su uso potencial como modelo del desarrollo
humano, como una herramienta para el testeo y descubrimiento de drogas terapéuticas, y como
una fuente celular para la medicina regenerativa.

2.2. Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales, también conocidas como células estromales mesenquimales

o células estromales multipotentes, pueden describirse como progenitores de morfologia fibro-
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blasto-simil que se obtienen cuando se cultivan células adherentes al plastico a partir de diversos
tejidos. Son células madre multipotentes con capacidad de autorrenovacién y amplia distribucion
tisular [21]. Una caracteristica que comparten las células madre mesenquimales de diferentes
tejidos es la expresion de ciertos marcadores celulares de superficie, como el CD105, CD73 y
CD90, asi como la ausencia de expresion de marcadores hematopoyéticos. Otra caracteristica
comun de las células madre mesenquimales es que pueden diferenciarse a osteoblastos, condro-
blastos y adipoblastos [22]. Asimismo, estas células presentan una plasticidad de diferenciacién
en tipos celulares no esqueléticos [23].

Las células madre mesenquimales constituyen las células madre adultas de mayor interés en me-
dicina regenerativa, debido a que son relativamente faciles de aislar y expandir, y se encuentran
en muchos tejidos, como la médula ésea, la sangre periférica, el tejido adiposo y el musculo
esquelético. Debe mencionarse, ademas, que la baja inmunogenicidad de las células madre mes-
enquimales las convierte en candidatas promisorias para su utilizacion como vehiculos de genes
terapéuticos (Fig. 2) [24]. Existe un creciente interés en la capacidad regenerativa, antiinflamatoria
y terapéutica de las células madre mesenquimales, y se han publicado en los ultimos afios numer-
0s0s estudios experimentales que describen la aplicacion de dichas células en modelos animales de
infarto de miocardio, fibrosis hepatica y neurodegeneracion. En este Ultimo campo, la aplicacion
experimental de las células madre mesenquimales se focaliza principalmente en modelos de enfer-
medad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer, entre otros, dado que estos trastornos implican
la pérdida de circuitos neuronales particulares, por lo que se busca restablecer esos circuitos me-
diante el aprovechamiento de la capacidad regenerativa de dichas células. Después del trasplante,
las células madre mesenguimales pueden implantarse en el tejido cerebral y diferenciarse en neu-
ronas y células gliales in situ [25]. Ademas de su capacidad de diferenciacion neural, estas células
pueden promover la neurogenia de progenitores neurales y la supervivencia de células neurales a
través de la expresion de factores neurotréficos, como el factor neurotréfico derivado del cerebro

(BDNF), el factor de crecimiento neuronal y el factor de crecimiento seudoinsulinico de tipo 1
[26]. Mas aun, el trasplante de estas células en el sistema nervioso central previene la apoptosis y

promueve la neurogenia local de células neurales y células madre del huésped [26-28].

2.3. Células madre para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson

En relaciéon con la enfermedad de Parkinson, el objetivo de la terapia celular consiste en el reem-
plazo de las neuronas dopaminérgicas nigroestriadas perdidas en el sistema nervioso con con-
trapartes sanas recién generadas, asi como la proteccion de las neuronas dopaminérgicas nig-
ricas de mayores pérdidas. En este contexto, el uso de células madre embrionarias como fuente
de neuronas dopaminérgicas constituye un prospecto de creciente interés [29]. Las neuronas
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Células madre mesenquimales adultas
genéticamente modificadas como vehiculos génicos

Microscopia Microscopia
de contraste de fase de fluorescencia

Figura 2. Expresion de los genes de la proteina fluorescente roja DsRed de la anémona marina Discosoma
spp. (a) y de la proteina fluorescente verde GFP de la medusa Aequorea victoria (b) en células madre mesen-
quimales humanas de médula 6sea. Expresion del gen de la GFP en células madre mesenquimales humanas
de cordéon umbilical, tedidas in vitro con el colorante lipofilico rojo Dil (1,1’,dioctadecil-3,3,3'3’-tetrametil-
indocarbocianina perclorato) (c). Las imagenes de la izquierda y la derecha corresponden a los mismos
campos de observacion microscopica: uno por contraste de fase y el otro por microscopia de fluorescencia.
Objetivo: 20x.
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dopaminérgicas asi generadas muestran propiedades electrofisioldgicas y de comportamiento
esperadas para las neuronas nigricas del mesencéfalo [30]. Existe evidencia de que las neuronas
dopaminérgicas derivadas de células madre embrionarias de ratén sobreviven durante extensos
periodos de tiempo (mas de 37 semanas) en modelos murinos de enfermedad de Parkinson [31].
Ademas, las células madre embrionarias de ratén pueden diferenciarse espontdneamente en
neuronas dopaminérgicas cuando se implantan en el cuerpo estriado de ratas cuyas neuronas
dopaminérgicas nigricas han sido lesionadas farmacolégicamente [32]. Estas neuronas dopami-
nérgicas asi generadas causan una reversion conductual gradual y sostenida de la asimetria mo-
tora, rotacién que se observa en ratas con lesiones nigricas unilaterales.

El potencial terapéutico de las células madre mesenquimales se ha examinado también en mod-
elos animales de enfermedad de Parkinson, y se ha evaluado su capacidad neurorrestaurativa
intrinseca y su utilidad como fuente de neuronas dopaminérgicas. En este Ultimo aspecto, se
ha documentado que las células madre mesenquimales de médula ésea pueden ser diferencia-
das a neuronas dopaminérgicas funcionalmente activas cuando se cultivan en un medio que
contiene el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) como unico inductor [33]. En otro
estudio se documentd que la sobreexpresién de Nurr1 en células madre mesenquimales huma-
nas promueve su diferenciacién a neuronas dopaminérgicas in vitro, cuando el cultivo se realiza
en presencia de sonic hedgehog (Shh) y FGF8, agregados secuencialmente al medio de cultivo.
Interesantemente, el trasplante de estas neuronas dopaminérgicas generadas in vitro en el es-
triado de ratas hemiparkinsonianas atenua su déficit motriz, evaluado por el grado de rotacién
asimétrica inducida por la administracién de anfetamina [34]. Se ha documentado que la ad-
ministracion intracerebroventricular de células madre mesenquimales en ratas jévenes estimula
la neurogenia en el hipocampo [35], un hallazgo que, de replicarse en el hipocampo de ratas
seniles, reafirmaria la promesa de las células madre mesenquimales para el tratamiento de enfer-
medades neurodegenerativas. El implante intraestriado de células neurales originadas a partir de
células madre mesenquimales, tratadas con el factor neurotréfico derivado de la glia, produce
un mejoria en el comportamiento rotacional inducido por apomorfina, en un modelo parkin-
sonismo de ratas lesionadas con 6-hidroxidopamina [36]. En un ensayo clinico, se observé que
la inyeccién de células madre mesenquimales en el &rea inferoventriculolateral de siete pacientes
parkinsonianos indujo un significativo mejoramiento en los sintomas a nivel de gestos faciales,

modo de andar y episodios de congelamiento observados [37].

