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INTRODUCCION

La industria farmacéutica es un elemento importante dentro de los sistemas de salud de todo
el mundo y es una de las principales fuentes de innovacién en cuanto al desarrollo,
fabricacion y comercializacion de nuevos medicamentos. La innovacion y éxito de la industria
farmacéutica depende altamente de la implementacion de programas estratégicos de
investigacion y desarrollo (I+D) que tengan como principal objetivo generar y extender el

conocimiento cientifico y aplicarlo al descubrimiento de nuevos farmacos y medicamentos.

El proceso de investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos es largo, complejo y
costoso; y esta lleno de retos constantes. El principal problema de la industria farmacéutica
es el estancamiento y disminucion en la productividad de nuevas entidades moleculares o
medicamentos, los cuales son son eliminados o excluidos del proceso de I+D o del mercado,

por problemas asociados a su eficacia y seguridad.

La causa principal de las limitaciones del proceso de I+D de nuevos medicamentos, y por
ende de la eliminacién de las moléculas, es que no se cuenta con modelos de estudio tanto
in vitro como in vivo durante las fases tempranas del desarrollo (predesarrollo y preclinica)
que posean un genotipo y fenotipo adecuado para representar las patologias humanas y
evaluar el comportamiento de su exposicion ante distintos compuestos con actividad
farmacologica, comprometiendo asi la eficacia y seguridad del medicamento innovador

durante las distintas fases clinica proceso de I+D.

Es por ello que la industria farmacéutica debe incursionar en la evaluacion e implementacion
de nuevas tecnologias que afecten positivamente la eficiencia del descubrimiento de nuevos
farmacos y medicamentos. Un gran paso en esta direccion ha sido el descubrimiento de las
células troncales, seguido del aislamiento de las células troncales embrionarias, que son
células pluripotenciales con la capacidad de autorrenovarse indefinidamente y producir
cualquier linaje celular que conforma un organismo, y mas recientemente la generacion de
células troncales pluripotenciales inducidas a partir de la reprogramacién nuclear de células
totalmente diferenciadas. Por lo que, la tecnologia de las células troncales hace posible la

produccion de cualquier linaje celular y, aun mas importante, la generacion de lineas

:



celulares derivadas de pacientes, lo que representa una plataforma unica para el estudio de
la patogénesis de las enfermedades humanas y la realizacién de pruebas farmacoldgicas y

toxicologicas que deriven en el descubrimiento de nuevos medicamentos seguros y eficaces.

El siguiente trabajo tiene como objeto presentar una revision bibliografica actualizada sobre
las generalidades de las células troncales con énfasis en las células troncales
pluripotenciales inducidas, presentandolas como una herramienta innovadora y totalmente
prometedora en el modelado de enfermedades, descubrimiento de farmacos y evaluacion de

los perfiles de seguridad y eficacia.




MARCO TEORICO

Capitulo 1. Generalidades de las células troncales

1. 1 Definicion de célula troncal

Las células troncales (CT), denominadas en inglés stem cells, son precursores celulares
“‘indiferenciados” que tienen la capacidad de renovarse a si mismas mediante divisiones
mitéticas generando CT hijas que conservan su potencial de desarrollo y proliferacion
idéntico, favoreciendo asi la estabilidad de su poblacion durante toda la vida del organismo.
Asimismo, cuando una CT se divide, su progenie, bajo condiciones fisiolégicas o
experimentales especificas, tiene el potencial de diferenciarse en al menos un tipo celular
con funciones mas especializadas; por ejemplo, una neurona, una célula de la piel o un
glébulo rojo; lo que permite reparar o regenerar los tejidos desgastados y danados del cuerpo
a través del tiempo y la enfermedad. Una CT también se distingue por modular y balancear
las caracteristicas previamente mencionadas de acuerdo a las estimulos ambientales y sus

limitaciones genéticas [1, 2, 3, 4, 5].

1.2 Clasificacion de las células troncales

Las CT se clasifican de acuerdo al tipo de células diferenciadas a que puede dar lugar su
progenie. Esto depende en gran manera de su localizacion y del estado del desarrollo de los

organismos de los que se aislan, es decir, de su origen [6].

El potencial de diferenciacion decrece conforme se avanza en el desarrollo, por lo que las
CT aisladas de estadios mas tempranos pueden generar mas tipos celulares que las CT
aisladas de estadios mas tardios. Asi, se pueden clasificar a las CT conforme a su potencial

de diferenciacién en: totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales (Fig.

1) [6].




CTE-tipo

CTF
CTCE

CTA [

Totipotenciales Pluripotenciales Multipotenciales Unipotenciales

Figura 1. Clasificacion de las células troncales. Las CT se clasifican de acuerdo a su potencial de
diferenciacion el cual esta intimamente relacionado con el origen de la misma. CTE = Célula troncal
embrionaria, CTE-tipo = Célula troncal embrionaria-tipo, CTCE = Célula troncal de carcinoma

embrionario, CTF = Célula troncales fetal, CTA = Célula troncal adulta.

1.2.1 Células troncales totipotenciales

Las CT totipotenciales son aquellas que tienen la capacidad de producir cualquier linaje
celular embrionario y extraembrionario, y por tanto dar origen a un nuevo organismo. En los
mamiferos, solo el cigoto y las primeras células resultantes de su segmentaciéon hasta la fase

de morula son totipotenciales [7].

El cigoto es la primer célula que se produce tras el evento de fertilizacion entre el
espermatozoide y 6vulo. Conforme el cigoto se desplaza por las trompas de Falopio rumbo a

su implantacién en el utero sufre las primeras divisiones aumentando asi el numero de




células a las cuales se les denomina blastdbmeros. La constante division de los blastémeros

termina formando un cumulo de ellos (12-16 blastdmeros) que se denomina mérula [8].

1.2.2 Células troncales pluripotenciales

Las CT pluripotenciales son capaces de generar cualquier linaje celular con excepciéon de
los extraembrionarios, ya que sélo dan origen a los progenitores que forman cualquiera de
las tres capas embrionarias: endodermo, mesodermo y ectodermo. Dentro de esta
clasificacion se encuentran las células troncales embrionarias (CTE), las células troncales

embrionarias tipo (CTE-tipo) y las células troncales de carcinoma embrionario (CTCE) [6,9]
(Fig.2).

Aproximadamente 4 dias después de la fecundacion, la moérula llega a la cavidad uterina y se
forma el blastocele por acumulacion de liquido en su interior, lo que provoca que se separen
los blastbmeros en dos porciones: un conjunto central de blastbmeros que constituyen la
masa celular interna (MCI) y una capa celular externa y delgada denominada trofoblasto que
da lugar a la placenta y otros tejidos para la implantacion y posterior desarrollo del embridn
en el utero; a estas dos estructuras conformadas por 50-150 células se le denomina
blastocisto o blastula [8]. Las células aisladas de la masa celular interna del blastocisto son
las CTE [6].

Las CTE-tipo comprenden a todas las CT con propiedades similares a las CTE que no han
sido aisladas directamente de la MCI pero que han sido derivadas de las distintas etapas del
desarrollo embrionario y fetal; asi como de las células adultas que han sido reprogramadas

por distintos métodos [9]. Algunos ejemplos de CTE-tipo se indican en la Tabla 1.

Las CTCE son aquellas que son aisladas de teratocarcinomas [21] que son tumores que se
originan en las células germinales, por lo general en los testiculos o los ovarios de los adultos

jévenes [22].




Tabla 1. Ejemplos de células troncales embrionarias-tipo

CTE-tipo Descripcion o fuente Referencia
Células troncales Obtenidas del epiblasto del embrién post- [10, 11]
epiblasticas (EpiCT) implantacion ’
Células troncales Derivadas de las células germinales [12, 13, 14]
germinales embrionarias  primordiales que se encuentran en los T
(CTGE) tejidos gonadales del embrion
; Obtenidas a partir del cultivo in vitro de las
Células troncales . -
) células troncales espermatogonicas

germinales : .. . [15, 16, 18]

. . . prenatales aisladas del tejido testicular
multipotenciales* (mCTG) fetal
Celulgs D nEzles EeliEe Generadas a partir del cultivo in vitro de
germinales . -

. . N las células troncales espermatogdnicas [15, 16, 18]
multipotenciales . . )

aisladas del tejido testicular adulto

(maCTG)
Células troncales Derivadas de la reprogramacion nuclear de
pluripotenciales inducidas las células adultas generalmente [19, 20]

(CTPi)

somaticas

*Las células que adquieren un fenotipo similar a las CTE y por ende son pluripotenciales. Se
denominan multipotenciales porque tienen la capacidad de generar células multipotenciales
[15,16]

Conforme se avanza en el desarrollo embrionario, la células que conforman la MCI se
segregan formando dos capas: el hipoblasto y el epiblasto; posteriormente, se inicia la
gastrulacion. Durante esta etapa las células comienzan a desarrollarse y especializarse
hacia linajes especificos, siendo las células en etapas mas tardias del desarrollo

multipotenciales [8].




Q Adulto

A Epiblasto
> / Blastocisto (Post- implantacion) Gastrulacion

foblasto Epiblasto

Células Neuronas Hepatocitos Otras
epiteliales

Reprogramaciéon
celular

CTPi

Figura 2. Células troncales pluripotenciales. Las células troncales pluripotenciales tienen la
capacidad de autorrenovarse y generar cualquier linaje celular de un organismo adulto . Pueden ser
aisladas de las distintas etapas del desarrollo embrionario o producirse. CTE = célula troncal
embrionaria, EpiCT = Célula troncal epiblastica, CTGE = Célula troncal embrionaria germinal, CTCE =

Célula troncal de carcinoma embrionario, CTPi = Célula troncal pluripotencial inducida

1.2.3 Células troncales multipotenciales

Las CT multipotenciales son células presentes en los tejidos u érganos embrionarios,
fetales y adultos que tienen un mayor grado de diferenciacion y una capacidad limitada para
generar todos los linajes celulares. So6lo pueden dar origen a tipos celulares procedentes de
la misma capa embrionaria, es decir, llevan la marca de un tejido concreto y por tanto sélo
pueden dar lugar a tipos celulares del tejido al que pertenecen (6rgano-especificas) [7].

Conforme a su origen se resaltan dos tipos de CT multipotenciales: fetales y adultas [27].

Las células troncales fetales (CTF) son células que se derivan propiamente del feto y de
las estructuras de soporte extraembrionarias tales como: cordén umbilical, liquido amnidtico,

gelatina de Wharton, amnios y placenta [24,25]. Tienen un potencial de diferenciacion mas




limitado que las CTE y, en contraste con las células troncales adultas, su poblacion, potencial
de expansion y potencial de diferenciacion son mayores, pues son menos maduras y mas

abundantes debido a su participacion especifica en la ontogenia prenatal [27].

Las células troncales adultas (CTA), también conocidas como células troncales tejido-
especificas (CTTE), son células progenitoras que se encuentran en un organismo
desarrollado dentro de los 6rganos y tejidos adultos. Tienen la capacidad de autorrenovarse y
de dar lugar a células completamente diferenciadas con fenotipos maduros y funcionales. Se
encuentran en nichos especificos del estroma del tejido al que pertenecen y pertenecera su

progenie [26,27].

Las CTA se forman durante la ontogénesis y permanecen quiescentes hasta que un estimulo
local, que modifique las condiciones fisicas y quimicas entre el nicho celular y la CTA,

induzca su autorrenovacion, diferenciacién o proliferacion [27].

La principal funcién de las CTA es actuar como un sistema de reparacion para el cuerpo,
reemplazan a las células que han muerto o han sido danadas por una lesiéon o enfermedad;
de este modo mantienen de forma normal el recambio celular de los tejidos, lo que permite

asegurar su homeostasis [26,27].

Las CTA son poco comunes y se han encontrado en numero escaso en la médula 6sea,
sangre periférica, musculo, tejido adiposo, tejido sinovial, periostio, intestinos, pulpa dental,

cerebro, vasos sanguineos, higado, pancreas, cornea y testiculos [26, 28].

