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El discurso que ahora comienzo tiene por objeto mi ingreso oficial en la
Real Academia de Medicina y Cirugia de Granada, y quiero empezar en
homenaje al Profesor GOmez Sanchez, el iniciador de nuestra Escuela, como él
lo hizo en su discurso de ingreso el 16 de Octubre de 1980 en la Real
Academia de Medicina y Cirugia de Cadiz. En esa fecha yo estaba recién
licenciado en Medicina y Cirugia por la Universidad de Cadiz y como
espectador empezaba a sofiar y a trenzar las guias que me atarian para
siempre hacia el apasionante mundo histologico. Dicho ingreso me hizo
conocer por primera vez el mundo de las Academias y desde entonces
experimenté respeto y admiracién hacia ellas. El discurso comenzé asi, y
quiero intencionadamente para esta ocasion hacer mias sus palabras “ Seria
faltar a la tradicion y a la cortesia pero, muy en primer término, a los
sentimientos que en esta solemne ocasion nos embargan, si mis primeras
palabras no fuesen de gratitud hacia la docta Corporacién que, al acogerme en
su seno, me ha distinguido, no ya con una estimacion benévola de mis
contados merecimientos, sino -y para mi tiene esta actitud especial valor-
juzgadndome digno de una convivencia a cuyas reglas espero no faltar. Por
tanto, me presento ante ustedes revestidos de mis mas profundos y sinceros
sentimientos de gratitud, responsabilidad y compromiso”.

Gratitud que deseo expresar en primer lugar a su Presidenta, la
profesora D® Carmen Maroto, y a todos los miembros de esta docta
Corporacion por la decisiéon que han tomado al dedicar un sillén, el nidmero 19
con la denominacién de Biologia y Terapia Celular, pero sobre todo por haber
aceptado la propuesta, que en su dia realizaron los Profesores D. Enrique
Villanueva, D. Ramon Gélvez y D. Vicente Pedraza que tuvieron la generosidad
de proponerme para el alto honor que representa pertenecer y formar parte de
esta Corporacion. A ellos, mi mas profunda admiracién y respeto.

El sillén n° 19, se cred segun los estatutos de esta Corporacion en 1886
dedicado a Farmacia y desde ese mismo afio lo han ocupado D. Justo Ortiz
Pujazén, D. Manuel Rodriguez Avila, D. Juan Casas Fernandez, D. Carlos
Rodriguez Lopez Neyra, D. Diego Guevara Pozo y D. Jesus Thomas GOmez.
Sucedo a ilustres personas, donde el medicamento era su norte y su guia, no
es de extrafiar que cuando esta Corporacion decidio la creacion del sillon de
Biologia y Terapia Celular, pensase en dicho nimero, pues la célula en la
actualidad hemos de entenderla, como tendremos ocasion de analizar en este
discurso, como un medicamento.



Sustituir a la figura de D. Jesius Thomas Gomez, no es tarea facil dada
Su trayectoria universitaria y académica. Ha sido catedratico de Quimica Fisica
y profesor emérito de esta Universidad. Ha ocupado todos los cargos posibles
en la Facultad de Farmacia: Director de Departamento, Secretario, Vicedecano
y Decano. Su ultima gestion ha sido ser Defensor Universitario. Ha pertenecido
a distintas academias. Como homenaje a su figura la Facultad de Farmacia
decidié nombrar el Museo de Instrumentacion Cientifica con su hombre. Como
podran comprobar superar a dicha figura es realmente dificil. No tengo las
cualidades del profesor Thomas, pero les aseguro que voluntad y constancia
para seguir su estela si las poseo, e intentaré continuar su trayectoria. Aqui
esta mi compromiso y mi responsabilidad.

Fernando Colomo dirigié en 1978, una pelicula llamada ¢Qué hace una
chica como tu en un sitio como este?, a la vez, el grupo Burning cantaba con
éxito la cancidn del mismo titulo, en ese afio yo estaba en cuarto de Medicina,
y era habitual utilizar dicha frase con la muasica de Burning cuando te
encontrabas a alguien por los pasillos de la Facultad o por el Colegio Mayor
Beato Diego donde yo residia. Y ahora me pregunto rememorando aquellos
afos, algo mas de 30 ¢Qué hace un chico como tu en sitio como este?

La respuesta a esta pregunta, tiene distintos origenes que intentaré
explicar. ElI primero como nos recordd Ayala cuando fue investido doctor
“‘Honoris causa” en nuestra universidad, utilizando lo que el personaje
cervantino don Alvaro Tarfe le declar6 a don Quijote: “Siempre he insistido en
afirmar mi creencia de que el ‘paisaje materno”, esto es, la revelacion del
mundo al que abre uno los ojos al nacer para ir descubriéndolo y
reconociéndose en él poco a poco durante la nifiez y adolescencia, marca de
manera indeleble, definitiva y permanente los rasgos de cada personalidad”. Al
igual que Don Alvaro puedo afirmar que mi paisaje materno, me marco y me
sigue marcando mucho. Al nacer en una familia de tradicion marinera en el
Puerto de Santa Maria (Cadiz). Mis padres, a mi hermana Dioni y a mi, nos
dieron todo lo que unos niflos pueden necesitar y sofiar, con todo tipo de
esfuerzos y de renuncias. Por tanto a ellos les debo en primer lugar estar aqui.

En segundo lugar, nacer en la calle Misericordia niumero cinco, cerca del
Hospital que la Orden Hospitalaria de San Juan de Dios fundara en el Puerto
en 1661, y que hoy pertenece a la Orden Religiosa de las Esclavas. Alli tuve la
primera presencia real de Dios, curiosamente ante San Juan de Dios y la
Virgen de las Angustias. Desde esos primeros afios Granada y la Orden
Hospitalaria ya estaban presentes en mi vida, adn sin yo saberlo. Esto significa
mucho para mi, ya que a EL (con mayuscula) se lo debo todo.

En tercer lugar, a mi vocacibn médica que me llevd a estudiar la
Licenciatura de Medicina en la Facultad de Céadiz. En esta Facultad el peso de
la historia es evidente, no debemos olvidar que alli se va a producir la
renovacion en el siglo XVIII de los conocimientos médico-quirdrgicos de
nuestro pais con la creacion del “Real Colegio de Cirugia de la Armada de
Cadiz” en 1748, y que pronto se convertira en la Institucion Médica de mayor
prestigio en Espafia, dando la mejor formacion quirdrgica y médica de la época.



Y en 1791 se transforma en el “Real Colegio de Medicina y Cirugia”, uniendo
ambas profesiones en la misma titulacion.

Debido a su solera, como los buenos vinos de mi tierra, por la Facultad
de Medicina de Cé&diz, han pasado por sus aulas, ya en calidad de alumno 6 en
calidad de profesor, entre otros: Pedro Virgili, José Celestino Mutis, Antonio de
Gimbernat, Francisco Javier Laso de la Vega, Cayetano del Toro, Federico
Rubio, Rafael Ariza, Alejandro San Martin, Pedro Ramoén y Cajal, Luis Urtubey,
José Cabré Piera, Francisco Orts Llorca, Manuel Cruz Hernandez, Ignacio
Pérez de Vargas o los actuales académicos de esta docta Corporacion como
Ignacio Arcelus, José Rico, Antonio Campos, Juan Antonio Molina, Armando
Zuloaga.

Alli tuve la suerte de realizar mis estudios de Medicina y de tener un
cuadro de profesores excelentes, resaltar de entre todos ellos, a los profesores
José Gomez, José Vilches, Antonio Lopez, Eduardo Cuenca, José Mira,
Antonio Orozco, Eduardo Zamora, Juan Bartual, Josep Argemi, Juan Ocafia,
Cesareo Remoén. Sin embargo, sobre todos ellos me impactd, el profesor
Campos, recuerdo todavia la primera clase, “el microscopio”. Era puro
entusiasmo, puro torbellino, pura ilusion por el mundo de la células y los tejidos,
bueno que os voy a decir yo del profesor Campos que todos vosotros no
sepais. El me ensefio, en aquellos afios que existia un mundo microscopico en
el que las fronteras no tenian cabida. Recuerdo que al final de la primera clase
utilizé para despedirse las palabras de Cajal, “No hay cuestiones agotadas,
sino hombres agotados en cuestiones”. Ellas han estado y estan presentes a
largo de mi vida. Decia Lain Entralgo que alguien no entiende una ciencia de
veras hasta que no la ve encarnada en una persona. Desde ese dia, la ciencia
histol6gica me sedujo de tal manera que decidi abandonar la labor asistencial
por la vida universitaria. Les aseguro que no fue facil tomar esa decisién, y adn
hoy no me arrepiento.

Una vez tomada la decision de ser histélogo y contarle mis inquietudes
al profesor Campos, que por aquella época era jefe de estudios del Colegio
Mayor Beato Diego, hablamos mas detenidamente del tema, recuerdo que
dimos un paseo por el Puerto de Cadiz, esa inmensa bahia era semejante a mi
inmensa curiosidad y a las ganas de descubrir el mundo histolégico, como si
bucear en las células y en los tejidos fuera sumergirse en ese profundo mar
azul. Desde ese momento el profesor Campos, me tuteld, me orientd, con su
buen hacer, hacia el aprendizaje y dominio de la ciencia histologica. Primero en
la Universidad de Oviedo a finales de 1980, y después en la Universidad de
Granada a partir del curso 81-82, a excepcién del periodo de dos afios que
regresé a la vetusta Oviedo como catedratico de la Facultad de Medicina. La
policromia paisajistica, la arquitectura, los olores, la idiosincracia, el “orbayu”, y
por supuesto sus gentes, mis comparferos, mis amigos, hicieron que la
aforanza y el recuerdo constante de mi familia en Granada, a pesar de la
distancia fisica fuese algo mas llevadero. Retornando, finalmente, a esta casa
como catedratico de Biologia Celular en el afio 1998. En palabras del
granadino Angel Ganivet hay personas que modelan y forman, pues bien, el
profesor Campos es una de esas personas. Me “form@”, tanto en el espiritu
profesional de la histologia moderna como en los aspectos culturales e



intelectuales necesarios para ser un universitario en el sentido orteguiano.
Quizas la obra no haya quedado como se esperaba, debido a las limitaciones y
defectos que tengo como persona. Lo realmente importante es que desde
aguellos afos, lo considero mi maestro, mi compariero y mi amigo. A él le debo
basicamente estar hoy aqui.

Pedro de Soto de Rojas escribié que Granada era “paraiso cerrado para
muchos Yy jardines abiertos para pocos”, para mi desde el principio fue y es, un
jardin. Cuatro razones lo justifican. La primera, aqui inicie con M2 Eugenia, mi
mujer, la creacion de nuestra familia, fruto de ella son nuestros dos hijos
Vicente y Benjamin, sin ellos no podria, ni ser, ni estar, porque constituyen el
eje de mi vida, el fruto de mis afanes y desvelos. La segunda, aqui me formé
como histologo, en el Departamento de Biologia Celular, ahora denominado
Histologia de la Universidad de Granada, sin la comprension, la amistad y la
generosidad de todos los que lo integraron e integran en la actualidad, no
podria ser lo que soy. La tercera, el claustro de profesores de la Facultad de
Medicina, que me apoyaron y me demostraron su confianza desde el principio y
aun con el paso de los afios, sigue siendo asi, a todos mi admiracioén. De este
claustro de profesores, quiero rescatar de mi memoria esta noche; al profesor
Juan Ocafa, ya que nos encontramos de nuevo en Granada y que fue
secretario de esta Corporacion y su mujer, la profesora Wilhelmi, desde Cadiz
establecimos una relacion de amistad y respeto mutuo al ser él el director del
Colegio Mayor Beato Diego —lugar donde vivi durante los seis afios que estudié
en Cadiz-; al profesor Luis Alvarez que desde el principio confié en mi persona
y me propuso junto con su mujer la profesora Aranega para el premio Alejandro
Otero; al profesor José Manuel Chamorro con el que comparti los inicios y las
ilusiones de la creacién de la Facultad de Odontologia y por ultimo al profesor
emeérito Juan de Dios Garcia, que me formé en los temas de embriologia, como
solo él sabe hacerlo, y que completaron mi formacion histolégica. Hablar con él
de Cadiz siempre es un placer. Y la cuarta razén, y no por ser la ultima es
menos importante, la familia Agustiniana del Colegio Santo Tomas de
Villanueva, ellos nos acogieron como suyos, y nosotros los sentimos como
nuestros, nos impregnaron del espiritu de San Agustin que nos motiva en
nuestro dia a dia.

Javier Ruibal, amigo, paisano, compositor y cantautor de algunas de las
canciones de amor mas bellas jamas oidas, nos relata en una de ellas, como la
protagonista anhelaba la rosa mas preciada, la de las ilusiones, la de las
esperanzas, la de la sabiduria, la del amor, la rosa azul de Alejandria y la
buscaba en Granada. Esta rosa yo siempre la situé y la encontré en este
espacio de Granada, en la Facultad de Medicina y en su Real Academia, con
este acto me dais la oportunidad de incluirla, ahora, también en mi jardin
abierto granadino.

Como exige el protocolo seré contestado como recipiendario, por el
Profesor Campos, quiero expresar de nuevo mi gratitud por ser €l quien lo
realice. No hay mayor honor y gratitud para un discipulo que sea su maestro
quien lo reciba.



Sobre la eleccién del titulo, pensé que al ser un sillon de nueva creacioén,
analizar su nueva denominacion podria ser conveniente. La célula y su
implicacion en la medicina ha sido estudiada por histélogos y bidlogos a lo
largo de los tiempos. San Agustin dice:’La aritmética del cielo es distinta de la
nuestra; y el cielo no fabrica la historia, como los hombres, con lo que nos
parece bien, sino con todo lo que ha sucedido, sea bueno o malo”. A este
propoésito Lain Entralgo afirma: el conocimiento riguroso del pasado debe
ensefarnos no solo “lo que en el pasado fue” sino también “lo que pudo haber
sido y no fue”. Probablemente estas reflexiones me hayan influenciado para
que al titulo de Biologia y Terapia Celular le afiada también el de Mitos y
Realidades.

Planteamiento

Si queremos llegar a comprender lo invisible, debemos penetrar,
tan profundamente como podamos, en lo visible
Max Beckmann

El libro “Citologia General” de GRUNDMANN (1967), comienza diciendo
“Vida y muerte: los mas profundos arcanos yacen en el limite que las separa”.
Creo gque no he encontrado mejor inicio para este discurso de ingreso en el
que trataremos a la célula viva y a la célula muerta, al ser hoy la célula una
realidad de nuestro arsenal terapéutico.

ORTEGA y GASSET, en unas conferencias que dictd en Buenos Aires
en 1928, nos define la vida como “lo que somos y lo que hacemos”. Sin
embargo, para los que nos dedicamos y estudiamos el mundo bioldgico, la vida
la delimitamos mas especificamente al nivel organico. De DUVE (2004) nos
recuerda desde un punto de vista vitalista, que la vida es “materia animada”,
del latin anima, alma. Simplemente se atribuia al alma, o espiritu vital, todo lo
que no se comprendia acerca de la vida.

En la actualidad, el vitalismo tiene poco adeptos, y los ha ido perdiendo
a medida que los seres vivos se han ido explicando cada vez mas en los
términos de la fisica y la quimica. SCHRODINGER, famoso cientifico refugiado
de la Austria ocupada por Hitler, un cinco de febrero de 1943 en la sala de
conferencia del Trinity College de Dublin abarrotada de todo tipo de
personalidades impartia una serie de tres conferencias. La primera de ellas se
titulaba “¢,Qué es la vida? El aspecto fisico de la célula viva”. En ella, destaco
dos propiedades de los seres vivos: capacidad de crear orden a partir del
desorden, gracias a la “entropia negativa”; y capacidad de transmitir su
programa especifico de generacibn en generacion, propiedad que
SCHRODINGER, que no sabia nada del ADN, atribuia a un “cristal aperiodico”.
Para él, el secreto de la vida lo localizaba en un grupo de “atomos
estrictamente ordenados” que formaban el cédigo de transmision genética. La
repercusion de dicha conferencia fue tal, que hasta la revista Time en su
namero del cinco de abril hizo especial referencia a ella.