2.4. Células madre para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

Se ha documentado que la inyeccién intracerebral de células madre mesenquimales derivadas
de cordén umbilical en un modelo murino de enfermedad de Alzheimer es capaz de reducir la
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expresion de marcadores de activacion glial, estrés oxidativo y apoptosis en su cerebro, lo cual se
acompafé por una recuperacion de la capacidad de aprendizaje y el desempefio de la memoria
de dichos animales [7].

La inyeccion endovenosa de células madre mesenquimales derivadas de la medula 6sea en un
modelo murino de Alzheimer reveld, por primera vez, la capacidad de dichas células de migrar al
cerebro, asi como una reduccién en el tamano de las placas amiloides pE3-ApB [38]. En este estu-
dio se observé una disminucion en el nivel de activacion de la microglia y los astrocitos. Se ha
descrito también que la administracién de células madre mesenquimales humanas en modelos
animales de Alzheimer aumenta de manera significativa la neurogenia hipocampal, como tam-
bién la diferenciacién de progenitores neurales a neuronas maduras [39]. Este resultado puede
ser de gran impacto en futuras estrategias para el tratamiento del Alzheimer, dado que el uso
de células madre mesenquimales modula la neurogenia endégena en adultos. Las células ma-
dre mesenquimales humanas aumentan la autofagia y disminuyen el tamano de las placas A
en modelos murinos de Alzheimer, y ejercen de esta manera un efecto neuroprotector [40]. En
modelos murinos de Alzheimer, los factores cititréficos secretados por dichas células ejercen
efectos favorables a través de la disminucién de la carga amiloide y la inflamacién, asi como por
el aumento de la neurogenia enddgena [7,41,42]. Recientemente, se ha completado la primera
fase de un ensayo clinico, en el cual se inyectaron células madre mesenquimales humanas de-
rivadas del cordén umbilical en el hipocampo y el preciineo, areas afectadas en estadios tem-
pranos de la enfermedad de Alzheimer, y se han obtenido resultados promisorios [43]. Si bien
las células madre neurales trasplantadas en el cerebro pueden diferenciarse in vivo a neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos, requieren un microambiente adecuado para que esto ocurra [44].
Como en los cerebros con Alzheimer el microambiente es hostil, es necesario coimplantar células
madre progenitoras neurales y células madre mesenquimales, a fin de que estas Ultimas provean
un ambiente prooligodendrégeno para los progenitores neurales [45].

Asimismo, existe un creciente interés en producir neuronas colinérgicas a partir de células pro-
genitoras neurales derivadas de células madre embrionarias, cuya capacidad restaurativa puede
ser subsecuentemente evaluada en modelos murinos de Alzheimer. En este contexto, Mogha-
dam et al [9] demostraron que, cuando se trasplantan progenitores neurales derivados de células
madre embrionarias en cerebros de roedores, la mayorfa de las células retiene su fenotipo neural,
y un 40% de ellas expresa un fenotipo celular de neurona colinérgica sin formacion de tumores,
por lo que resultan seguras para el trasplante. Este estudio revel6 una mejoria significativa en el
desempefio de la memoria después del trasplante de los progenitores neurales.

El trasplante de células madre neurales hipocampales y células gliales derivadas de células madre
neurales en dos grupos de ratas lesionadas por disecciones en el prosencéfalo basal reveld una
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mayor generacion de neuronas colinérgicas en el tabigue medial y en la derivacion vertical diag-
onal en el primer grupo de animales. No se observaron diferencias significativas en la capacidad
cognitiva entre ambos grupos, pero hubo una diferencia significativa entre los animales trasplan-
tados con células madre neurales respecto a un grupo de animales lesionados que no recibiod
células [12]. En otro estudio se trasplantaron células madre neurales en la region hipocampal
de ratones triplemente transgénicos (3xTg-AD) que expresan formas patdgenas de la proteina
precursora B amiloide (APP) y presenilina [46]. Los resultados muestran que los déficits en la
funcion cognitiva de los ratones viejos 3xTg-AD fueron atenuados por el tratamiento, sin alterar
la patologia AB o Tau. Esta mejora funcional fue acompafiada de un incremento significativo en
la densidad sindptica hipocampal mediada por el BDNF, el cual, segun se demostro, es secretado
por las células madre neurales.
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3. Reprogramacién celular

3.1. La ruta hacia la reprogramacién celular

La demostracién de que la sobreexpresion de tan sélo cuatro factores de transcripcion especi-
ficos de células madre puede reprogramar fibroblastos murinos a un estado de pluripotencia,
llevandolos a una condiciéon en la que se comportan como células madre embrionarias, marco el
comienzo de la era de la medicina regenerativa personalizada.

