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RESUMEN

La medicina regenerativa aspira a utilizar terapias innovadoras, basa-
das en células, endogenas o implantadas, o bien en factores de proteccion
y estimulo celular administrados por procedimientos avanzados, incluyen-
do vectores génicos. En el Sistema Nervioso (SN), la investigacion actual
sobre la presencia e identidad de células madre y de precursores neurales
incluye: su localizacion en el cerebro embrionario y adulto, las formas de
aislamiento y caracterizacion, el estudio de los factores de crecimiento
que estan implicados en su expansion, mantenimiento y diferenciacion
controlada en cultivo y, el fin altimo, su activacion en el cerebro lesiona-
do. Aqui se resumen los recientes avances en este area, especialmente los
que permiten definir con precision la caracterizacion de las células madre
del cerebro adulto de raton, y el estado actual de posibles abordajes de
terapia celular en casos de enfermedad degenerativa del SN en humanos.
Junto a ello, comentaremos la contribucion de nuestro laboratorio a la
caracterizacion de la neurogénesis en el bulbo olfatorio y algunos progre-
sos en la neuroproteccion de la neurorretina.

ABSTRACT
Regenerative medicine’s goal is to use innovative therapies, based

either on endogenous or implanted cells or on factors that stimulate or
protect cells and which are administered by advanced procedures, inclu-
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ding genetic vectors. In the Nervous System, the recent research on the
presence and identity of Neural Stem and precursor cells, includes their
localization in the embryonic and adult brain, the isolation and charac-
terization procedures, the study of growth factors implicated in the
maintenance, expansion, controlled differentiation in culture and, the
ultimate goal, their activation in the diseased brain. Here we will present
the recent advances in this field, especially those verifying precisely the
presence of neural stem cells in the adult mouse brain and possible
approaches that could use cell therapy in the case of neurodegenerative
diseases in humans. Additionally, we will summarize the contribution of
our laboratory to the characterization of neurogenesis in the olfactory
bulb and some progress in neuroprotection of the neuroretina.

INTRODUCCION

La esperanza de vida de la especie humana se ha duplicado en el
ultimo siglo en el mundo occidental y, segiin Naciones Unidas, en el afio
2035 la poblacion mundial mayor de 65 afios habrd aumentado en un
135%. Como consecuencia del envejecimiento de la poblacion, las en-
fermedades degenerativas han sufrido un incremento notable, y conti-
nuaran en aumento. Las terapias convencionales farmacologicas no lo-
gran detener o recuperar muchas de las disfunciones de 6rganos, debidas
a la muerte celular por dafio crénico o degeneracion, especialmente en
tejidos con limitada capacidad autorreparadora como el corazon, el ri-
non, el pancreas o el cerebro. Sin embargo, mientras que en los tres
primeros se puede recurrir al trasplante del 6rgano, cuando el fallo fun-
cional amenaza la vida, hoy no podemos siquiera imaginar (fuera de la
ciencia-ficcion) un trasplante completo de cerebro.

Esta situacion hace que las investigaciones en posibles recursos
terapéuticos basados en células directamente reparadoras del sistema
nervioso, o indirectamente estimulantes de su regeneracion, hayan expe-
rimentado un impulso espectacular en los ultimos afios.

El concepto de renovacion tisular en la etapa adulta de un organismo
ha comenzado a ser comprendido recientemente en toda su amplitud, y
tejidos que se creia eran fijos «de por vida» tras completar el desarrollo
embrionario, han resultado ser mucho mas dinamicos. Asi, el grupo de
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Frisén (1, 2) ha hecho un interesante analisis sobre la edad de las células
en el organismo humano (aprovechando la contaminacion radiactiva del
ambiente y tratamientos con BrdU). Llama la atencion que el intestino
recambie sus células completamente cada 10.7 afios, y el musculo cada
15.1 afios. Dada la sensibilidad limitada de este original estudio, no se
encontro un recambio significativo de neuronas (en el cortex occipital y
el neocortex analizados), lo que sustentaria el «dogma bioldgico» man-
tenido durante la mayor parte del siglo pasado, de que en el Sistema
Nervioso Central (SNC) la produccion de nuevas neuronas en mamife-
ros se restringia a la vida embrionaria y neonatal. Estos estudios no
analizaron otras zonas del cerebro, y aqui revisaremos los descubrimien-
tos recientes sobre la biologia de las células madre y los precursores/
progenitores neurales, que han confirmado la capacidad de generacion
de nuevas neuronas en mamiferos adultos, incluida la especie humana
(en localizaciones precisas como la zona subventricular o el hipocam-
po). Vamos a centrarnos en el SNC, especialmente en el cerebro, e
incluiremos la neurorretina. Repasaremos primero algunos datos histo-
ricos relevantes y clarificaremos la terminologia a utilizar.

Santiago Ramoén y Cajal obtuvo el premio Nobel de Fisiologia o
Medicina en 1906 por su extraordinaria y documentada feoria neuronal
de la organizacion anatomica del Sistema Nervioso. Inici6 la era moder-
na de las neurociencias, defini6 claramente el concepto de neurotrofis-
mo ¢ incluso sospecho la existencia de células germinales neurales mas
alla del periodo fetal (3,4). Sus descripciones meticulosas e interpreta-
ciones precisas del desarrollo embrionario del Sistema Nervioso tienen
hoy total vigencia (Figura 1). No es cierto, sin embargo, que no se
generen nuevas neuronas tras completar el desarrollo en vertebrados,
como sostuvo Cajal.