A pesar de que las CTA se han sefalado s6lo como multipotenciales trabajos recientes han
sefalado la existencia de algunos tipos de CTA mas primitivas con un potencial de
diferenciacion mayor denominadas CTA pluripotenciales y han sido aisladas de la médula
O0sea [29]. Las células que han sido caracterizadas son: i) Células progenitoras
multipotenciales adultas (MAPC, del inglés multipotent adult progenitor cells) [30,31]; ii)
Células inducibles de multilinaje adultas aisladas de médula 6sea (MIAMI, del inglés marrow

isolated adult multilineage inducible) [32]; iii) Células troncales multipotenciales adultas
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(MASC, del inglés multipotent adult stem cells) [33]; iv) OmniCyte [34,35] y v) Células
troncales pequefias parecidas a células embrionarias (VSEL, del inglés, very small embryonic
like) [36].

v v

Ectodermo Células germinales

\_ki_ -
:_\-\ ) ) Q .

. . Células pig- Esperma- 6vulo
Epidermis Neuronas AR R tozoides
A 4
Mesodermo Endodermo

Musculo Musculo Células S Musculo Células pan- Células Células
cardiaco estriado deriién Eritrocitos liso creéticas tiroides alveolares

Figura 3. Linajes celulares derivados de las capas embrionarias. Tras el proceso de gastrulacion,
las capas embrionarias se diferencian y especializan dando lugar a la gran variedad de linajes
celulares que conforman los diferentes érganos del cuerpo. Modificado de [41]




1.3. Propiedades de las células troncales

Todas las CT, independientemente de su origen, se diferencian de otros tipos celulares por
dos caracteristicas principales: su capacidad de auto-renovacién y su potencial de
diferenciacion [2,4]. En los ultimos afios se ha resaltado una tercera caracteristica que es su
plasticidad [37].

1.3.1 Autorrenovacion

La autorrenovacion es el proceso por el cual una CT se divide para generar una o dos células
hijas con el potencial de proliferacion, expansion y diferenciacion similar al de la célula
progenitora; con el objetivo de tener un control dinamico de su poblacién que le permita

mantenerse tanto cualitativa como cuantitativamente estable a lo largo de la vida [2, 38].

Para las CT, la autorrenovacion es esencial, ya que les permite expandir su numero durante
el desarrollo, mantenerse dentro de los tejidos adultos y restaurar su concentracion tras una

lesion [2].

La division de las CT puede ser simétrica o asimétrica. La division simétrica genera dos
células hijas idénticas entre si y a la célula progenitora expandiendo asi la poblacién de las
CT. Si estas CT hijas son expuestas a sefales especificas, pueden tener luego destinos
diferentes. La generacion de dos células hijas con un grado de diferenciacion mayor con
respecto a la célula progenitora también es un tipo de divisién simétrica. Como resultado de
la divisidbn asimétrica se obtiene una célula hija con las mismas propiedades que su
progenitora y otra, con un fenotipo diferente, es decir, mas diferenciada. Este tipo de division
es importante, ya que en una sola divisiébn hay autorrenovacién y diferenciacién pero, tiene
como desventaja que las CT no pueden expandirse en numero [2,39,40]. La mayoria de las
CT presentan ambos tipo de divisidén y el equilibrio entre estos dos modos es controlado por
sefales ambientales y caracteristicas intrinsecas de la célula para producir un numero

adecuado de CT y células diferenciadas [2, 39].
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Figura 4. Estrategias de autorrenovacion de las células troncales. Las células troncales tienen la
capacidad de autorrenovarse mediante la divisién simétrica y asimétrica. Modificada de [27]

Cabe mencionar que la capacidad de autorrenovacién no es unica de las CT, algunos tipos
de células progenitoras restringidas y células especializadas también presentan esta
caracteristica, como los progenitores de la glia y los linfocitos (42). A pesar de ello, el gran
potencial de autorrenovaciéon de las células CT permite diferenciarlas de aquellos
progenitores restringidos con un potencial de autorrenovacion limitado. Por otro lado, el
potencial de autorrenovacion de las CT dependera de las condiciones fisiolégicas o
experimentales a las que se expongan asi como del tipo de CT, por ejemplo las CTE tienen

mayor potencial de autorrenovacion y desarrollo que las CTA [39].
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1.3.2 Potencial de diferenciacion

Es la capacidad que tienen las CT para dar lugar a una progenie madura heterogénea, la
cual se diversifica y especializa tanto estructural como funcionalmente conforme a un
proceso jerarquico que implica la activacion de mecanismos geneéticos y epigenéticos a un

tiempo y condiciones dadas [2, 38].

1.3.3 Plasticidad

Es la capacidad de ciertas CT de cruzar las barreras del linaje celular adoptando el perfil de
expresion y el fenotipo funcional de las células que son tipicos de otros tejidos, es decir, son
capaces de generar grupos celulares distintos a los de su tejido de origen [37]. Un ejemplo
de plasticidad se presenta en las células troncales hematopoyéticas (CTH), las cuales,
pueden ser aisladas de la médula ésea, sangre periférica y cordon umbilical; su funcién es
mantener la poblacion de los linajes celulares que conforman la sangre y el sistema inmune.
Distintos grupos de investigacion han descrito que las CTH no sélo se diferencian en células
hematopoyéticas sino también pueden hacerlo a células de musculo esquelético [99,100],
musculo cardiaco [101,102], endotelio [103], neuroectodermo [104,105], céluas epiteliales

[106], hepatocitos y células del epitelio gastrointestinal y pulmonar [106-108] (Fig. 5).

Cabe mencionar que la plasticidad no es especifica sélo de las CT ya que ésta también se ha
adjudicado a ceélulas completamente diferenciadas [62]. Como ejemplo, se menciona la

conversion de fibroblastos de raton a CTE-tipo (CTPi) [19] y a neuronas [109].
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Figura 5. Plasticidad celular. Algunas CT tienen la capacidad de generar linajes celulares distintos
al tejido de origen. Un ejemplo son las células troncales hematopoyéticas que pueden dar lugar a
células endoteliales, musculo esquelético, musculo cardiaco o hepatocitos. Modificada de [37]

1.4. Nicho celular

Las poblaciones de CT se establecen en nichos celulares, que son ubicaciones anatémicas
especificas que proporcionan un microambiente adecuado para el mantenimiento éptimo de
las mismas y que las habilita de tal forma que puedan participar en la generacion,
mantenimiento y reparacion de tejidos [98]. El nicho celular estd formado por elementos
celulares (e.g. células del sistema inmune y células estromales) y acelulares (e.g. citocinas,
factores de crecimiento, moléculas de adhesion y iones) cuyas interacciones regulan la
supervivencia, autorrenovacion y diferenciacion de las CT [169]. Asimismo, el nicho celular
proporciona un refugio adecuado que secuestra a las CT de la exposicidon a estimulos que
promuevan su diferenciacion, apoptosis y cualquier otro estimulo que comprometa sus
reservas. Aunque por otro lado, también provee de las sefiales necesarias para que las CT
puedan diferenciarse hasta una célula madura a fin de cumplir con los requerimentos
fisiologicos del tejido. Por lo tanto, una de las caracteristicas principales del nicho celular es
gue mantiene un equilibrio entre la quiescencia y la actividad de las CT [98]. En la Tabla 2 se

muestran diferentes tipos de CTAy la localizacion anatémica de sus nichos.
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Tabla 2. Localizacion de nichos celulares

Tipo de CTA Localizacion Referencias

Hipocampo, region subventricular y bulbo

Neuronal .
olfatorio.

[110, 111]

En la cuarta o quinta posicién de la parte inferior
Intestinal de las criptas intestinales por encima de las [112, 113]
células de Paneth.

Hepatica Conductos de Hering. [114]
e Protuberancia del foliculo piloso
Seleaiines Estrato basal de la epidermis. [k, g
Musculo-esqueléticas Entre la membrana plasmatica de la fibra
- o . [117,118]
(células satélite) muscular y la lamina basal.
Hematopoyéticas Médula ésea: endostio y compartimento [119]
vascular.
Espermatogonicas Lamina basal de los tubulos seminiferos. [120,121]

1.5. Obtencion de las células troncales

En el laboratorio las CTE humanas se obtienen mediante el aislamiento de la masa celular
interna del blastocisto proveniente de embriones de preimplantacion por diversos métodos
como inmunocirugia [55] o diseccion con laser [56]. Algunas CTE humanas también han sido
aisladas de la morula [59] e incluso a partir del blastocisto en etapas tardias como es el caso
de algunas de las CTE-tipo [60,10,11].

Ante las objeciones éticas, religiosas y culturales en cuanto al uso de embriones, se han
desarrollado guias que regulan la investigacion con CTE y establecen que éstas deben
provenir de embriones sobrantes creados con fines de reproduccion via fertilizacion in vitro,
donados bajo el consentimiento informado y sin ofrecimiento de incentivos financieros a los
donantes [57, 58]; condiciones que también aplican para obtencion de los gametos.
Igualmente, establecen que los embriones producidos in vitro no podran ser transferidos a un

utero humano o no humano y que el cultivo de los mismos no debe exceder los 14 dias o
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hasta la formacion de la linea primitiva, o bien, lo que ocurra primero [57].

Las CT también pueden ser obtenidas a partir de fetos abortados como es el caso de las

CTGE, las cuales son aisladas de las células germinales primordiales que se encuentran en

los tejidos gonadales de fetos en etapas tempranas [61].

Las CTF provenientes de los anexos embrionarios representan una fuente potencial ilimitada
de CT, las cuales pueden ser recolectadas en cada nacimiento. Los anexos embrionarios
como la placenta y el corddn umbilical son faciles de procesar y almacenar, ya que una vez
congelados son biolégicamente estables. Aunado a ello, el método de recoleccién no es

invasivo ni perjudicial para la madre ni para su hijo [62].

Las CTA han sido clasificadas de acuerdo a su tejido de origen y es precisamente el mismo
del cual derivan (Tabla 2). Unos de los principales problemas para la obtenciéon de las CTA es
gue se encuentran en pequefas cantidades y que con frecuencia estan localizadas en las
partes mas profundas de los tejidos, dificultando su aislamiento [26, 27], lo que conlleva a
que los métodos de obtencion de los mismas sean mas invasivos. Aunado a esto, las CTA
estan rodeadas de millones de células ordinarias, por lo que existe una mayor dificultad para

su identificacion, aislamiento y purificacion. Ademas, tras la obtencion de las mismas se

requiere de un analisis riguroso que permita caracterizar su multipotencialidad [44].

El método general para la obtencion de las CTA consiste en digerir el tejido mecanicamente y
posteriormente separarlas. Dependiendo de las propiedades de las CTA éstas pueden ser
separadas empleando el sorteo celular activado por fluorescencia (FACS, por sus siglas en
inglés, Fluorescence-activated cell sorting); seleccion celular por campos magnéticos (MACS,

del inglés, Magnetic-activated cell sorting) o centrifugacion por gradiente [63].

Las CTF de los anexos embrionarios y las CTA prometen ser excelentes herramientas para
aplicaciones terapéuticas futuras, ya que evaden las preocupaciones éticas, religiosas y
culturales que rodean al aislamiento de CT a partir de embriones y fetos, son de facil acceso

y se ha documentado su plasticidad [37]
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Una fuente importante de CT pluripotenciales son las CTPi y dada la importancia que tienen
actualmente, se destina un apartado en este mismo documento para la descripcion de las

mismas.

1.6. Vias y factores que regulan la autorrenovacion y pluripotencialidad de las células

troncales

Como se mencion6é anteriormente, las CT pluripotenciales tienen dos caracteristicas
principales: la capacidad de autorrenovarse indefinidamente y la capacidad de generar
cualquier linaje celular de un organismo adulto. Las CT pluripotenciales se obtienen durante
el desarrollo embrionario como las CTE, que son las células pluripotenciales por excelencia,

o a través de la reprogramacion de las células somaticas como las CTPi.

Una CT pluripotencial tiene la capacidad de conservar y modular sus propiedades de
autorrenovacion y diferenciacién con la finalidad de cumplir las demandas fisioldgicas y, de
esta manera, mantener la homeostasis del cuerpo; lo que implica, que debe contar con
mecanismos que regulen su quiescencia, supervivencia, estado de diferenciacion y de

proliferacion.

El conocimiento de los mecanismos moleculares que regulan la autorrenovacion y la
pluripotencialidad es de suma importancia ya que, con ello no s6lo se puede comprender y
conocer mas del desarrollo embrionario y la especializacion celular; sino también, permite
desarrollar mejores técnicas de reprogramacion que impacten directamente en la generacion
de las CTPi; en la evaluacion del estado de diferenciacion de cualquier célula troncal y en el

empleo de las mismas en la investigacion y la clinica.

