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Queremos agradecer la amable invitacién de la revista Encuentros Multidisciplinares a
contribuir con un articulo en homenaje a Margarita Salas. Es para nosotros un auténtico privilegio.
Margarita ha desarrollado una gran parte de su trayectoria cientifica en el Centro de Biologia
Molecular “Severo Ochoa™ CSIC-UAM, primero en las instalaciones de la Facultad de Ciencias y
desde su puesta en marcha en el nuevo edificio en el Campus de Cantoblanco. Colaboradora en
numerosas actividades cientificas y académicas de la Universidad Autdnoma de Madrid, ha formado a
una generacion de biélogos moleculares que lideran esta disciplina en nuestro pais. Fuente continua de
inspiracion, su figura es un ejemplo para las futuras generaciones y una referencia para nuestra
universidad.

Nuestra contribucion se centra en discutir brevemente el impacto que la nueva tecnologia de las
celulas pluripotentes inducidas (IPSC) esta teniendo en la investigacion de un grupo de enfermedades
de un enorme impacto socio sanitario, las enfermedades raras, un campo en el que nuestro grupo viene
trabajando durante los Gltimos afios. Estamos seguros que Margarita estaba al dia de todos los avances
tecnoldgicos dirigidos a mejorar la salud y el bienestar de las personas.

ENFERMEDADES RARAS Y ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

Se define enfermedad rara como aquella que no afecta a mas de 1 persona de cada 2.000 en la
poblacion, segin aparece recogido en el reglamento de la Union Europea sobre medicamentos
huérfanos del afio 1999. A pesar de su baja incidencia en la poblacién muchas de estas enfermedades
tienen consecuencias fatales y devastadoras. Durante los Ultimos afios se ha avanzado
considerablemente en el conocimiento de las bases moleculares de estas enfermedades debido, en
parte, a la implementacion en el diagnostico molecular de rutina hospitalaria de las tecnologias de
secuenciacion de nueva generacién. Este hecho ha supuesto que el andlisis genético de los pacientes
sea mucho méas rapido y que haya habido un incremento del numero de enfermedades raras
hereditarias registradas. Sin embargo, el mecanismo molecular subyacente a un defecto genético o el
descubrimiento de terapias para estas enfermedades esta siendo mucho mas lento. Esto se debe, en
parte, a la falta de modelos de estudio que mimeticen de forma fidedigna este tipo de patologias.

Hasta hace muy poco tiempo las alternativas disponibles para generar modelos de estudio de las
enfermedades se han basado, fundamentalmente, en la utilizacién de modelos animales transgénicos y
lineas celulares transformadas!. Aunque estos modelos, indudablemente, tienen muchas ventajas
también presentan algunos inconvenientes, como el hecho de que no siempre reproducen de forma
adecuada la patologia. La utilizacion de células derivadas de los pacientes, para el estudio de estas
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enfermedades, aunque potencialmente seria una herramienta in vitro mejor no siempre es posible. Ello
es debido a que el tejido humano no siempre esta disponible o no es accesible. Un ejemplo muy claro
de esta situacion se daria, por ejemplo, en las enfermedades neuroldgicas, ya que, indudablemente, es
muy complicado acceder al cerebro de los pacientes para poder estudiar qué esta sucediendo en sus
neuronas o en su sistema glial®.

En nuestro grupo, hemos centrado nuestro trabajo durante los Ultimos veinte afios en el estudio
de un tipo de enfermedades raras que tienen en comdn la alteracion del sistema de produccion de
energia de las células que se encuentra en las mitocondrias. Las enfermedades mitocondriales pueden
estar causadas por mutaciones en alguno de los genes codificados en la pequefia molécula de DNA
mitocondrial, o en cientos de genes codificados en el genoma nuclear, necesarios para el correcto
funcionamiento del sistema de Fosforilacion Oxidativa localizado en la membrana interna de las
mitocondrias, que es el que genera la mayor parte de la energia celular en forma de ATP. Las
enfermedades mitocondriales pueden afectar a uno a varios tejidos y en general cursan con un cuadro
clinico que puede ser muy grave. Recientemente hemos generado una amplia coleccion de células IPS
que contienen mutaciones en algunos de los genes asociados a estas patologias® 2 # ° ¢ 7 8 y estamos
caracterizando sus efectos en los tejidos diana de la enfermedad®.