Llevo mas de 50 afios abrir el camino que nos va a permitir abordar
la neurorreparacion eficaz del SN dafiado por patologias neurodegene-
rativas, como la enfermedad de Parkinson, o una lesion de la médula
espinal. En 1965, Altman y Das (5) presentaron evidencia cientifica de
neurogénesis en el cerebro adulto, en el hipocampo de la rata. En 1983,
Nottebohm (6) mostro los cambios anatdmicos ciclicos de los nucleos
de control del canto en canarios. En 1992 se cultivaron por primera vez
progenitores/precursores neurales como neuroesferas (7). En 2001 se
adjudico una patente a NeuralStem® (Gaithesburg, Maryland, EEUU)
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Figura 1. Evolucién de la fibra nerviosa. A) Célula germinal. B) Fase bipolar con iniciacion
de la maza —cono— de crecimiento (a). C) Fase de neuroblasto. D) Aparicion de las den-
dritas (b). E) Modelamiento de éstas y formacion de las ramas nerviosas colaterales y ter-
minales. (Tomado de S. Ramén y Cajal, ref. 3).
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para un método de «aislar, propagar y diferenciar eficientemente en
cultivo, células madre neurales (NSC) de mamiferos, incluidos huma-
nos, para generar grandes cantidades de neuronas». Afirmaban ser capa-
ces de producir «distintos tipos neuronales con el objeto de ser usados
en terapia celular, terapia génica, cribado de factores de crecimiento y
cribado de farmacos para enfermedades del Sistema Nervioso». En el
afio 2008 se ha comprobado que es mas facil producir células pluripo-
tentes inducidas (iPS, ver capitulo 3) si en vez de partir de células
somaticas, se parte de NSC (8).

Dado que hay cierta ambigiiedad en el uso de algunos términos en
la literatura, aqui los usaremos con estas definiciones (9):

— Células madre neurales (NSC): células con capacidad de auto-
rrenovarse indefinidamente (aunque en sentido absoluto no pue-
da ser probado) y multipotentes, con el potencial de diferenciar-
se a fenotipos celulares maduros, neuronas y dos tipos de células
gliales, astrocitos y oligodendrocitos.

— Precursores neurales: Usaremos este término de manera equiva-
lente con el de Progenitores, son células neurales con capacidad
mas limitada de autorrenovacion y expansion, y con potenciali-
dad para diferenciarse a pocos tipos neurales, a veces unipoten-
tes. Serian Progenitores neuronales y progenitores gliales las
células comprometidas a diferenciarse so6lo a neuronas o a glia,
respectivamente. Los progenitores neuronales determinados a un
tipo de neurona concreto, serian la herramienta de sustitucion
ideal para tratar el SNC lesionado.

— Neuroesferas: grupo o colonia de células formado en cultivo en
suspension, altamente proliferativas en presencia de factores mi-
togénicos (principalemente EGF y FGF), que contienen propor-
ciones variables de NSC y precursores bi o unipotentes.

— Neurogénesis: proceso de diferenciacion celular que, a partir de
células neuroepiteliales, genera neuronas muy activamente du-
rante el desarrollo embrionario, y de forma restringida durante la
vida adulta. En cultivo, la neurogénesis y la gliogénesis (gene-
racion de células gliales) se pueden estudiar a partir de neuroes-
feras o de «rodajas» de tejido nervioso fetal cultivables a largo
y corto plazo, respectivamente.
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El estado que permite a las NSC en los tejidos adultos mantener el
potencial de autorrenovarse constantemente, aunque no sean células
proliferativas in vivo, es en cierto modo un estado de «resistencia» a
progresar a células diferenciadas (Figura 2). Ademads de por sus carac-
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Figura 2. Las células madre a lo largo del proceso de la diferenciacion. 4) En el embrion,
el desarrollo de un linaje celular puede ser dibujado como una progresion lineal con aumento
gradual de la especializacion y pérdida de ciertas opciones. Células de distintos estadios (SC,
células madre; PC, progenitores; DiC, células diferenciadas), pueden tener cierta capacidad
de autorrenovacion (indicado por flechas circulares) y el potencial de producir muchos tipos
de progenie (puntos de ramificacion en el linaje). B) Una vision distinta enfocada en la
retencion estable de las células madre en un punto a lo largo del proceso de diferenciacion.
La célula madre se mantiene en un punto del linaje debido al influjo del nicho en el que se
encuentra dentro del tejido, mostrado aqui como un salvavidas que le permite flotar en la
superficie. Es decir, la célula madre de los tejidos adultos es especial por tener una situacion
estable como en un estadio temprano del desarrollo. Muchas células en los tejidos pueden
tener cierta capacidad de autorrenovacion y ser multipotentes pero, si no estan retenidas,
invitablemente se hunden a su destino final (10).
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teristicas intrinsecas, serian las caracteristicas del nicho en el que resi-
den, las que hacen a las células madre mantener accesibilidad transcrip-
cional a una bateria de genes; ello permite a las NSC retener su poten-
cialidad de generar progenie con caracteristicas diferenciadas (10). En el
proceso de diferenciacidon progresiva hay una reprogramacion de multi-
ples genes que se reprimen, en tanto que muchos otros se activan.

En lugar de usar una definicion funcional de célula madre, hay auto-
res que han tratado de definir este programa molecular de la «stemness».
Por ejemplo, la via de las proteinas hedgehog (Hh), ademas de desempe-
flar un importante papel en el desarrollo embrionario, lo desempefia tam-
bién en el mantenimiento de las células madre del adulto (11, 12). Las
diversas funciones de esta via han sido recientemente revisadas de mane-
ra detallada en la monografia XXIV de la Real Academia Nacional de
Farmacia (13). Aunque los genes Oct 4 y Nanog han sido identificados
como genes especificos de las células madre embrionarias en varias es-
pecies (ver capitulo 1), el analisis del transcriptoma en estudios de micro-
matrices no ha logrado definir un programa genético comun que controle
las propiedades de los diferentes tipos de células madre de tejidos adul-
tos. Las sefiales extracelulares y rutas de sefializacion intracelular, que
parecen tener funciones importantes en multiples linajes, son miembros

TaBLA 1. Resumen de las caracteristicas funcionales que pueden distinguir las Células
Madre de los Progenitores neurales
(Adaptada de Ref. 9)