La pluripotencialidad y la autorrenovacion son dos propiedades relacionadas entre si, pues la
autorrenovacién requiere mecanismos que le confieran la habilidad de dividirse sin
diferenciarse, es decir, la clave de autorrenovacion es el mantenimiento de la

pluripotencialidad [39].
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La pluripotencialidad esta altamente regulada por factores extrisecos e intrinsecos. Los
factores extrinsecos comprenden todas las sefales extracelulares que pueden propagarse a
través de las vias de transduccion de sefales intracelulares que convergen en la red
genética que controla la pluripotencialidad. Dentro de las vias de sefalizacion dilucidadas
que regulan la pluripotencialidad inhibiendo la diferenciacién, la supervivencia y proliferacion

de las células pluripotenciales se enlistan en la Tabla 3 [95].

Tabla 3. Factores extrinsecos que regulan la pluripotencialidad

[95]
Via de senalizacion Moléculas de senalizacion
intracelular extracelular
TGF-B - Activina - Nodal
TGF-B GDF incluyendo la miostatina
BMP
FGF-2
IGF
RTKs PDGF
S1P
NRG1
PI3K IGF
WNT Proteinas WNT
JAK-STAT LIF

TGF-B = Factor de crecimiento transformante 3.

RTK = Receptor de tirosina cinasa.

GDF = Factor de crecimiento y diferenciacion.

BMP = Proteina morfogénica del hueso.

FGF-2 = Factor de crecimiento de fibroblastos 2

IGF = Factor de crecimiento similar a la insulina.
PDGF = Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
S1P = Esfingosina 1-fosfato.

NRG1 = Neurregulina 1.

PI3K = Fosfoinositol 3-cinasa.

WNT o Wnt = Winless.

JAK-STAT = Cinasa de Janus/ Transductor de sefial y activador de la transcripcion.
LIF = Factor inhibidor de la leucemia.
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Las sefiales intrinsecas que realizan el mantenimiento de la pluripotencialidad estan
integradas por los factores de transcripcion OCT4 (también denominado POU5F1), NANOG y
SOX2, los cuales conforman el denominado circuito regulatorio de la pluripotencialidad. Estos
factores actuan en conjunto como activadores o represores transcripcionales de un gran
numero de genes para inducir la expresion de los genes relacionados con el mantenimiento
de la pluripotencialidad o para reprimir la expresion de aquellos que conducen a la
diferenciacion (Tabla 4) [7].

Dentro de los factores intrinsecos también se encuentran los reguladores epigenéticos como
las proteinas del grupo Polycomb y Trithorax, las cuales modulan la expresion de numerosos

genes implicados en el desarrollo embrionario mediante la modificacién de histonas [97].
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Tabla 4. Factores de transcripcién que regulan la pluripotencialidad. Modificada

de [96]
Factor Descripcion Funcioén
Crucial para el mantenimiento de la
pluripotencialidad; se homodimeriza o
OCT-4 Factor de transcripcion 1 heterodimeriza con otros co-factores como
(POUSF1) clase 5 que contiene un SOX2 para regular el estado de las CTE; su
dominio POU. ausencia en las CTE resulta en la pérdida
de la pluripotencialidad y letal para el
embrion en etapa de blastocisto.
Proteina de unién a Regula el estado pluripotencigl; su delecion
perteneciente a la familia en .CTE re§ulta e B peies e
SOX2 con cajas HMG pluripotencialidad; en ratones es letal para
relacionada con SRY el embridn ya que falla el mantenimiento del
epiblasto.
Es un importante regulador de Ia
pluripotencialidad de las CTE y del
NANOG Proteina de desarrollo de las células germinales; la
homeodominio NANOG deleciéon de Nanog en ratones resulta letal
para el embridén; las CTE carentes de
NANOG pierden la pluripotencialidad.
: o Es un supresor tumoral y a la vez oncogén
(I;/I;el(r)nsbgcétloc::slzéamlha que regula la diferenciacién, crecimiento y
KLF4 transcripcion tipo Kruppel ciclo celular; su ausencia en ratones
conlleva a la muerte postnatal por
deficiencias en la piel.
Implicado en la proliferacion celular, la
Factor de transcripcion replipgcién elel .DNA’. Ia_ dppios s, e
perteneciente a la familia |nh|b|C|én. de la dlfer§n0|a0|én celular vy la
MYC de proteinas con metastasis; la ausencia de c-Myc en ratones
multiples dominios es letal para el e_r_nbrlon por defectos en el
hélice-asa-hélice desarrollo del tejido cardiaco y neuronal;
CTE carentes de c¢c-MYC disminuyen el
progreso tumoral.
Regula la traducciéon y estabilidad del
LIN28 p , ., MRNA durante la diferenciacion; se localiza
roteina de unién a RNA

en los cuerpos-P (sitios de regulacion de
MRNA y miRNA)
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1.6.1 Determinacion de la pluripotencialidad de las células troncales

Existe una numerosa cantidad de CT las cuales comparten la capacidad de diferenciarse en
distintos tipos celulares. Sin embargo, solo las células pluripotenciales como las CTE, tienen
el potencial de desarrollarse en todos los linajes celulares de un organismo adulto y pueden
crecer ilimitadamente. Los avances tecnoldgicos para la identificacion y aislamiento celular
asi como el desarrollo de las nuevas técnicas de reprogramacion celular han permitido el
hallazgo y generacion de mas células pluripotenciales como las CTE-tipo, por lo que ha sido
de gran importancia determinar el verdadero estado de pluripotencialidad de las células. De
forma general, para que una célula troncal pueda considerarse pluripotencial debe ser
caracterizada a nivel celular, molecular y funcional, ademas debe ser evaluada su

participacion en la ontogénesis [44].

La caracterizacion celular y molecular indica si las células comparten caracteristicas
morfoloégicas similares a las CTE y si presentan marcadores que confirmen su estado de
“‘indiferenciacién” respectivamente [44]. Como caracteristicas morfologicas, las células
pluripotenciales poseen una relacién nucleo-citoplasma alta, nucleolos prominentes y una
arquitectura nuclear y de cromatina distintiva (laminar, manchas nucleares y dominios de
heterocromatina) [49]. Las células pluripotenciales también crecen rapidamente debido a que

la fase G1 de su ciclo celular es muy corta [50,51,52].

Los marcadores de superficie mas comunmente empleados para determinar la
pluripotencialidad son los antigenos embrionarios de estado especifico SSEA-1, SSEA-3 y
SSEA-4 (SSEA, por sus siglas en inglés, stage-specific embryonic antigen); y los antigenos
de rechazo tumoral TRA-1-60 y TRA-1-80 (TRA, por sus siglas en inglés, tumor rejection
antigen). Otros marcadores de pluripotencialidad son: la actividad de la telomerasa y de la
fosfatasa alcalina y los factores de transcripcion OCT-4, SOX-2, NANOG y KLF4. La
expresion de estos marcadores usualmente es detectada por técnicas de inmunocitoquimica

y amplificacion selectiva del material genético (DNA o mRNA) [44].
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Recientemente se han descubierto caracteristicas conservadas en las CTE tanto de raton
como de humano, como son los patrones de modificacion de histonas [45,46] y los perfiles de
expresion de miRNA, que también podrian funcionar como marcadores de pluripotencialidad
[47,48].

La caracterizacién funcional permite observar la capacidad de las células para formar los
tipos celulares representativos de las tres capas embrionarias. Se evalua mediante ensayos
in vitro e in vivo [44]. Los ensayos in vitro comprenden la formacion de cuerpos embrionarios
(o embrioides) [53] y la diferenciacion dirigida [54], mientras que el ensayo in vivo se realiza

induciendo la formacion de teratomas.

La produccion de quimeras permite evaluar la contribucion de las células para formar los
linajes celulares competentes que conforman un organismo adulto, incluyendo la linea
germinal; es un ensayo in vivo y se considera el estandar de oro para determinar la
pluripotencialidad seguida de la formacion de teratomas. Existe otro ensayo que también
permite verificar la participacion de las CT en la ontogénesis que es la complementacion
tetraploide [44].

1.7. Células troncales pluripotenciales inducidas

La reprogramacion celular es un conjunto de técnicas que tienen por objeto modificar el perfil
de expresidon génica en un determinado tipo celular, de tal forma que los genes que habian
dejado de expresarse en una etapa determinada del desarrollo o bien, que nunca se
expresaron, comiencen a hacerlo para obtener células con un fenotipo totalmente distinto. El
éxito de la reprogramacion celular depende en gran manera de la plasticidad celular y puede

ocurrir mediante dos procesos: desdiferenciacion y trasndiferenciacion [93].

La desdiferenciacion celular supone la recuperacién de la capacidad de proliferacion y
diferenciacion, en el grado que sea; es decir una célula diferenciada terminalmente regresa a
un estado menor de diferenciacion a partir del cual posteriormente puede inducirse su

especializacion. Mientras que la transdiferenciacion implica la conversion directa de un tipo
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celular completamente diferenciado a otro sin pasar por un grado de diferenciacion menor
[93].

La células representativas del proceso de desdiferenciacion son las CTPi las cuales se
definen como células somaticas provenientes de tejidos adultos que han sido sometidas a un
proceso de reprogramacion nuclear mediante la expresion forzada de genes y factores de
transcripcion, y que adquieren caracteristicas moleculares y funcionales que les hacen
semejantes a una CTE, es decir, comparten la morfologia, estado epigenético, grado de

proliferacion y diferenciacion [27,64].

Existen diversos métodos para inducir la reprogramacién celular y obtener las CTPi, como
son: la transferencia nuclear de células somaticas, la exposicion de células somaticas a
extractos celulares, la fusidn celular y la utilizacién de factores de transcripcidn especificos

(reprogramacion directa) [65] (Fig 6).
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Figura 6. Métodos para la reprogramacion nuclear de las células somaticas. Una célula somatica
puede ser reprogramada hacia un estado pluripotencial alterando su patrén de expresién génica. a)
Transferencia nuclear de células somaticas. El nucleo de una célula somatica es transplantado a un
ovocito enucleado. En el ambiente del ovocito, el nucleo de las célula somaticas es reprogramado
hacia un estado pluripotencial. b) Fusién celular. Dos células distintas se unen para formar una sola
entidad. La célula mas diferenciada es reprogramada por dominancia de la célula menos
diferenciada. c) Extractos celulares. La exposicion de una célula somatica ante extractos
citoplasmaticos y nucleares de células indiferenciadas inducen su reprogramacién. d)
Reprogramacién directa. La pluripotencialidad se adquiere por induccion de la expresion de los
factores de transcripcion: Oct-4, Sox2, c-Myc y Kif4. Los factores de transcripcién son introducidos a
las células somaticas mediante vectores integrativos o no integrativos. Modificada de [70]
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La transferencia nuclear de células somaticas (TNCS), también conocida como clonacién,
constituye el primer intento para reprogramar una célula somatica a un estado de
diferenciacion mas primitivo. Los primeros experimentos se realizaron en anfibios [66] y mas
tarde en mamiferos siendo Dolly el primer mamifero exitosamente clonado [67]. Estos
experimentos demostraron que el estado de diferenciacion de una célula es reversible y que
las restricciones impuestas en el genoma durante el proceso de especializacién celular se

deben a cambios epigenéticos y no a cambios en el genoma [70].

La TNCS se realiza mediante el transplante del nucleo de una célula somatica a un ovocito
enucleado el cual proporciona todos los factores de reprogramacion que activaran los genes
que regulan la pluripotencialidad [65]. Esta célula reconstruida es estimulada para iniciar su
desarrollo mediante un aumento transitorio de la concentracién del calcio intracelular libre
inducido por pulsos eléctricos u otros agentes quimicos [68]. Si la célula se mantiene en
medios de cultivos secuenciales que favorezcan su desarrollo hasta las etapas mas
tempranas del embrién y posteriormente se implanta en un utero, éste tiene el potencial de
desarrollarse hasta formar un organismo completo e idéntico al del cual se aislo; es decir, se
trata de un clon. Si en vez de implantarse, se mantiene en un medio de cultivo que favorezca
su proliferacion mas no su diferenciacién puede dar lugar a una poblacién de células

pluripotenciales genéticamente iguales [65] (Fig. 6a).