El descubrimiento de la pluripotencia inducida representa la sintesis de principios cientificos y
tecnologias que se han desarrollado durante las Ultimas seis décadas. Entre los esfuerzos pio-
neros que despejaron la ruta hacia la reprogramacién celular debe mencionarse el trabajo de
John Gurdon et al en los afos sesenta. Sus estudios demostraron que el nucleo de una célula
diferenciada de rana adulta podia ser reprogramado, convirtiéndolo en el de una célula toti-
potente, cuando se transferia a un évulo enucleado. A partir de dichas células, el equipo de
Gurdon logré generar ranas adultas [47], con lo que se inicid un camino que, tres décadas mas
tarde, llevaria a la clonacion de mamiferos por transferencia nuclear somatica, alcanzada en
1996 con el nacimiento de la oveja Dolly [48]. Este logro fue prontamente sequido por traba-
jos que documentaron la clonacién de otras especies. Es importante destacar que todos estos
estudios demostraron que el genoma celular, incluso el de las células altamente especializadas,
permanece genéticamente totipotente, es decir, puede sostener el desarrollo de un organismo
completo. Debemos también mencionar que en la década de los ochenta se habia descubierto
gue un unico factor de transcripcién, MYOD, resulta capaz de convertir fibroblastos en células
de musculo esquelético, lo que demuestra que el destino celular puede ser cambiado a través de
la sobreexpresion de factores de transcripciéon especificos [49]. Estos hallazgos desafiaron la doc-
trina fundamental de que la célula, una vez terminalmente diferenciada, queda determinada de
manera irreversible en su especializacion. Por otra parte, el éxito de la clonacién animal sugiere
firmemente que el destino celular no es fijo, sino notablemente ductil, y que distintos programas
de expresion génica pueden ser activados en células terminalmente diferenciadas por medio de
factores definidos. Otra implicacion trascendental de los experimentos de clonacion fue que en
el citoplasma de un ovocito maduro hay moléculas capaces de reprogramar un nucleo somatico,
que lo inducen a poner en marcha el programa de desarrollo de un nuevo individuo. Lo que
permanecia sin respuesta en 1996 era la cuestion de cuadn compleja seria la constelacion de fac-
tores de transcripcion necesarios para reprogramar un nucleo somatico. Este enigma se dilucidd
10 afos después, cuando, en 2006, Takahashi y Yamanaka demostraron que la transferencia de
los cuatro genes de pluripotencia oct4, sox2, c-myc y klf4 a fibroblastos de ratén podia repro-
gramarlos, llevandolos a un estadio en el que se comportan como células madre pluripotentes
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inducidas [50]. Un afio mas tarde se demostré que estos mismos cuatro genes de pluripotencia,
conocidos como los genes de Yamanaka, pueden reprogramar fibroblastos humanos a células
madre pluripotentes inducidas [51].

3.2. Células pluripotentes inducidas frente a células madre embrionarias

La ventaja potencial del uso de células madre pluripotentes inducidas y células madre embriona-
rias reside en el hecho de que las células pluripotentes son capaces de diferenciarse en préctica-
mente todos los tipos celulares del organismo [19,52]. Se trata de células indiferenciadas capaces
de autorrenovarse y proliferar, generando tanto células hijas indiferenciadas como células madu-
ras especializadas [53]. La reprogramacion celular es una tecnologia emergente que ofrece dos
ventajas principales respecto a los abordajes terapéuticos basados en el uso de células madre em-
brionarias. La primera se relaciona con el hecho de que las células madre pluripotentes inducidas
pueden generarse a partir de células sométicas del paciente facilmente accesibles (por ejemplo,
fibroblastos cuténeos). Las células madre pluripotentes inducidas derivadas de las propias células
del paciente seran autélogas para él mismo y, en consecuencia, no generaran rechazo inmuno-
l6gico cuando se implanten. Este es un requerimiento necesario para implementar una genuina
medicina regenerativa personalizada. La segunda ventaja es de naturaleza ética y se origina en
el hecho de que el uso de células madre pluripotentes inducidas no requiere la destrucciéon de
embriones, como es el caso de la terapia convencional con células madre embrionarias.

3.3. Estrategias de reprogramacion

El método mas utilizado para generar células inducidas de distintas estirpes se basa en la repro-
gramacion de células somaticas a células madre pluripotentes inducidas, que subsecuentemente
se diferencian al linaje celular de interés (Fig. 3a). Aunque es posible rediferenciar células ma-
dre pluripotentes inducidas en tipos celulares sométicos especificos cultivando dichas células
en un medio suplementado con factores de diferenciacién apropiados, el procedimiento en su
conjunto es costoso, arduo y extenso. Debido a que los protocolos para generar células madre
pluripotentes inducidas incluyen un gran nimero de etapas, la eficiencia con la cual se genera
el tipo celular buscado puede ser baja. Ademas, se plantea una serie de interrogantes acerca de
la seguridad y fidelidad de las células derivadas de células madre pluripotentes inducidas, que
deben ser resueltos antes de que éstas puedan ser usadas clinicamente. Es importante sefalar
que uno de los ensayos mas comunmente utilizados para demostrar pluripotencia es la capaci-
dad de formar teratomas [54]. Por tanto, el potencial tumorigeno de las células madre pluripo-
tentes inducidas contaminantes que no logran diferenciarse aumenta el riesgo para la aplicacion
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clinica de las células somaticas generadas por este procedimiento. Consecuentemente, se estan
comenzando a desarrollar otros modos de reprogramar células, los cuales se basan en la con-
versiéon directa entre tipos celulares diferenciados, y se evita de esta forma el pasaje a través del
estadio de pluripotencia. Estas metodologias emergentes se describen en el apartado siguiente.

3.4. Transdiferenciacion y reprogramacion directa

Recientemente se ha desarrollado una estrategia de reprogramacion celular mas directa para la
generacion de tipos celulares especificos. Se trata de la reprogramacion de linaje o transdiferen-
ciacion, que consiste en la conversion directa de un tipo celular adulto en otro por expresion ec-
tépica de multiples factores de transcripcién especificos del linaje o micro-ARN, sin que las célu-
las pasen a través de un estadio de células madre pluripotente [55]. Esta estrategia usa factores
gue muestran una expresion especifica en las células de destino (Fig. 3b). De este modo, se ha
demostrado que la transferencia génica, mediada por adenovirus, de una combinaciéon de tres
factores de transcripcién puede reprogramar eficientemente células exocrinas pancreaticas a cé-
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lulas B funcionales en ratones, lo cual constituye la primera evidencia documentada de reprogra-
macion celular in vivo mediante factores definidos [56]. Estudios recientes han demostrado que
la transdiferenciacion puede producir un amplio rango de tipos celulares relevantes en medicina,
como cardiomiocitos y neuronas [57,58]. Las células reprogramadas directamente muestran una
funcionalidad equivalente a la de las células diferenciadas a partir de células madre pluripotentes
inducidas o a sus contrapartes naturales, y no evidencian tumorigenia cuando se trasplantan in
vivo. Sin embargo, las células generadas por este procedimiento pueden poseer una capacidad
proliferativa restringida, limitada diversidad de tipo celular e incluso senescencia, lo que limita su
potencial aplicacion en terapia regenerativa.