INTRODUCCION DE LAS CELULAS IPSC

En el afio 1998, se aislaron por primera vez células madre o troncales embrionarias (ES, del
inglés Embryonic Stem cells)'°. Estas células presentaban muchas ventajas, entre las que se encuentran
que son autorrenovables (son capaces de proliferar indefinidamente) y que son pluripotentes (es decir,
tienen el potencial de poder convertirse en cualquier tipo celular presente en el organismo). Este hecho
convierte a las células ES en unas células con una capacidad regenerativa Unica. Sin embargo, la
utilizacion de estas células, al proceder de embriones, conlleva asociados un gran numero de
problemas éticos y legales. Para solventar este problema el cientifico japonés Shinya Yamanaka
descubrié que era posible volver hacia atras en el destino células especializadas adultas totalmente
diferenciadas y convertirlas a un estado de pluripotencia, utilizando Unicamente un sencillo coctel de
cuatro factores de transcripcion (Oct4, Sox2, KlIf4 y c-Myc, OSKM). Los factores de transcripcion son
proteinas especializadas en regular la lectura del mensaje genético, y existen cientos de ellos que
regulan de modo preciso qué genes se expresan en cada momento.

Estas células fueron denominadas células madre pluripotentes inducidas (iPSCs)™ 2. Las
iPSCs, al ser células similares a las células ES, también son autorrenovables y pluripotentes, pero, al
ser obtenidas in vitro a partir de células adultas (por ejemplo, células de la piel), no tendrian los
inconvenientes éticos y legales propios de las células ES. Ademas, al ser generadas a partir del propio
paciente, potencialmente producirian menos problemas de rechazo inmunoldgico en terapias de
trasplante autélogo que se pudieran desarrollar. EI descubrimiento de estas células le supuso a
Yamanaka la concesion del premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el afio 2012, compartido con el
britanico John Gourdon. Hoy en dia es posible obtener iPSCs casi a partir de cualquier tipo celular,
mediante reprogramacion con los cuatro factores de Yamanaka, OSKM?'?. Una vez obtenidas, estas
células tienen que ser caracterizadas desde un punto de vista molecular y funcional para confirmar que
cumplen todos los criterios de pluripotencia® y tienen que ser analizadas para verificar que cumplen
unos criterios minimos de calidad®®. A continuacion, pueden ser diferenciadas al tipo celular diana
afectado en la enfermedad que se pretenda modelizar. Por ejemplo, si la enfermedad es neuroldgica,
las iPSCs se pueden diferenciar a neuronas, evitando asi el tener que acceder al cerebro del paciente,
algo que no siempre es posible. El objetivo final es confirmar si las células diferenciadas obtenidas
reproducen con precision las caracteristicas moleculares tipicas de la patologia. De este modo, se
generaria un modelo in vitro de la enfermedad que podria ser utilizado para estudiar los mecanismos
fisiopatogénicos que la producen?.



APLICACIONES DE LAS CELULAS IPSC

El disponer de este tipo de modelos de enfermedad ha supuesto un avance enorme por las
repercusiones que esto podria tener en el campo de la medicina regenerativa y la terapia personalizada.
Por un lado, este modelo podria ser utilizado como plataforma de cribado farmacolédgico. Hoy en dia,
muchos farmacos testados en modelos animales, aparentemente prometedores, han fracasado después
en los ensayos clinicos por falta de eficacia, intolerancia, etc. En este sentido, las iPSCs ofrecerian una
oportunidad Unica, ya que permiten llevar a cabo estudios de cribado y reposicionamiento de farmacos
de alto rendimiento!. Como, ademas, los estudios de toxicidad y eficacia de los farmacos se realizarian
en ceélulas derivadas del propio paciente se eliminaria el problema, mencionado anteriormente, del
testado de farmacos en modelos animales.