Cuando una célula somatica es expuesta a extractos citoplasmaticos y nucleares de células
indiferenciadas, éstos pueden inducir la reprogramacién de la expresion génica y promover
su pluripotencialidad ya que contienen los factores de transcripcion que la regulan [65]. En
este proceso los extractos celulares se obtienen a partir de las CTE, CTCE, CTGE u otras
CTE-tipo mediante la sonificacion de las células y su recoleccion por sedimentacion. A este
extracto se insertan las células somaticas previamente permeabilizadas con toxinas
bacterianas u otras sustancias. Tras el periodo de incubacién, la membrana citoplasmatica es
sellada nuevamente con cloruro de calcio y finalmente las células desdiferenciadas se

mantienen en cultivo [65, 69] (Fig. 6¢).
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La reprogramacion nuclear mediante fusion celular implica la unién de una célula somatica
con una célula troncal pluripotencial (e.g. CTE, CTCE y CTGE) para formar una sola entidad.
En este proceso se observa que bajo ciertas condiciones el fenotipo de la célula menos
diferenciada es dominante sobre la célula con el fenotipo mas diferenciado, esto se debe a
que la célula pluripotencial contiene en su citoplasma y nucleo factores de reprogramacion

qgue pueden modificar el estado epigenético de la célula somatica [65] (Fig. 6b).

La pluripotencialidad también puede ser recuperada si se induce la expresion de factores de
transcripcion asociados al mantenimiento de la misma mediante la insercién de los genes
que los codifican a las células somaticas. Los principales factores de transcripcion
empleados son OCT-4, SOX-2, c-MYC, KLF4 y NANOG cuyos genes, que por si solos o0 en
combinacion, son introducidos a las células somaticas a través de vectores virales o no
virales [7,65,70] (Fig. 6d). Las primeras CTPi realizadas por este método se registré en el
2006 cuando fibroblastos de raton fueron reprogramados a un estado pluripotencial
induciendo la expresion de los cuatro factores, Oct-4, Sox-2, c-Myc y Kif4 [19]. Un aho
después, se obtuvieron CTPi a partir de fibroblastos humanos bajo el mismo conjunto de
factores de transcripcion o también mediante OCT-4, SOX-2, NANOG y LIN28 [18, 20]. Ver

Tabla 4 para descripcién de los factores de transcripcion.

La técnica mas comun es la transduccion génica utlizando retrovirus [19] o lentivirus [72], sin
embargo, su gran capacidad de integracion al genoma tiene como consecuencia el modificar
de manera permanente el material genético de las CTPi ya que pueden inducir mutaciones
en los sitios de insercion, reactivar transgenes y silenciar genes, entre otros efectos; y por
ende la célula no pueda ser empleada para los fines creados o bien, se obtienen resultados
no deseados. Por ejemplo, en un ensayo se observo que el 20% de los ratones generados a
partir de las CTPi reprogramadas mediante transduccion retroviral con Oct-4, Sox-2, KIf4 y c-
Myc formaron teratomas debido a que la expresion de c-Myc, fue reactivada [72]. c-Myc es
un potente oncogen implicado en la proliferacion celular, replicacién del DNA, inhibicién de la
diferenciacion celular y la metastasis, no es indispensable para la reprogramacién nuclear,

sin embargo, afecta considerablemente su eficiencia [71].
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Ante la problematica que representa emplear técnicas que comprometen la integridad del
material genético y la eficiencia del proceso de produccion de las CTPi, se han desarrollado
tecnologias alternativas que eviten el uso de vectores que integren su material genético en el
genoma del hospedero como: la utilizacion de adenovirus [73] y virus Sendai no integrativos
[75], la transfeccién transitoria con plasmidos [76], el uso de vectores episomales no
integrativos [74] y transposones PiggyBac [77,78], el empleo de miRNA [81,82,83] y
minicirculos de DNA [79,80], la exposicion directa a las proteinas recombinantes de los
factores de transcripcion [84, 85, 86] y compuestos quimicos como las moléculas pequenas
[87, 88, 89] asi como la nanoinfeccidon [90, 91, 92]. Sin embargo, la mayoria de estos
meétodos aun implican la exposicion de las células a material genético exégeno y aunque,
por lo menos en teoria minimizan el riesgo de modificacién del genoma de la célula blanco,

este riesgo no puede ser descartado de manera absoluta.

La generacion de CTPi es un avance muy significativo y revolucionario ya que prometen
excelentes oportunidades y resultados en la terapia celular, medicina regenerativa, modelado
de enfermedades y en la investigacion y desarrollo de medicamentos. Ademas, las CTPi
humanas proporcionan una alternativa al uso de embriones y con ello la superacion de los
problemas éticos, sociales y religiosos. Asimismo, las nuevas técnicas de reprogramacion
nuclear permiten la generacion de lineas celulares pluripotenciales paciente-especificas,

superando asi el potencial rechazo inmunoldgico [93] (Fig. 7).
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Figura 7. Aplicaciones de las CTPi. Las CTPi pueden obtenerse a partir de una variedad de células
somaticas. La generacion de las CTPi paciente-especifica representa una oportunidad unica para el
tratamiento de multiples enfermedades, de una manera eficiente y segura. También representan una
herramienta Unica para el estudio de las bases moleculares y celulares de las enfermedades y el
desarrollo de modelos in-vitro para estudios farmacolégicos. Modificada de [94]
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Capitulo 2. Investigaciéon y desarrollo de nuevos farmacos y medicamentos.

La industria farmacéutica es un elemento importante dentro de los sistemas de salud de todo
el mundo. Esta constituida por numerosas organizaciones publicas y privadas cuyo principal
objetivo es mejorar la salud de los seres vivos a través de la investigacion, innovacion,
desarrollo, fabricacion y comercializacion de medicamentos e insumos eficaces, seguros,
accesibles y acordes con los padecimientos que aquejan a la poblacion. Los medicamentos
es una de las tecnologias clinicas mas usadas para la prevencion, tratamiento y
rehabilitacion de la salud, lo que convierte a la industria farmacéutica en la principal fuente de

innovacion en esta materia [125].

La innovacion y éxito de la industria farmacéutica depende altamente de la implementacion
de programas estratégicos de 1+D que tengan como principal objetivo generar y extender el
conocimiento cientifico y aplicarlo al descubrimiento de nuevos medicamentos. El proceso de
[+D de un nuevo medicamento ocurre a través de 3 largos periodos: pre-desarrollo,

desarrollo preclinico y desarrollo clinico [125] (Fig. 8).
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Figura 8. Investigacion y desarrollo (I+D) de un nuevo medicamento. Antes de que un
medicamento salga a la venta pasa por un proceso largo, complejo, costoso y altamente regulado que
esta conformado por 3 etapas: predesarrollo, desarrollo preclinico y desarrollo clinico. NMI = Nuevo
medicamento en investigacion, ND = No determinado. Modificada de [128]
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2.1 Proceso de investigacion y desarrollo de un nuevo medicamento

2.1.1 Pre-desarrollo

En la etapa de pre-desarrollo, mediante la investigacién basica se intenta buscar e
identificar nuevas dianas terapéuticas [124], para ello es necesario, la compresién de los
mecanismos fisicos y moleculares de la enfermedad, es decir su fisiopatologia, de esta
manera sera posible encontrar aquella molécula, gen o proteina que actuara como blanco y a
partir de la cual se podran sintetizar e identificar aquellos compuestos con actividad biologica
y selectividad que los hara candidatos a nuevos farmacos y posteriormente a medicamentos.
El blanco debe ser una unidad molecular unica de importancia clave en la fisiopatologia y
debe estar validado para demostrar que realmente esta implicado en la enfermedad y que
puede interactuar y desencadenar una respuesta ante un farmaco. Una vez que el blanco ha
sido identificado, comienza la busqueda de la nueva entidad molecular (NEM) que tendra un
efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio probando miles de compuestos en diversos
niveles de organizacion biolégica (molecular, celular, tejidos, 6rganos, sistemas y animales
integros). Al proceso masivo y general de cribado o tamizaje de moléculas se denomina
screening en inglés. Durante esta etapa se prueban alrededor de 8,000 a 10,000 sustancias
las cuales surgen por una variedad de estrategias como: sintesis de novo, sintesis de
analogos de farmacos con una actividad farmacolégica conocida, aislamiento de fuentes

naturales y al azar [124,126].

2.1.2 Desarrollo preclinico

Una vez que se han identificado y seleccionado las NEM, y previamente a que sea n
administradas en humanos, se inicia la etapa preclinica donde se realiza la caracterizacion
de las propiedades fisicoquimicas de las NEM, y se llevan a cabo las pruebas experimentales
que determinaran los perfiles farmacéuticos, farmacodinamicos, farmacocinéticos y
toxicolégicos empleando modelos in vitro e in vivo. El principal objetivo durante los primeros
estadios de la etapa preclinica, es conocer cuantas moléculas lideres pueden llegar a
absorberse y distribuirse, y cuantas de ellas, se metabolizan y son eliminadas de los

organismos vivos sin producir un efecto toxico. En algunos casos, y si procede,
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posteriormente se inicia un proceso de optimizacion de algunas de las NEM, alterando
ligeramente su estructura quimica, con el objetivo de modificar y mejorar algunas de las

propiedades anteriormente evaluadas [124].

Los estudios farmacéuticos tienen como objetivo determinar la presentacion del farmaco, es
decir, preparar las formas farmacéuticas que garanticen la estabilidad y disponibilidad del
farmaco en los sitios de accion. Estos estudios permite obtener informaciéon de las
propiedades fisicoquimicas del compuesto a prueba, esencialmente para determinar su

solubilidad y estabilidad en el vehiculo por el cual se administrara [124].

Los estudios farmacocinéticos tienen como finalidad obtener los datos cualitativos y
cuantitativos de la absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacion de un farmaco en un
organismo. A partir de ellos se determina si la NEM se absorbe por las vias de administracion
elegidas y se conoce el rango de dosificacion y la frecuencia de administraciéon para obtener
el resultado deseado. La informacion farmacocinética es util para predecir el inicio y la
duracion del efecto al establecer la velocidad y magnitud de la absorcion del farmaco y de
sus metabolitos en los diferentes 6rganos, los procesos de transformacion del farmaco, la

velocidad y vias de eliminacion [124].

Durante los estudios farmacodinamicos se pretende demostrar el efecto terapéutico del
farmaco y su mecanismo de accion. Asimismo, trata de establecer la relacion entre las dosis
y concentraciones administradas del nuevo farmaco, con la intensidad y duracién de los
efectos producidos. No sélo evalua el efecto terapéutico previsto, sino también los posibles
efectos nocivos o indeseables sobre los principales 6rganos y sistemas (sistema nervioso,
aparato respiratorio, cardiovascular, gastrointestinal o renal). Los estudios farmacodinamicos

también deben considerar las posibles interacciones con otros medicamentos [124].

Dentro el desarrollo preclinico, los estudios toxicolégicos, son los mas importantes ya que
tienen como objetivo establecer los efecto toxicos de la NEM en diferentes especies de
animales y cultivos celulares, predecir los riesgos que pueden estar asociados a su
administracion en humanos sanos y decidir si la NEM es lo suficientemente segura para su

uso en la investigacion clinica. Los estudios toxicolégicos involucran la administracion del
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farmaco a corto y mediano plazo, y son disefados para determinar el riesgo de toxicidad
aguda, subaguda, subcronica y cronica, asi como el riesgo de teratogénesis, mutagénesis y

carcinogeénesis [124].

La etapa del desarrollo preclinico tiene una duracién aproximada de 2 a 3 afos. Los
resultados que se obtengan en esta fase son indispensables ya que son los que determinan
si se podra continuar con el desarrollo de la NEM o medicamento en investigacion. Toda la
informacion generada en esta etapa sirve como base para la obtencion de la autorizacion del

inicio del desarrollo clinico por las autoridades regulatorias [126].