Caracteristica Células Madre Precursor/Progenitor

Autorrenovacion in vivo Ilimitada; durante toda Limitada; transitoria
la vida del organismo

Autorrenovacion in vitro Ilimitada; maximo No llega al nimero maximo
numero de duplicaciones de duplicaciones celulares
antes de transformarse

Potencialidad Multipotentes para generar Generalmente bi
neuronas, astrocitos 0 unipotentes
y oligodendrocitos

Mantenimiento de la
Autorrenovacion y la Si No
Multipotencialidad

107



FLOrRA DE PABLO DAvILA

de las familias WNT, hedgehog, BMP y Notch (14). Tienen importancia
asi mismo el FGF2-, EGF y otros factores de crecimiento. Puede verse
un completo poster sobre mecanismos moleculares e identidad de las cé-
lulas madre en los distintos tejidos en www.abcam.com/stemcells (15).
Entre las NSC y los precursores neurales hay solapamiento de expresion
de genes, como ocurre con la nestina, pero pueden ser distinguidos por la
diferente senalizacion en la ruta de Notch y, como se ha mencionado, por
algunas caracteristicas funcionales (Tabla 1).

.COMO Y DONDE SE ENCUENTRAN LAS CELULAS MADRE
Y LOS PROGENITORES NEURALES EN EL CEREBRO?

Los estudios en modelos animales que han permitido el mayor avan-
ce en el conocimiento de las NSC han utilizado generalmente el raton
y menos la rata. Para analizar las caracteristicas funcionales de las cé-
lulas candidatas a NSC, se diseca la region del SNC de interés, se
disocian las células individuales y se exponen a la accion de factores
mitogénicos. Asi se determina si las células de esa zona son capaces de
proliferar en suspension como neuroesferas. Los cultivos resultantes
pueden ser manipulados para determinar la autorrenovacion y multipo-
tencialidad. La disociacion de las neuroesferas en células individuales y
la nueva generacion de neuroesferas secundarias o de fenotipos celula-
res diferenciados, tras la retirada de mitdgenos, es el procedimiento
habitual. La prueba de «clonalidad», que demuestra que de una sola
célula procedente de una neuroesfera derivan los tres grandes tipos
neurales, neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, es esencial para de-
mostrar que la célula original era una NSC.

Para recapitular y modular los eventos celulares que pueden tener
lugar en condiciones de reparacion o regeneracion, es esencial conocer
bien los procesos fisioldgicos del desarrollo embrionario. Durante el
desarrollo temprano, son NSC las células neuroepiteliales, con caracte-
risticas de glia radial, que tapizan la luz del tubo neural. En las etapas
embrionarias y fetales avanzadas, en distintas zonas del SNC hay pro-
porciones variables de NSC y precursores neurales, que progresivamen-
te van restringiendo su capacidad de diferenciarse (16). La neurogénesis
adulta recapitula en parte el proceso de desarrollo neuronal, pero en el
entorno o nicho del SNC maduro. Las dos zonas del cerebro adulto

108



CELULAS MADRE NEURALES, NEUROGENESIS Y NEUROPROTECCION

mejor conocidas en el modelo de ratén, donde esta ampliamente confir-
mada la produccién de nuevas neuronas en la vida adulta, son: la zona
subventricular de las paredes del tercer ventriculo (SVZ, subventricular
zone) y la capa subgranular del giro dentado del hipocampo (17-19).

Tras una larga controversia, se ha confirmado en el raton que las
células que funcionan como NSC, y generan nuevas neuronas que mi-
gran al Bulbo Olfatorio (BO) para reemplazar a las interneuronas de
manera constante, corresponden a las denominadas tipo B por el grupo
de Alvarez-Buylla. Esta es una subpoblacion de células que se dividen
lentamente y tienen la morfologia, ultraestructura y marcadores de as-
trocitos (20). Las células B, producen las de tipo C, que ya se dividen
rapidamente para producir, a su vez, las de tipo A o neuroblastos (y en
respuesta a una lesion producir también oligodendrocitos). Estos neuro-
blastos migran tangencialmente en cadenas que convergen formando la
corriente migratoria rostral (RMS, rostral migratory stream), que llega
al BO (Figura 3). Dentro del BO, los neuroblastos o neuronas jovenes
maduran en varios subtipos de interneuronas (21). La diversidad de
estas interneuronas contribuye a la plasticidad de los especializados
circuitos olfativos postnatales (19).

El nicho neurogénico de la SVZ es complejo. Recientemente se ha
observado su estructura con gran detalle, y se ha visto que las NSC de
tipo B forman una arquitectura «en rueda», donde su proceso apical
central toca el ventriculo, y esta rodeado de células ependimales (22).
Por su parte, las células ependimales que tapizan los ventriculos latera-
les son quiescentes, y finalmente parece probado que no contribuyen a
la neurogénesis en el raton adulto en condiciones normales. Dan lugar,
sin embargo, a neuroblastos que llegan al BO tras producirse un dafio
isquémico, lo que les convierte en un reservorio con potencial reparador
(23). También pueden ser activadas las células ependimales cuando la
sefalizacion de Notch se interrumpe. Este hallazgo es importante porque
indica que hay células sin las caracteristicas de NSC que pueden ser
reclutadas para fases reparadoras iniciales tras una lesion, y que hay
posibilidades de cambiar el potencial de los distintos precursores y cé-
lulas neurales mediante manipulaciones moleculares (23-26).