En la actualidad, ya se han realizado algunos avances relacionados con el descubrimiento de
farmacos potenciales para enfermedades raras utilizando la tecnologia de iPSCs. Entre ellos, se ha
visto que los inhibidores de histona deacetilasa podrian ser un agente terapéutico potencial para
pacientes con atrofia muscular espinal, una enfermedad genética rara que ataca fundamentalmente a las
neuronas motoras en la médula espinal'®. Algunos de los farmacos, identificados en experimentos
realizados con iPSCs derivadas de pacientes, han sido aprobados para ser incluidos en ensayos
clinicos. Entre ellos, la rapamicina que es un inmunosupresor que ha sido aprobado para ser testado en
pacientes con fibrodisplasia osificante progresiva, una enfermedad rara hereditaria del tejido conectivo
que provoca una osificacion progresiva de los masculos esqueléticos, tendones, fascias y ligamentos™
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Otra de las aplicaciones de las iPSCs, que ha suscitado gran expectativa, es su posible utilidad
en el campo de la medicina regenerativa®. Hoy en dia, es posible corregir el defecto genético presente
en las iPSCs utilizando el sistema de edicion genémica CRISPR/Cas9. El objetivo final es obtener
celulas diferenciadas corregidas que tras su aislamiento y purificacion podrian ser empleadas en
terapias potenciales regenerativas de reemplazamiento. En este sentido, ya se han realizado bastantes
avances. Entre ellos, en el afio 2014, la Dra. Takahashi, del Riken Center for Developmental Biology
de Japdn y su equipo pusieron en marcha un ensayo clinico de trasplante autélogo de células de
epitelio pigmentario de la retina (REP) obtenidas a partir de iPSCs de pacientes con degeneracion
macular asociada a la edad®” 8,

Un afio después de la cirugia, la capa de células del Unico paciente que fue trasplantado
permanecid intacta y en el paciente no han aparecido tumores!’. Sin embargo, este ensayo fue
suspendido coincidiendo con cambios en la legislacion japonesa y debido a que cuando se iba a
trasplantar el segundo paciente se detectd una alteracion en el nimero de copias en las células que iban
a ser trasplantadas que no estaba presente en las células somaticas de partidal’. Llegados a este punto,
se ha empezado a considerar que podria ser mucho mas conveniente, de cara a un futuro escalado, la
generacién de bancos de iPSCs perfectamente caracterizadas no solo desde el punto de vista genémico
sino también desde el punto de vista del tipado del complejo HLA (del inglés, Human Leukocyte
Antigen)!. A modo de ejemplo, la empresa australiana Cynata therapeutics esta llevando a cabo un
ensayo clinico de trasplante alogénico de células mesenquimales obtenidas a partir de iPSCs de
donantes para el tratamiento de pacientes con enfermedad injerto frente a huésped.

Recientemente, se ha iniciado también en Japdn otro ensayo clinico que ha generado una gran
expectacion en todo el mundo. Este ensayo surge por el hecho de que se ha visto, previamente, que las
células neuronales precursoras de dopamina mejoran la sintomatologia en monos con la enfermedad de
Parkinson®®. Basandose en este hecho, a finales de 2018, el neurocirujano Takayuki Kikuchi consiguio
trasplantar millones de células neuronales precursoras de dopamina en un paciente de 50 afios con
enfermedad de Parkinson, en el Hospital Universitario de Kyoto?. Estas células de obtuvieron
previamente a partir de iPSCs generadas reprogramando células de la piel de un donante an6nimo
sano?!. Hasta el momento, no se ha observado ningln efecto negativo en el paciente trasplantado pero

3



permanece en observaciéon y si no surgen complicaciones volvera a ser trasplantado de nuevo. El
objetivo final es tratar seis pacientes mas, a finales de 2020, con el objeto de analizar la seguridad y
eficacia de la técnica?!. Hasta la fecha no nos consta que se haya registrado ningln ensayo clinico de
este tipo dirigido a enfermedades raras pero los resultados mencionados anteriormente, junto con otros
mas que estan en marcha, resultan muy esperanzadores.