2.1.3 Desarrollo clinico

La etapa de desarrollo clinico de nuevos medicamentos es el periodo donde se realizan los
primeros estudios clinicos en humanos y tiene como propdsito evaluar la terapéutica. Es el
método mas definitivo para determinar si el empleo del nuevo medicamento tiene el efecto
postulado y determinar la incidencia de los efectos adversos o complicaciones durante su
uso [126]. Esta etapa tiene una duracién aproximada de 6 a 7 afos, esta altamente regulada
y debe cumplir con las Buenas Practicas Clinicas (BPC). El desarrollo clinico se clasifica en

fase I, Il y lll y se describen a continuacién:

» Fase I. Busca determinar el perfil de seguridad, la pauta de administracion mas adecuada,
la tolerancia, parametros farmacocinéticos y el mecanismo de accién. El tamano de la
muestra varia entre los 20-100 voluntarios sanos. La duracion de esta fase es de

aproximadamente 1.5 afios [124,126].

» Fase Il. Evalua la eficacia terapéutica del medicamento para una indicacién concreta en
pacientes que presentan la enfermedad o condicion de interés, asi como los efectos
adversos a corto plazo. La muestra es de 100 a 500 pacientes y tiene una duracion de a 1 a
3 afos [124,126].

» Fase Ill. Obtiene datos estadisticamente significativos sobre la seguridad y eficacia. Se

identifican las posibles reacciones adversas, interacciones y factores externos que puedan
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alterar el efecto farmacoldgico. También provee las bases de la relacién riesgo/beneficio para
apoyar el registro del medicamento. La muestra es grande, alrededor de los 1000-5000
pacientes que presentan la enfermedad o condicion de interés y tiene una duracion
aproximada de 3.5 afos [124,126].

Una vez finalizada la fase del Il del ensayo clinico, el laboratorio que desarrollé el
medicamento presenta su solicitud de registro para que sea aprobada su comercializacion.
Una vez que inicia la comercializacion del medicamento, se implementa un sistema de
farmacovigilancia, también conocida como fase IV, en la cual se trata de recolectar, vigilar,
investigar y evaluar la informacion sobre los medicamentos con el fin de detectar nuevas

reacciones adversas y prevenir dafios al paciente [124,127].

2.2 Retos de la industria farmacéutica durante el proceso de investigacion y desarrollo
de nuevos farmacos y medicamentos

El proceso de 1+D de nuevos medicamentos es largo, complejo y costoso. Partiendo desde la
seleccidén de la diana terapéutica, el tamizaje de los farmacos, los ensayos preclinicos y
clinicos con la molécula activa seleccionada, y hasta la venta del medicamento, el proceso
tiene una duracion promedio de 10-15 afios y una inversion cercana a los $1,800 millones de
dolares [122].

La I+D de medicamentos es un proceso dinamico y lleno de retos constantes que esta
encabezado por la industria farmacéutica. Actualmente son muchas las condiciones externas
que afectan a esta industria y su innovacion en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
que los mantengan o coloquen como lideres en la investigacion y mercado. Dentro de estos
factores se encuentran las grandes pérdidas de ingresos debido a la expiracidon de patentes,
el incremento en los costos de los servicios de salud, las exigencias de las autoridades
regulatorias asi como, carencias en su infraestructura econémica, cientifica y tecnolégica. Sin
embargo, el gran reto que enfrenta hoy la industria farmacéutica es el estancamiento y
disminucién en la productividad de nuevas entidades moleculares o medicamentos [122]. En
la figura 9, se presentan el total de las NEM que fueron sometidas para obtener el permiso de

venta en los Estados Unidos por el Centro de Investigacion y Evaluacion de Medicamentos
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de la FDA (por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration). Se observa que un
periodo de 10 anos (2003-2012) no ha habido un aumento significativo en los sometimientos,
es mas, se observa que tanto en los afios 2003, 2006 y 2010 disminuyeron en un 30% por

debajo de la media (33 solicitudes), demostrando asi la crisis de productividad del proceso de
[+D.

~45-

Sometimientos y aprobaciones de NEM

Aprobaciones NEM _

Sometimientos NEM

Figura 9. Sometimientos y aprobaciones de las nuevas entidades moleculares (NEM) en el
periodo 2003-2012. El grafico de color verde indica el numero de sometimientos para la aprobacién
las NEM. Las barras azules indican el numero de NEM que fueron aprobadas para su venta al publico
tras un periodo extenso de investigacién y desarrollo. Modificada de [129]

Algunos de los factores que disminuyen la productividad son los largos ciclos de I+D, los
tiempos de aprobacion por las entidades regulatorias, el tamafio de los ensayos clinicos,

pero principalmente es la exclusion de las NEM a lo largo del proceso de 1+D [130].

La tasa de eliminacion de las NEM del proceso de I+D se puede observar a través del
estudio realizado a 14 companias farmacéuticas (Abbott, AstraZeneca, Bayer, Bristol-Myers

Squibb, Boehringer-Ingelheim, Eli Lilly, GlaxoSmithKline, Johnson & Johnson, Merck,
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Novartis, Pfizer, Roche, Sanofi-Aventis y Schering-Plough) durante el periodo 2005-2009,
donde se determind el rendimiento o porcentaje de éxito de las NEM desde la fase preclinica
hasta su aprobacién para venta al publico (Fig. 10). En este estudio, se muestra que de las
24 NEM que entran a la fase preclinica, solo una es aprobada. Asimismo se resalta que la
transicion de la fase Il a la fase lll de los estudios clinicos es la que posee la mayor tasa
(75%) [130].

Desarrollo
preclinico
Fase |
Fase I
Fase lll NEM
Sometimiento aprobadas

"/" o \\, ",/ ;ﬂ»\\\\ ",/ /7_>\\\ "’,»/‘ﬁ» \\‘ v/,v pr— .\\ "/ ’/7‘7\'\\‘
[‘ 239 | [ 64% 15.2 ‘,1 48% 73 :l 25% )| 1.8 ’] 67% > | 1.2 ] 83% j\ 1 :l

 —_— \ o7

'% Tasa de éxito

X NEM que aprueban
\"/ cadaetapa

Tasa de desgaste

Figura 10. Tasa de éxito de las nuevas entidades moleculares por fase. Estudio realizado a 14
companias farmacéuticas lideres durante el periodo 2005-2009, donde se determiné el rendimiento o
porcentaje de éxito de las NME desde la fase preclinica hasta su aprobacion para venta al publico.
Datos obtenidos de Pharmaceutical Benchmarkin Forum (http:/kmrgroup.com/ForumsPharma.html).
Modificada de [130].

En la fase Il se evalua la efectividad del nuevo medicamento, es decir, en esta fase es donde
realmente se obtiene la evidencia de que el medicamento desarrollado modifica o corrige la
salud del paciente. Suponiendo que los estudios preclinicos y las primeras fases de los

estudios clinicos estuvieron bien disefiados y que se emplearon dosis clinicas con tolerancia
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probada cuyo efecto puede ser observado a través de un biomarcador relacionado con el
padecimiento o blanco, entonces mayoritariamente se deberia observar la efectividad de la
actividad terapéutica como reflejo de la interaccion del medicamento con la diana terapéutica.
Sin embargo, la alta tasa de eliminacion que se presenta en esta fase es un indicativo de que
el laboratorio que desarrolld la NEM no realizé una seleccién adecuada de las dianas
terapéuticas que participan en el padecimiento. Asi que, uno de los factores mas importantes
para aumentar la productividad del proceso de I|+D de la industria farmacéutica y
proporcionar medicamentos innovadores a los pacientes, es el mejoramiento de la seleccion
de los blancos terapéuticos y para ello se requieren modelos tanto in vitro como in vivo que

permitan comprender de mejor forma la fisiopatologia de la enfermedad [130].

Otras causas importantes involucradas en la desercién tanto temprana como tardia, son las
que se refieren a cuestiones de seguridad y toxicidad. Se estima que 70% de las NEM
eliminadas durante la fase preclinica son por problemas en su seguridad mas que por la
eficacia. Esto sugiere que durante el proceso de |+D se deben emplear controles y
metodologias que permitan identificar y evaluar los perfiles de seguridad de las moléculas
candidatas en las fases tempranas del desarrollo preclinico. Se estima que si se es capaz de
predecir en al menos un 10% las fallas previo a la fase clinica se podrian ahorrar alrededor

de $100 millones durante el desarrollo de un nuevo medicamento [131].

Como se observa en la Figura 10, durante la fase | también hay un porcentaje importante en
la desercion de NEM. La fase | constituye el primer acercamiento del nuevo medicamento
con los humanos, tiene como principal objetivo evaluar su seguridad al determinar el rango
de dosis seguras e identificando efectos secundarios y reacciones adversas. Lo anterior
indica que los estudios toxicolégicos realizados en la fase preclinica no pueden ser
escalados en su totalidad a los seres humanos, ya que los modelos de estudio in vitro e in
vivo empleados no son los mas aptos [131] dadas sus diferencias biolégicas y genéticas,
aunado a que en muchas ocasiones no se cuenta con modelos de estudio para todas la

enfermedades, sobre todo para aquellas que son poco frecuentes.

Es importante mencionar que aun cuando un nuevo medicamento ha sido aprobado para su

venta al publico, dado que ha demostrado su eficacia y seguridad, no implica que éste no
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pueda ser retirado del mercado tiempo después. Una vez comercializado, el medicamento
deja atras el seguro y resguardado del medio cientifico de los estudios clinicos para pasar a
ser un producto de consumo publico legal. Lo mas frecuente es que hasta el momento de la
comercializacion solo se hayan comprobado la eficacia y la seguridad del medicamento en el
corto plazo y en un reducido numero de personas cuidadosamente seleccionadas. La
informacion obtenida en los estudios clinicos de las distintas fases hasta su aprobacién por la
autoridad sanitaria no es suficiente para predecir lo que pasara en la practica clinica habitual,
en cuanto a la aparicion de reacciones adversas poco frecuentes o de lento desarrollo. Se
estima que en los Estados Unidos las reacciones adversas a los medicamentos representan

entre la cuarta y la sexta causa de mortalidad [132, 171].

Otra forma de disminuir la desercion de las NEM durante el proceso de I+D, especialmente
durante el desarrollo clinico, es realizando una seleccion mas cuidadosa de la poblacion de
estudio. La baja productividad de la [+D no siempre depende de la seguridad y eficacia, sino
también del disefio de los protocolos clinicos que consideren los factores genéticos de la
poblacion. Un ejemplo hipotético de esta situacion es cuando un medicamento es excluido
durante la fase clinica debido a problemas con la toxicidad cuando lo que realmente ocurrié
fue que se emplearon concentraciones de farmaco por fuera de su ventana de seguridad

debido a que la poblacién seleccionada no presentaba ningun efecto terapéutico [133].

En general son muchos los factores que impactan a la industria farmacéutica en cuanto a su
participacion en la innovacion de nuevos medicamentos. La disminucion de la tasa de
eliminacién de las moléculas candidatas durante el proceso de investigacion y desarrollo es
uno de los objetivos primordiales para aumentar la productividad y asi mantener su
competitividad en el mercado. De tal forma que es necesario lograr un equilibrio entre la
eficiencia de los medicamentos y su seguridad durante las etapas mas tempranas de este
proceso con el fin reducir la tasa de eliminacién, los costos y tiempos asociados al mismo.
Esto a su vez implica que la industria farmacéutica deba incursionar en la evaluacion e
implementaciéon de nuevas tecnologias que afecten positivamente la eficiencia del
descubrimiento de nuevos farmacos y medicamentos, siendo una de ellas la tecnologia de
las CT.
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Capitulo 3 . Aplicaciones de las células troncales pluripotenciales en la investigacion

farmacéutica y desarrollo de nuevos farmacos

La complejidad del proceso de I+D de un nuevo medicamento esta disefiada para
asegurarse de que todos los medicamentos que se coloquen en el mercado cumplan con las
caracteristicas de seguridad y eficacia. Como se mencion6 en el capitulo anterior, este
proceso consta de 3 etapas: pre-desarrollo, desarrollo preclinico y desarrollo clinico. El
comportamiento de las moléculas candidatas asi como, sus efectos en los modelos de
estudio es lo que determinara que sean consideradas en las etapas subsecuentes del
proceso de I+D. La incapacidad para evaluar y predecir mejor la seguridad y eficacia en
etapas tempranas de la I+D lleva a fallas durante el desarrollo clinico, y en ocasiones,
después de la comercializacion, contribuyendo asi a la exclusion de las moléculas candidatas
a farmacos y por tanto al estancamiento o declive de la productividad de medicamentos

innovadores por parte de la industria farmacéutica.