La demostracién de que el material genético es el ADN por AVERY,
MCLEOD y MACCARTY se realiz6 en 1944, y llevaron a WATSON y CRICK a



construir, en 1953, la famosa maqueta de la molécula del ADN. Pero tuvieron
gue pasar cincuenta afos, para que se lograra descifrar el genoma humano,
constituido por las tres mil doscientos millones de letras del ADN humano, con
sus aproximadamente treinta mil genes en cuarenta y seis cromosomas. El
conocimiento del genoma humano desvela el catalogo de instrucciones sobre
el disefio y funcionamiento de la célula. Con este ultimo descubrimiento la
pregunta de ¢qué es la vida? puede darse por respondida desde el punto de
vista biologico.

Sin embargo, Von NEUMANN (1951) postula una corriente en la cual
utiliza los ordenadores como metafora, y describe un analogia entre
funcionamiento de lo seres vivos y el de autbmatas mecanicos, observando
que el metabolismo y la replicacion, pueden separarse de manera légica. Para
él la vida es cosa de metabolismo y replicacion. Por otra parte, DYSON (1999)
piensa que la vida, fundamentalmente, es metabolismo. Esto hizo que la NASA
cuando envi6 las naves Viking a Marte con el objetivo de encontrar signos de
vida extraterrestre en la superficie del planeta, lo que buscaba eran signos de
metabolismo. A lo largo del discurso aparecera este pensamiento y veremos
gue nos puede deparar.

Una vez revelado, por los avances de la biologia celular y molecular que
la vida es lo que es comun a todos los seres vivos. Surge la pregunta ¢Qué es
comun a todos los seres vivos? Hoy en dia, a este ser comdn, lo denominamos
“Last Universal Common Ancestro” (LUCA), probablemente una protocélula
unicelular y procariética. Tendriamos que remontarnos a mas de tres mil
millones de afios para encontrarlo. SHAPIRO, dice “Que las estanterias crujen
bajo el peso de los libros que tratan sobre el origen de la vida”. El crujido de las
estanterias es una clara sefal de que aun, no lo conocemos todo con total
seguridad.

OPARIN en 1924 en su libro “The Origin of Life on Earth” propuso la idea
de la existencia de un “caldo primordial” como origen de la vida. De igual forma
ZUBIRI (2003) sugiri6 que la vida comenzé siendo en un principio “materia
viva”, la cual no estaba celularmente organizada.

Asi en la actualidad, esta biogénesis desde el punto de vista cientifico,
se puede resumir como sigue: tras la gran explosion del universo, la atmosfera
de la Tierra carecia de oxigeno. Los gases originarios, CO, NHjz, CHy4, H,O y
H, reaccionaron entre si formando biomondmeros: aminoécidos, bases, acidos,
lipidos. Asi al principio intervino la quimica, produciendo moléculas sencillas
que interaccionaron formando moléculas de mayor complejidad, los
biopolimeros autorreplicativos (ARN y ADN). Esto lo sabemos por MILLER
(1953) que establecio las condiciones prebidticas mas adecuadas para la vida,
aunque fue hasta 1992 cuando WACHTERSHAUSTER solvent6 este dilema.

De este modo se formaron las primeras estructuras similares a las
células vivientes, que surgieron de la envoltura del ARN de replicacion propia
por una membrana compuesta por fosfolipidos, y a su vez comenzaron a
multiplicarse. La evolucion se inici6 a través de la variacion y la seleccion
natural postulada por DARWIN (1859), en la cual, la contingencia permite que



los organismos se adapten a entornos locales cambiantes. Sin embargo, a esta
contingencia, actualmente se le aflade el azar propuesto por MONOD (1973)
guiado por la reflexion de DEMOCRITO de que “Todo lo que existe en el
universo es fruto del azar y de la necesidad”. Con este darwinismo explicamos
la aparicién de nuevos modos de adaptacion y nuevos nichos ecoldgicos.

Pero en un momento determinado, las células llegaron a ser tan
complicadas que el intercambio ya no resultaba tan sencillo. Este momento,
denominado el “umbral darwiniano” nos permitié explicar la transmision de la
informacion a los descendientes. Por ello, las bacterias primigenias copian sus
genes por completo, y trasmiten estas copias a sus células hijas. Asi la Tierra
se convirtid en el hogar de bacterias y viscosos lechos biolégicos verdes, los
padres de todas las plantas, animales y del ser humano.

De este proceso de biogénesis se deducen dos hechos relevantes, que
la vida comenzo6 en todos los seres vivos con la organizacion de las grandes
moléculas en una estructura celular. Y que la biotecnologia existe, como
afirman SCHNEIDER y SAGAN (2008), desde el momento en que estas células
comenzaron a seleccionar qué comian, adénde iban y con que otras células se
asociaban.

PRIGOGINE (2004) en “Las leyes del caos” dice que este proceso debe
nivelarse, y rescata los conceptos de “tiempo” e “irreversibilidad” para el mundo
bioldgico. De esta forma, al aparecer la vida se origind una nueva categoria de
existencia sobre la tierra: el ser viviente, que posee un tiempo de vida. Pero a
la vez se cred la muerte, su irreversibilidad. La muerte seria el orden de los
principios inorganicos; la vida, por el contrario, la transgresion temporal de
dicho orden. Lo interesante es el reconocimiento de que la vida comenzd con el
establecimiento de la ordenacion celular.

En definitiva, la célula constituye el principio de la vida, tanto en el
cosmos como en el individuo aislado, y la formacion de una nueva célula
representa siempre la repetida superaciéon de la frontera que separa los dos
grandes atributos de todo ser: la frontera o limite entre la vida y la muerte. Este
traspaso se halla sembrado de misterios, los cuales, aparentemente invisibles,
se nos hacen visibles e interpretables cuando los hombres utilizamos nuevas
ideas y nuevas formas de observacién, hacen como diria CABALLERO BONAL
gue la noche no tenga paredes.

La célula inicialmente fue un dato de observaciébn cuya estructura
compleja fue objeto de estudio. Para comprender las posibilidades terapéuticas
de la misma, profundizaremos en el “clima historico”, en palabras de
MARARNON (1966), en el que se fundamenta este hecho, realizando una
citobiografia médica, deteniéndonos en las etapas que consideramos
necesarias para entender este nuevo paradigma de la célula como agente
terapéutico y evaluar su futuro. Dichas etapas sobre la célula, que vamos a
comentar en el discurso las he denominado de las siguientes maneras: la
célula busca su sentido, se desnuda, es protagonista de su vida, es una
esperanza maravillosa, se hace medicamento y se hermana con los farmacos,
y por ultimo la célula humana ¢ podra ser suplantada? Para ello, intentaré y me



esforzaré en ser “acoluto”, segiin GRACIAN, esto es, me empefiaré en
ajustarme a dichas etapas en las que he subdivido este discurso, y que con la
benevolencia de todos ustedes espero desarrollar de la mejor forma posible.

Primera etapa: La célula busca su sentido.

Cuando buscan su pulso encuentran su vacio
Federico Garcia Lorca

El descubrimiento de la estructura celular esta vinculado a la invencion
del microscopio, término dado por FABER a este instrumento amplificante, que
aparece en 1590 en Middleburg, (Holanda), cuando HANS y ZACARIAS
JANSSEN combinan dos lentes convexas en el interior de un tubo, para
ampliar los objetos pequefios (CARRASCAL, 2007).

A partir de aqui se realizan diferentes modificaciones con el objetivo de ir
perfeccionandolo. Destacaremos de aquellos inicios, el “Occhiolino” de
GALILEO (1624); el de KIRCHER (1646) por su aplicaciéon al diagndstico de
enfermedades, y los famosos microscopios simples de LEEUWENHOEK
(1660) con el que descubrid los infusorios, las bacterias, los eritrocitos, los
espermatozoides (vislumbrados por HAMM), etc. Hasta SALVADOR DALI en
1930 escribe: “Penetrar en lo visible es para LEEUWENHOEK algo que
concierne a la tecnologia” Y ademas afiade “El ojo de la razén cree haber
descubierto los secretos de la materia y haber revelado su misterio al mundo”.
En definitiva el vacio lorquiano.

Después se realizaron mejoras que llevaron a la construccion del primer
microscopio binocular por CHERUBINI (1722). El cual fue modificado por
diferentes autores, entre los que destacamos los realizados por los hermanos
JONES (1798), por NACHET (1850), y por ABBE (1886).

Las primeras observaciones realizadas a través de este instrumento se
publicaron en 1625 en el libro “Apiarum” por CESI y STELLUTI; pero es en la
obra “Micrographia or Some Physyological Descripctions of Minute Bodies
made by magnifying glasses, with observations and inquiries thereupon” de
HOOKE (1665) cuando por primera vez aparece el término “célula”, utilizandola
como celda al observar un corte de corcho. Dicho autor escribe “Pude ver con
perfecta nitidez que el fragmento aparecia totalmente perforado y poroso,
recordando mucho a los panales de cera de las abejas”. Por tanto, con la
introduccion del término de la célula HOOKE inicia su mito.

El anatomista MALPIGHI sefial6 la existencia en los vegetales de unos
“utriculi seu sacculi” —odrecitos o saquitos- que GREEW, en 1672 denomind
célula. Sin embargo, el concepto de célula de la Teoria Celular no habia
iniciado todavia su vida cientifica, porque en aquella época persistia la
concepcion estequiolégica de que la “fibora” era el elemento basico y
fundamental de los cuerpos vivientes, expuesta muchos aflos antes por
VESALIO en su libro de “De Humani corporis fabrica”.



En 1680 CRISOSTOMO MARTINEZ, en Valencia, utiliza el microscopio
y realiza una notable contribucion a la osteologia de su época.

En 1774 WOLF utiliza de forma habitual el microscopio, y afirma que los
globulos son los elementos constitutivos de las partes solidas. DUTROCHET
afirma en 1824 que la célula —para él aun “glébulos”™ es el Unico principio
constitutivo de los dos reinos de los seres vivos, siendo asi el verdadero
precursor de la Teoria Celular.

Esta Teoria Celular naciente tenia que superar la influencia de BICHAT
gue en “Anatomie générale appliquée a la phsyiologie et a la médicine” (1801),
sin la utilizacion del microscopio, establece que el tejido es el elemento ultimo
de los seres vivos. Si el tejido aparece como la ultima realidad, es inutil buscar
mas alla. Dicho autor, condena firmemente el uso del microscopio: “Cuando se
mira en la oscuridad, cada uno ve a su manera y en la medida en que resulte
afectado”. COMTE, le proporcionard la perfecta justificacion filosofica “El abuso
de las investigaciones microscopicas y el exagerado crédito que todavia se
suele prestar a un medio de exploracion tan equivoco, contribuyen basicamente
a dar una falaz apariencia de verdad a esta fantastica teoria (la Teoria Celular)”
Asi como en sociologia el individuo es una abstraccion, dado que la realidad
social elemental es el tejido familiar, en biologia las células —las “monadas
organicas”, como dice COMTE- son abstracciones.

A pesar de esta corriente, eminentes medicos y biélogos rehabilitan el
microscopio, ya notablemente perfeccionado e inician el desarrollo de la técnica
citolégica que aplicardn metddicamente al estudio de los seres vivos. Esto fue
lo que permitié una nueva estequiologia biologica: la Teoria Celular. Y se pasé
de la anatomia general sensualista o bichatiana a una anatomia general celular
o histoldgica.

El botdnico SCHLEIDEN es considerado el fundador de la Teoria
Celular, que con la publicaciones de sus obras “Beitrdge zur Phytogenesis”
publicado en 1838 y “Grundzige der wisenschaftlichen Botanik” editada en
Leipzig en 1842 establece que la célula vegetal es la unidad elemental
constitutiva en la estructura de la planta.

SCHWANN, extendi6 esta teoria a todos los seres vivos, gracias a una
cena que tuvo con SCHELEIDEN, quien le sefial6 la semejanza de la
notocorda -que era la estructura que él estaba estudiando- con las plantas. Al
publicar su obra “Mikroskopische Untersuchungen iiber die Ubereinstimmung in
der Struktur und dem Wachstum der Tiere und der Pflanzen”, impresa en Berlin
en 1839, proclamé su “Theorie der Zellen”, sefialando que la estructura unitaria
y comun de todos los seres vivos, sean animales o vegetales, es la célula, en
donde reside la vida.

De la union de estos dos conceptos —la Anatomia Tisular de BICHAT y la
Teoria Celular de SCHLEIDEN y SCHWANN-, nace la Histologia, término
acufiado por MAYER en 1819. La Histologia estudiara los tejidos del organismo
y estos estaran integrados por las unidades estequiolégicas o células vivas.
Esta concepcidon sistematica del organismo basada en la aceptacién de la
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constitucién celular de los tejidos, precisaba adquirir significado fisiol6gico
ademas de morfolégico. HENLE y KOLLIKER, entre otros, lo llevaron a cabo.

En Granada, LOPEZ MATEOS escribe durante el curso académico
1847-48, su “Tratado de Histologia y Ovologia”, editado en 1853, significo la
plena recepcion y asimilacion de la Teoria Celular en Espafia, encargando a su
vez la compra del primer microscopio para la Facultad de Medicina de la
Universidad de Granada.

En 1855, VIRCHOW publico su “Patologia Celular”, en el que la
enfermedad va a dejar de ser entendida como una alteracion discrasica de
humores, para interpretarse como una alteracion de la célula. Afios mas tarde,
en 1884 CARNOY edit6 en la Universidad Catdlica de Lovaina, la primera
revista dedicada exclusivamente a la célula, bajo el titulo de “La Cellule”.

Sin embargo, a pesar de lo expuesto hasta ahora, la Teoria Celular
estuvo expuesta a los mas intensos ataques. Tuvo que defenderse en dos
frentes opuestos. El primer frente fue el considerar las unidades tisulares
estructurales supraordenadas mas importantes que las células. CAJAL al
postular la teoria de la neurona va a confirmar la Teoria Celular, haciendo de
ese mito ya una realidad, que nos permite explicar a partir de ella la
configuracion textural del sistema nervioso.

El segundo ataque fue que existian unidades mas pequefias que la
célula como particulas vivientes, por lo que era necesario desnudarla, ain mas,
para desvelar su interioridad y con ello reforzar la Teoria Celular.

Segunda etapa: La célula se desnuda.

Existo como soy; eso basta
Walt Whitman

Una vez que la célula se constituye como la unidad vital de los seres
vivos. Surgen diferentes preguntas ¢Como es? ¢Como esta constituida? ¢Es
un elemento totalmente homogéneo?, o por el contrario ¢lo identifica su
heterogeneidad? ¢Es una estructura simple? o ¢tan compleja que seria un
misterio como nos apunta RASMUSSEN que pudiera funcionar? Estas y otras
muchas preguntas se fueron realizando y contestando a lo largo de estos afios
y siglos por los estudiosos de la célula.

Para el andlisis de esta segunda etapa vamos a basarnos en lo descrito
segun los textos de citologia de distintas épocas, comenzando por el de CAJAL
(1921), URTUBEY (1931), De ROBERTIS (1946), ORTIZ PICON (1947),
GRUNDMANN (1967), PILET (1968) De DUVE (1988), PEREZ DE VARGAS
(1992), ALBERST (2008) y terminando con el ultimo publicado este afio, el
texto de COOPER (2010).

¢,Como desnudaron los citélogos clasicos a la célula?
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Ellos la desnudaron y la describieron como es, al principio, utilizando el
microscopio Optico como instrumento y el desarrollo de la técnica citologica
como medio. CAJAL (1921) nos defini6 a la célula como “la porcién elemental
dotada de vida” Por su parte, URTUBEY, la encuadra como “una masa
circunscrita de protoplasma diferenciado que encierra constantemente en un
punto cualquiera de su cuerpo un organito especial, el nicleo”. Dicha definicidon
la realiza el autor en su libro “Elementos de Histologia” que publicado en 1931,
ese texto lo guardo en mi estanteria con amor, como diria MENENDEZ y
PELAYO, porque al envejecer conmigo me sigue siendo muy Util.

Las células se presentan de forma y tamafios variables, aisladas o
agrupadas en colonias. Pero en todas ellas los caracteres fundamentales del
contenido celular siempre presentan un plan estructural coman a todas ellas.

¢, Cudl es, este plan estructural comun a todas las células? La célula
estaba formada por un citoplasma, una membrana y un nucleo; imprescindibles
para la realizacion de sus funciones vitales: el metabolismo y la reproduccion.

El ndcleo, aunque observado por FONTANA (1780), fue BROWN (1831)
quien propuso su nombre. Es un corpusculo constante a nivel central, de
volumen, numero y formas variables. Al ir desnudando a este nucleo se
identificaron las estructuras que lo componen. Y asi VALENTIN (1836)
describié el nucléolo, FROMMANN (1865) la membrana nuclear, FLEMMING
(1876) la cromatina, WALDEYER (1888) los cromosomas y WILSON (1896) los
cromémeros. Todos estos elementos estaban incluidos en una substancia
aparentemente liquida, el plasma nuclear, que se denominé el jugo nuclear o
carioplasma.