MIRANDO AL FUTURO

En la actualidad, la investigacion en este campo se esta dirigiendo hacia la generacion de
organoides (version miniaturizada y simplificada de un 6rgano) y hacia la ingenieria de tejidos. Ello es
debido a que la mayor parte de los modelos de enfermedad generados con iPSCs, se han conseguido
utilizando técnicas de cultivo tradicionales, en monocapa (2D). Este tipo de aproximaciones, aunque
muy interesantes, no siempre son el modelo més apropiado para reproducir lo que tiene lugar en un
organismo in vivo. Por este motivo, existe un interés creciente en intentar reproducir in vitro la
arquitectura celular de los tejidos nativos en tres dimensiones (3D), pues asi se puede lograr mimetizar
de forma mas veraz el comportamiento celular in vivo?? L,

Hasta el momento, los trabajos publicados en ingenieria de tejidos muestran que éstos alcanzan
niveles de madurez y funcionalidad celular mayores cuando se generan modelos en 3D% 24, A modo de
ejemplo, a principios del afio 2018 ya ha sido posible generar minimusculos 3D funcionales capaces de
contraerse y generar transitos de calcio en respuesta a estimulacion eléctrica o por acetilcolina®. Del
mismo modo, la generacion de organoides a partir de iPSCs no es una entelequia®®. De hecho, ya se
han conseguido obtener organoides de retina, de corazon?’, de higado?, de col6n?®, de cerebro® e
incluso miniestomagos®!. Este tipo de modelos proporcionan una informacién mucho mas parecida a lo
que sucede in vivo y, es por este motivo, por el que muchos grupos de investigacion estan aunando
esfuerzos con el fin de conseguir modelos 3D cuyo objetivo ultimo es la blasqueda de terapias
(identificacion de farmacos y correccion del defecto genético presente en las iPSCs para generar
organoides isogénicos “sanos”)?*. En este sentido, la ingenieria de tejidos también resulta muy
prometedora para el estudio y aproximacion terapéutica de las enfermedades raras.

Han transcurrido ya mas de diez afios desde el descubrimiento de las iPSCs pero, todavia hoy,
sigue existiendo una gran esperanza en torno a ellas. Esto se debe a que su utilizacion, en cualquiera de
sus facetas, puede suponer una oportunidad Unica para el desarrollo de terapias personalizadas o lo que
es lo mismo para buscar una terapia personalizada para cada paciente y no terapias generales
particulares para cada enfermedad. Sin embargo, la tecnologia de iPSCs también presenta muchos
inconvenientes que estan dificultando su traslacién a la clinica. Entre ellos, sigue siendo una tecnologia
muy cara y que requiere una gran inversion de tiempo. Ademas, los fenotipos inmaduros y fetales que
se obtienen tras su diferenciacion deben ser tenidos en cuenta a la hora de generar modelos de
enfermedad de inicio en la edad adulta. Finalmente, quedan muchas preguntas por responder acerca de
su uso en terapias de reemplazamiento, por ejemplo, las relativas a la aparicion de tumores. Aunque
los ensayos clinicos iniciados hasta el momento parecen prometedores, hay que ser cautelosos todavia
antes de poder afirmar que la tecnologia de iPSCs es totalmente segura, pero de lo que no cabe duda
es que esta herramienta puede suponer una revolucion para el estudio y budsqueda de tratamientos para
las enfermedades raras en general y las enfermedades mitocondriales en particular.
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