El proceso de [+D de nuevos medicamentos tiene muchas limitaciones. En primer lugar, la
compresion nula o incompleta de los procesos fisiopatoldgicos, es decir, aun se desconoce si
el problema esta a nivel del genoma, transcriptoma, proteoma o metaboloma. Asimismo, no
se han dilucidado exactamente las interacciones o condiciones externas que podrian
favorecer un determinado padecimiento, tal es el caso de las enfermedades multifactoriales.
En segundo lugar, no estan disponibles modelos celulares para el estudio de muchas
enfermedades, especialmente aquellas que son crénico-degenerativas como la enfermedad
de Alzheimer (EA) y la esclerosis lateral amiotréfica, ya que, es dificil la obtencion de células
con fenotipos patoldgicos; o de aquellas que ocurren de forma esporadica e involucran
aspectos genéticos desconocidos y complejos como el autismo y la Diabetes mellitus tipo 1
(DM1). Como tercer lugar, es la discrepancia de la actividad farmacolégica observada en los
modelos celulares y animales durante las fases preclinicas, en comparacion con los seres
humanos durante la fase clinica. En ocasiones en la fase clinica no se observa ninguna
actividad terapéutica mientras que en la fase preclinica si, 6 viceversa: no se presentan
efectos toxicos durante la fase preclinica cuando si los hay en la fase clinica. Estos
resultados son consecuencia de las disparidades biolégicas y genéticas entre las dos

especies (e.g. humano vs. ratén). Otro reto que presenta el desarrollo de nuevos
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medicamentos, es que en muchos casos los pacientes responden de diferente manera al
mismo medicamento dada su predisposicion genética, aspecto que en la mayoria de los
casos no es estudiado durante la fase preclinica, dado que no se tienen lineas celulares

humanas con perfiles farmacogenéticos bien caracterizados [134].

En concordancia con lo expuesto en el capitulo 2 y en los parrafos anteriores, se puede
determinar que la causa principal de las limitaciones del proceso de I|+D de nuevos
medicamentos, es que no se cuentan con modelos de estudio tanto in vitro como in vivo
durante las fases tempranas del desarrollo que posean un genotipo y fenotipo adecuado para
representar y evaluar el comportamiento de las patologias humanas y su exposicion ante
distintos compuestos con actividad farmacologica, comprometiendo asi, la eficacia y
seguridad del medicamento innovador durante la fase clinica y posteriores. La tecnologia de
las CT supone una gran alternativa ante esta problematica, en especial aquella que se ha

centrado en el desarrollo de iCTP

Las CT pluripotenciales tienen la capacidad de generar ilimitadamente células funcionales y
fisiologicamente relevantes, como hepatocitos, neuronas y cardiomiocitos, lo que las
convierte en una atractiva fuente para las distintas aplicaciones biofarmacéuticas como el
descubrimiento de farmacos, modelado de enfermedades, estudios toxicologicos, entre otras
[93,135]. A partir de las CTPi se pueden obtener CTPi paciente-especificas y enfermedad-
especificas, sin involucrar problemas éticos, sociales y religiosos en cuanto al uso de
embriones o los relacionados con el aislamiento de las CTA, lo que facilitaria la creacion de
paneles de células humanas con una extensa gama de genotipos/fenotipos que favorecerian
la identificacion de nuevas moléculas candidatas a farmacos y la evaluacién de la actividad
terapéutica y toxicidad de distintos medicamentos. Por otro lado, el poseer lineas celulares
humanas con fenotipos patolégicos permitiria profundizar en el estudio de los mecanismos
moleculares involucrados en un padecimiento lo que promoveria la identificacion de nuevas
dianas terapéuticas (Fig. 11) [135]. También, las CTPi ofrecen la posibilidad de averiguar los
factores que contribuyen en la respuesta variable a los farmacos como: género, edad, etapa

de desarrollo, historia de exposicion ambiental y la variacion genética [168].

38



Para explotar in vitro el potencial de las CT pluripotenciales y en especial las CTPi, primero
es necesario obtener células indiferenciadas a partir de células somaticas donde se asegure
su pureza, estabilidad y calidad, a partir de procedimientos bien estandarizados; asi como,
conocer los factores y moléculas que participan en la diferenciacion hacia un determinado
tipo celular. La tecnologia de las CT se puede aplicar en cada una de las etapas del proceso
de investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos, desde la compresiéon de los
mecanismos moleculares de una fisiopatologia y la identificacion de las dianas terapéuticas

hasta la evaluacion del perfil de toxicidad.

A continuacion se presenta una descripcion de las principales aplicaciones y beneficios de
las CT pluripotenciales en la investigacion farmacéutica y desarrollo de nuevos farmacos y

medicamentos.
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Figura 11. Aplicaciones de las células troncales pluripotenciales inducidas en el
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3.1 Modelado de enfermedades

Tedricamente el modelado in vitro de enfermedades puede ser realizado a través de la
recoleccion de células primarias de personas sanas o con alguna patologia genética
relevante. Sin embargo, esta técnica no es razonable ya que en general se requieren
grandes cantidades de células y por tanto de tejido (al cual muchas de las veces es
inaccesible) y condiciones especiales de cultivo que mantengan a las células viables,
ademas una alta tasa de proliferacion [136]. Ante la dificultad de obtener grandes volumenes
de material para los estudios experimentales y lograr grandes cultivos celulares a partir de
las biopsas, la células inmortalizadas representan una gran alternativa como modelos de
estudio; sin embargo, estas células con el paso del tiempo frecuentemente presentan
anormalidades genéticas y variaciones fenotipicas debido a su cultivo por extensos periodos
de tiempo [137].

Los modelos animales proporcionan informacion util sobre los mecanismos de la
enfermedad. Los ratones son lo que mas frecuentemente se emplean debido a su
manipulacién fisica y genética relativamente sencilla [134]; sin embargo, presentan
diferencias fundamentales en la genética, fisiologia y fisiopatologia en comparacién con los
humanos. Algunos ejemplos de estas diferencias se pueden observar en el sistema

cardiovascular, las cuales se enlistan a continuacion:

» La frecuencia cardiaca del raton es al menos diez veces mayor que la del humano (50 Ipm
vs. 60 Ipm) pero la duracion de su electrocardiograma (intervalo QT) es 5-10 veces mas corta
(450 ms vs 50-100 ms) [138]. El aumento de la frecuencia cardiaca se asocia con un
aumento en la fuerza de contracciéon en los humanos, mientras que en los ratones con una
disminucién [139].

»La repolarizacion de los cardiomiociotos de raton esta mediada principalmente por los
canales ionicos de potasio, lo, Ik.sLowt, IksLowz € Iss, mientras que en humanos por Iks e Ik
[138].
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»En humanos la expresidén de las cadenas pesadas a y B de la miosina se localiza en las
auriculas y ventriculos respectivamente [140], pero en el raton las cadenas a se expresan en

ambos sitios [141].

»Los cardiomiocitos de ratdn no expresan la alfa proteina sefal reguladora (SIRPA, del

inglés, signal-regulatory protein alpha) mientras que los humanos si.

El sindrome de QT largo (SQTL) tipo 1 y 2, es causado por mutaciones que afectan la
funcién de los canales lks e Ikr respectivamente. Este padecimiento puede ocasionar
palpitaciones, desmayos, convulsiones e inclusive la muerte subita del paciente. Como se
indicd anteriormente, los ratones no poseen estos canales, por lo que seria inutil estudiar la

patologia y la respuesta farmacolégica en este modelo [138].

Otros ejemplo de las diferencias entre especies se puede observar a través del pseudogen
SMNZ2 (del inglés, survival motor neurone 2) el cual participa en la supervivencia de las
neuronas motoras en humanos y esta implicado en la atrofia muscular espinal (AME), sin

embargo este gen esta ausente en ratones, moscas y lombrices [142].

Ante tal panorama, distintos grupos e investigadores han comenzado a generar las CTPi a
partir de pacientes con distintas enfermedades, ofreciendo una herramienta unica para el
estudio in vitro de los mecanismos de una determinada patologia, pero también representan
una excelente plataforma para el tamizaje de farmacos. A continuacion se presentan algunos
ejemplos de las CTPi que actualmente se han derivado de pacientes con enfermedades

cardiovasculares, neuroldgicas, pancreaticas y hepaticas.

3.1.1 Las CTPi como modelo in vitro para las enfermedades neurolégicas

Existen diversas enfermedades que afectan el sistema nervioso, entre ellas se encuentran
las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson (EP); y las
enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia. Las CTPi ofrecen una gran oportunidad

para estudiar el comportamiento de las neuronas con dichas enfermedades.
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Distintos grupos de investigacion han generado modelos de enfermedades neuroldgicas a
partir de CTPi de pacientes con defectos genéticos especificos. Dentro de los primeros
modelos desarrollados se encuentran los de la AME, la enfermedad de Huntington (EH), el
sindrome de Rett y esquizofrenia. Asimismo, se han desarrollado modelos para la EP y la EA
[172].

La AME es un trastorno genético autosdmico recesivo causado por mutaciones en el gen
SMN1 (por sus siglas en inglés, survival motor neuron 1) lo que provoca una disminucién en
la proteina de supervivencia de las neuronas motoras (SMN) y por tanto una pérdida
significativa de las neuronas motoras de la médula espinal. Esta enfermedad se refleja como
debilidad muscular y paralisis, lo que puede llevar a la muerte de los pacientes [148]. Ebert y
sus colaboradores (2009), generaron CTPi a partir de fibroblastos de la piel de pacientes
infantiles con AME, las cuales posteriormente fueron diferenciadas a neuronas motoras
mostrando una deficiencia selectiva de la proteina SMN en comparacion con el control.
Asimismo, se observo que al ser tratadas con acido valproico y tobramicina hubo un aumento

en el nivel de expresién de la proteina SMN [149].

El sindrome de Rett es una enfermedad neuroldgica progresiva que afecta principalmente a
mujeres y forma parte de los trastornos del espectro autista. Es causada por una mutacion en
el gen MECP2 (del inglés, Methyl CpG binding protein 2) que codifica para la proteina 2 de
unién a metil-CpG, lo cual provoca alteraciones en la morfologia y comunicacion neuronal
(disminucion del numero de sinapsis). Marchetto y sus colaboradores (2010) generaron CTPi
a partir de fibroblastos de pacientes con este sindrome; una vez diferenciadas a neuronas, se
observdé ademas de las caracteristicas previamente mencionadas, una alteracion en la
sefalizacion del calcio y defectos electrofisiologicos. Posteriormente observaron que los
defectos en la sinapsis podrian ser rescatados si eran tratadas con gentamicina e IGF1 (por

sus siglas en inglés, Insuline-like Growth Factor 1) [150] (Fig. 12).
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Figura 12. Empleo de las células troncales pluripotenciales inducidas para el modelado in vitro
del Sindrome de Rett. El sindrome de Rett es un trastorno neurodegenerativo causado por
mutaciones en el gen MECP2. La obtencién de las CTPi a partir de fibroblastos de pacientes que
sufren este padecimiento y su posterior diferenciacion a neuronas permite recapitular los defectos
encontrados asi como el tratamiento con farmacos experimentales. Modificada de [150]

La enfermedad de Huntington es un transtorno hereditario autosémico dominante
caracterizado por la falta de coordinacion, deterioro cognitivo y alteraciones en el
comportamiento. Es causada por la degeneracién de los nucleos basales del encéfalo debido
a un defecto en el gen HTT (del inglés, Huntingtin) que codifica para la proteina Huntingtina.
El defecto cosiste en la expansion de repeticiones del trinucléotido CAG, lo que conduce a la
generacion de tractos de poliglutamina y ganancia de funcion de la Huntingtina que provoca
un efecto toxico [144]. Park y sus colaboradores (2010) generaron CTPi a partir de
fibroblastos de una paciente con 72 repetidos CAG [173]. Zhang y su equipo (2012), ademas
de generar CTPi de pacientes con la EH, han propuesto como alternativa terapéutica la

correccion de la patologia mediante recombinacion homologa [174].
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La EP se caracteriza por la pérdida crénica y progresiva de las neuronas dopaminérgicas
nigroestratales ocasionando una desrregulacién de la funcion motora. Es una enfermedad
multifactorial con etiologias genéticas distintas; algunos de los genes implicados son: SNCA
(del inglés, synuclein alpha) , LRRK2 (del inglés, Leucine-rich repeat kinase 2) y PINK1 (del
inglés, PTEN-induced putative kinase 1) [145]. Park y sus colaboradores (2010) generaron
CTPi a partir de fibroblastos de un paciente con una mutaciéon en el gen SNCA. Mas
recientemente, Nguyen y su equipo (2012) produjeron neuronas dopaminérgicas a partir
CTPi de una paciente con una mutacién en el gen LRRK2, asimismo observaron que estas

neuronas presentaban mayor susceptibilidad al estrés oxidativo [175].