Aungue el término de protoplasma lo emple6 PURKINJE (1840), fue
realmente REMAK (1855) quien precisdé que era el contenido de la célula.
HANSTEIN (1880) utilizd el de hialoplasma y CARNOY (1884), finalmente, el
término de citoplasma, el cual fue el que se generalizé.

En la zona periférica del citoplasma se describia -el exoplasma-, que
CAJAL (1921) defini6 como una lamina transparente que envuelve
exteriormente a la célula. A veces, se asocian y forman unas bandas de cierre
descritas por BONNET, ZIMERMANN, COHN y PRENANT. Ya en aquella
época, se describian la presencia de los pseudopodos, las pestafas vibratiles,
kinocilios y estereocilios como apéndices exoplasmicos.

Dentro del citoplasma se observaba el mitoma o reticulo que estaba
constituido por las citofibrillas, que poseian un papel esquelético y de sostén. Y
asi se describieron, las epiteliofibrillas (TELLO, RIO-HORTEGA), las inofibrillas
(TELLO), las miofibrillas (APATHY), las neurofibrillas (BETHE, APATHY), y por
altimo las gliofibrillas (WEIGERT, CAJAL).

Cerca del nucleo se observaba el centrosoma de BOVERI (1887),
constituido por el centriolo (HEIDENHAIN, 1907) que se agrupaba en dos
formando el diplosoma y que estaba colocado en el centro de la centroesfera
(BOVERI, 1901) o centroplasma (HEIDENHAIN, 1907). Esta estructura tiene un
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papel fundamental en los procesos de divisién celular. Ya en aquella época,
EHRMANN, ZIMMERMANN vy RIO-HORTEGA, sostienen la presencia
centriolar en la base de implantacién de los flagelos. Debido a que ya se sabia
de la existencia del aparato quinético celular, que STRASBURGER (1888)
denominaba el Kinoplasma y que estaba integrado por los cilios y flagelos.

Dentro del citoplasma de las células se describieron unos organulos que
se les relaciond con el metabolismo. Se presentaban como unos corpusculos
que BENDA (1897) llamo6 mitocondrias, o como unos filamentos, que MEVES
(1908) describi6 como condriocontes, y al conjunto de todas ellas condrioma.
Asi como el condrioma se presenta en todas las células animales y vegetales,
los plastos descritos por STRASBURGER (1884) solo se visualizan en estas
altimas.

En la mayor parte del citoplasma de las células es posible distinguir, a
veces, unas vacuolas que vislumbr6 DUTROCHET (1824). Afios mas tarde,
DANGEARD (1912) denomind vacuoma al conjunto de todas ellas.

Dentro del citoplasma y cerca del nucleo, se describi6 un aparato
reticular interno, intestino celular, o aparato de Golgi. CAJAL (1921), lo situaba
habitualmente en el “polo mundial” de la célula, es decir, cerca de la superficie
gue se relaciona con el mundo exterior, como veremos mas adelante.

Por otra parte, McALLUM (1891), EBERTH y MULLER (1892) vy
SOLGER (1894) describieron unas estructuras filamentosas intensamente
basofilas que GARNIER (1899) denominé ergastoplasma, en la porcion basal
del citoplasma de las células de las glandulas salivares humanas.

Por ultimo, dentro del citoplasma se describié la existencia de los
microsomas o enclaves de CARNOY (1884).

El mito del mundo subcelular descrito inicialmente en la célula, fue muy
discutido a lo largo de esos afios, por lo que se hacia necesario profundizar
mas en lo invisible para descubrir su auténtica realidad, y esto se pudo realizar
gracias a la introduccion del microscopio electrénico para el estudio de las
células y los tejidos. Este hecho constituyd una etapa decisiva en el
conocimiento de los componentes subcelulares, al comenzar a captarse su
ultraestructura.

¢, Como se entiende a la célula humana actualmente?

El desarrollo de la microscopia electrénica se realiz6 gracias a las bases
establecidas por THOMPSON, BROGLIE y BUSCH, que llevaron a KNOLL y
RUSKA a construir en 1931 las primeras lentes electronicas. RUSKA vy
BORRIES (1933), construyeron el primer microscopio electronico y MARTON
(1937) public6é las primeras imagenes ultraestructurales de preparaciones
citolégicas, con lo que nacia el mito de una citologia ultraestructural. Con el
impulso de la microscopia electronica asociada a la centrifugacién la citologia
morfologica experimento un progreso espectacular.
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GONZALEZ-SANTANDER (1999), en su libro nos indica que fue BRU al
ampliar sus estudios en Zurich (1933), con SCHERRER, cuando se inicia la
microscopia electrénica en nuestro pais, ya que al regresar a Espafia comienza
a desarrollar la misma. El primer microscopio electrénico de trasmision que se
instald6 en Espafia fue en 1946. La Sociedad Espafiola de Microscopia
Electrdnica inicia su andadura, diez afios mas tarde, en 1956. Un afio después,
en 1957, es cuando se instal6 en la Facultad de Medicina de Granada, el
primer microscopio electronico un Philips E.M.-100, a cargo de LOPEZ
GONZALEZ y de MENDOZA. EL microscopio electrénico de barrido que se
desarrollo mucho después, cuando el sistema de television fue creado, se
instal6 en nuestra Facultad en 1981, de nuevo un modelo Philips, el S.E.M.-
505, en el Departamento de Histologia, a cargo de CAMPOS. Dicho
microscopio se puede ver, hoy en dia, en espera del deseado Museo de
Medicina, situado en el hall de entrada de las salas de practicas de nuestra
Facultad.

Con estos instrumentos los citdlogos como PALADE, PORTER, De
DUVE, RODHIN, SJOSTRAND, De ROBERTIS, COSSLET, HIRSCH,
TRILLAT, DUPOUY, Van BORRIES, ROHLER, HASHIMOTO, BLACKMAN,
describen la intimidad ultima de la célula. Pero queremos llamar la atencion,
que esto no fue facil, al contario plante6 bastantes dificultades al intentar
compaginar la descripcion de los organulos clasicos con los obtenidos a nivel
ultraestructural.

A la vez, a la citologia clasica se le afiadié una perspectiva molecular
que fue ampliando el conocimiento de la célula, configurAndose una citologia
bioguimica o molecular. LENHNINGER (1972) establecié una jerarquia de la
organizacién molecular de la célula de mucho impacto en su tiempo. CAMPOS
(1975), desde esa perspectiva, rescaté para la célula, en el sentir de MONOD,
dos propiedades paradodjicas que caracterizan a los seres vivos: emergencia y
teleonomia, y a través de ellas partiendo desde bases morfolégicas y
estructurales construye el funcionamiento quimico-molecular de la célula viva.

Pero en estos afios ademas, emerge con fuerza una nueva ciencia la
“Genética”, que desde que BATESON defini6 sus objetivos en 1906, ha
experimentado cambios espectaculares. El redescubrimiento de las leyes de
MENDEL dié a conocer la transmisién de los caracteres hereditarios, pero sin
lugar a dudas fue el estudio de la naturaleza y las propiedades del material
hereditario lo que impulso la genética. Al encontrarse dicho material dentro de
la célula quedaron ambas ciencias también entrelazadas en una citogenética.

Por tanto, esta realidad de la Biologia Celular moderna implica, como
nos lo han recordado recientemente BECKER, KLEINSMITH y HARDIN (2007),
el entretejido de estas tres ramas en una Unica cuerda: la citologia, la
bioguimica y la genética. Debido a la extension de cada una de estas ramas
gue integran la cuerda de la célula, y que sus fronteras y limites no estan del
todo bien definidas como afirman LACKIE & DOW (1989) y KORDON (1994),
vamos a seguir el consejo de WILSON “la clave de cualquier problema
biolégico tiene que buscarse finalmente en la célula” como se indica en el texto
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de Biologia Celular de ALBERTS, BRAY, LEWIS, RAFF, ROBERTS vy
WATSON (2008), eso si con la perspectiva biosanitarias.

CAMPOS (1985) definié los estados no lesidnales, -por tanto de base
histologica-, desde esa perspectiva biosanitarias en que las células se
comportan biolégicamente, concretamente, en los: estados euplasicos,
proplésicos y retroplasicos. Dichos estados celulares nos permiten comprender
el substrato morfoestructural en el que asientan las lesiones, los mecanismos
que conducen tanto a la formacién como a la defensa y reparacion de las
mismas y las posibilidades terapéuticas y efectos microscopicos de
determinadas técnicas farmacolégicas, fisicas y quirirgicas.

El estado euplasico es el estado ortotipico o estado de salud
“propiamente dicho”, dicho estado o actividad como lo denomina FROST
(1986) puede variar en distintas poblaciones celulares e incluso en una misma
poblacién celular. Para el estudio de la célula constituye un objetivo especifico
su indagacion y sistematizacion.

La célula euplasica humana

Es una célula eucaribtica, por tanto constituida por una membrana, un
citoplasma y un ndcleo. NOMBELA (2007) describe a la célula como un
ambiente definido en el que trascurren procesos vitales. Dicho ambiente lo
tiene porque esta rodeada por una membrana plasmatica, que define la
frontera con el exterior. Gracias a esta membrana existe una separacion, que
no aislamiento, ya que el intercambio es continuo y muy complejo, entre célula
y el medio externo determinando la composicion del citoplasma. En 1959,
ROBERSTON, confirma con el microscopio electronico la existencia de ella,
describiéndola como una hojilla de estructura trilaminar. Est4 altamente
ordenada, gracias a la articulacién especifica de las macromoléculas que la
integran, formando un mosaico fluido propuesto por SINGER y NICOLSON en
1972, en el que las proteinas estan insertadas en una bicapa lipidica. Esta
fluidez permite entender las dos funciones fundamentales que ejerce la
membrana. Estas son, la regulacion del trafico de sustancias, tanto hacia
adentro (endocitosis) como hacia fuera de la célula (exocitosis), y la de recibir
seflales del medio exterior, a los que la célula habr4d de responder
adecuadamente.

El término de endocitosis, fue acufiado por De DUVE (1963) que incluia
tanto la ingestion de particulas grandes (la fagocitosis), como la entrada de a
través de vesiculas pequefias (la pinocitosis) que resultan ser esenciales para
entender la permeabilidad celular.

Muchas de las proteinas de la membrana actian como receptores, con
lo cual la célula recibe todo tipo de sefiales exteriores. A traves de sus
receptores de membrana, la célula “sabe” cuando puede llevar adelante los
procesos que conducen a su multiplicacion, cuando debe hacerla, como se
puede relacionar con las células vecinas o qué situaciones suponen un estrés
al que debe hacer frente. El conjunto de receptores presentes en la membrana
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de las células constituye una de las bases principales de la especializacion
celular.

En contacto con la lamina externa que constituye la membrana
plasmatica se describié una fina estructura de aspecto fibroso, la cubierta
celular o glicocalix, término utilizado por BENNET (1956). Dicha cubierta esta
constituida por un manto de carbohidratos que desempeia un papel de barrera
frente a microorganismos invasores y como marcadores implicados en la
interaccion célula-célula.

En esta membrana, se empezaron a determinar las diferenciaciones que
ofrecia esta estructura. GRANGER y BACKER (1952) describieron los
componentes ultraestructurales de las microvellosidades, una de las
especializaciones que puede presentar la membrana. PORTER, (1956);
SALPETER y SINGER, (1959) aportaron la estructura de los desmosomas,
confirmando su naturaleza de puente celular. Y que, hoy en dia, se incluyen
dentro del gran capitulo de las uniones o interacciones entre las células. Las
cuales pueden ser adherentes, ocluyentes o comunicantes. Ademas de estas
uniones entre las células existen otras que interaccionan con la matriz
(hemidesmosomas y contactos focales), en ellas, las integrinas juegan un papel
singular. Estas uniones permiten unas interacciones directas entre las células
gue son criticas para el desarrollo y para la funcibn de los organismos
pluricelulares. Dichas uniones pueden ser transitorias o estables.

NOMBELA (2007) considera a la célula como soporte de vida, y es en el
citoplasma donde ocurren tres procesos de vida:

El primero, los procesos que definen lo que llamamos metabolismo, todo
un conjunto de cambios, quimicos y fisicos, de los materiales que la célula
transporta a su interior y que son esenciales para desarrollar sus funciones.

En segundo, el citoplasma construye el soporte fisico de los procesos
fundamentales de obtencibn de energia y su transformaciéon en formas
aprovechables para la célula.

El tercero proceso es la sintesis de proteinas. Cada célula es portadora
de millones de moléculas de proteinas que responden a una variedad notables
de tipos, en funcion del numero y la calidad de los genes propios de la especie.
En la especie humana se pueden generar seguramente mas de 100.000
proteinas diferentes. Ademas, existen procesos de degradacién de las
proteinas que son tan importantes como su sintesis, ya que permite el
recambio de estas moléculas que es esencial para el funcionamiento de la
célula.

Dentro del citoplasma nos encontramos con el citosol o hialoplasma, es
el medio interno transparente de las células. Al microscopio electrénico
aparentemente carece de estructura, es homogéneo Yy constituye el
sobrenadante obtenido después de varias fases de ultracentrifugacion, en el
que se ha eliminado el material particulado. En él se producen numerosas
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reacciones catalizadas por enzimas solubles y se desarrollan los procesos
catabdlicos y anabdlicos dentro de las células.

El citoesqueleto, consiste en una red de filamentos de proteinas que se
extienden por todas las células eucaritticas, proporcionando una armazoén
estructural, a modo de andamio que determina la forma celular y la
organizacion general del citoplasma. Ademas, intervienen en el transporte
intracelular, la movilidad celular, la mitosis y la meiosis. Segun PORTER (1981)
esta formado por los siguientes componentes: los microfilamentos de actina,
los filamentos intermedios y los microtdbulos, que se mantienen juntos y unidos
mediante proteinas accesorias a los organulos intracelulares y a la membrana
plasmatica.

Los microfilamentos de actina son las estructuras mas pequefas del
citoesqueleto, sus filamentos poseen 7 nm de grosor. La actina es la proteina
citoesquelética mas importante de la mayoria de las células. HOLMES vy
KABSCH en 1990 determinaron la estructura tridimensional tanto de las
moléculas individuales como de los filamentos de actina.

Los filamentos intermedios estudiados por LAZARIDES (1981), son un
grupo heterogéneo de estructuras que se denomina asi porque tienen un
didmetro de 10 nm, intermedio entre el de los microfilamentos y el de los
microtUbulos, y son las estructuras méas estables del citoesqueleto. Hasta el
momento se han descrito unas 50 proteinas de los filamentos intermedios. Se
clasifican en seis grupos: Tipo | (queratinas acidas); Tipo Il (queratinas neutras
o basicas); Tipo Il (Vimentina, Desmina, Proteina acida fibrilar glial, y
Periferina); Tipo IV (Neurofilamentos: NF-L, NF-M, NF-H y la a- internexina);
Tipo V (Laminas nucleares Ay B) y el Tipo VI (Nestina).

Los microtubulos, son varillas rigidas y huecas de aproximadamente 25
nm de diametro. Son estructuras dindmicas que estan continuamente
ensamblandose y desensamblandose. A estos microtibulos se les denominan
microtubulos labiles. Se componen basicamente de un Unico tipo de proteina
globular, la tubulina. Los heterodimeros de a- y de B-tubulina polimerizan para
formar los microtibulos que estan constituidos por 13 protofilamentos
ensamblados alrededor de un corazon hueco. En las células humanas, la
mayoria de los microtibulos se dirigen hacia fuera desde el centrosoma, que
se localiza cerca del nucleo. El centrosoma se conoce ahora como un centro
organizador de microtubulos, porque a partir de él se inicia el crecimiento de
ellos. La proteina clave en el centrosoma es la y-tubulina.

Los microtibulos son los responsables de diversos movimientos
celulares, incluyendo el transporte intracelular y el procesamiento de las
vesiculas de membrana y organulos, la profusion de los axones de las
neuronas, la separacion de los cromosomas en la mitosis y el batir de los cilios
y flagelos. Para ello requiere la existencia de proteinas motoras microtubulares:
la dineina identificada por GIBBONS en 1965 y la quinesina por BRADY, VALE,
REESE Y SHEETZ en 1985.
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A diferencia de los microtubulos labiles, existen en la célula estructuras
microtubulares que cuando alcanzan un determinado tamafio pierden la
capacidad dindmica de ensamblaje y desensamblaje, constituyendo las
denominadas estructuras microtubulares estables. Los centriolos, los cuerpos
basales de cilios y flagelos y los componentes microtubulares del axonema de
cilios y flagelos son ejemplos de microtubulos estables. Para la estabilizacion
de microtUbulos se requieren proteinas asociadas a los microtubulos (MAP). Se
conocen un gran numero de MAP que varian en funcién del tipo de célula.
Entre ellas figuran MAP-1, MAP-2, tau y MAP-4.