Otro abordaje novedoso a la reprogramacion celular, denominado reprogramacion directa me-
diada por factores de pluripotencia, ha comenzado a utilizarse en afios recientes. Este procedi-
miento parte de células somaticas adultas (fibroblastos o células sanguineas, por ejemplo) a las
que se les transfieren los cuatro genes de pluripotencia de Yamanaka, oct4, sox2, c-mycy kif4,
pero en este caso solo se les permite expresarse por un lapso de cuatro a seis dias, y luego se
reprimen. En estas condiciones no se generan células madre pluripotentes inducidas, sino célu-
las somaticas epigenéticamente inestables que son receptivas a la accion de diferentes factores
de diferenciaciéon (Fig. 3¢). De este modo, si se cultivan durante unos 15 dias en presencia de
factores neurdégenos o cadiomiodgenos, se convertirdn en precursores neurales [59] y neuronas

inducidas o cardiomiocitos [60], respectivamente.

La transdiferenciacion y la reprogramacién directa mediada por factores de pluripotencia com-
parten el rasgo de ser procedimientos especificos del paciente, y en ambos casos se evita el paso
por un estado intermediario pluripotente. En contraste con la conversion de tipo celular mediada
por células madre pluripotentes inducidas, larga y tediosa, en los abordajes directos la conver-
sién ocurre en un periodo de tiempo generalmente menor de 15 dias.

3.5. Induccién de células neurales por reprogramacion celular

Existe un gran interés en la obtencion de neuronas maduras y precursores neurales por repro-
gramacién de células somaticas de pacientes con enfermedad de Parkinson o de Alzheimer. La
figura 4 presenta un resumen gréafico de los métodos utilizados para obtener diferentes tipos
de células neurales inducidas. Dichas células neurales inducidas podrian ser subsecuentemente
utilizadas para implementar terapia celular personalizada en esos pacientes. En este contexto,
se ha demostrado que células somaticas humanas no neurales pueden convertirse directamente
en neuronas mediante factores de transcripcion determinantes de linaje [58]. Inicialmente se
demostrd que los fibroblastos embrionarios y posnatales de ratén pueden convertirse eficien-
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Figura 4. Resumen grafico de los distintos procedimientos de reprogramacion celular que se han descrito para
generar neuronas inducidas, células madre neurales inducidas o células progenitoras neurales inducidas.

temente en neuronas funcionales in vitro por transferencia génica de tan sélo tres factores de
transcripcion especificos de linaje, a saber BRN2, ASCL1 y MYT1L, conocidos colectivamente
como BAM [61]. Estas neuronas inducidas expresan multiples proteinas neuroespecificas, gene-
ran potenciales de accién y forman sinapsis funcionales. Cuando son combinados con el factor
de transcripciéon NEUROD1, estos tres factores también pueden convertir fibroblastos humanos
en células neuronales inducidas, las cuales muestran morfologia neuronal tipica y expresan mul-
tiples marcadores neurales [62]. Estas células neuronales inducidas humanas son capaces de
generar potenciales de accion y recibir contactos sindpticos de neuronas corticales murinas en
cocultivo. Un afio posterior a este descubrimiento, numerosos grupos lograron generar neuro-
nas inducidas a partir de fibroblastos humanos [62-64].
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El cambio en la identidad celular requiere la transicion entre estados epigenéticos, mediada por
factores de transcripcion y moduladores epigenéticos. Durante la diferenciacion in vivo, los cam-
bios graduales en el destino celular estan controlados por la combinacién de una cascada pro-
gramada genéticamente de patrones de expresion de proteinas, mediada por factores de trans-
cripcion, con la modulaciéon de factores de sefializacion exégenos. Durante la reprogramacion,
los llamados factores de transcripcion pioneros acceden directamente al nucleosoma, se unen a
las estructuras cerradas de la cromatina y coordinan la unién de factores de transcripcién secun-
darios para iniciar un nuevo destino celular [92]. En la reprogramacion a células madre pluripo-
tentes inducidas [51], los factores de Yamanaka OCT4, SOX2 y KLF4 actan como factores de
transcripcion pioneros, mientras gue C-MYC solo se une a la cromatina ya abierta y actia como
un potenciador secundario [65,66]. Durante la conversién de fibroblastos de ratén a neuronas
inducidas mediada por BAM, ASCL1 puede actuar como un factor de transcripcién primario que
posteriormente recluta a BRN2 a los sitios de unién del ASCL1, mientras MYTL1 es requerido
Unicamente en estadios avanzados de maduracién [67]. Por tanto, la conversién de neuronas in-
ducidas sigue un mecanismo jerarquico en el cual ocurre una secuencia de eventos epigenéticos
[68]. Cabe mencionar que varios grupos han demostrado que la expresién de factores de trans-
cripcion puede ser temporal y no se requiere en forma continua para la conversiéon a neuronas
inducidas, evitando de esta manera el riesgo potencial de que la sobreexpresién permanente de
factores de desarrollo neural pudiera interferir con la funcién de fenotipos neurales maduros o
con otros fenotipos relevantes de las neuronas inducidas generadas [69-72]. Parecen existir di-
ferencias especificas de la especie en el conjunto 6ptimo de factores de transcripcién necesario
para la conversién directa. Las estrategias basadas en ASCL1 demostraron ser menos eficientes
en humanos que en roedores: se requieren cuatro factores (BAM méas NEUROD1) para conver-
tir fibroblastos humanos en neuronas inducidas funcionales. Por el contrario, NGN2, un factor
de transcripciéon proneural, las convierte eficientemente [70]. En la busqueda del conjunto mas
eficiente y acotado de factores de transcripcion suficientes para la reprogramacion a neuronas
[73] se descubrié que una combinacion de los dos factores de transcripcion pioneros, ASCL1 y
NGN2, conduce a una alta eficiencia de conversién, incluso en fibroblastos derivados de huma-
nos adultos y seniles [74,75].