En la EA hay una pérdida progresiva de las neuronas y sinapsis por la acumulacién de placas
seniles que provoca un deterioro mental caracterizado por una lenta y continua pérdida de la
memoria. Al igual que la EP, tiene una etiologia heterogénea y puede ser generada por
mutaciones en el gen APP (del inglés, Amyloid protein precursor), PS1 (del inglés, Presinilin
1) y PS-2 (del inglés, Presinilin 2). Yagi y colaboradores (2011), generaron dos lineas de
CTPi a partir de los fibroblastos de dos pacientes con una mutacion en el gen PS1 (p.A246E)
y PS2 (p.N141l) respectivamente. Posteriormente las diferenciaron a neuronas y
demostraron que presentaban un incremento en la secrecion del péptido ABs2 [176].
Recientemente Kondo y su grupo (2013) derivaron neuronas y astrocitos de CTPi de
pacientes con una mutacion en el gen APP (p.E693A) y observaron que los agregados del
péptido AR no son resistentes a la degradacioén proteolitica y que al ser tratadas con acido

acido docosahexaenoico se atenua el fenotipo patolégico [177].

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico caracterizado por alteraciones a nivel cognitivo,
afectivo y de comportamiento que afecta potencialmente la vida del paciente y su entorno. En
estudios post-mortem se han observado alteraciones en el tamafo del cerebro y en la
morfologia y funcionalidad de las neuronas; sin embargo los mecanismos moleculares que
conllevan a esta enfermedad son complejos y aun se desconocen. Brennand y su equipo
(2011), obtuvieron neuronas a partir de CTPi de pacientes con esquizofrenia. En ellas
observaron una conectividad y proliferacion disminuida, asi como una reduccién en el
expresion de proteinas que participan en la sinapsis como: PSD95 (por sus siglas en inglés,

postsynaptic density protein 95) y el receptor del glutamato. También identificaron
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alteraciones en la expresion de los genes que codifican para algunos componentes de las
vias de senalizacion del AMP-ciclico y WNT. En este ensayo también observaron que las
alteraciones previamente descritas eran atenuadas con loxapina, el cual es un medicamento

indicado para la esquizofrenia [178].

Los casos anteriores son ejemplos concretos del empleo de las CTPi en el modelado de
enfermedades y su repercusion en el tamizaje de farmacos, sin embargo, aun se observa
que a pesar de que las CTPi pueden ser diferenciadas completamente a neuronas, o la
célula correspondiente, el fenotipo patolégico no puede ser recapitulado en su totalidad.
Principalmente se presentan problemas como: una maduracion neuronal inadecuada,
deficiencia sinaptica y falla en la conectividad entre neuronas [171]. Asimismo, la aparicion
de los sintomas en las enfermedades neurodegenerativas dependen de muchos factores
entre ellos la edad, asi que para obtener células con fenotipos que se asemejen a la realidad,
es necesario acelerar la patologia a través de mecanismos externos como la exposicion a

estrés oxidativo y la sobreexpresion de genes relacionados con la enfermedad [147].

3.1.2 Las células troncales pluripotenciales inducidas como modelo in vitro para las
enfermedades cardiovasculares.

La generacion de cardiomiocitos a partir de las CTPi es de particular importancia ya que la
obtencion directa de células cardiacas de humanos no esta disponible o no se cuenta con
suficientes donadores y muestra; lo que dificulta su empleo para el estudio de las
fisiopatologias de las enfermedades cardiovasculares genéticas, la deteccién de farmacos
candidatos asi como la realizacion de pruebas de eficacia y seguridad. A continuacion se
mencionan algunos ejemplos de cardiomiocitos derivados de las CTPi paciente-especificos
que han permitido identificar y validar algunos blancos terapéuticos, y evaluar la actividad

cronotropica vy fisioldgica de algunas sustancias.

El sindrome LEOPARD, también conocido como lentiginosis miocardiopatica, es una
enfermedad genética que se transmite en forma autosdbmica dominante y es causado por
mutaciones en alguno de los siguientes genes: PTPN11 (del inglés, Protein-tyrosine

phsophatase, nonreceptor-type 11), RAF1 (V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog
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1 ) y BRAF (del inglés, V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1). Los sintomas
caracteristicos de este trastorno incluyen cardiomiopatia hipertréfica, dismorfismos faciales,
Iéntigos, retraso del crecimiento, anomalias genitales y sordera [152]. Carvajal y
colaboradores (2010) produjeron cardiomiocitos con el sindrome LEOPARD a partir de dos
lineas de las CTPi derivadas de dos pacientes con una mutacion en el gen PTPN11
(p.T468M). A partir de éstos encontraron que posiblemente la cardiopatia hipertrofica esta
asociada a defectos en las vias de transduccién de sefales RAS-MAPK (por sus siglas en
inglés, Rat sarcoma-Mitogen activated protein kinase) [153]. Esto pone de manifiesto la
valiosa utilidad de las CTPi paciente-especificas para dilucidar los mecanismos de la

enfermedad e identificar las vias de senalizacion afectadas.

Otro ejemplo representativo de las enfermedades cardiovasculares es el sindrome de QT
largo, del cual ya se ha mencionado que no se cuentan con modelos animales que permitan
estudiar la patologia y la respuesta farmacologica. EI SQTL tipo 1 es consecuencia de una
mutacion en el gen KCNQ1 (por sus siglas en inglés, KQT-like voltage-gated potassium
channel-1) el cual codifica para la subunidad alfa formadora de poros del canal de potasio
dependiente de voltaje Iks. Tras la generacién de cardiomiocitos derivados de las CTPi de
dos pacientes con una mutacién de sentido erréneo (p.R190Q) en el gen KCNQ1, se
demostrd que la prologancion del intervalo QT observado en el electrocardiograma de los
pacientes es causado por una disminucion en la densidad y alteraciones en la activaciéon y
desactivacion del Iks. De igual manera, se observo que la estimulacion con adrenérgicos
exacerba el numero de eventos arritmicos mientras que los B-bloqueadores atenuan el
fenotipo. Este ejemplo ilustra el uso potencial las CTPi paciente-especificas en la

investigacién de la hipersensiblidad a determinados farmacos [138].

3.1.3 Las células troncales pluripotenciales inducidas como modelo in vitro para las
enfermedades pancreaticas

La DM1 es una enfermedad autoinmune genéticamente heterogénea en la que intervienen
distintos factores ambientales. A pesar de que se cuentan con modelos animales como el
ratbn NOB (del inglés, Non-obese diabetic) y las ratas BB (del inglés, BioBreeding) para el

estudio de la DM1, generalmente no recapitulan totalmente el fenotipo patolégico presente en
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los humanos lo que dificulta la extrapolacion de los resultados. Recientemente Maehr y sus
colaboradores (2009) obtuvieron células B-pancreaticas a partir de las CTPi derivadas de los
fibroblastos de dos pacientes con DM1, lo cual representa un avance significativo para la
comprensioén de las causas de la enfermedad y para el desarrollo de estrategias profilacticas

y terapéuticas eficaces [154].

3.1.4 Las células troncales pluripotenciales inducidas como modelo in vitro para las

enfermedades hepaticas

Recientemente se han reportado diferentes estudios donde se han generado hepatocitos
funcionales a partir de las CTPi de pacientes con enfermedades hepaticas congénitas.
Rashid y sus colaboradores generaron CTPi a partir de los fibroblastos de la piel de
pacientes diagnosticados con deficiencia de a1-antripsina, hipercolesterolemia familiar y con
la enfermedad de almacenamiento de glucdégeno tipo 1a [155]. La deficiencia de a1l-
antripsina es un trastorno autosémico recesivo causado por una mutacion del gen SERPINA1
(por sus siglas en inglés Serpin Peptidase Inhibitor, Clade A, Member 1) que provoca una
alteracion en la secrecion de la la proteina a1-antripsina, la cual se acumula generando un
efecto tdxicos sobre el higado y pulmones [156]. La hipercolesterolemia familiar es una
enfermedad hereditaria autosémica dominante caracterizada por la elevacion del colesterol
en el suero unido a lipoproteinas de baja densidad debido a una mutacién en el gen LDLR
(por sus siglas en inglés, Low Density Lipoprotein Receptor); los hepatocitos son las células
que mayoritariamente expresan este receptor, de ahi la importancia de entender la
desregulacién de la endocitosis de colesterol debido a los severos problemas
cardiovasculares que este trastorno genera [157]. La enfermedad de almacenamiento de
glucdgeno tipo 1a, también conocida como enfermedad de von Gierke, es causada por una
mutacion en el gen G6PC (del inglés, Glucose-6-phosphatase, catalytic subunit) el cual
codifica para la subunidad catalitica de la enzima glucosa-6-fosfatasa; los individuos
afectados presentan hipoglicemias severas y hepatomegalia provocada por la acumulacion
de glucdgeno [158]. Los hepatocitos derivados recapitularon las caracteristicas patologicas
principales de las enfermedades, lo que demuestra viabilidad del modelado de las

enfermedades hepaticas a través de las CT [155].

78



Otro ejemplo del modelado de enfermedades hepaticas es la generacion de las CTPi de
pacientes con la enfermedad de Wilson, los cuales presentan una alteracion en el
metabolismo del cobre; o que ocasiona su acumulacion en diferentes tejidos, principalmente
higado, nucleos basales y cornea, originando multiples manifestaciones clinicas hepaticas y
neurologicas [159]. Zhang y sus colaboradores (2011) fueron capaces de generar estas
células, e identificaron que la ATPasa transportadora de cobre tipo P (ATP7B) tenia una
localizacion citoplasmatica anormal asi como defectos en su funcionalidad. Por otro lado,
observaron que la enfermedad podria ser revertida mediante terapia génica y el uso de
proteinas chaperonas como farmacos [160]. Mas recientemente Schwartz y su equipo
(2012) reportaron el empleo de las CTPi para el estudio del ciclo de vida del virus de la
hepatitis C y para la evaluacion de la respuesta inflamatoria del huésped ante la infeccion
viral [161]. Este estudio, no sélo ofreci6 un nuevo modelo para la comprension de la
patogenia de la hepatitis C, sino también sent6 las bases para las investigaciones futuras en

cuanto al impacto de la genética del paciente en el desarrollo de la infeccion viral [162].

3.2 Ensayos toxicolégicos

La evaluacion del perfil de seguridad de los nuevos compuestos candidatos a farmacos es
fundamental durante el proceso de I|+D. Los problemas asociados a la seguridad,
especialmente la hepatoxicidad, es una de las causas principales de la exclusion de
moléculas. Esto no sélo impacta econdmicamente a la industria farmacéutica, sino en lo mas

importante, que es la salud de los pacientes [164].

El higado es el principal 6rgano blanco de los compuestos téxicos debido a su inherente
participacion en la biotransformaciéon de sustancias endégenas y exdgenas. Se estima que
alrededor del 60% de los reportes de insuficiencia hepatica presentados en Estados Unidos

en el afo del 2012 estan relacionados con el uso de medicamentos [163].

El proceso de investigacion y desarrollo de medicamentos comienza con la investigacion,

identificacion de blancos terapéuticos y la obtencién de moléculas candidatas. A lo largo de la
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fase preclinica los compuestos mas promisorios sufren modificaciones estructurales y de
formulacion para optimizar su farmacocinética y farmacodinamia. La evaluacién de la
toxicidad se realiza paralelamente a ésto, empleando métodos de deteccidn basados en

ensayos celulares y animales [164].