La demostracion de la existencia de neurogénesis en el cerebro
humano a partir de una subpoblacion de astrocitos, células B, se ha visto
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Ficura 3. Zona Subventricular (SVZ) y ruta al bulbo olfatorio (OB). Representa una de las
pocas areas neurogénicas constitutivas en el cerebro adulto, que en seccion sagital de raton,
se muestra en el centro. La flecha indica la migracion tangencial de los neuroblastos (puntos
morados) hacia el OB. Las nuevas neuronas reclutadas reemplazan continuamente a las
interneuronas locales. El panel a la derecha muestra las conexiones nerviosas dentro del OB.
La actividad de las neuronas de proyeccion en el OB tiene lugar a través de dos poblaciones
de interneuronas: las periglomerulares (PGC) y las granulares (GC) (ambas en morado) y
células de axon corto (en rojo). El panel de la izquierda muestra el nicho neurogénico. Aqui,
la proliferacion tiene lugar en las paredes del ventriculo lateral (LV), en donde las células
madre (en verde, células tipo B) se dividen para generar las células que se amplifican
transitoriamente (en marron, tipo C), que a su vez dan los neuroblastos (en morado, células
tipo A) que son los que migran en la corriente migratoria rostral (RMS en el panel inferior)
hasta su destino final en el OB, donde se diferencian en interneuronas (19).

complicada porque la estructura y organizacion de los ventriculos late-
rales humanos difieren de las de los roedores. Desde la Universidad de
Valencia, Garcia Verdugo ha contribuido notablemente a la identifica-
cion de esta subpoblacion como NSC en humanos, utilizando la micros-
copia electronica (http://www.uv.es/garciajm/). Es posible, sin embargo,
que la corriente migratoria rostral hacia el BO no tenga los limites
definidos hallados en ratén (27).
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Respecto al hipocampo, hay asimismo estudios de trazado genético,
ablacion farmacolégica, andlisis inmunohistoquimico acoplado a micros-
copia confocal y de ultraestructura que sugieren que el tipo especial de
astrocitos GFAP+, SOX2+, con ciertas caracteristicas de glia radial, es la
NSC adulta de la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (18,
28, 29). Las nuevas neuronas migran localmente a la capa granular inter-
na, posiblemente por migracion radial. Entender como las neuronas de
reciente generacion sobreviven, migran, generan dendritas y forman si-
napsis en los circuitos existentes ha requerido complejos estudios utilizan-
do retrovirus para datar la fecha de nacimiento de las neuronas y probar
la implicacion de distintos genes (NR1, DISC) en el proceso (30-32).
Quedan muchos aspectos ain sin conocer en cuanto a la sinaptogénesis
de las nuevas neuronas generadas en el adulto, y en cuanto a su capaci-
dad de movilizacion hacia areas distantes del origen. La neurogénesis en
la SVZ (33) y el hipocampo humano esta siendo actualmente abordada
también por otras técnicas, incluyendo estudios de neuroimagen in vivo
(34).

PAPEL DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN LA
PROLIFERACION Y DIFERENCIACION DE LAS NSC

La sefializacion por factores de crecimiento es el principal mecanis-
mo para regular la proliferacion durante la neurogénesis, tanto in vivo
como en los modelos de NSC estudiados en cultivo. Se ha demostrado
el efecto de los FGF, EGF, neurregulinas, factor de crecimiento endo-
telial vascular (VEGF), factor de crecimiento derivado del epitelio pig-
mentario (PEDF) y algunos neurotransmisores como GABA (35, 36).
Los nucleotidos purinas actuan como sefiales proliferativas para proge-
nitores neurales y, por tanto, regulan negativamente la diferenciacion
neuronal terminal en la SVZ de rata (37). La familia de citoquinas
neuropoyéticas, particularmente LIF y CNTF, promueven el manteni-
miento de las NSC en el adulto (38), y pueden ser parte de las senales
puestas en marcha en respuesta a lesiones neurales. El raton deficiente
de reelina, proteina de la matriz extracelular que se une a receptores
VLDR y ApoER expresados por neuronas, tiene disminuidas las pobla-
ciones de NSC del hipocampo y el BO, pero la poblacion de la SVZ es
normal. Esto sugiere que la falta de reelina enddgena altera la migracion
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de las NSC que han proliferado en la SVZ. De hecho, las NSC humanas
inyectadas en el ventriculo lateral, migran y se diferencian en un raton
silvestre pero no lo hacen en el deficiente en reelina (39). Muchos otros
factores, neurotrofinas, neuropéptidos y neurotransmisores ayudan a las
células madre a decidir su destino y a alcanzarlo, y este conocimiento
es esencial para poder plantearse futuros usos terapéuticos (40).

En nuestro laboratorio, hemos estudiado el papel de los factores de
crecimiento insulina-/ike, especialmente el IGF-I, en una poblacion de
células que residen en el BO antes de la llegada de la corriente migratoria
rostral. Reunen las caracteristicas de NSC y se encuentran en el embrion

Cerebro de raton en dia E14.5

EGF+FGF-2+IGF-I EGF+FGF-2

Figura 4. Generacién de neuroesferas a partir de NSC del Bulbo Olfatorio de ratén
embrionario. Los bulbos olfatorios (B.O.) de embriones de raton a los 14,5 dias de desarro-
llo fueron disecados del cerebro (plano de seccion indicado por la linea horizontal) y las
células fueron disociadas y cultivadas. El primer dia del cultivo en presencia de EGF y FGF2
ya se observaron células dividiéndose (flecha blanca). En el dia 3 se observaron agregados
celulares que formaban pequerias neuroesferas; estas crecian de tamario rapidamente, espe-
cialmente si a los factores mitogénicos anteriores se le anadia IGF-I (41). NSC, Células
madre neurales.
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de raton de 12.5-14.5 dias (Figura 4). Las células aisladas, eran mas del
99% positivas para el marcador nestina y proliferaron en cultivo forman-
do neuroesferas al menos durante 150 duplicaciones celulares. Hemos
demostrado que el IGF-I colabora con el FGF2 y el EGF para promover
la proliferacion de las NSC y precursores, asi como la formacion de neu-
roesferas. En ausencia de IGF-I enddgeno, el BO de raton muestra un
desarrollo anormal de la capa de neuronas mitrales y de la glia radial. En
los cultivos preparados a partir de ratones IGF-1", el porcentaje de neu-
ronas, astrocitos y oligodendrocitos generados a partir de NSC fue mar-
cadamente mas bajo que en ratones normales (41). Estos resultados mos-
traron que el IGF-I es un factor de crecimiento endoégeno que regula la
diferenciacion de las NSC y otros precursores en el BO en desarrollo. Uno
de los genes implicados en el mantenimiento del estado indiferenciado y
el control de la autorrenovacién en NSC/precursores de BO es la ligasa
RinglB, de la familia de genes Polycomb (42).