Los centrosomas, fueron observados por FAWCETT (1959) con
microscopia electronica y estdn constituidos por un par de centriolos,
orientados perpendicularmente entre si, y rodeados por un material
pericentriolar amorfo. BESSIS, en 1960 describié dicha ultraestructura. Los
centriolos son estructuras cilindricas constituidas por nueve tripletes de
microtubulos, de manera similar a los cuerpos basales de los cilios y flagelos.

Los cilios y los flagelos son prolongaciones de la membrana plasmatica
constituidas por una axonema formado por 9 dobletes de microtibulos y un par
de microtubulos centrales (9+2), y un gran numero de proteinas responsables
del mantenimiento estructural y del movimiento. En este sentido, cabe destacar
la presencia de los denominados brazos de dineina.

Las inclusiones paraplasmaticas del tipo de pigmentos (enddgenos o
exdgenos), sustancias de reserva (gotas lipidicas, acumulos de glucégeno,
etc.) y cristaloides son inclusiones citoplasméaticas temporalmente inertes fruto
de la actividad de la célula.

Los ribosomas fueron descubiertos en 1958 por PALADE y supuso una
revolucién en el campo de la fisiologia celular. Dichos organulos se encuentran
libres en el citosol e intervienen en la sintesis de proteinas a partir de la unién
de aminoacidos en un orden que esta predeterminado por el ADN. Se
caracterizaron como particulas subcelulares mediante ultracentrifugacion de
célula lisadas y normalmente se designan de acuerdo con su coeficiente de
sedimentacion: 80S para los de las células eucaridticas. Descripciones
realizadas por HUXLEY y ZUBAY, junto con las de BOUBLIK y HELLMAN
(1977) han contribuido a establecer el modelo tridimensional de ellos que estan
compuestos por dos subunidades distintas, compuestas por proteinas y ARN
ribosémicos. La subunidad menor de los ribosomas eucarioticos es de 40S,
contiene ARNr 18S y unas 30 proteinas; la subunidad mayor es de 60S y
contiene los ARNr 28S, 5.8S y 5S ademas de 45 proteinas.

Dichos ribosomas, de los que pueden existir entre 5y 10 millones en una
célula en crecimiento, se pueden encontrar libres en el citosol o asociados a
membranas. A veces, encontramos unidos varios ribosomas a través de una
molécula de ARNm y a estas estructuras que fueron descubiertas por RICH,
las denominamos polisomas o polirribosomas.

El sistema de endomembranas, esta constituido por la membrana
nuclear, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi.
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El reticulo endoplasmico, es un sistema intracitoplasmico de tubulos y
sacos (cisternas) delimitados por una membrana lipoproteina, descrito por
MARTIN y MORTON en 1956, se extiende desde la membrana nuclear por
todo el citoplasma. En la célula existen dos tipos distintos de reticulo
endoplasmico que realizan diferentes funciones. Cuando en 1945, PORTER,
CLAUDE y FULLAM redescubrieron el ergastoplasma, en un cierto nimero de
células animales, y lo bautizaron con el nombre de reticulo endoplasmico, en
verdad lo que estaban hablando es del primer tipo de RE el rugoso por estar
cubierto por ribosomas. El segundo tipo es el RE liso que no esta asociado con
los ribosomas y esta implicado en el metabolismo de los lipidos.

Al iniciarse la era del microscopio electrénico, los problemas planteados
por las estructuras golgianas empezaron a aclararse. DALTON, por una parte,
y HAGUENAU y BERNHARD, por otra, en 1950 describieron en las células
unas formaciones muy parecidas al aparato de Golgi de los primeros cit6logos.
Dicho aparato de Golgi o complejo de Golgi, funciona como una fabrica en la
que las proteinas enviadas por el RE, se reprocesan y distribuyen para ser
transportadas a sus destinos finales: los lisosomas, la membrana plasmética o
la secrecion. Por tanto el aparato de Golgi esta implicado en procesar el amplio
espectro de constituyentes que viajan a lo largo de la via secretoria. GRASSE
et al., en 1955, dieron a conocer la ultraestructura del dictiosoma, elemento
integrante del aparato de Golgi, cada dictiosoma agrupa una serie de bolsas
membranosas aplanadas (cisternas) y por vesiculas asociadas. Un aspecto
llamativo del dictiosoma es su polaridad tanto en la estructura como en la
funcién. Las vesiculas procedentes del RE forman el compartimento intermedio
RE-Golgi (CIREG) y entran por la cara cis convexa del dictiosoma,
habitualmente orientada hacia el ndcleo. Entonces, son transportadas por la
zona media del dictiosoma, donde se afiaden y eliminan azlcares, y salen por
la cara concava trans donde se almacenan y distribuyen, en la denominada red
trans del aparato de Golgi, para su reparto a los destinos finales en la célula.

Los lisosomas, fueron descubiertos por De DUVE en 1951, pero no fue
hasta 1962 cuando NOVIKOFF y ESSNER le dieron su hombre. Son organulos
de morfologia diversa delimitados por membrana y que pueden contener mas
de 50 enzimas hidrolasas acidas diferentes, capaces de degradar la materia
organica. Los lisosomas funcionan como el sistema digestivo de la célula,
sirviendo tanto para degradar el material captado del exterior como de digerir
los componentes obsoletos de la propia célula.

Una de las funciones principales de los lisosomas es la digestion del
material captado del exterior por la célula mediante la endocitosis. Las
vesiculas endociticas se fusionan y forman los endosomas tempranos. El
contenido de los endosomas tempranos es transportado a los endosomas
tardios mediante vesiculas de transporte o0 cuerpos multivesiculares. La
activacion de las enzimas lisosomiales se produce tras la fusion del lisosoma
con el endosoma tardio.

Una actividad fundamental de todas las células es generar energia
metabdlica, y son dos los organulos que estan dedicados especificamente al
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metabolismo energético y a la produccion del ATP: las mitocondrias y los
peroxisomas.

Las mitocondrias desempefian un papel crucial en la generacion de
energia metabolica en las células eucarioticas. Dicha energia la obtienen por la
degradacion de los carbohidratos y de los acidos grasos, que son convertidos
en ATP por el proceso de la fosforilacion oxidativa. Sabemos desde
CHEVREMONT en 1959 que las mitocondrias contienen ADN mitocondrial.
Ademas contienen ARNs mensajeros, transferencia y mitorribosomas. Poseen
un cédigo genético propio diferente e independiente del nuclear.

La organizacion general de las mitocondrias, tal como nosotros la
conocemos en la actualidad, fue descrita con microscopia electronica por
PALADE en 1952 y SJOSTRAND en 1953. Tienen forma granular (ovalada) o
filamentosa dependiendo de la posicion que ocupan en la célula. Dichas
organelas estan constituidas por un sistema de doble membrana, denominadas
membrana interna y membrana externa. Los pliegues de la membrana interna
se denominan crestas mitocondriales y se extienden hacia el interior de la
matriz, donde contiene el sistema genético mitocondrial asi como los enzimas
responsables de las reacciones centrales del metabolismo oxidativo. Cada uno
de estos componentes desempefia un papel funcional distinto, siendo la matriz
y la membrana interna los principales compartimentos funcionales de las
mitocondrias. A diferencia de la membrana interna, la membrana externa
mitocondrial es completamente permeable a las moléculas pequefias, esto es
asi porgue contiene unas proteinas denominadas porinas, que forman canales
que permiten la difusion libre de moléculas menores de 1.000 daltons. La
forma, el numero, el tamafio y la distribucion de las mitocondrias varian en
funcién de la actividad de la célula y proceden siempre de la division de
mitocondrias preexistentes.

En 1954, RHODIN descubrié en el tubulo contorneado proximal del rifién
del ratdon unos organulos de pequefias dimensiones a los que denomind
“‘microcuerpos”. En 1967, De DUVE, llam6 Peroxisomas a los mismos
organulos, porque intervenia en la degradacién del perdoxido de hidrogeno.
Dichos organulos, desde entonces han recibido multiples nombres, como el de
microperoxisomas efectuado por NOVIKOFF en 1972. Son organulos ovoideos
citoplasmaticos pequefos, delimitados por membrana que contienen al menos
50 enzimas diferentes implicadas en diversas reacciones metabdlicas. La
mayoria de las células humanas contienen unos 500 peroxisomas.

El ndcleo, estructura propia de los eucariotas, segun NOMBELA (2007),
es el &mbito de direccidn celular porque es donde radica la direccion de todas
las funciones celulares. Es un organulo muy complejo que contiene, el material
hereditario, en forma de ADN, el genoma celular, y sirve de almacén de la
informacion genética y como centro de control celular. La replicacion del ADN,
la transcripcién y el procesamiento del ARN ocurren en el interior del nucleo, y
s6lo la ultima etapa de la expresion génica (traduccion) tiene lugar en el
citoplasma. La presencia del nucleo, por tanto, permite que la expresiéon génica
sea regulada por mecanismos postranscripcionales, como el splicing
alternativo.
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El niacleo contiene: el nucleoplasma, acimulos de heterocromatina, la
eucromatina, y unos cuerpos esféricos, los nucléolos. La heterocromatina esta
constituida por fibras de ADN superenrolladas, espacios intercromatinicos que
separan los granulos de heterocromatina y por los que circulan los filamentos
de ADN poco condensados.

El nucleo est& limitado por la envoltura nuclear, la cual esta formada por
dos membranas (interna y externa) separadas por un espacio, el espacio
perinuclear. Esta membrana estd interrumpida en determinados lugares, donde
se organizan los complejos del poro. Dichos complejos estan integrados por
mas de 30 proteinas distintas. La microscopia electrénica de dichos complejos
ha permitido describir que estan constituidos por ocho subunidades
estructurales alrededor de un canal central. Este poro es la via central que
utilizan las proteinas y los ARN para atravesar la envoltura nuclear.

Un armazon que agrupa a las moléculas de lamina y la matriz nuclear
mantiene la estructura del nucleo; este armazén comprende moléculas de
lamina (Filamento intermedio del citoesqueleto nuclear, “el nucleoesqueleto”)
gue se asocian en una lamina adherida a la cara interna de la membrana
interna de la envoltura nuclear, por proteinas fibrilares y una red fibrosa. Y por
sSu cara interna, la lamina entra en relacion con la heterocromatina periférica,
que se tifie fuertemente en microscopia electronica.

La cromatina se condensa durante la mitosis para formar los
cromosomas compactos metafasicos que se distribuyen a las células hijas.
Durante la interfase, una parte de la cromatina (heterocromatina) permanece
muy condensada y es transcripcionalmente inactiva; el resto de la cromatina
(eucromatina) esta descondensada y distribuida por todo el ndcleo.

Las células contienen dos tipos de heterocromatina. La heterocromatina
constitutiva esta formada por secuencias de ADN que nunca se transcriben,
como las secuencias satélites localizadas en los centromeros de los
cromosomas. La heterocromatina facultativa contiene secuencias que no se
transcriben en la célula observada, pero si se transcriben en otros tipos
celulares.

Aungue la cromatina interfasica parece que se distribuye uniformemente.
Los cromosomas realmente se disponen de manera organizada y se dividen en
distintos dominios funcionales que desempefian un papel fundamental en la
regulacion de la expresion génica. Eso fue sugerido por RABL en 1885, aunque
no fue hasta 1984 cuando se confirmd por el grupo de MATHOG. Hoy sabemos
que los cromosomas ocupan zonas definidas por su ocupacion que estan
separadas por dominios intercromosémicos donde se cree que ocurre el
procesamiento y el transporte del ARN.

Ademas de estas estructuras, en el interior del nacleo se han descrito
otras formaciones, como las Motas, los cuerpos LPM y los cuerpos de CAJAL.
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Las células eucaridticas han desarrollado un nucléolo a lo largo de su
evolucion, es una region nuclear que no esta limitada por membrana. Se
organiza alrededor de las regiones de los cromosomas que contienen los
genes para los ARNr 5.8S, 18S y 28S, y por tanto es el sitio donde tiene lugar
la transcripcion y el procesamiento del ARNr, y el ensamblaje de las
subunidades ribosémicas. Hoy se entienden como fabricas de produccion de
ribosomas. La microscopia electrénica revela que dicha regién consta de tres
compartimentos diferenciados. El compartimento mas claro, el centro fibrilar
contiene proteinas implicadas en la transcripcion: ARN polimerasa |, ADN
polimerasa |, factores de transcripcion UBF (upstream binding factor) y la
nucleolina. Alrededor de este esta situado el componente fibrilar denso que
contiene la fibrilarina asociadas a pequefas ribonucleoproteinas nucleolares
(snoRNP) implicada en la escision del pre-ARNr y en el ensamblaje
postrasncripcional de los prerribosomas. Por dltimo, un tercer compartimento,
que rodea al anterior, el componente granular que contiene los prerribosomas.
Estos tres compartimentos posiblemente reflejan la progresion de las etapas de
transcripcion del ARNr, procesamiento y ensamblaje de ribosomas. Después
de cada division celular, los nucléolos se forman alrededor de las regiones
cromosOmicas que contienen los genes para los ARNr, y por esta razon se
denominan regiones o centros organizadores nucleolares (NOR).

Por tanto, en la mayoria de las células, los nucléolos que inicialmente
estan separados se fusionan para formar un Gnico nucléolo. El tamafio del
nucléolo depende de la actividad metabdlica de la célula, siendo los nucléolos
observados mas grandes, en las células que presentan una gran actividad de
sintesis de proteinas.

A pesar de considerar a la célula individualizada, este elemento esta en
comunicacién con las células vecinas y el material extracelular que dia a dia
estd adquiriendo una importancia capital en el lenguaje y comunicacion de las
células. Por tanto, tendremos en un futuro no muy lejano que preguntarnos
¢, Qué lugar ocupan en la Teoria Celular los componentes extracelulares
existentes en los Tejidos? Esta pregunta, que es apasionante de analizar,
l6gicamente, se aleja del contenido del presente discurso.

Tercera etapa: La célula protagonista de su vida.

Siempre naces y mueres, siempre creces y vives
Antonio Carvajal

La muerte de un organismo, en nuestro caso el ser humano, es
considerado como un suceso tragico. Pero a nivel celular, es paradéjicamente
un prerrequisito para la vida.

POTTEN y WILSON (2004), se preguntan ¢(Cémo nosotros sabemos
gue una célula esta viva o muerta? Ellos definen la vida de un ser vivo, en
nuestro caso, la célula cuando es capaz de demostrar varias capacidades: el
movimiento, el metabolismo, la percepcion sensorial y la capacidad
reproductiva. Y la ausencia de dichas capacidades define a la muerte celular.
Sin embargo no resulta facil saber cuando se inicia esa perdida de vida.
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De todas las capacidades, es la reproduccion -la division celular-, la que
se establece como esencial para considerar viva a la célula. Ya VIRCHOW en
1855 afirmdé que una célula procede de otra célula, y formulé su celebre
aforismo “Omnis cellula e cellula”. Toda célula procede de una célula
preexistente. Posteriormente STRASBURGER (1879) al demostrar que los
nacleos proceden de otro nucleo, pudo escribir “Omnis nucleus e nucleo”. Ya
que la vida celular se inicia gracias a la capacidad de autoreproduccion que
poseen todas las células y la muerte es considerada, como mecanismo de
seguridad para equilibrar cuando esta capacidad esté alterada.

La vida celular, como la nuestra, se inicia por un nacimiento, a través de
la division celular, por tanto esta implicada, como no recuerda FERRER (1940),
en el desarrollo y en la perpetuacion de las especies. En el hombre, ademas
forma parte del proceso de crecimiento, como nos lo sefiala PEREZ DE
VARGAS (1983), por medio del mecanismo crecimiento-multiplicacion, basado
en el aumento del nimero de células a través de la division, que permite que
desde el huevo humano, lleguemos a ser lo que somos. Posteriormente pasa a
unas etapas de diferenciacion, maduracion, envejecimiento y termina con su
muerte. Lo importante de la célula, es que ella puede decidir, al igual que
nosotros aunque no sea éticamente correcto, entre seguir viviendo o por el
contrario morir programadamente. Este “suicidio” celular durante el periodo del
desarrollo embrionario y fetal se realiza de manera ordenada y controlada, y
parece hasta légico y ortotipico. Una vez ya establecido el cuerpo, cada célula
individual debe funcionar arménicamente, esto es, en homeostasis, tanto con
las células vecinas que le rodean como con el organismo completo al cual
pertenece. Esta perdida de la homeostasis con el objetivo de seguir viviendo, a
veces, hace que intervenga el suicidio programado.