Una limitacién significativa de las células neuronales inducidas para su uso rutinario en terapia
celular es que para cada aplicacion deben generarse a partir de células somaticas, ya que las cé-
lulas neuronales inducidas son posmitéticas y no pueden expandirse en cultivo. En tal sentido, la
generacion de progenitores y precursores neurales aparece como mas ventajosa para la prepara-
cion de stocks de células neuronales inducidas a partir de aquéllos. Asimismo, diversos estudios
se han focalizado en la generaciéon de células madre neurales inducidas y células progenitoras
neurales inducidas a partir de fibroblastos [59,76]. Estas células pueden diferenciarse en neuro-
nas y células gliales, los dos tipos celulares mayoritarios en el sistema nervioso central. Mientras
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gue, como se mencioné antes, las células madre neurales son células autorrenovables, capaces
de producir neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, las células progenitoras neurales tienen una
capacidad de autorrenovacion limitada. La estrategia de reprogramacién directa mediada por
factores de pluripotencia fue usada inicialmente por Kim et al [59], quienes demostraron que la
expresion transitoria de los cuatro factores de pluripotencia OCT4, SOX2, KLF4 y C-MYC, bajo el
control de un promotor inducible por doxiciclina, durante 3-6 dias, seguida por el agregado de
factores de diferenciacion adecuados, puede reprogramar eficientemente fibroblastos a células
progenitoras neurales inducidas funcionales. Cuando durante la reprogramacion directa media-
da por factores de pluripotencia se generan fibroblastos de ratdn epigenéticamente inestables
gue son posteriormente cultivados en un medio que contiene las moléculas neurdgenas deno-
minadas FGF2, FGF4 y factor de crecimiento epidérmico, se observa, 8-9 dias mas tarde, la apa-
ricion de colonias de células que exhiben varias de las caracteristicas de las células progenitoras
neurales. Este proceso, que es altamente especifico y eficiente, se completa en unos 13 dias, y se
cosecha cerca del 100% de las colonias recién generadas, que estan compuestas en su mayoria
por células progenitoras neurales [59]. Comparadas con las células neuronales inducidas, las cé-
lulas progenitoras neurales poseen la ventaja distintiva de ser expandibles in vitro y de retener su
capacidad para dar origen a multiples subtipos neuronales y células gliales. Otra ventaja de este
método es el uso de factores de reprogramacion universales, en lugar de factores de transcrip-
cion especificos para cada linaje celular.

Debido a que las células madre neurales expresan endégenamente tres de los cuatro factores
de reprogramacion de Yamanaka, a saber, SOX2, KLF4 y C-MYC, pero no OCT4, Thier et al [77]
investigaron si una reprogramacion en la que se permitiese una expresion restringida en el tiem-
po de OCT4 podria convertir fibroblastos en células madre neurales inducidas. Estos autores de-
mostraron que, si se inducian constitutivamente SOX2, KLF4 y C-MYC mientras la actividad de
OCT4 se limitaba estrictamente a la fase inicial de reprogramacion, se generaban células madre
neurales inducidas. La expresién de OCT4 fue reprimida selectivamente después del dia 5, y se
mantuvieron los otros tres genes sobreexpresados. Estas células madre neurales inducidas, que
pueden ser expandidas por méas de 50 pasajes, mostraron de manera uniforme poseer caracte-
risticas morfoldgicas y moleculares tipicas de las células madre neurales derivadas del cerebro y
tuvieron un perfil transcripcional similar al de ellas. De este modo se logrd generar células madre
neurales inducidas multipotentes y autorrenovables, carentes de potencial tumorigeno, directa-
mente a partir de fibroblastos por sobreexpresién restringida de genes de pluripotencia. También
se ha documentado la generacién de células madre neurales inducidas a partir de fibroblastos
humanos y de ratén por reprogramacion directa con un Unico factor, SOX2 [78]. Estas células
madre neurales inducidas expresan marcadores de células madre neurales naturales y se aseme-
jan a ellas en su morfologia, capacidad de autorrenovaciéon para formar neuroesferas y perfiles
de expresion génica. Pueden diferenciarse en varios tipos de neuronas maduras, lo cual indica
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multipotencialidad. Estas células madre neurales inducidas pueden sobrevivir e integrarse en el
cerebro de ratones y, a diferencia de las células madre neurales derivadas de células madre plu-
ripotentes inducidas, no generan tumores. Las células madre neurales inducidas muestran una
extensa capacidad de autorrenovacion comparada con la limitada tasa replicativa de las células
progenitoras neurales inducidas generadas por Kim et al [59], las cuales pueden ser expandidas
s6lo por unos pocos pasajes, lo que excluye la posibilidad de que las células se mantengan en
autorrenovacion permanente, que es un requerimiento critico para su aplicacion clinica. Por otra
parte, las células obtenidas por Kim et al aparentemente carecen del potencial para diferenciarse
en oligodendrocitos.

En un enfoque alternativo de transdiferenciacién, Lujan et al [76] demostraron que una combina-
cion definida de factores de transcripcion altamente expresado en células progenitoras neurales
es suficiente para transdiferenciar fibroblastos murinos a células progenitoras neurales inducidas
proliferantes. En efecto, los factores FOXG1 y SOX2 son capaces de inducir células progenitoras
neurales autorrenovables y bipotentes, que pueden dar lugar a neuronas y astrocitos. Cuando se
anade el gen para BRN2, se generan células progenitoras neurales inducidas tripotentes, las cua-
les también pueden diferenciarse a oligodendrocitos. En otro enfoque de transdiferenciacion,
Sheng et al [79] demostraron que células de Sertoli derivadas de mesodermo pueden convertirse
directamente en células madre neurales inducidas expresando multiples marcadores especificos
de células madre neurales, exhibiendo un perfil de expresién génica caracteristico y la capacidad
de autorrenovacion y diferenciacién en glia y neuronas funcionales. Para implementar este pro-
tocolo se requirioé la sobreexpresién de nueve factores de reprogramacion especificos de células
madre neurales.