En el raton postnatal, el IGF-I regula también la migracion de células
que salen de la corriente migratoria rostral y la salida de neuroblastos
desde la SVZ, y su posicionamiento en el BO (resultados no publicados,
comunicacion personal de C. Vicario Abejon, Instituto Cajal, Madrid). La
migracion y diferenciacion de las neuronas derivadas de progenitores/
NSC de bulbo olfatorio adulto est4d también estimulada por el FGF2 (43).
El IGF-I aumenta los niveles de la proteina fosforilada AKT in vitro e in
vivo, ruta de diferenciacion que implica a la PI3K y que frena la fosfatasa
PTEN (44). Otros autores han aislado células progenitoras neurales en el
BO humano adulto (45, 46) y demostrado que la delecién condicionada
de PTEN aumenta la neurogénesis constitutiva, aumentando el tamafio del
BO y mejorando la funcion olfativa (47). Nuestro modelo de neurogéne-
sis en el BO se resume en la Figura 5.
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de NSC de BO.

IGF-I

Celula Madre
FGF-2 < /
+ EGF 0 .
+ IGF-l o
(Pro)insulina

IGF-I
+ Insulin
o BDNF

Oligodendrocitos

Figura 5. Modelo de neurogénesis a partir de NSC de Bulbo Olfatorio de ratén. Después
de pases multiples en condiciones de proliferacion formando neuroesferas (descrito en la
Figura 4), la retirada de los factores EGFy FGF2 promovio el inicio de un programa de
diferenciacion en células con los marcadores caracteristicos de neuronas (52%), astrocitos
(25%) y oligodendrocitos (4%). Estudios realizados con células de BO de un raton carente
de IGF-I indicaron que este factor es necesario para la diferenciacion de NSC de ese origen
(41). El IGF-I senaliza este proceso por una ruta que implica a las quinasas PI3K y AKT y
que esta modulada por la fosfatasa PTEN (44). NSC, Células madre neurales.

APROXIMACIONES REGENERATIVAS Y
AUTORREGENERATIVAS COMO POSIBLES TERAPIAS
EN EL SNC

Al tener el SNC menor potencial regenerador que otros tejidos, la
terapia reparadora de disfuncion celular por lesion, isquemia o degene-
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racion, tiene que incluir un doble abordaje: terapia sustitutiva con pre-
cursores neurales y terapia antidegenerativa o neurotréfica.

Comenzando por la posibilidad de utilizar células madre embriona-
rias (ESC) como fuente de precursores neurales, cabe preguntarse si esta
herramienta plantea todavia muchos interrogantes en cuanto a su com-
portamiento para poder iniciar ensayos clinicos reglados (48). El que
estas células se dividan tan activamente es el aspecto mas negativo para
su traslado a la clinica, por el riesgo de produccion de tumores. El efecto
de trasplantar unas células con demasiado potencial de expansion, como
son por definicion las ESC, podria causar una proliferacion anormal
irreversible. El célculo del riesgo de la terapia celular depende mucho
del tipo de células que se usen y como se cultiven antes del trasplante.
Para el SNC se necesitaran progenitores mas flexibles que las neuronas
diferenciadas, aunque éstas sean mas faciles de separar de las NSC.
Hara falta amplia evidencia de eficacia en modelos animales de enfer-
medades humanas (49), que en algunos casos deberan incluir animales
grandes o primates, no solo roedores. El modo de administracion de las
células, es también importante porque influye en la seguridad y la efi-
cacia. Llegar a utilizar células progenitoras para tratar enfermedades del
cerebro, la retina o la médula espinal (50) con la seguridad y eficacia
que hoy se utilizan precursores/progenitores hematopoyéticos para re-
constituir el sistema inmune (ver capitulo 2), llevara tiempo.

Entre las enfermedades neurodegenerativas, es quiza la de Parkinson
la que podria beneficiarse antes de la terapia celular en sus diferentes
aproximaciones. Esta enfermedad es una alteracion progresiva del control
motor y la funcidén cognitiva que afecta aproximadamente al 2% de las
personas de mas de 65 anos. Esta causada por la muerte de neuronas pro-
ductoras de dopamina, por causas desconocidas, en la region del cerebro
llamada «substantia nigra». La consecuencia es que llega menos dopami-
na a las neuronas diana del estriado. La estrategia de reemplazar las neu-
ronas perdidas se inici6 en los afios 1980 del siglo pasado, cuando se
autotrasplantaron células liberadoras de dopamina de las glandulas supra-
rrenales a pacientes con Parkinson (51-53), con modestos resultados. El
NIH (National Institutes of Health de EEUU) financi6 dos ensayos clini-
cos bien controlados, que han durado mas de una década, trasplantando
tejido de fetos abortados al estriado, con resultados muy desiguales. S6lo
los pacientes mas jovenes y con enfermedad leve respondieron relativa-
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mente bien al trasplante; se observd por PET-scan que algunas de las
neuronas productoras de dopamina habian sobrevivido y madurado. La
composicion celular exacta en estos tejidos fetales trasplantados no se
conoce. El objetivo actual en este area es generar NSC y precursores
que puedan crecer en grandes cantidades y diferenciarse eficientemente a
neuronas dopaminérgicas que funcionen tras el trasplante (54-56). Se han
generado ya neuronas dopaminérgicas a partir de ESC (57) y se han ais-
lado del cuerpo carotideo precursores (en este caso, parte del sistema
nervioso periférico) con capacidad de producir dopamina (58).