Desde WEISMANN (1863) sabemos que en todo ser vivo, incluido el
hombre, existen dos tipos especiales de poblaciones celulares: las germinales,
el conjunto de células reproductoras y las somaticas, el resto de las células que
integran al individuo. Por ello, la division celular en el hombre son de varios
tipos: mitosis, meiosis y amitosis.

Como sabemaos, la mitosis, término propuesto por FLEMMING (1882), es
el tipo de division mas frecuente de las células somaticas, también recibe el
nombre de divisibn somatica tipica o division celular indirecta. En ella, se
produce un reparto equitativo del material nuclear y citoplasmaético,
originAndose dos células diploides, con 46 cromosomas en la especie humana,
que contiene los mismos caracteres hereditarios que la célula parental.

El segundo tipo de division celular, la meiosis, se encuentran en los
organismos de reproduccién sexual. Es la forma de division tipica de las células
germinales y su finalidad es producir gametos de dotacion haploide, como pudo
observar Van BENEDEN (1889). En ella se verifica un intercambio genético
entre los cromosomas homaologos y una reduccion a la mitad del namero, pero
a diferencia de la mitosis, no se lleva a cabo un reparto equitativo del material
celular entre las células hijas, ya que en la gametogénesis masculina se forman
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gametos con cromosomas sexuales diferentes, X e Y, y en la femenina el
material citoplasmatico pasa en su mayor parte a un solo gameto, el 6évulo.

Finalmente, es posible ver en la especie humana un tercer tipo de
divisién celular de mecanismo rudimentario la directa o amitosis, en la que se
produce un reparto desigual del material celular entre las células hijas.

Ciclo celular

El periodo de vida de una célula esta condicionado por unos procesos
coordinados: crecimiento celular, replicaciéon del ADN, distribucion de los
cromosomas duplicados a las células hijas y division celular. Esto se repite
sucesivamente en unas determinadas fases, que configura el denominado ciclo
celular.

En la célula humana, este ciclo celular es mas complejo y consiste en
cuatro fases. Se agrupan en dos etapas: la interfase o etapa de la vida de la
célula en la que no se divide y clasicamente considerada como etapa de
reposo y que esta constituidas por las fases G;, Sy G, y la fase de divisidon
celular o fase M, que consiste en la mitosis, a la que suele seguir la citocinesis
por la que la célula se divide.

Las sefiales extracelulares —proteinas del tipo MCM ¢ factores de
crecimientos- y el tamafio de la célula regulan la progresion del ciclo celular a
través de unos puntos de controles especificos del mismo. Dichos puntos, son
momentos del ciclo celular en los que la célula “se asegura” de que el proceso
se ha desarrollado correctamente, provocando su detencién, en caso contrario
y activando su continuidad si la situacion es fisiolégicamente correcta. En el
momento presente, son los siguientes: el punto de restriccion situado en la fase
G, los puntos de control del dafio al ADN, situados en Gi, Sy Gy, el punto de
control G, que impide la iniciacion de la mitosis antes de la complexion de la
fase S, y el punto de control de ensamblaje del huso, localizado al final de la
mitosis.

Hoy sabemos que existen, ademas, distintos reguladores de la
progresion del ciclo celular. Entre ellos, comentaré, a modo de ejemplo, el
factor promotor de la maduracién (MPF), que es un dimero constituido por la
ciclina B y por la proteina quinasa Cdkl, es clave para regular el paso de G; a
M.

La mitosis o fase M es la division celular propiamente dicha. Supone el
reparto equitativo de los materiales generados entre dos células hijas, resultan
de la division de la célula madre. A pesar de ser la etapa mas corta, se
diferencian cuatro fases distintas. En las que la morfologia celular muestra con
claridad el principal objetivo de la division celular, repartir con precision las dos
copias de cada cromosoma formando parte de los dos nucleos resultantes de
la replicacion. En esta fase los cromosomas, una vez duplicados, se
condensan, lo que permite observarlos de forma patente, al igual que el
dispositivo que asegura su reparto, el huso mitético integrado por un conjunto
de fibras (microttubulos) y dos polos dispuestos en los extremos de la célula.
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Este reparto de las copias de los cromosomas, hacia los extremos, acaba
generando los dos nucleos hijos (cariocinesis), como preludio del paso final del
reparto del material citoplasmatico en las dos células hijas (citocinesis).

Una minoria de las células de la poblacién de un organismo pluricelular
se encuentran en fase de division El resto se encuentran en estado de
interfase. Cuando se completa la division, la célula empieza a realizar las
capacidades de una célula viva, como hemos comentado anteriormente, y Si
esta incluida en un organismo pluricelular, comienza un proceso de
diferenciacion que le lleva a adquirir y desarrollar las funciones propias del
tejido en el cual estd integrado. A veces, pasa por un estado de quiescencia o
de reposo durante un tiempo determinado, pasado el cual vuelve a ingresar en
el proceso de diferenciacion y maduracion. A partir de aqui, las células
presentan un punto de transicidén que inicia la manera de morir.

Mecanismos de Muerte Celular

Dos tipos de muerte celular o lesion celular irreversible se distinguen
cladsicamente desde una perspectiva morfoldgica, bioquimica y molecular:
Apoptosis y Necrosis.

La apoptosis fue formulada conceptualmente por KERR, WILLIE y
CURRIE (1972), como un fenémeno biolégico basico, permanente, dinamico e
interactivo que tiene por objetivo eliminar las células que ya no son necesarias
por medio de la activacibn de una serie coordinada y programada de
acontecimientos internos. Dicho término deriva de la palabra griega que
describe la caida de las hojas desde un &rbol 6 los pétalos de una flor, se ha
usado sindénimamente, para bien o para mal, como nos recuerda LaCASSE et
al., (2005) con el de Muerte Celular Programada formalizado por VAUX (2002).
Se observa en células aisladas y en ausencia de reacciones inflamatorias y
morian por medio de un “encogimiento” o “arrugamiento”.

Dicho mecanismo, se interpreta hoy en dia, de acuerdo con NUSSLEIN-
VOLHARD (2009) no como un accidente sino como un tipo de muerte
involucrada en diferentes procesos para eliminar las células que ya no son
necesarias. Estos procesos acontecen en el desarrollo embrionario; en el
mantenimiento de la homeostasis de las poblaciones celulares en los tejidos;
en la defensa en las reacciones inmunitarias; en la eliminacion de las células
lesionadas por enfermedad o por agentes lesivos, y por ultimo, en el
envejecimiento.

EARNCHAW (1995), describe que el proceso de apoptosis ocurre en
dos etapas: una etapa inicial o fase de induccion y transduccion de sefales y
una etapa final o fase de ejecucion. La fase de induccion, es donde la célula
toma la “decision” de entrar en apoptosis y al no presentar dato morfolégico
alguno que lo evidencie, resulta dificil de observar. En esta fase la célula
integra los estimulos sefales pro y antiapoptéticos tanto externas como
internas. Por lo que, un determinado estimulo es capaz de iniciar la cascada de
sefales intracelulares necesarias para que la apoptosis tenga lugar. Estas
sefales vienen dadas por proteinas codificadas por genes (p53, c-myc, E2F,
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NF-kB.) A parte de estos genes, también intervienen los genes de la familia Bcl-
2 (como los Bcl-XL proapoptoticos: Bax, Bak; Bad, Bik) y las citoquinas de
supervivencia (PERALES et al, 2007).

Se distinguen dos vias principales de transduccién o transmision de
seflales para inducir la apoptosis: la via del receptor de muerte, y la via
mitocondrial. En la via del receptor de muerte intervienen el subgrupo de la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR) (ASHKENAZI
y DIXIT, 1998; DIEZ, 2000) que reconoce sefales extracelulares que inducen la
muerte celular. Actualmente se conocen cinco receptores de muerte diferentes:
el receptor del factor de necrosis tumoral (TNF)1, el CD95 (Fas/APO1), la
proteina mediada por apoptosis relacionada con TNF (TRAMP) y los receptores
1y 2 del ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL). La via
mitocondrial se inicia con la liberacion del citocromo c de la mitocondria, el cual
se integra en el “apoptosoma” junto, Apaf-1 y procaspasa 9 (JIA et al., 2001;
CHEN y WANG, 2002). Esta estructura activa a la caspasa-9, la cual estimula
a la caspasa-3 que induce la muerte celular. Se ha postulado otro mecanismo
mitocondrial, el factor inductor de la apoptosis (AIF) (KLUCK et al.,, 1997;
CASTEDO et al., 2002) que produce la rotura de los gradientes protdnicos y
eléctricos a nivel de la membrana mitocondrial interna.

La fase de ejecucion, representa el momento en el cual todos los
cambios morfoldgicos se hacen evidentes. El mecanismo central esta
constituido por una familia de proteasas, las “caspasas” (ALNEMRI et al.,
1996), aunque en algunos casos se ha descrito también las “calpinas”
(LaCASSE et al., 2005). Las caspasas pueden ser iniciadoras y efectoras. Las
iniciadoras son las primeras en activarse y éstas activarian a las efectoras. La
caspasa-9, seria una iniciadora y la caspasa-3 una efectora. Las caspasas
responden mediante activacion de una cascada intracelular proteolitica que
ocasiona la activacion o desactivacion de diferentes sustratos celulares que
provocan los cambios morfolégicos de la muerte celular programada.

Las caspasas escinden a mas de 100 proteinas celulares para inducir
los cambios morfoldgicos tipicos de la apoptosis. Entre las estructuras dianas
de las caspasas, COOPER y HAUSMAN (2010), indican las siguientes: un
inhibidor de ADNasa (ICAD) que intervienen en la fragmentacion del ADN; las
laminas nucleares, que interviene en la fragmentacion nuclear; proteinas
citoesqueléticas (actina, miosina, a-actinina, tubulina, vimentina) que
intervienen en la fragmentacién celular y participan en la formacién de ampollas
en la membrana; y proteinas de matriz de Golgi que intervienen en la
fragmentacion del Golgi.

El proceso de muerte celular por apoptosis estd -caracterizado
morfolégicamente por diversas fases: 1) Las células que inician su muerte
comienzan por una perdida del contacto con sus células vecinas y se
desprenden del tejido. 2) La condensacion del nucleo y de la cromatina. 3) La
condensacion del citoplasma con marcada reduccion del volumen celular, 4)
Las mitocondrias liberan citocromo ¢ al citoplasma y pierden potencial de
membrana. 5) La fragmentacion internucleosomal del ADN por parte de
endonucleasas. 6) El burbujeo de la membrana celular y vesicularizacion del
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contenido celular configurando los cuerpos apoptoticos. 7) Sefializacion a
células vecinas para atraer a las células fagociticas. Esta eliminacion de las
células apoptéticas estd mediada por la expresion de sefiales denominadas
‘comeme” presentes en la superficie celular. Estas sefiales incluyen a la
fosfatidilserina, que aunque en células normales esta en la cara interna, en las
apoptoéticas se expresa en la superficie celular donde es reconocida por
receptores que expresan las células fagociticas.

La necrosis, descrita por VIRCHOW, ha sido considerada por COTRAN
et al., (2000) como una muerte accidental de células expuestas a condiciones
extremas en su entorno o dafios genéticos. Desde una perspectiva morfoldgica
y bioquimica se considera como un mecanismo opuesto radicalmente a la
apoptosis. Este tipo de muerte celular es un proceso pasivo que no requiere
energia, ni sintesis proteica, y no esta regulado por mecanismos
homeostaticos. En humanos, la necrosis ocurre fundamentalmente como
consecuencia de importantes cambios en las condiciones fisiologicas, como la
hipoxia, isquemia, hipoglucemia, exposicion a toxinas o metabolitos reactivos
de oxigeno, temperaturas extremas o privacion de nutrientes. Asimismo, dicho
mecanismo de muerte ha sido involucrado en diferentes enfermedades de tipo
neurodegenerativo como la enfermedad de Alzhemier, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington, Esclerosis lateral Amiotréfica y
Epilepsia (MELDRUM 2002). A pesar del papel fundamental que juega la
necrosis celular en la patologia, los hechos moleculares que acontecen durante
su desencadenamiento permanecen todavia controvertidos y poco claros
(SYNTICHAKI'Y TAVERNARAKIS 2002).

COTRAN et al., (2000) desde una perspectiva bioquimica, distinguen
diferentes mecanismos comunes en la mediacion de la lesion celular y la
muerte por necrosis independiente al agente provocador. Dichos mecanismos
son: el agotamiento de ATP, el oxigeno y radicales libre derivados del oxigeno,
el calcio intracelular y perdida de la homeostasis de calcio, los defectos en la
permeabilidad de la membrana y la lesién mitocondrial irreversible.

En los dltimos 20 afios, la apoptosis y la necrosis se han considerado
como los dos tipos fundamentales de muerte celular. Sin embargo, MAINO y
JORIS (1995) proponen un nuevo paradigma: la oncosis. Estos autores indican
que el término necrosis ha sido utilizado por los pat6logos para designar la
presencia de células y tejidos muertos en organismos vivos. A dicha necrosis
se puede llegar por un proceso de apoptosis, morfolégicamente caracterizado
por el arrugamiento y la fragmentacion de la célula, o por un proceso de
oncosis caracterizado por una tumefaccion o hinchazon celular del citoplasma
celular y cariolisis.

TRUMP y BEREZESKY (1996) definieron tres fases en la respuesta
celular ante una lesion de tipo letal: a) La fase preletal, b) La fase de muerte
celular, y c) La fase de necrosis. Durante la fase preletal ocurren todas las
modificaciones morfoldgicas y bioquimicas previas al “punto de no retorno” y
gue son potencialmente reversibles. Estas modificaciones pueden suceder
mediante los patrones morfoldégicos descritos anteriormente, apoptosis u
oncosis. Durante la fase de muerte celular tienen lugar la perdida de la
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integridad de la membrana plasmatica caracterizada por la salida de las
enzimas citosolicas al espacio extracelular (la lacticodeshidrogenasa) y la
captacion de colorantes o fluorocromos de exclusion vital como el azul tripan o
el ioduro de propidio, respectivamente. En la fase de necrosis tienen lugar los
fendmenos degradativos celulares comunes a los procesos de apoptosis u
oncosis, con la excepcién que durante la apoptosis in vivo dichos cambios
ocurren en el interior de fagolisosomas de las células parenquimatosas o
mesenquimatosas adyacentes.

En estos procesos, como acabamos de describir la alteracion del
volumen celular constituye una constante en ellos. Es sabido que las células
tienen la capacidad de reajustar su volumen mediante dos mecanismos: la
disminuciéon regulada de volumen (RDO) o por el aumento regulado del
volumen (RVI) (OKADA et al, 2001). Conocemos también, que en
determinadas situaciones fisiopatoldgicas, las células muestran alteraciones del
volumen celular persistentes que no pueden ser reguladas. Esta incapacidad
en la regulacién del volumen celular ha sido implicada en el inicio y ejecucion
en un tipo u otro de muerte celular (BARROS et al., 2001; OKADA et al., 2001).

En este sentido, MAENO et al., (2000) sugieren el concepto de descenso
del volumen apoptético (AVD) para describir la alteracion en el volumen celular
caracteristica de la muerte celular por apoptosis que ocurre sin la activacion de
RVI. En contraposicion, el concepto de incremento persistente de volumen
asociado a la necrosis (NVI) u oncosis ha sido asociado a una incapacidad de
activacion del mecanismo de RVD (BARROS et al., 2001). En conjunto, estos
hechos indican que la regulacién del volumen celular y la maquinaria molecular
e idnica intracelular implicada en dicho fenémeno (OKADA et al., 2001), juegan
un papel fundamental en el inicio, progresion y ejecucion de los diferentes
mecanismos de muerte celular.

Por tanto, la perdida de homeostasis idnica intracelular se encuentra
dentro de los mecanismos involucrados que culminan con la lesion celular
irreversible o muerte celular (BUJA et al., 1993; YU et al., 2001). Esto sugiere
que los iones pueden jugar un papel fundamental en el proceso de
irreversibilidad de la lesion celular (ZABITI, 2002).