Asimismo, la expresidon combinada de los factores de Yamanaka con factores de transcripcion
neurales tempranos, como FOXG1 o BRN4, ayuda luego a impulsar los intermediarios inestables
hacia el linaje de células progenitoras neurales inducidas [77,78,80,81]. Se ha documentado la
conversion directa de fibroblastos en células progenitoras neurales inducidas [81], las cuales se
asemejan a las células madre neurales en morfologia, expresion génica de marcadores, poten-
cial de diferenciacion y capacidad de autorrenovacion. Estas células se generaron exitosamente
mediante dos combinaciones de factores de transcripcion: una combinacion de cuatro factores
(SOX2, C-MYC, KLF4 y BRN4), y una combinacién de cinco factores (sumando a E47 a los an-
teriores). Resumidamente, se demostré que SOX2, C-MYC, KLF4 y BRN4 son factores activos
suficientes para inducir la transdiferenciacion de fibroblastos de ratén en células progenitoras
neurales inducidas, en un proceso gradual en el cual el programa transcripcional de los fibro-
blastos es silenciado durante un tiempo. Para generar células del sistema nervioso periférico, la
expresion combinada de SOX10 con la sefializacion WNT logré convertir fibroblastos en células
de la cresta neural inducidas [82]. En ausencia de factores de reprogramacion, la supresion de
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let-7 y la activacion de HMGAZ2 logréd convertir fibroblastos humanos y células de la sangre en
células progenitoras neurales inducidas [83].

Las aplicaciones clinicas de las neuronas inducidas y sus precursores estan gravemente afectadas
por el hecho que la mayoria de las estrategias de reprogramacion utilizadas para generar dichas
células involucran la transferencia génica integrativa mediante retrovirus y lentivirus, que conlle-
va el bien conocido riesgo de mutagenia insercional o silenciamiento génico. Los vectores virales
pueden integrarse en el genoma huésped al azar, incrementando el riesgo de genotoxicidad,
mutagenia y formaciéon de tumores no deseadas. Por este motivo, es necesario el desarrollo de
métodos de generacion de células madre y progenitoras neurales inducidas gue no involucren la
transduccién viral. Recientemente se han publicado trabajos en los que se hizo uso de vectores
basados en el virus de Epstein-Barr, los cuales se mantienen como episomas multicopia sin inte-
grarse en el genoma de la célula huésped, como herramientas de reprogramaciéon para generar
células madre pluripotentes inducidas libres de integracion [84,85]. Kim et al [86] demostraron la
generacion de células madre neurales inducidas libres de integracién mediante el uso de vecto-
res episomales. La transfeccion de vectores episomales que contenian los genes para los factores
de transcripcion SOX2, KLF4, C-MYC y BRN4/POU3F4 fue suficiente para generar células madre
neurales inducidas a partir de fibroblastos embrionarios de ratén, aunque con una eficiencia
de conversién menor a la obtenida con sistemas virales. Estas células madre neurales inducidas
libres de integracion se asemejan en gran medida a las células madre neurales de tejido cerebral
y a las células madre neurales inducidas generadas mediante retrovirus, tanto en morfologia,
transcriptoma, caracteristicas epigenéticas, y capacidad de diferenciacién in vivo e in vitro.

En los ultimos anos se han desarrollado estrategias de conversion directa alternativas, libres de
factores de transcripcién, incluida la represion génica dirigida. Los micro-ARN proneurales miR-
124 y miR-9* pueden dirigir la conversion directa de fibroblastos humanos en neuronas induci-
das inmaduras mediante la activacién de NEUROD2, aunque se requieren ASCL1 y MYT1L para
la maduracién funcional de estas células [87]. En otro estudio se demostré que miR-124, en
combinacién con BRN2 y MYT1L, permite la conversion directa de fibroblastos humanos en célu-
las neurales inducidas funcionales sin la necesidad de factores de transcripcion pioneros [88]. Se
ha demostrado también que la supresion de un ARN corto de interferencia, PTBP1, es suficiente
para la conversion directa de fibroblastos de ratéon en neuronas inducidas [89]. Otra estrategia
diferente de reprogramacion directa involucra el uso de pequefas moléculas inhibidoras de vias
de sefializacién. La inhibicion de las vias TGF o SMAD mediante Noggin, o la inhibiciéon de ALK,
mejora draméaticamente la eficiencia de conversion a neuronas inducidas [70,74]. Se han des-
cripto diferentes combinaciones de pequenas moléculas capaces de convertir fibroblastos en
neuronas funcionales sin necesidad del agregado de factores exdgenos [90,91].
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3.6. Potencial terapéutico de la reprogramacion celular para
la enfermedad de Parkinson

El advenimiento de la tecnologia de la reprogramacion celular permite derivar células madre plu-
ripotentes inducidas, asi como neuronas maduras, precursores neurales y células madre neurales
a partir de fibroblastos cutdneos u otras células sométicas facilmente accesibles en el paciente.
Actualmente se pueden obtener neuronas por diferenciacién de células madre pluripotentes
inducidas [11] o por conversion directa de fibroblastos [58,64,93,94].

Al igual que las células madre embrionarias, las células madre pluripotentes inducidas pueden
diferenciarse a neuronas dopaminérgicas en cultivo e implantarse subsecuentemente en el cere-
bro de ratas en las que se han inducido sintomas parkinsonianos, donde son capaces de atenuar
su sintomatologia [10]. Se ha descrito que, cuando estas neuronas dopaminérgicas inducidas
se implantan en el cerebro de fetos de ratones, pueden integrarse sindpticamente, y se ha do-
cumentado asimismo gue funcionan apropiadamente cuando se las implanta en el cerebro de
ratas parkinsonianas adultas [11]. En un abordaje mas directo en el que se usaron los factores
de transcripcion ASCIl, NURR1 y LMX1A, se logrd generar neuronas dopaminérgicas funciona-
les a partir de fibroblastos humanos, sin pasar por un estadio de célula progenitora [93]. En el
mismo estudio también se demostré que es posible generar neuronas dopaminérgicas a partir
de pacientes parkinsonianos. Por otra parte, se demostré que una combinacion de los factores
de transcripcion ASCL1T y NURR1, asociados con factores neurotrépicos como el SHH y el FGF8,
permite reprogramar fibroblastos embrionarios de ratén a neuronas dopaminérgicas inducidas y
células panneuronales [95].