Las nuevas células iPS pueden ser la alternativa mas util para tratar
de obtener neuronas dopaminérgicas, entre otras. Se acaba de demostrar
en un modelo de Parkinson de rata que, a partir de una seleccion de
células derivadas de iPS de raton, excluidas las pluripotentes, y tras ser
trasplantadas, se diferenciaban a dopaminérgicas, se integraban y mejo-
raban los sintomas (59).

Un paso muy importante respecto a la reprogramacion a células iPS,
acaba de darse cuando escribimos este articulo (marzo de 2009), al lograr-
se transformar células de la piel de pacientes con Parkinson en neuronas
productoras de dopamina, habiendo sido capaces de escindir los lentivi-
rus que se usaron para introducir los cuatro genes reprogramadores (60).
Estas células seran un gran modelo para estudiar su respuesta a factores
exdgenos como estrés oxidativo y neurotoxinas, y asi entender mejor qué
ha llevado a la neurodegeneracion en esos pacientes concretos.

La esclerosis lateral amiotrofica (ALS) es una enfermedad neurode-
generativa progresiva fatal, en la que mueren motoneuronas de la mé-
dula espinal y tronco del encéfalo, causando pérdida del control muscu-
lar y parélisis que lleva a la muerte. Se han utilizado diferentes fuentes
de progenitores para intentar restaurar la actividad de las motoneuronas.
Asi, células germinales embrionarias humanas fueron inyectadas en el
liquido cefalorraquideo de ratas parcialmente paralizadas, y unas pocas
células maduraron a neuronas, acompafidndose de mejora en el movi-
miento (61). Se ha iniciado recientemente un ensayo clinico fase I en
nuestro pais de autotrasplante de células aisladas, de médula 6sea, a la
médula espinal de pacientes afectados de ALS (comunicacion personal
del Prof. Salvador Martinez, Universidad Miguel Hernandez de Alican-
te). Veremos otras estrategias interesantes para abordar esta enfermedad
en el apartado siguiente.
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En cuanto a las lesiones medulares, parciales o totales, que dejan
frecuentemente al paciente parapléjico o tetrapléjico, afectan a pacientes
jovenes, dado que su causa suele ser accidentes de trafico o deportivos;
se calcula que pueden producirse anualmente de 15 a 40 millones en el
mundo (62). Muchos estudios en roedores han indicado un beneficio
tras el trasplante de variados tipos de células madre y precursores pero
son dificiles de comparar por ser diversos los modelos, el protocolo de
trasplante y los tipos de células utilizadas (62). En los casos en los que
se han trasplantado NSC o precursores neurales o gliales, se ha visto que
hay efecto beneficioso, aunque las células identificadas como derivadas
del trasplante son en mayor niimero astrocitos que neuronas u oligoden-
drocitos (63, 64). Células madre neurales humanas sacadas de cerebros
fetales y crecidas como neuroesferas, consiguieron sobrevivir tras el
trasplante al raton con lesion medular, y formar neuronas y oligodendro-
citos. Incluso se detectaron nuevas sinapsis por ME entre nuevas neu-
ronas y las del hospedador, sin aumentar la cicatriz glial (65).

Lamentablemente, bastantes pacientes con lesion medular han reci-
bido trasplantes de varios tipos de células madre fetales y adultas, espe-
cialmente de médula osea, y a pesar del limitado conocimiento sobre
como pueden promover la regeneracion de la médula espinal, ya se
estan ofreciendo comercialmente en clinicas privadas (por ej. en www.
stemcellschina.com). Se han iniciado ensayos clinicos en fase I para
comprobar la seguridad (66), y un grupo de cientificos independientes
evalu6 en China alguno de estos tratamientos a pacientes, y no encontrd
ningun efecto positivo tras la inyeccion de células sacadas de cerebros
de fetos abortados en ese pais (67). Recientemente, se ha planeado un
analisis en profundidad por un consorcio internacional (68) que confia-
mos deje aclarados algunos aspectos esenciales de estas terapias.

La neurorretina es una parte del SNC que contiene fotorreceptores
tipo cono y tipo baston sensibles a la luz. La pérdida de estas células en
muchas enfermedades retinianas causa ceguera. Dada su accesibilidad
en el ojo, podria ser uno de los primeros lugares del SNC donde el
trasplante de precursores neurales pudiera abordarse en la clinica. Hasta
recientemente, no habia ejemplos que mostraran en modelos animales
que células madre derivadas de cerebro o retina se hubieran integrado
en la capa nuclear externa, y se hubieran diferenciado correctamente en
fotorreceptores. En 2006, sin embargo, se publico un estudio en raton
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que aislaba los progenitores de la propia retina entre dia postnatal (P)1
y P7, en el momento del pico de produccion de conos en el raton.
Utilizando estas cé€lulas para trasplantes subrretinianos, tanto a ratones
normales como a los modelos de retinosis pigmentaria, se obtuvo inte-
gracion y diferenciacion a conos. No obstante, la recuperacion de la
funcién visual fue muy limitada, en los casos de degeneracion retiniana
por falta de la proteina Rho (69, 70). Hay un reciente estudio trasplan-
tando fotorreceptores derivados de ESC humanas a un modelo de cegue-
ra congénita de Leber en raton, que muestra cierta mejoria a la respuesta
a la luz (71).

El progreso en entender la biologia de las cé¢lulas madre, en obtener-
las de distintos origenes y manipularlas para hacerlas utiles para tras-
plantes, ha sido muy importante en los tltimos afios. Sin embargo, es-
tamos muy lejos todavia de poder proponer una terapia celular, mediante
implantacion de células exdgenas, en patologia difusas como la enfer-
medad de Alzheimer; o de saber dirigir las NSC a un tipo especializado
como fotorreceptores funcionales. Aun tenemos otros desafios impor-
tantes, como es reclutar las células madre neurales enddgenas.