En este sentido, nuestro Departamento de Histologia inicié y desarrollo
el estudio con microscopia electronica analitica del comportamiento iGnico
intracelular en células en cultivos, como posteriormente comentaremos, con el
objetivo de establecer patrones idnicos de los diferentes mecanismos de
muerte celular. Y asi establecimos los indicadores i6nicos intracelulares de
cada tipo de muerte celular. (FERNANDEZ-SEGURA et al., 1999a, CRESPO et
al., 2001; ARREBOLA et al., 2005 y 2006; ALAMINOS et al., 2007).

Cuarta etapa: La célula una esperanza maravillosa.

Condenada a querer vivir
Chantal Maillard
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Para mantener el nimero constante de células en los tejidos y érganos
adultos, la muerte celular debe estar equilibrada por la proliferacion celular.
Para mantener este equilibrio, la mayoria de los tejidos contienen células
capaces de proliferar a medida que sea necesario reemplazar a las células que
han muerto. Estas células constituyen una subpoblacion que hoy en dia
reciben el nombre de células madre.

Estas células han adquirido actualmente gran importancia. MINGOTE y
SANCHEZ RON (2008) en “Viva la Ciencia”, de una forma desenfada, sugieren
que el objetivo de la mayoria de las investigaciones actuales pretende dilucidar
los métodos de obtencion y mecanismos de accion de las células madre.
Constituyéndose, en el nuevo “El Dorado” en las investigaciones biomédica.
Esto es asi, porque ellas son la fuente necesaria para poder llevar a cabo la
Terapia Celular y la construccién de tejidos artificiales mediante las técnicas de
Ingenieria Tisular.

Una célula madre es aquella que tiene gran capacidad de dividirse, en
una division asimétrica, y diferenciarse en distintos tipos de células mas
especializadas (SMITH, 2006), no sélo morfolégicamente si no también a nivel
funcional.

Las células madre fueron identificadas por primera vez en el sistema
hematopoyético por McCULLOCH y TILL en 1961, cuando mostraron que
células aisladas derivadas de la medula 6sea del raton, podian proliferar y
generar multiples tipos diferenciadas de células sanguineas. Cuando
KLEINSMITH y PIERCE (1964) establecieron el origen de los
teratocarcinomas, y propusieron el concepto de célula troncal. A ellas se les di6
el nombre de troncales porque podian dar origen a los mdltiples tipos de tejidos
gue se encontraban en los tumores (STEVENS, 1983).

Diferentes autores, en la década de los ochenta, como LAJTHA,
POTTEN, LOEFFLER, WRIGHT y HALL, definieron a las células madre
existentes en un tejido: como unas células indiferenciadas, capaz de proliferar,
capaz de automantener la poblacion tisular a la cual pertenece, capaz de
producir un numero grandes de células hijas diferenciadas con las
caracteristicas funcionales especificas, capaz de regenerar el tejido después
de una lesién y por ultimo ser capaz de generar células progenitoras. Y asi
establecieron tres categorias en las poblaciones celulares: células madre,
células en transito y células maduras.

Los trabajos de EVANS y KAUFMAN y por MARTIN en 1981
establecieron las bases, de forma casi definitiva y paradigmética, para el
desarrollo de las metodologias necesarias para generar células madres
embrionarias. A través de ellas, los grupos de THOMSON et al.; SAMBLOTT et
al., en 1998 identificaron la células madre o troncal embrionaria humana. Este
descubrimiento constituyo el dltimo gran mito que sobre las células se realiz6
en el siglo pasado. A partir de ese momento, las progenitoras celulares han
sido presentadas como la gran esperanza terapéutica del nuevo siglo. La
utilidad potencial de estas células es enorme, ya que multitud de patologias
seran tratadas en el futuro por medio de la Medicina Regenerativa. Tanto
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repercusion tiene el tema que el Instituto Nacional de Salud Americano a fecha
de 26 de mayo de 2009 habia recibido aproximadamente 49.000 comentarios
interesados por el tema, de grupos de pacientes, sociedades cientificas,
instituciones académicas, organizaciones meédicas, organizaciones religiosas y
ciudadanos. Por otra parte, al realizar una busqueda en Pubmed al introducir el
término células madre aparecen un total de 37.767 publicaciones; y si nos
introducimos en el archiconocido Google aparecen un total de 20.100.000
entradas sobre el tema, ambas referencias fechadas el 14 de febrero 2010.
Estos ejemplos constituyen una buena prueba de las expectativas que ellas
han suscitado.

Las células madre 0 troncales se definen, de acuerdo con WEISSMAN
(2000) de manera puramente funcional como unidades bioldgicas capaces de
autorregenerarse de forma ilimitada o prolongada y de poder diferenciarse a
multiples estirpes celulares. Dichas células se pueden clasificar de distintas
formas:

Atendiendo a su potencialidad, es decir, a su capacidad para diferenciarse en
distintos tipos celulares, SMITH (2006) y MONTALVO (2008a) las tipifican en:

1. Totipotenciales: Son aquellas capaces de diferenciarse tanto en tejido
embrionario (por ejemplo: sistema nervioso, muasculo, etc.) como en
tejido extraembrionario (placenta y anejos placentarios). En sentido
estricto, solamente los estadios iniciales del desarrollo (zigoto,
blastbmeras y células de la moérula) constituirian células madre
totipotenciales.

2. Pluriopotenciales: Son aquellas que tienen la capacidad de diferenciarse
a cualquiera de los tejidos existentes en el organismo adulto, y por tanto,
a tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias
(ectodermo, mesodermo y endodermo), incluyendo las células
germinales. Las células pluripotenciales son las del polo embrionario del
blastocisto.

3. Multipotenciales: Serian capaces de diferenciarse a distintos tipos
celulares, pero siempre restringiendo su potencialidad a tejidos
derivados de una misma capa embrionaria, es decir, tejidos derivados
del ectodermo, endodermo o mesodermo. Existen numerosos tipos de
células multipotenciales en el organismo adulto y en el feto, destacando,
las de la médula 6sea, que pueden diferenciarse a eritrocitos, leucocitos
o plaquetas.

4. Unipotenciales: Tienen la capacidad de formar un unico linaje celular.
Por ejemplo: células madre epiteliales de la capa basal de la epidermis.

Dependiendo de la etapa de la vida, en la cual podemos obtener a las
células madre, se les tipifica como: células embrionarias, células adultas,
células del corddén umbilical y células fetales del liquido amniético.

Células madre embrionarias
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Permiten al embridn generar todos los tejidos que existen en un
organismo adulto. No existen en personas adultas, tan solo en embriones
humanos. Tienen capacidad de proliferacion ilimitada y pueden generar
cualquier tipo de tejido e incluso un individuo completo. Son
inmunologicamente distintas en cualquier persona, por lo que provocan los
mismos problemas de rechazo que un trasplante de 6rgano convencional

Dichas células madre embrionarias se pueden obtener a partir de la
masa celular interna del blastocisto en el estadio de embrién preimplantatorio
(EVANS y KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981; THOMSON et al., 1998), o bien,
de la cresta gonadal (RESNICK et al., 1992; SHAMBLOTT et al.,, 1998). Las
células madre embrionarias de la masa celular interna del blastocito son
pluripotenciales, es decir, son capaces de diferenciarse a cualquier tejido del
organismo, incluyendo tejidos somaticos (corazon, higado, etc.) y germinales
(ovocitos y espermatozoides) (GEIJSEN et al., 2004).

Estas células madre embrionarias para definir su caracter troncal, segun
ALONSO (2003) se pueden reducir a dos: que las células madre embrionarias
se puedan cultivar in vitro y que se puedan expandir de forma indefinida in vitro
manteniendo el caracter indiferenciado caracteristico de las que se originaron.

En la actualidad, se ha logrado obtener lineas celulares madre
embrionaria humanas a partir de una Unica célula de la Masa Celular Interna. Al
principio se utiliz6 como sistema de cultivo fibroblastos embrionarios de ratén,
pero fueron sustituidos por fibroblastos humanos como fuente de factores de
crecimiento para dichas células (ZHANG et al., 2003). El Instituto Nacional de
Salud Americano a fecha 14 de febrero de 2010 tienen establecidas 43 lineas
registradas, 99 en evaluacion y 236 peticiones para comenzar su estudio en
distintos hospitales, laboratorios y casas comerciales del pais. En Espafa,
también se han establecidos lineas celulares embrionarias, iniciandose por las
Val-1, Val-2. Dichas lineas expresan los perfiles normales de expresién de
proteinas de superficie SSEA-4, Tral-60, Tra 1-81 y el marcador de células
pluripotentes Oct-4. Ademdas estas células expresan altos niveles de
telomerasa como indicador de que tales células tienen capacidad indefinida de
division y proliferacion.

Una vez establecidas las lineas celulares, lo verdaderamente importante
desde un punto de vista clinico es saber si tales células madre embrionarias
tienen un verdadero potencial pluripotente. Y si lo tienen, conocer si se pueden
diferenciar de forma dirigida y homogénea in vitro con objeto de poder ser
implantadas, una vez diferenciadas, e integrarse en el organismo enfermo.
Estas se han diferenciado a células correspondientes a las tres hojas
blastodérmicas: ectodermo, mesodermo y endodermo; tales como
cardiomiocitos, células neurales, hepatocitos, endotelio y precursores
hematopoyéticos.

El mantenimiento del comportamiento pluripotencial plastico de las

células madre depende en ultimo término de reguladores autobnomos celulares
modulados por sefiales externas. Las sefales externas que controlan el destino
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de estas células colectivamente forman el microambiente en el que proliferan
las células madre embrionarias. A este microambiente se le denomina “nicho”
(WATT y HOGAN, 2000; TSAI et al., 2002). El concepto de nicho se describid
por primera vez en el tejido hematopoyético. Los condicionamientos del nicho
son esenciales para el proceso de transdiferenciacion y transdeterminacion
(EGUCHI y KODAMA, 1993). Es conocido que la interaccion de las células
troncales con la matriz extracelular mediada por las integrinas determina la
expresion de los genes BMP-4 y Wnt-1 que genera la diferenciaciéon hacia
mesodermo o0 neuroectodermo, respectivamente. Por eso se piensa que para
gue se produzca un desarrollo adecuado y dirigido de las células troncales se
requiere no solo factores solubles sino elementos de la matriz extracelular
(CZYZ y WOBUS, 2001).

Por tanto, la capacidad troncal de las células madre embrionarias del
embrion temprano parece depender de una combinacion de los niveles de
expresion de genes reguladores intrinsecos y de factores ambientales
extrinsecos que tiene también capacidad reguladora (ROSSANT, 2001).

Células madre adultas

Este tipo existe en casi todos los tejidos humanos adultos y permiten la
regeneracion y la reparaciéon de los mismos. Son células multipotenciales o
unipotenciales. Son inmunolégicamente compatibles con el individuo, pues
pertenecen a sus propios tejidos, por lo que no existe posibilidad de rechazo
cuando se implantan en el organismo. Su potencial de division es enorme, pero
no infinito: pueden producir un gran namero de células hijas pero acaban
muriendo. Tienen una capacidad proliferativa y un potencial de diferenciacion
menores que las células madre embrionarias (PROSPER, VERFAILLIE, 2003 y
RAFF, 2003).

Se han identificado diferentes tipos de células madre adultas, desde las
clasicas células madre hematopoyéticas, hasta las que se han descrito
recientemente.

Las células madre de la medula 6sea

Existen diferentes tipos de células madre en la médula Osea:
hematopoyéticas (HSC), mesenquimales (MSC) (PITTENGER et al., 1999), las
llamadas “Side Population Cells (SP) (ASAKURA et al., 2002) y ultimamente las
Células Progenitoras Adultas Multipotenciales (MAPC) (JIANG et al., 2002).

Las células madre hematopoyéticas (HSC) han sido identificadas tanto in
vitro como in vivo por varios laboratorios y son las primeras que se han
utilizado clinicamente. El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
ha demostrado definitivamente que existen células madre hematopoyéticas en
la médula 6seay en la sangre periférica.

Independientemente del potencial hematopoyético que poseen, se ha

descrito, en la actualidad, su potencial de diferenciacion bajo determinadas
circunstancias para diferenciarse a células musculares cardiacas (ORLIC et al.,
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2001), a hepatocitos (LAGASSE et al., 2000 y KORBLING et al.,2002), a
endotelio o a tejidos derivados de las tres capas embrionarias (KRAUSE et al.,
2001), a musculo esquelético, neuronas adultas asi como células de la glia, y
de contribuir a otros tejidos como el epitelio pulmonar, gastrointestinal, renal o
la piel (MARTIN-RENDON y WATT, 2003). Existen datos, sin embargo, que lo
contradicen (BALSAM et al., 2004).

Las células madre mesenquimales, también denominadas células madre
estromales o MSC, estan contenidas en la médula 6sea y cumple l6gicamente,
los tres criterios que segun HORWITZ y BLANC (2005), fueron definidos por la
Sociedad Internacional para la Terapia Celular para ser consideradas este tipo
de células. En los ultimos afios se han descrito distintos marcadores de
superficie que han permitido identificar y aislar a dichas células, tales como
SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90 y CD106. Mdltiples estudios han
demostrado tanto in vitro como in vivo que estas células capaces de
diferenciarse a células procedentes de tejidos mesodérmicos como
osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos esqueléticos
(PITTENGER et al., 1999).

Las llamadas “Side population cells (SP)” han sido aisladas tanto a partir
de médula 6sea como del masculo. Son capaces de diferenciarse a HSC en
humanos, roedores y otras especies (ASAKURA et al., 2002) y podrian
diferenciarse, incluso, a células con caracteristicas de musculo cardiaco y
endotelio en un modelo murino de infarto de miocardio.

Ultimamente han sido descritas en la poblacion de la médula 6sea, las
células adultas progenitoras multipotenciales (MAPC) (JIANG et al., 2002). Son
autenticas células pluripotenciales con una capacidad de diferenciacion muy
similar a las de las célula madre embrionarias. Aisladas a partir de médula
humana y de ratén, son capaces de proliferar in vitro mas de 120 divisiones
celulares sin aparente envejecimiento, y no expresan CD34, CD44, MHC |,
MHC II, CD45 y c-kit; si bajos niveles de Flk-1, Sca-1 y Thy-1 y altos de CD13;
SSEA-1 (raton/rata) y SSEA-4 (humano). Al igual que en las células madre
embrionarias, en las MAPC se destaca la activacion de los factores de
transcripcion Oct-4 y Rex-1, factores que son necesarios para mantener la
célula en un estado proliferativo e indiferenciado. In vitro, las MAPC se
diferencian a tejidos derivados del mesodermo, como hueso, cartilago,
adipocitos, musculo esquelético, estroma hematopoyético o endotelio,
hepatocitos, neuronas, astrocitos y oligodendrocitos no solo fenotipicamente
sino funcionalmente.

Otras fuentes de células madres adultas

Cada vez mas, se han descrito la existencia de otras fuentes de células
madre adultas con capacidad pluripotentes, a continuacion expondremos
algunas.

En 1992, REYNOLDS Y WEISS cultivaron por primera vez progenitores

0 precursores neuronales como neuroesferas. Estas estructuras representan
agregados o colonias de células heterogéneas con proporciones variables —de
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células madre neurales y precursores bi 0 unipotentes-, capaces de
autorrenovarse y de diferenciarse tanto a neuronas maduras, como a astrocitos
y glia. Las areas neurogénicas fundamentales son la zona subventricular
(SVZ2), el bulbo olfatorio y el hipocampo (DOETSCH et al.,1999), habiéndose
identificado en el cerebro humano las células madre neurales como una
subpoblacion de astrocitos presentes en la zona subventricular. En 2001 se
adjudicé una patente a NeuralStem” (Gaithesberg, Marylan, EEUU) para un
método de “aislar, propagar y diferenciar eficientemente en cultivo, células
madre neurales de mamiferos, incluidos el hombre, para generar grandes
cantidades de neuronas”. Los estudios in vivo en modelos experimentales han
demostrado que las células madre neurales o neuroesferas, al ser
trasplantadas en diferentes regiones del cerebro, son capaces de adoptar las
caracteristicas del nuevo microambiente e integrarse con el resto de células
(CLARKE y FULLER, 2006).

En el masculo las células madre se conocen como células satélites v,
aunque normalmente se encuentran en estado quiescente, cuando se produce
un dafio muscular son capaces de proliferar y diferenciarse con el objetivo de
reponer las fibras dafiadas (SEALE y RUDINICKI, 2000). Su potencial esta
limitado a la produccion de nuevas fibras musculares, aunque algunos estudios
recientes sugieren que en situaciones experimentales concretas este potencial
pudiera ser superior, de manera que darian lugar a otros tipos de tejidos, como
células hematopoyéticas.