La posibilidad de inducir células madre neurales originadas a partir de células sométicas huma-
nas, por ejemplo, fibroblastos, ha abierto nuevos horizontes para la investigacion tanto para el
modelado de enfermedades como para aplicaciones de terapia celular en el campo neurolégico.
El hecho de que las células madre neurales inducidas puedan ser expandidas in vitro por un
numero de pasajes potencialmente ilimitado constituye una caracteristica ventajosa, ya que las
aplicaciones clinicas que involucran trasplante de células madre usualmente requieren grandes
cantidades de células del donante. El trasplante de células neurales derivadas de fibroblastos del
paciente podria eliminar los problemas de rechazo que se manifiestan durante el uso de células
madre embrionarias u otras células madre derivadas de diferentes donantes. Dado que las célu-
las madre neurales inducidas estan comprometidas hacia el linaje neural, son capaces de generar
los tres tipos principales de células neurales [78] y permiten su adaptacién con un menor riesgo
tumorigeno. En contraste, tanto las células madre embrionarias como las células madre pluripo-
tentes inducidas son capaces de diferenciarse a una amplia variedad de tipos celulares, muestran
una alta plasticidad y manifiestan también potencial tumorigeno en los animales trasplantados.
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Resulta de interés el descubrimiento de que las células madre neurales inducidas poseen per se
efectos terapéuticos en ratones con Parkinson experimental [96]. El estudio citado revelé que
estas células, modificadas genéticamente para expresar el factor LMX1A (células INSC-Lmx1a o
sus controles iINSC-GFP), poseen una capacidad terapéutica mejorada cuando se las trasplanta
en el cerebro de modelos animales de Parkinson, y se observa que dichas células genéticamente
modificadas producen un mayor rendimiento en la generacién de neuronas dopaminérgicas,
gue, a su vez, generan mayores cantidades de dopamina en cultivo. Cuando las células iNSC-
Lmx1a o sus controles se implantan en el cerebro de ratones parkinsonianos, se obtiene una
mejor respuesta terapéutica en un test rotacional, aunque las iNSC-Lmx1a resultan mas efectivas
que las células controles. Considerando que LMX1A desempefia un papel central en la diferen-
ciaciéon hacia neuronas dopaminérgicas [97,98], los resultados arriba descritos sugieren que este
factor de transcripcion podria mejorar la eficiencia de la conversién de células madre neurales a

neuronas dopaminérgicas.

También resulta de interés explorar la posibilidad de inducir transdiferenciacion directamente
en el tejido neural para su regeneracion y reparacion in situ. De esta manera podria ser posible
utilizar células madre neurales inducidas para desarrollar nuevos abordajes terapéuticos para
trastornos neurodegenerativos. Sin embargo, existe evidencia de que las células madre neurales
son mas proclives a diferenciarse en células gliales que en neuronas funcionales después del
trasplante [99,100], lo que constituye una desventaja para la terapia de reemplazo de neuronas
en enfermedades neurodegenerativas. En tal sentido, existe un tipo de célula precursora de ma-
yor promesa, los progenitores dopaminérgicos, que, aunque estan mas comprometidos que las
células madre neurales, no son neuronas terminalmente diferenciadas. Recientemente, Kim et
al [101] demostraron que los fibroblastos de ratdn pueden ser reprogramados directamente en
progenitores dopaminérgicos especificos del mesencéfalo a través de la expresion transitoria de
los cuatro genes de Yamanaka. Este estudio demuestra la factibilidad de inducir una alteracion
directa del destino celular de los fibroblastos a progenitores neurales especificos a través de la
estrategia de reprogramacion directa mediada por factores de pluripotencia, y provee una ruta
novedosa para obtener progenitores Utiles para potenciales terapias y estudios sobre enferme-
dad de Parkinson y otras enfermedades neurolégicas.

3.7. Potencial terapéutico de la reprogramacion celular para
la enfermedad de Alzheimer

Los estadios iniciales de la enfermedad de Alzheimer estan caracterizados por una pérdida sus-

tancial temprana de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, que conduce a déficits en
el aprendizaje y la memoria espacial. En consecuencia, el reemplazo de neuronas colinérgicas
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constituye un objetivo terapéutico relevante. Recientemente se ha demostrado que las neuronas
colinérgicas pueden ser derivadas de células madre embrionarias humanas [102]. También se ha
demostrado que pueden generarse neuronas glutamatérgicas funcionales mediante reprogra-
macioén de fibroblastos de piel de individuos normales y familiares de pacientes con enfermedad
de Alzheimer [103]. En una estrategia diferente, se utilizaron forscolina y dorsomorfina para
activar el factor de transcripcion neurogenina 2 (NGN2) con el fin de convertir en forma directa
fibroblastos de pulmén fetal humano en neuronas colinérgicas, con una pureza mayor que el
90% y una eficiencia de hasta un 99% de células expresando NGN2. Estas neuronas colinérgicas
humanas inducidas muestran propiedades electrofisiolégicas de neuronas maduras y exhiben
caracteristicas de neuronas motoras. La adicion de SOX11 a la combinacién forscolina-dorso-
morfina permite la eficiente conversién de fibroblastos posnatales y adultos de individuos sanos
y pacientes con la enfermedad de Alzheimer a neuronas colinérgicas [70].