RECLUTAMIENTO Y ACTIVACION DE CELULAS MADRE
ENDOGENAS Y NEURORREPARACION POR FACTORES
DE CRECIMIENTO

Saber como activar las propias células madre del SNC para que éste
se autorrepare en caso de patologia, es un area de investigacion todavia
en sus comienzos. Mucho menos explorada que la utilizacion de los
trasplantes, es una estrategia necesaria dentro de la terapia personalizada
y regenerativa hacia la que vamos caminando. En teoria presenta menos
problemas de aplicacion clinica que el trasplante de células con capaci-
dad proliferativa, tendria algo menos riesgo de producir tumores (aun-
que un exceso de factores de crecimiento también los puede propiciar)
y podria ser menos invasiva.

Las células madre activadas, sean trasplantadas o enddgenas, son
herramientas de reparacidén no solo por su capacidad de convertirse en
elementos estructurales utiles (neuronas con sinapsis maduras integradas
en el tejido afectado), sino por su capacidad de secretar factores de
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crecimiento o neurotréficos, ya sea utilizando progenitores neurales u
otras células manipuladas genéticamente para producir localmente este
tipo de factores.

Esta forma de tratamiento es, ademas, complementaria a la adminis-
tracion de factores neurotroficos directamente en el tejido o en los hu-
mores que le bafian. En todos los casos, el objetivo de los factores
neurotroficos es evitar la muerte de células deterioradas y facilitar la
reconexion de circuitos neuronales.

En la enfermedad de Parkinson, en un modelo de rata, la inyeccion
de TGF-a indujo la proliferacion de células que migraban al area dafia-
da (72). La presencia de neurogénesis en la substantia nigra adulta es
controvertida, y los estudios, en varios modelos de parkinsonismo en
raton y rata, no dan una respuesta definitiva a si las NSC enddgenas
pueden ser manipuladas y redirigidas para convertirse en neuroblastos
que migran a la zona anormal (56). En cuanto al tratamiento con facto-
res neurotréficos aplicados directamente, en 2003 se inici6 en el Reino
Unido el primer ensayo clinico utilizando GDNF para tratar pacientes
con Parkinson avanzado. Se administraba directamente en el cerebro
mediante una minibomba implantada. Los resultados tras dos afios fue-
ron esperanzadores, con mejoria en la disquinesia y ausencia de efectos
secundarios importantes. Sin embargo, en 2005, Amgen Inc., que patro-
cinaba los ensayos clinicos con GDNF, decidi6 pararlos porque en uno
de los ensayos no se encontraron beneficios. Hubo protestas de algunos
investigadores por esta interrupcion del ensayo clinico, y parte de ellos
decidieron continuar los tratamientos iniciados (73-75).

Respecto al tratamiento de ALS, ya hay modelos animales utilizan-
do NSC modificadas genéticamente para liberar factores neurotroficos,
que serian como «minibombas bioldgicas» de liberacion in situ. Suzuki
y cols. modificaron NSC humanas para liberar GDNF, y tras ser tras-
plantadas a un modelo de rata, se obtuvo buena migracion celular a
zonas degeneradas de la médula espinal, junto a una adecuada liberacion
de GDNF y mayor supervivencia de motoneuronas, aunque no hubo
mayor inervacion muscular (76).

En las lesiones medulares también se han utilizado NSC modifica-
das genéticamente para producir GDNF (77), y para producir Neuroge-
nina 2, un factor de transcripcion implicado en diferenciacion a linajes

119



FLOrRA DE PABLO DAvILA

neurales (78), con variables resultados, ya que causaban alodinia. No
esta claro todavia si es posible modular las NSC in situ para promo-
ver la recuperacion, ya que hay aun poca informacion sobre la presencia
de células madre de médula espinal (62). En nuestro pais, se estan
aislando células ependimales de la médula espinal con caracteristicas de
células multipotentes, que si proceden de animales con la médula lesio-
nada proliferan mejor, y dan mejores resultados tras el trasplante en
raton (79).

La posibilidad de poder derivar iPS del propio paciente lesionado
medular, en un futuro queda abierta, pero el tipo de lesion aguda reque-
riria actuar mas rapido de lo que esta técnica posibilita por ahora. Habra
que recurrir a células heterdlogas, preferentemente progenitores neura-
les, manipuladas para producir factores neurotroficos y almacenarlas en
Biobancos, cuando se solucionen los problemas de eleccion de vectores
y de multiplicacion descontrolada (62).

Las tecnologias de aplicacion son también importantes; al cerebro se
llega mal por via sistémica. Hay la posibilidad de introducir moléculas
por via nasal, via intraocular para el caso de enfermedades de retina, y
de hacer inyecciones intraventriculares o intraparénquima cerebral, pero
que son mucho mas invasivas.

LA NEURORRETINA EN DESARROLLO Y LECCIONES
UTILES PARA EL TRATAMIENTO NEUROPROTECTOR
EN LA RETINOSIS PIGMENTARIA

La muerte celular es un proceso que, junto a la proliferacién y la
diferenciacion, tiene que funcionar al nivel adecuado para la construc-
cion normal del SNC; y es también una caracteristica final de muchos
procesos neurodegenerativos. Conocer los mecanismos de muerte y de
neuroproteccion durante el desarrollo ha ayudado a nuestro grupo a
entender su desrregulacion en condiciones patologicas en el adulto (80,
81). Hemos demostrado que la muerte celular programada, con caracte-
risticas de apoptosis, estd muy finamente regulada y ocurre en etapas
tempranas del desarrollo, desde la neurulacidn y etapas proliferativas de
neurogénesis en la retina. Hemos caracterizado el papel relevante de
moléculas como c-Raf (82) o HSC 70 (83) y, especialmente, el de la
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proinsulina, proteina precursora de la insulina (84). Nuestro conoci-
miento de los efectos neuroprotectores durante el desarrollo de la proin-
sulina, nos llevo a plantearnos la posibilidad de que fuera un factor
protector de supervivencia celular en una patologia neurodegenerativa
sin tratamiento en el momento actual.