Ademas, es posible identificar en el musculo esquelético otro tipo de
células las denominadas MDSC (muscle derived stem cells). La potenciabilidad
de estas células es muy superior a las células satélites, ya que se han
diferenciado in vitro e in vivo a endotelio, musculo y células del linaje neuronal
(QU-PETERSEN et al., 2002).

En la capa basal de la epidermis humana, desde los trabajos clasicos de
POTTEN (1974) al definir la Unidad Epidérmica Proliferativa, se localizan las
células madres epidérmicas, que fueron motivo de estudio de mi Tesis doctoral
en 1983. Actualmente sabemos que existen dos tipos de queratinocitos con
capacidad proliferativa: las células madre epidérmicas con una capacidad
proliferativa ilimitada y las células amplificadoras transitorias o TAC, con una
capacidad proliferativa mas limitada (JANES et al., 2002).

Ademas de esta localizacion en la epidermis de la piel propiamente
dicha o piel interfolicular, JORCANO (2009) sefiala su existencia, también, en
el bulge de los foliculos pilosos y en la base de las glandulas sebaceas. En
condiciones de homeostasis normal estas regiones se mantienen a partir de
sus propias ceélulas, pero en determinadas circunstancias, cada una de estas
tres poblaciones de células madre son capaces de generar toda la epidermis.

En la epidermis humana y murina se han aislado células madre con
capacidad de diferenciarse a células especializadas procedentes de dos capas
embrionarias distintas: a neuroectodermo (neuronas y células de la glia) o a
linajes mesodérmicos (adipocitos y musculo liso). Dicha potencialidad ha sido
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demostrado a nivel clonal, pero no existen pruebas de una multipotencialidad in
vivo y tampoco que los tejidos diferenciados sean funcionales.

Trabajos recientes sugieren que es posible aislar en el musculo cardiaco
células madre cardiacas multipotenciales capaces de diferenciarse in vitro e in
vivo a cualquiera de los tejidos necesarios para reconstruir un corazon dafado,
esto es, endotelio, musculo liso y masculo cardiaco (BELTRAMI et al., 2003).
Incluso mas sorprendente es el hecho de que dichas células son facilmente
identificables en el corazén gracias a la expresion de c-kit junto con la ausencia
de expresion de marcadores de linea (c-kit+ Lin-).

En la region del limbo corneal se han descrito las células madre
corneales, en la zona de transicion entre la cornea y la esclerética, tienen todas
las caracteristicas de las células madre, ya que poseen una gran capacidad de
renovacion, que se mantiene a lo largo de la vida, y son capaces de originar
células hijas que pueden sufrir un proceso de diferenciacion terminal a células
especializadas. Sin embargo, no se ha podido demostrar que estas células
sean pluripotentes y parece que solo dan lugar a células del epitelio corneal y
conjuntival. Actualmente no existe un marcador bioldgico definitivo de las
células madre del limbo corneal, aunque se han propuesto varios, como la alfa-
enolasa, y, mas recientemente, el factor de transcripcion p63, aunque pueden
aparecer en otras células.

Células madre del corddn umbilical

Son obtenidas a partir de células indiferenciadas del cordén umbilical del
recién nacido, y presentan caracteristicas fenotipicas intermedias, elevada
capacidad de proliferacion celular pero no son totipotenciales. Son
inmunoldgicamente distintas de cualquier persona, por lo que provocan los
mismos problemas de rechazo que un trasplante de érganos convencional. En
el futuro, podrian almacenarse para su eventual uso autdlogo. Ya existen
Bancos de Cordones Umbilicales publicos y privados cada vez mas frecuentes
que realizan dicho almacenamiento. Por ello, el cordén umbilical se ha
convertido en un elemento de interés para la medicina regenerativa, ya que
constituye una fuente importante de células madre. Sin embargo, sélo cuatro
casos aparecen haber sido autotrasplantados procedentes de Bancos privados
de los mas de 8000 trasplantes con células madre del cordon umbilical
registrados en todo el mundo.

Hasta el momento, se han identificado cuatro fuentes de células madre
en el cordén umbilical: los anmioblastos (MIKI et al., 2005; SANMANO et al.,
2005), las células progenitoras hematopoyética de la sangre del cordén
umbilical (YE et al., 1994), las células madre vasculares de la vena umbilical
donde nos encontramos las subendoteliales (ROMANOV et al.,, 2003;
KESTENDJIEVA et al., 2008), y las endoteliales o célula HUVEC (ELGIO et al.,
1975; ISHISAKI et al., 2003; RODRIGUEZ-MORATA et al., 2008). Y, por ultimo,
las células madre de la gelatina de Wharton del cordon umbilical, las cuales
fueron por primera vez aisladas y cultivadas ex vivo por MCELREAVEY et al.,
en 1991, y que estan constituidas, segun TROYER y WEISS (2008), por tres
poblaciones celulares distintas: Células madre perivasculares; Células madre
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de la zona intervascular y, por ultimo, Células madre de la region subamniética.
Estas poblaciones presentan distinto grado de diferenciacion celular, potencial
de diferenciacion y capacidad proliferativa.

Todas las células madre de la gelatina de Wharton son células madre
mesenquimales (KARAHUSEYINOGLU et al., 2007; LU et al., 2006, CONCONI
et al., 2006; BAKSH et al., 2007; SARUGASER et al., 2005; WANG et al., 2004;
WU et al., 2007; CAMPARD et al., 2008) y poseen caracteristicas similares a
las células mesenquimales adultas. Expresan en superficie diversos
marcadores caracteristicos de las células mesenquimales (SH2, SH3; CD10,
CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105, CD166); y son negativos
para marcadores del linaje hematopoyético (CD31, CD34, CD38, CD40 vy
CD45). Tienen capacidad para diferenciarse a la linea osteogénica,
adipogénica, condrogénica como especificamente lo hacen las células
mesenquimales adultas.

Células madre fetales del liquido amnidtico

Recientemente se ha descrito la posibilidad de obtener células madre
pluritotentes del liqguido amniético. Las células madre del liquido amniotico
representan, como nos indica POZZOBON et. al., (2010), alrededor del 1% de
la totalidad de células en cultivos de amniocentesis humana obtenidas por
diagnostico genético prenatal y pueden ser identificadas por ser positivo a la
inmuno seleccion del antigeno c-Kit (CD117).

Constituyen una poblacion de células madre en términos generales
multipotentes ya que pueden diferenciarse hacia varios tipos celulares. De
COPRPI et al., (2007) las ha diferenciado en lineas celulares de las tres capas
embrionarias.

Este grupo de células pueden ser expandidas a ritmo constante en
cultivos, tienen un tiempo de duplicacién de 36 horas y no necesita ninguna
capa alimentadora. No evidencian crecimiento tumoral. Son positivas a un
namero de marcadores de superficie caracteristicos de células madre
mesenquimal y/o neuronal, pero no a los de las células madre, como CD29,
CD44 (receptor de hialurano), CD73, CD90, y CD 105 (endoglina). Las células
madres del liquido amnidtico humanas son positivas para el antigeno SSEA-4
también expresados en las células madre. Ademéas, mas del 90 % de las
células expresan el factor de transcripcién Oct-4, el cual ha sido asociado con
el mantenimiento del estado de indiferenciacién y de pluripotencia de las
células madre y germinales embrionarias.

Dichas células pueden jugar un papel importante en el campo pediatrico,
en defectos estructurales diagnosticados prenatalmente, ya que existe la
posibilidad de obtener células homologas al mismo tiempo de la prueba: Las
células fetales podrian ser recogidas, cultivadas y manipuladas in vitro,
mientras continua el embarazo y al final del mismo serian utilizadas como
injertos usando la ingenieria tisular para la reconstruccion postnatal. Ademas
pueden ser almacenadas para un uso futuro.
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El uso de las células madre del liquido amniético y las células madre
pluripotenciales inducidas pueden ser utilizadas como nuevos protocolos para
el tratamiento de enfermedades y malformaciones congénitas sin los problemas
éticos.

Transdiferenciacion Celular

Una vez, analizados los tipos de donde obtenemos las células madre o
troncales. Es importante sefalar que cada vez es mas frecuente encontrar
trabajos cientificos en donde se hace referencia a la transdiferenciacién celular,
entendida como la diferenciacion de una célula madura en una célula de otro
linaje sin que ésta tenga que revertir a célula madre progenitora (THOWFEEQU
et al.,, 2007). La transdiferenciacion de una célula madura a otra célula
diferenciada puede deberse: 1) A una mutacion en la secuencia de los
nucledtidos del ADN, 2) A alteraciones epigenéticas, o 3) A otros factores
ambientales que intervienen en los cambios que se producen en la expresion
génica. Esto estd en contraste con el proceso de diferenciacion, el cual
involucra una serie de etapas mediante las cuales una célula inmadura
indiferenciada modifica su fenotipo y su morfologia para convertirse en una
célula adulta (Célula diferenciada). De esa manera, la célula podra alcanzar
una estructura y funcion especializada (SLACK, 2002). En resumen, inducir la
transdiferenciacion de células diferenciadas con un fin terapéutico, puede ser
importante en la medicina regenerativa ya que se evitarian, por un lado, los
problemas éticos y oncoldgicos que presentan las células embrionarias, y por
otro lado, la dificultad para obtener células madres adultas.

Una importante linea de investigacién que llevan a cabo, actualmente,
el grupo de Ingenieria Tisular de nuestra Universidad que dirige CAMPOS en
colaboracion con el grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Alcala que
dirige BUJAN, es la generacién de tejidos humanos a partir de una fuente
indiferenciada de células de estirpe diferente a la que se quiere obtener. De
este modo, se han conseguido transdiferenciar con éxito las células madre del
corddon umbilical (concretamente, las células de la gelatina de Wharton) hacia
células endoteliales vasculares utiles para la generacion de vasos sanguineos
en laboratorio. Igualmente, se han transdiferenciado las células madre
mesenquimales del tejido adiposo humano hacia células éseas, cartilaginosas,
adiposas y neuronales, las cuales se utilizaron para la fabricacion de tejidos
humanos tridimensionales con distintos tipos de biomateriales (ALAMINOS et
al., 2010; NIETO-AGUILAR et al., 2010).

Células madre pluripotentes inducidas

En este sentido, y con el objetivo de inducir una transdiferenciacion que
lleve a una reprogramacion celular, se esta trabajando en las células madre
pluripotentes inducidas (normalmente abreviadas como iPS, por sus siglas en
inglés). Esta reprogramacion celular ha sido destacada por la revista Science
como uno de los mayores hitos de los ultimos afios. Estas iPS son un tipo de
célula madre con caracteristicas pluripotenciales que derivan artificialmente de
una célula que inicialmente no era pluripotencial, por lo general una célula
somatica adulta, y sobre la cual se induce la expresién de ciertos genes.

37



Las células madre pluripotenciales inducidas de ratén se obtuvo por
primera vez en la Universidad de Kyoto por TAKAHASHI y YAMANAKA en el
2006. Ellos demostraron la induccion de células embrionarias iPS de raton a
partir de fibroblasto adulto cuando se realiz6 la transfeccion de 14 genes
seleccionados, sélo cuatro de ellos resultaron efectivos (Oct3/4, Sox2; c-Myc y
KlIf4) a las células donantes por medio de vectores virales y bajo condiciones
de cultivo de células madre embrionarias. Estas células presentaban las
caracteristicas morfologicas y las propiedades de crecimiento de las células
madre embrionarias y expresaban los marcadores genéticos celulares de las
mismas SSEA3/4, Tra 1-60 y Tra 1-81. El trasplante subcutaneo de estas
células iPS dentro del raton dio lugar a tumores que contenian una variedad de
tejidos derivados de las tres hojas germinativas. Siguiendo la inyeccion hacia
blastocisto, las células iPS contribuian al desarrollo embrionario del raton.

Al afo siguiente, dichos autores (TAKAHASHI et al., 2007) consiguen
obtener células iPS a partir de células fibroblasticas humanas de la dermis
facial de una mujer de 36 afios, utilizando la misma metodologia, esto es, la
introduccién de los cuatro factores Oct3/4, Sox2; c-MYc y KIf4 contenidos en el
retrovirus Sic7al dentro del fibroblasto. Por otra parte, YU et al.,, 2007,
demuestra que los factores para reprogramacion necesarios para inducir iPS a
partir de célula somatica humana son (Oct-4, Nanog, Sox2 y LIN28), a través
de la fusion celular. Ambos grupos opinan, no obstante, que para futuras
terapias en humanos la bioseguridad del coctel genético y del vector —retrovirus
o lentovirus- tendria que estar garantizada

En nuestro pais, AASEN et al.,, (2008) perteneciente al grupo de
IZPISUA, han descrito la generacion de células iPS a partir de queratinocitos
humanos. La transduccién retroviral con Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc (el coctel de
YAMANAKA) de células primarias, adultas, procedentes incluso de un unico
pelo humano, resultd, al menos, 100 veces mas eficaz y el doble de rapida que
la llevada a cabo con los fibroblastos.

Estos logros, han sido considerados uno de los avances mas
importantes de la investigacion con células madre, porque permite a los
investigadores obtener células madres pluripotenciales. Esta metodologia
puede ser considerada en el futuro, segun nos resaltan POZZOBON et. al.,
(2010) como una alternativa a la técnica de transferencia nuclear de células
somaticas para obtener células madre. Y por tanto, podrian ser utilizadas en
posibles aplicaciones en investigacién y usos terapéuticos sin la controversia
del uso de embriones. Sin embargo, el potencial tumorogénico permanece sin
aclarar.

La mejora de este sistema de reprogramacion para obtener células iPS
ha sido puesta de manifiesto por el grupo de SOLDNER, et al. (2009). Aunque
se requieren todavia mayores estudios valorativos antes de que ellas puedan
ser usadas con rutina en Ensayos Farmacologicos y en la Terapia Celular en la
Medicina Regenerativa.
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Sobre los que piensen que las células iPS estan libres de “pecado”
moral, debemos recordar, de acuerdo con LOPEZ GUERRERO (2009), que
deberan analizar los resultados de obtenidos por CHUNG et al., (2009) de la
comparfia Advanced Cell Technology sobre la clonacion de ratones a travées de
la colonizacion de un preembribn murino por células reprogramadas.
¢, Entonces?

Quinta etapa: La célula se hace medicamento.

Manantial de nueva vida en donde nunca bebi
Antonio Machado

Una vez que los trasplantes de 6rganos han alcanzado la mayoria de
edad en el uso terapéutico, tanto desde el punto de vista técnico como el de los
resultados. Se ha dirigido la atencién hacia la utilizacion de células y tejidos
con el mismo fin de poder sustituirlos cuando estan dafilados por otros
procedente de un donante sano (ZAPATA, 2009). Esta utilizacion de células y
tejidos, no es mas que la transferencia del conocimiento basico al clinico. Y
este es un proceso que debe ser necesariamente lento, aunque firme. En
palabras de IZPISUA, director del Centro de Investigacion en Medicina
Regenerativa de Barcelona, “estamos intentando correr antes de aprender a
gatear”.

No obstante, este correr rapido, se debe, como nos apunta LOPEZ
GUERRERO (2009), a la presion social que demanda de forma inmediata
terapias para nuestros seres queridos, y a las que irresposablemente alientan
esas presiones sociales. Esto podria llevarnos a la precipitacion “mediatica” de
algunos resultados basicos, y a veces, al fraude. Buen ejemplo lo tenemos en
HWANG (2005), un cientifico ambicioso de la Universidad Nacional de Sedl,
gue cred falsos clones humanos, y que no eran mas que simples embriones sin
manipular.

A pesar de esto, los avances en los ultimos afios en el campo de las
células madre han sido enormes y se van incardinando hacia su posible uso
terapéutico. En este sentido, la Administracion Federal de los Estados Unidos
de América del Medicamento definié las caracteristicas que debe reunir este
proceso de Terapia Celular Somatica. Asimismo, el Parlamento Europeo y la
Comisién Europea emitieron sendas Directivas 2004/23 y 2006/17 por las que
deben regirse dichas terapias. En ambos se considera a dicha Terapia Celular
Somatica como medicamentos, siempre y cuando para su obtencion sea
necesaria una manipulacién experimental sustancial —para diferenciarlo del
trasplante de tejidos u érganos-, incluidos dentro del tipo de productos de
terapia avanzada.