Los progenitores neurales restrictos, también conocidos como neuroblastos, constituyen un tipo
celular de transicion que se encuentra en un estadio intermedio entre células progenitoras neu-
rales multipotentes y neuronas terminalmente diferenciadas. Estos progenitores neurales res-
trictos poseen capacidad de autorrenovacién y migracion en el sistema nervioso [104]. Pueden
diferenciarse a neuronas mas facilmente que a células gliales in vivo e in vitro [105], lo cual cons-
tituye una gran ventaja para la terapia celular de patologias como la enfermedad de Alzheimer.
Cuando se inyectan en la zona subventricular, los progenitores neurales restrictos pueden migrar
extensamente e integrarse en diferentes regiones del cerebro, para luego diferenciarse en varios
subtipos de neuronas, y contribuir a la plasticidad y reparacién de este érgano [104]. Desafortu-
nadamente, es dificil obtener progenitores neurales restrictos altamente purificados a partir de
tejido nervioso normal [106], lo cual limita su disponibilidad para investigacion o eventuales apli-
caciones que requieran un numero relativamente elevado de células. Recientemente se ha de-
mostré que mediante el uso de solamente tres factores definidos, SOX2, C-MYCy BRN2 o BRN4,
se pueden convertir fibroblastos fetales humanos en progenitores neurales restrictos inducidos
humanos [107]. Estos progenitores neurales humanos restrictos inducidos exhiben caracteristicas
neuronales distintivas, incluyendo la capacidad de autorrenovacién, la expresion de mdltiples
marcadores neuronales, una morfologia propia de las neuronas y un perfil transcripcional neuro-
nal. Podrian diferenciarse en varios tipos de neuronas terminales con sus correspondientes pro-
piedades funcionales de membrana, pero no en células gliales. Por tanto, la conversion directa
de progenitores neurales restrictos inducidos humanos a partir de células somaticas con una alta
eficiencia puede proporcionar una nueva fuente de células para estudios de desarrollo neuronal,
al igual que para terapias de reemplazo celular de enfermedades degenerativas, como la de Al-
zheimer, Parkinson y Huntington.
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La reprogramacion celular también esta siendo utilizada para el modelado in vitro de la en-
fermedad de Alzheimer. Las células madre pluripotentes inducidas derivadas de pacientes con
Alzheimer familiar fueron obtenidas por primera vez por Yagi et al [108], quienes confirmaron
gue la produccion del péptido altamente téxico AB42 se encuentra aumentada en todas las li-
neas celulares obtenidas. Ademas, las neuronas derivadas de estas células madre pluripotentes
inducidas portadoras de mutaciones, obtenidas de pacientes con Alzheimer, responden marca-
damente a moduladores e inhibidores de la y-secretasa, lo que demuestra que dichas neuronas
poseen un potencial significativo en el descubrimiento de farmacos para la enfermedad de Al-
zheimer. En otro estudio, neuronas derivadas de células madre pluripotentes inducidas que se
generaron a partir de individuos con Alzheimer esporadico o familiar, esta Ultima causada por la
duplicacion del gen app, evidenciaron niveles significativamente elevados de AB40 [109]. Este

estudio también demostré otras caracteristicas patoldgicas de las neuronas derivadas de pacien-
tes con Alzheimer, incluyendo un incremento de tau fosforilada y de su actividad cinasa (GSK).
Existe también evidencia de que las neuronas derivadas de células madre pluripotentes obteni-
das de pacientes con Alzheimer exhiben una mayor vulnerabilidad a la muerte celular mediada
por glutamato [110], y que la acumulacién de oligobmeros A induce estrés oxidativo que, a su
vez, conduce a apoptosis [111,112]. También se demostré que células neurales derivadas de un
paciente con Alzheimer esporadico y de otro paciente portador de la mutacion patégena APP-

E693D producen acumulacion intracelular de oligémeros AB [111].

Utilizando una linea celular macréfago-simil derivada de células madre pluripotentes inducidas,
a la que se les incorpord el gen de la neprilisina-2 (NEP2), una enzima proteolitica que degrada
los péptidos amiloides AB, se logro reducir los niveles de péptido soluble AB in vitro. Cuando és-
tas células macréfago-simil transgénicas se inyectaron en el cerebro de ratones transgénicos que
producen el amiloide AB, se observd una importante disminucion de la concentracion de dichos
péptidos en el fluido intersticial cerebral de los ratones [113].

Al margen de estos primeros avances especificos hacia la aplicacion de la reprogramacion celu-
lar al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, merecen mencionarse avances mas genera-
les que resultan de una transcendencia dificil de exagerar en relacién con la comprensién y el
eventual tratamiento de enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento. En un
estudio reciente en el que se utilizaron células de donantes humanos de un rango etario de 0
a 89 anos, se demostrd que cuando se transdiferenciaban fibroblastos cutdneos a neuronas in-
ducidas, el perfil transcripcional de las neuronas inducidas a partir de fibroblastos de individuos
anosos coincidia con el perfil transcripcional de los fibroblastos de ese donante. Por el contrario,
si los fibroblastos de donantes ancianos se reprogramaban a células madre pluripotentes indu-
cidas y éstas se diferenciaban a neuronas, dichas neuronas poseian perfiles transcripcionales
correspondientes a células jovenes, es decir, que la desdiferenciacion de las células borraba los

= VIGUERA 26 © 2017, Viguera Editores SLU



MASTER EN TRASTORNOS DEL MOVIMIENTO, 6° ED.

MODULO B. TRASTORNOS HIPOCINETICOS

B1. ENFERMEDAD DE PARKINSON

18. MEDICINA REGENERATIVA PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

rasgos epigenéticos asociados a la vejez y permitia generar neuronas rejuvenecidas [114]. Este
hallazgo abre un promisorio horizonte terapéutico en relacién con las enfermedades neurolégi-
cas asociadas a la edad, en especial la de Alzheimer.
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4. Consideraciones finales

El incremento de la poblaciéon anciana es un fenémeno practicamente universal. En consecuen-
cia, la incidencia de patologias neurolégicas (y otras) relacionadas con la edad, como la enfer-
medad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer, se esta transformando en un problema de
significativo impacto tanto médico como econémico, el cual es exacerbado por la exposiciéon de
la poblacion general a altos niveles de contaminantes ambientales. En este contexto, la inves-
tigacion y el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos, como la terapia con células madre,
podrian abrir nuevos horizontes para el tratamiento de estas devastadoras patologias. En los
ultimos afos, la reprogramaciéon celular estd emergiendo como una poderosa tecnologia que
promete hacer posible la implementacién de la medicina regenerativa personalizada para enfer-
medades neurodegenerativas. Parece, por tanto, plausible mantener la hipdtesis de que, en un
futuro no muy distante, una tecnologia de reprogramacion celular madura nos brindara medios
efectivos para restaurar funcionalmente el cerebro envejecido.
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