Los hepatocitos primarios humanos son el estandar de oro para realizar los ensayos in vitro
de toxicidad, ya que ofrecen una gran similitud con la fisiologia humana; sin embargo, éstos
se obtienen de forma escasa pues generalmente provienen de fragmentos de tejido de baja
calidad (el tejido de alta calidad se reserva para los trasplantes o provienen de cadaveres),
tienen un periodo corto de vida dificultando el cultivo y expansién del tejido, y presentan
mucha variabilidad funcional entre donadores. Por otro lado, se cuenta con lineas celulares
de roedores genéticamente modificadas y hepatocitos humanos inmortalizadas como HeG2/
C3A y HepaRG que tienen como ventaja el bajo costo, una mayor reproducibilidad y su
facilidad de expansion. A pesar de ello, las células inmortalizadas solo representan
aproximaciones debido a que poseen un perfil funcional incompleto y anormalidades
genéticas. Las células animales también presentan carencias dadas las variaciones

interespecie, lo que dificulta la extrapolacion de los resultados [164].

A pesar de que los modelos de estudio previamente expuestos han ido mejorando conforme
a los avances tecnoldgicos, aun son inadecuados para evaluar la toxicidad, lo cual se refleja
en el alto indice de eliminacion de los compuestos durante los ensayos clinicos y las etapas
posteriores a la comercializacion del producto. Un ejemplo notable de las consecuencias de
las reacciones adversas a medicamentos no identificadas durante los ensayos preclinicos se
observa en el caso de la trogliatazona que obtuvo la aprobacién por la FDA, la cual mas
tarde fue retirada del mercado tras haberse reportado 90 casos de insuficiencia hepatica, 70
de los cuales resultaron en la defuncion del paciente o en transplante de higado [164, 165].
Otro caso se presento en el 2006 con el estudio clinico fase |, dénde se probo el anticuerpo
TGN1412 con 6 voluntarios, los cuales después de su primer infusion (con una dosis 500
veces menor que la dosis segura determinada en los ensayos con animales) sufrieron de una
falla multi-organica catastrofica [166]. Otro ejemplo muy representativo es el caso de la

talidomida, la cual no presentd ningun efecto sobre el desarrollo prenatal de roedores, pero
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que si caus6 graves defectos en el desarrollo de los bebés cuyas madres habian tomado

este medicamento durante el embarazo con el fin de aliviar las nauseas [167].

Si bien muchas de las reacciones adversas observadas durante la etapa clinica y posteriores
se deben a que no se cuenta con modelos in vitro e in vivo que permitan la extrapolacion
certera de los resultados, no es la unica razén, ya que la variacion genética y el historial de
exposicion al medio ambiente de la poblacién que consume el medicamento es un factor
determinante para que se presenten o no las reacciones adversas y en el grado en que lo
haran. La predisposicion genética hacia la toxicidad de un farmaco puede ser detectada a
tiempo si durante el proceso de I+D se introducen ensayos celulares que reflejen la

variabilidad genética individual [168].

Con la informacion anterior, se observa que es necesario la implementacion de estudios in
vitro que permitan la evaluaciéon e identificacion de los efectos toxicos de las moléculas
candidatos a farmacos principalmente en los hepatocitos, pero también deben considerarse
otras células como cardiomiocitos y neuronas; al igual que, modelos que permitan ver y
predecir los efectos teratogénicos, mutagénicos y carcinogénicos. Asimismo, esta nueva
tecnologia celular debe considerar la informacién genética de cada poblacion con la finalidad
de prevenir cualquier reaccién adversa y proporcionar beneficios adicionales como es la
disminucioén de la tasa de eliminacion de moléculas, minimizar del uso de modelos animales

y la reduccién de costos.

Las células diferenciadas a partir de las CTPi ofrecen una excelente alternativa para
reemplazar o complementar los experimentos o pruebas ya implementadas para la
evaluacion del perfil toxicolégico durante la fase preclinica del proceso de I+D de
medicamentos, ya que con ellas, es posible obtener grandes cantidades de células con un
fenotipo estable y con una fisiologia practicamente igual a la del ser humano del cual fue
aislada la célula somatica, por lo que al mismo tiempo también permite evaluar la

contribucion genética individual asi como su historial de exposicion al medio ambiente.

Actualmente se han generado diversas lineas de hepatocitos a partir de CT. Kia, et. al

(2012), presenta una recopilaciéon de los estudios mas recientes en los que se han derivado
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hepatocitos y evaluado su funcionalidad; en esta revisién se sefala que al menos 21 grupos
de investigacion han generado hepatocitos a partir de CT de humanos, de los cuales 8
refieren el uso de CTPi. Estos estudios principalmente se han enfocado en establecer las
semejanzas y diferencias funcionales con respecto de los hepatocitos primarios afin de
proporcionar modelos bien estandarizados y validados que permitan realizar los estudios

toxicoldgicos de forma confiable [179].

Por otro lado también se han generado modelos para evaluar la cardiotoxicidad, un ejemplo
del la importancia del empleo de las CTPi en la evaluacién de la cardiotoxicidad se observa
con la risperidona, que es un antipsicético indicado en el tratamiento de la esquizofrenia pero
que puede ocasionar anomalias electrofisiolégicas cardiacas ya que es un bloqueador del
canal ionico de potasio Ikr . Rajamohan y sus colaboradores en el presente afio detectaron
que la risperidona a una concentracion de 0.1 yM provoca un aumento en la duracién del
potencial de accion de los cardiomiocitos derivados de las CTPi humanas, mientras que los

cardiomiocitos de cobayos presentan este efecto a una concentracion de 1.0 uM [136].

Como se menciono6 anteriormente, distintos grupos de investigacion trabajan arduamente por
generar modelos de hepatocitos derivados de CT humanas bien estandarizados que
permitan evaluar el metabolismo y toxicidad de moléculas; de tal forma que los resultados
obtenidos puedan ser extrapolados a los seres humanos con la mayor certeza posible. Sin
embargo, uno de los principales problemas que enfrenta la aplicacion de las CT en la
farmacologia y toxicologia, es la incapacidad para englobar completamente la variacién
fenotipica de las enzimas metabdlicas claves presentes en la poblacién mundial. Esto podria
superarse generando bibliotecas de hepatocitos derivados de CTPi de individuos diferentes
que representen la variacion fenotipica y genotipica de la poblacién mundial [179]. Fakunle y
sus colaboradores (2012) han propuesto generar una coleccién de las CTPi que representen
la diversidad genética de las poblaciones para que posteriormente éstas puedan ser
diferenciadas a hepatocitos o cualquier otro linaje celular y permitan un avance significativo
en la prediccion de la toxicidad y en los conocimientos de farmacogendémica [168]. A la fecha
ya se ha realizado la clasificaciéon poblacional de 370 CT pluripotenciales (de las CTE y
CTPi) (Fig 13).
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Europeos
(127)

Mixtos: 9

Figura 13. Clasificacion poblaciones de las células troncales pluripotenciales. Actualmente se
han clasificado 370 células troncales pluripotenciales (de las CTE e CTPi) conforme a su origen
poblacional; la gran mayoria son europeo y asiatico. El tamafio del segmento de cada grafico circular
estima el porcentaje de las lineas analizadas totales. Modificada de [168]

3.3 Cribado de alto rendimiento de farmacos y medicamentos (High-throughput

screening)

El descubrimiento de nuevos medicamentos depende en gran medida de la capacidad de la
industria farmacéutica para detectar desde un inicio cual de las todas las moléculas
candidatas a farmacos que se encuentran en su “biblioteca” ejercen un efecto terapéutico. Es
por ello que la industria farmacéutica ha invertido no solamente en el disefio y
descubrimiento de nuevas moléculas que expandan sus colecciones, sino también, en
técnicas que permitan probar estas grandes colecciones en distintos tipos celulares para
acelerar y hacer mas eficiente el proceso de identificacion de las moléculas que son
bioldgicamente activas y que desencadenan una respuesta farmacolégica. A este tipo de

ensayos se les conoce como cribado de alto rendimiento (en inglés, High-throughput
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screening) pues con ellos es posible probar al menos 200,000 compuestos por dia. La

automatizacion de los ensayos mediante la robotizacidn permite aumentar la velocidad [143].

En estos ensayos se emplean lineas celulares recombinantes que fueron transformadas para
expresar la diana de interés, sin embargo, no estan directamente relacionadas con la
enfermedad que se esta estudiando. Asimismo, ante las limitaciones de las células primarias
y las células inmortalizadas, las CTPi se ofrecen como una gran alternativa, ya que pueden
ser propagadas por periodos prolongados de tiempo y pueden diferenciarse a tipos celulares
fisiologicamente relevantes (paciente-especificas y enfermedad-especificas) lo que
favoreceria la creacion de “bibliotecas” de células humanas [135]. Por tanto, al tener estas
dos bastas bibliotecas se aumentaria la probabilidad de encontrar agentes terapéuticos y de

estudiar su toxicidad.

3.3 Las compaiias farmacéuticas y la implementacion de la tecnologia de las células

troncales.

A continuacion se presentan algunas de las companias farmacéuticas que a la fecha han
implementado la tecnologia de las CT dentro de su proceso de I+D de nuevos farmacos y

medicamentos:
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Tabla 5. Ejemplos de la tecnologia de las células troncales en la industria farmacéutica.

[170, 180]
Compainia Ano Descripcion Referencias
Roche en colaboraciéon Emplean lineas de células troncales,
con la Universidad de en especial las CTPi, para la
Harvard y el Hospital 2010 deteccion de farmacos para el [170]
General de tratamiento de enfermedades
Massachusetts cardiovasculares y otras afecciones.
Pfizer y GE Healthcare
en colaboraciéon con Emplean CTE humanas para el
ViaCyte, Inc.(antes 2009 tamizaje y descubrimiento de [170]
Novocell) y Geron medicamentos.
Novartis en coniunto con Estudian las enfermedades
) Junx neuromusculares para encontrar
el Instituto de Células . .
2009 alternativas terapéuticas e [180]
Troncales de Harvard ) :
incursionan en el campo de la
(HSCI) L .
medicina regenerativa
GlaxoSmithKline con el Estudian las enfermedades del
Instituto de Células corazéon, del aparto locomotor,
2008 . . . [170]
Troncales de Harvard cancer, diabetes y realizan
(HSCI) investigacion en neurociencia.
Emplean las células troncales en la
AstraZeneca en o0 9eneracion de hepatocitos vy [170]

colaboracion con Cellartis

cardiomicitos para realizar los
ensayos de seguridad.
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CONCLUSIONES

La industria farmacéutica tiene como objetivo principal disminuir la tasa de desercion de
farmacos y medicamentos durante todo el proceso de |+D a fin de mantenerse a la
vanguardia, presentar las mejores alternativas para suplir las necesidades de salud de los
seres humanos y reducir los gastos asociados al proceso de I+D. Para lograr esta meta
necesita obtener un equilibrio adecuado entre la eficacia y seguridad de los medicamentos
que desarrolla y produce. Se ha observado que los modelos de estudio in vitro e in vivo,
actualmente empleados durante las primeras fases del desarrollo de medicamentos, no
presentan caracteristicas genotipicas y fenotipicas que permitan representar y evaluar el
comportamiento de las patologias humanas y su exposicion ante distintas compuestos con
actividad farmacologica. Es por ello que las CT pluripotenciales, en especial las CTPi, se
presentan como una tecnologia revolucionaria que facilitara la compresién de los
mecanismos moleculares involucrados en las distintas enfermedades, la identificacion de
blancos terapéuticos y la generacion de bibliotecas que hagan mas eficiente el proceso de
tamizaje de las moléculas candidatas. Asimismo, permitiran la extrapolacion de los resultados
obtenidos de los ensayos de seguridad y eficacia durante la fase preclinica lo que disminuira
significativamente los problemas asociados a la ineficacia y toxicidad. Los beneficios
anteriormente descritos se potencializan ya que el empleo de estas células permite estudiar
paralelamente los factores que contribuyen en la respuesta variable a los farmacos como:
origen étnico, género, edad, etapa de desarrollo, historia de exposicion ambiental y la
variacion genética. La tecnologia de las CT pluripotenciales es relativamente nueva por lo
que existen aun muchos cuestionamientos en relacion a la generacion y aplicacion de las
mismas. A pesar de ello, no representan un obstaculo en el proceso de |+D de nuevos
farmacos y medicamentos, por el contrario, invitan a la industria farmacéutica a invertir

tiempo, dinero y personal en favor de su desarrollo.
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