La Retinosis Pigmentaria es una enfermedad rara (afecta al 2,5 por
10.000 de poblacion). Esta causada por cualquiera de una larga serie de
mutaciones en distintos genes, y que comienza en la etapa juvenil y
conduce a la ceguera. En el modelo de raton rd10, la degeneracion de
los bastones empieza en las primeras semanas postnatales, a los dos
meses la degeneracion ha afectado tambien a conos y el raton presenta
electrorretinograma plano, es decir, es funcionalmente ciego. En nues-
tros primeros experimentos, provocamos un aumento de la proinsulina
circulante mediante el cruce del raton rd10 con un raton transgénico que
producia proinsulina de manera constitutiva en el musculo, la cual era
transportada por sangre y llegaba al ojo. Comprobamos que estos ma-
yores niveles de proinsulina retrasaban significativamente la degenera-
cion de fotorreceptores en el raton afectado (Figura 6), permitiendo el
mantenimiento durante varias semanas adicionales de la actividad elec-

Tratado hP!I

Retinosis

Figura 6. Efecto protector de la Proinsulina sobre fotorreceptores. La degeneracion de
fotorreceptores en retina de raton P30, en el modelo de Retinosis Pigmentaria rdl0, se
observa por la disminucion de bastones (capa de niicleos azules entre lineas) y la disminu-
cion de conos (marcados en verde), respecto al raton silvestre. El aumento de niveles de
hPI-proinsulina humana (en este caso inducido por transgénesis) protege a los fotorrecepto-
res y retrasa su degeneracion (85).
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trorretinografica (85). Este hallazgo ha dado lugar a la presentacion de
una patente y a que la EMEA (European Medicines Agency) y la FDA
(Food and Drug Administration, de EEUU) hayan concedido la denomi-
nacion de medicamento huérfano a la proinsulina, en su relacion con el
posible tratamiento en humanos de la Retinosis Pigmentaria. Ademas,
hemos fundado una spin-off «ProRetina Therapeutics, S.L.» que tiene
por objeto desarrollar terapias neuroprotectoras, celulares o génicas para
esta enfermedad. Muy recientemente, Punzo y cols. (86) han demostra-
do que la estimulacion de la ruta de sefializacion de insulina/mTOR
retrasa la muerte de conos en un modelo de Retinosis Pigmentaria.

Claramente, las terapias con factores neurotroficos pueden ser com-
plementarias y sinérgicas con las terapias celulares utilizando precurso-
res neurales en diversas patologias. El SN en desarrollo debe ser nuestra
fuente de conocimientos basicos para reconstituir el sistema cuando falla
en la edad adulta.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como la empresa biotecnologica espanola Cellerix®, enfocada a
terapias celulares, afirma, estamos hoy explorando el uso de «living
medicines», en contraposicion con la farmacologia convencional que
utiliza productos quimicos. Aunque estemos aun lejos del uso de células
como terapia rutinaria o, al menos, como complemento significativo a
la sustitucién de un 6rgano completo por trasplante, el avance es, con-
fiamos, imparable. Dada la compleja naturaleza del SNC es, sin embar-
go, un desafio mayor que en otros tejidos, el administrar terapia celular
directamente en el cerebro. Deben incluirse entre nuestros objetivos:

— Seguir investigando todas las lineas abiertas, la biologia de las
células madre embrionarias, las fetales o neonatales y las adultas
—Ilas residentes en el cerebro y reactivadas, y las reprogramadas
a neurales a partir de otras células somadticas, las prometedoras
iPS—.

— Explorar terapias combinadas: trasplantes autdélogos y heterolo-
gos de células progenitoras o diferenciadas en cultivo, implantes
de vehiculos celulares que liberen factores neuroprotectores,
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implantes con materiales biocompatibles o vectores génicos que
aporten moléculas protectoras, terapias estimuladoras (eléctricas
u otros tipos de energia) de la autorregeneracion, etc.

El avance es necesario y serd fascinante recorrer el camino, pero
habra que tener una regulacion exigente para estas terapias, y no correr
riesgos injustificados en su traslado a la clinica.
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ABREVIATURAS

ALS, Esclerosis Lateral Amiotrofica (Amiotrophic Lateral Sclero-
sis); BMP, Proteina Morfogenética de Hueso; BO, Bulbo Olfatorio;
BrdU, 5-Bromo-2’ deoxiuridina; CNTF, Factor Neurotrofico Ciliar;
EGF, Factor de Crecimiento Epidérmico; ESC, C¢lulas Madre Embrio-
narias (Embryonic Stem Cells); FGF, Factor de Crecimiento de Fibro-
blastos; GDNF, Factor Neurotrofico Derivado de Glia; IGF-I, Factor de
Crecimiento Insulina-/ike I; LIF, Factor Inhibidor de Leucemia; iPS,
Células Madre Pluripotentes Inducidas (induced Pluripotent Stem cells);
ME, Microscopia Electronica; NSC, Células Madre Neurales (Neural
Stem Cells); NR1, Neurregulina I; PI3K, Fosfatidil Inositol-3-Kinasa;
PEDF, Factor de Crecimiento Derivado del Epitelio Pigmentario; PET,
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Tomografia de Emision de Positrones; PTEN, Fosfatasa homoéloga de
Tensina; RMS, Corriente Migratoria Rostral (Rostral Migratory Stream);
SNC, Sistema Nervioso Central; SVZ, Zona Subventricular (Subventri-
cular Zone); VEGF, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.
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