Si un medicamento, es definido, por la Real Academia de la Lengua,
como cualquier sustancia que, administrada interior o exteriormente a un
organismo, sirve para prevenir, curar o aliviar la enfermedad y corregir o
reparar las secuelas de esta. Hoy en dia las células madre cumplen la
posibilidad de curar algunas enfermedades y dolencias. Actualmente existen
diferentes tratamientos en humanos, ademas del trasplante de médula 0sea o
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el de piel artificial sobre grandes quemados, que dependen del potencial de las
células madre como posteriormente comentaremos. Por tanto, ellas, como
medicamento, constituyen ese manantial machadiano que puede curar.

El hecho de que las células madre embrionarias produzcan, infecciones,
defectos genéticos, tumores, asi como, que estan limitadas por problemas de
rechazo y plantea problemas éticos. Por estas causas, hasta el momento,
solamente se han iniciado estudios clinicos con células madre adultas.

Desde un punto de vista terapéutico, las células mesenquimales de la
médula 6sea han sido las mas estudiadas en diversas enfermedades, ya sea
en la reparacion de distintos tejidos dafiados (BARRY y MURPHY, 2004) o en
la terapia génica (Van DAMME et al., 2002); e incluso, en la practica clinica se
utilizan como tratamiento de algunas enfermedades hematoldgicas vy
oncoldgicas, como la anemia aplasica ( HOROWITZ, 2000; FOUILLARD et al.,
2003), y el linfoma maligno (APPELBAUM et al., 1978). Sin embargo, desde un
punto de vista practico, estas células presentan dos inconvenientes
fundamentales: 1) El método de obtencion es invasivo y doloroso para el
donante, 2) Su capacidad proliferativa y su potencial de diferenciacién decrece
con la edad (RAO y MATTON, 2001; RANDO, 2006). Por esos motivos, es
necesario estudiar otras fuentes de células mesenquimales que no tengan esas
desventajas, como son las células madre del cordon umbilical, las células
fetales del liquido amnidtico y las iPS creadas en el laboratorio.

Las células que se utilizan para la terapia celular somatica pueden
proceder de otras personas (implantes heterélogos) y generan numerosos
problemas, a parte de la escasez de donantes como la inmunosupresion, la
infeccion virica, el rechazo. Estas complicaciones desaparecerian Si
pudiésemos contar con tejidos procedentes del propio paciente (autélogos) o
de un gemelo univitelino (singénico).

Estas células, una vez obtenidas de los pacientes seran manipuladas y
cultivadas antes de ser administrada al paciente.

Vamos a comentar a modo de ejemplos algunas terapias en las que se
estd trabajando actualmente. En el tratamiento de la diabetes (trasplante de
islotes pancreaticos), en traumatologia (lesiones Oseas y articulares), en
enfermedades neuroldgicas (trasplante de neuronas dopaminérgicas fetales en
la enfermedad de Parkinson), en enfermedades cardiovasculares (infarto de
miocardio y isquemia cronica critica de miembros inferiores), en lesiones
cornéales (trasplante de limbo), o en enfermedades dermatoldgicas (trasplante
de piel artificial en los grandes quemados).

Terapia Celular en Endocrinologia

En pacientes diabéticos tipo I, el autotrasplante de islotes pancreaticos
humanos como tratamiento tampoco ha sido muy efectivo, debido al escaso
namero de células beta que se obtienen. Por ello, muchos laboratorios y grupos
de investigacion han intentado nuevas estrategias para expandir las masas de
células beta tanto ex vivo como in vivo.
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Aunque hasta el momento no ha sido posible caracterizar la célula
madre pancredtica, distintos estudios sugieren obtenerlas a partir de higado,
conductos pancreaticos o islotes pancreaticos, o incluso de médula 6sea para
producir células secretoras de insulina (HESS et al., 2003). En cualquier caso,
sigue persistiendo que el porcentaje de células secretoras de insulina que se
pueden obtener es muy pequefio, lo cual limita su aplicacion terapéutica.

Existe el consenso de que el paso fundamental en las utilizacion de
células madre embrionarias para convertirse en células beta es la
diferenciacion definitiva a endodermo. La conversion de este endodermo
primitivo hacia células beta maduras resulta ser muy complejo y dificil de
realizar por el momento.

El ensayo clinico en 23 pacientes diabéticos tipo | (fases 1 y 2)
efectuado por COURI et al., (2009), desde noviembre de 2003 hasta Abril de
2008 en las Universidades de Sao Paulo (Brasil) y Northwestern (EEUU),
utilizando un autotrasplante por infusién intravenosa de células madre
hematopoyéticas periféricas. Ha creado en el mundo de la endocrinologia unas
expectativas enormes. Aunque, los resultados obtenidos son esperanzadores,
sin embargo, no todos los pacientes tuvieron que prescindir de la insulina.

Terapia Celular en Traumatologia

El organismo tiene una importante capacidad para reconstruir los
huesos, cartilagos y tendones dafiados, gracias a la capacidad regenerativa de
las células progenitoras presentes en las estructuras lesionadas. Por ahora
estamos lejos de conocer el origen y caracteristicas fenotipicas de estas
células progenitoras y los factores que gobiernan la formacion y remodelacion
de los huesos. A pesar de este desconocimiento, se ha podido utilizar células
maduras, como lo realizaron el grupo de BRITTBERG et al., (1994), como
forma de contribuir a la regeneracion de tejidos 6seos y cartilaginosos, vy
concretamente la utilizacién de células de cartilago cultivadas es un ejemplo de
como el autotrasplante de células maduras puede ser un tratamiento eficaz
para la reparacion de la superficie articular.

Méas atractiva resulta la posibilidad de utilizar células madre con
capacidad de diferenciarse hacia tejidos de estirpe mesenquimal como el
hueso o el cartilago. Las células madre mesenquimales pueden obtenerse a
partir de médula G6sea, pero también de grasa e incluso de otros tejidos. Y
recientemente desde los trabajos De BARI et al., (2006) del King's College de
Londres en el que se establecieron las caracteristicas multipotenciales de la
células madre mesenquimales del periostio, con capacidad de regenerar
cartilago, musculo y huesos en pacientes con enfermedades reuméaticas
inflamatorias y degenerativas. Estas células peridsticas constituyen una
estrategia nada despreciable.

Estas cualidades han permitido su utilizacion para la reparacion de

lesiones 0seas extensas normalmente utilizando algun tipo de soporte en la
colocacién de las células. Igualmente se han utilizado para tratar defectos
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cartilaginosos y lesiones traumaticas, de forma que pueden sustituir a los
injertos de condrocitos, con la ventaja de sumar la capacidad proliferativa y de
supervivencia al no tratarse de células maduras sino de progenitoras.

NAKAMURA et al., han realizado en 2009, una revisidén sistematica de
las distintas estrategias realizadas en Terapia Celular hasta el momento, con el
fin de determinar cual de ellas era la mas efectivas para tratar el cartilago
articular lesionado. De este estudio, ellos concluyeron que todavia la Terapia
Celular no constituye una técnica superior a otras utilizadas como estrategias
terapéuticas en lesiones del cartilago articular.

La Agencia Europea del Medicamento a propuesta del Comité de
Medicamentos de Uso Humano ha evaluado el medicamento “ChondroCelect”.
Posteriormente, la Comision Europea emitié la autorizacion pertinente de
comercializacion vélida para toda Europa para este medicamento a TiGenix NV
el 5 de Octubre de 2009. Este medicamento de terapia avanzada es elaborado
para cada paciente y consiste en una suspension de condrocitos autdlogos,
viables y caracterizados, expandidos ex vivo, que expresan unas determinadas
proteinas marcadoras especificas. Una vez construido, se implantard en
lesiones del cartilago del condilo femoral de la rodilla en los adultos con el fin
de reparar dichas lesiones.

Nuestro grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad se ha centrado
especialmente en la evaluacién de la viabilidad celular de diversos tipos de
condrocitos aislados y cultivados en laboratorio a partir de pequeias biopsias
de cartilago humano y de animal. Concretamente, ha logrado evaluar la
viabilidad celular de distintos subcultivos de cartilago fibroso de la articulacion
témporo-mandibular y de cartilago hialino de la articulacion femoro-tibial
(MONTALVO et al., 2008b).

Terapia Celular en Enfermedades Neurolégicas

Segun Naciones Unidas, la esperanza de vida de la especie humana en
el afios 2035 se incrementara notablemente, la poblacion mundial mayor de 65
aflos habra aumentado en un 135%. Como consecuencia de este
envejecimiento, De PABLO (2009) nos indica que las enfermedades
neurodegenerativas sufriran un aumento notable. Esta situacion hace que las
investigaciones de posibles recursos terapéuticos basados en células
directamente reparadoras del sistema nervioso, o indirectamente estimulantes
de su regeneracion, hayan experimentado un impulso espectacular en los
daltimos afos.

Al tener el Sistema Nervioso Central menor potencial regenerador que
otros tejidos, la terapia reparadora de disfuncion celular por lesion, isquemia o
degeneracion, tiene que incluir un doble abordaje: terapia sustitutiva con
precursores neurales y terapia antidegenerativa o neurotropica.

Las células madre tienen un enorme potencial como células capaces de
reconstruir las neuronas y estructuras dafiadas en las enfermedades como el
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Parkinson, la Esclerosis Lateral Amiotrofica, la Esclerosis en Placas, los
Infartos Cerebrales o las Lesiones Medulares, por mencionar algunas.

En la enfermedad de Parkinson, es quiza la que podria beneficiarse
antes de la Terapia Celular. Esta terapia tiene por objetivo la implantacion en el
cuerpo estriado del paciente de células con capacidad para sintetizar y liberar
dopamina. Asi se han utilizado, segun LUQUIN y MOYA (2005), las células
cromafines de la médula suprarrenal, células dopaminérgicas fetales, células
mesencefalicas fetales, células dopaminérgicas PC12 encapsuladas en
polimeros de membranas derivadas de feocromocitoma, en ensayos clinicos en
humanos con resultados cuanto menos controvertidos (RAMON-CUETO, et al.,
2000).

ARJONA et al., (2003) han utilizado agregados del cuerpo carotideo que
fueron depositados bilateralmente a nivel del nucleo putamen a través de
estereotaxia en pacientes de Parkinson. Los resultados obtenidos nos
muestran que existe s6lo una mejoria modesta de los sintomas clinicos y no en
todos los pacientes.

El objetivo actual, segun ZHAO et al., (2008) es generar células madre
neurales y precursoras que puedan crecer en grandes cantidades vy
diferenciarse a neuronas dopaminérgicas que funcionen tras el trasplante.

El grupo de KIM et al, (2002) generé ya neuronas dopaminérgicas a
partir de células madre embrionarias. Se han demostrado que las células
madre adultas (células madre de médula 6sea, células madre neurales)
también son capaces de diferenciarse a neuronas dopaminérgicas. Asimismo,
del cuerpo carotideo se han aislado, también precursores (en este caso, parte
del sistema nervioso periférico) por PARDAL et al (2007) con capacidad de
producir dopamina. Sin embargo, no esta claro hasta que punto dichas células
son capaces de restablecer los circuitos neuronales destruidos en la
enfermedad y por tanto eliminar los sintomas de la enfermedad. Ultimamente,
se acaba de demostrar, con respecto a la reprogramacion a células iPS, que el
grupo de SOLDNER et al., (2009) han logrado transformar células de la piel de
pacientes con Parkinson en neuronas productoras de dopamina, habiendo sido
capaces de escindir los lentivirus que usaron para introducir los cuatro genes
reprogramadores.

En las Lesiones Medulares, principalmente secundarias a traumatismos,
la posibilidad de utilizar células madres para restablecer las conexiones
axonales aparece como una estrategia especialmente atractiva. Estudios
recientes sugieren que las células madre embrionarias poseen capacidad de
diferenciarse a neuronas motoras en animales con lesiones espinales (KERR et
al., 2003). Otros tipos celulares, como las células de la glia envolvente o las
células mesenquimales (o estromales) de la médula ésea, también han
demostrado su capacidad para favorecer el crecimiento de los axones, tal como
se ha demostrado en modelos animales (RAMON-CUETO, et al., 2000).

La Esclerosis Mudaltiple es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la degeneracion de las células productoras de mielina
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(oligodendrocitos) y que se manifiesta por una afectacion tanto motora como
sensitiva consecuencia de la desmielizacion de los axones. Recientemente se
ha podido demostrar en un modelo de esclerosis multiple en ratén (encefalitis
autoinmune experimental) que la inyeccion de neuroesferas (células madre
neurales), tanto por via intravenosa como intratecal, promueve la
remielinizacion multifocal. Indudablemente, estos resultados estan lejos de
justificar la aplicacibn en pacientes en una enfermedad que, aunque
incapacitante, tiene una supervivencia prolongada (PLUCHINO et al., 2003).

Por la gran incidencia y el elevado coste econémico y humano que
generan, los Accidentes Cerebrovasculares son uno de los objetivos mas
atractivos para la Terapia Celular. Los datos recientes que indican la presencia
de un proceso de neurogénesis tras producirse una isquemia cerebral han
estimulado el interés por utlizar células madres para suplementar la
regeneracion autogénica que se produce espontaneamente (ARVIDSSON et
al., 2002). El trasplante de células madres neurales en modelos de rata ha
demostrado ciertos beneficios, y de hecho se han realizado pequefios estudios
en humanos utilizando neuronas obtenidas a partir de una linea celular de
teratocarcinoma (NELSON et al., 2002).

Como hemos podido observar, el progreso en la biologia de las células
madre neurales ha sido muy importante en los Ultimos afos. Pero, sin
embargo, como nos lo indica De PABLO (2009), estamos muy lejos todavia de
poder proponer una Terapia Celular, mediante implantacibn de células
exdgenas, en patologia difusas como la enfermedad de Alzheimer.

Terapia Celular en Enfermedades Cardiovasculares

La utilizacion de células madre para regenerar el musculo cardiaco y los
vasos sanguineos ha abierto enormes esperanzas para un numero muy
importante de pacientes, siendo éste el campo en el que la experiencia clinica
es mayor. Es, en la actualidad donde mas ensayos clinicos se han publicado
utilizando la Terapia Celular en pacientes para tratar infartos de miocardio e
isquemia periférica.

El interés en la regeneracion cardiaca y su aplicacién clinica arranco en
2001 cuando ORLIC et al., demostraron que células progenitoras Lin-negativas
y ckit-positivas procedentes de médula 6sea, eran capaces de reparar infartos
agudos de miocardio en raton, reponiendo “de novo” tanto el musculo como los
vasos, y logrando una notable reparacion funcional en, tan solo 9 dias. No es
de extrafiar, como nos ha puesto de manifiesto SANCHEZ GARCIA y GARCIA-
SANCHO (2009), que los intentos de tratar el infarto agudo de miocardio en los
pacientes con células progenitoras de médula ésea no se hiciesen esperar. Los
resultados del primer ensayo clinico fueron publicados un afio después, en
2002, por el grupo de STRAUER et al., y en la actualidad han sido tratados con
esta terapia mas de mil pacientes. Los resultados obtenidos presentan, sin
embargo, una eficacia modesta, existiendo diferencias con los obtenidos en
roedores.
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Para estos ensayos se han utilizado diferentes fuentes. HERREROS et
al., (2003) proponen el implante con mioblastos autogénicos en combinacién
con la cirugia de bypass aortocoronario o0 percutanea endocavitaria. Sin
embargo, no se ha podido demostrar que las células originadas a partir de los
mioblastos sean capaces de trasmitir las sefiales electromecanicas de las
células musculares cardiacas o de transdiferenciarse a células musculares
cardiacas.

También se han utilizado células madre derivadas de la médula 0sea
(células madre endoteliales, células madre hematopoyéticas, o células
progenitoras circulantes sin seleccionar) (STAUER et al, 2002; FERNANDEZ-
AVILES et al., 2004; MEYER et al., 2006). Para ello, se han utilizado las vias
percutdnea, intracavitaria o intramiocéardica, para la implantacion de células
mononucleadas de meédula Osea, células enriquecidas en progenitores
hematopoyéticos o endoteliales y los resultados obtenidos se han monitorizado
mediante técnicas de imagen y funcibn como resonancia magnética,
ecocardiografia o tomografia por emisiébn de positrones. En su conjunto, los
resultados son positivos, con demostracion de que el tratamiento con célula es
capaz, tanto en modelos agudos como crénicos, de mejorar la funcion cardiaca
y de contribuir a la mejora funcional de los pacientes. En el momento actual se
desconoce los mecanismos por los que las células contribuyen a mejorar la
funcion cardiaca.

La reciente identificacion, caracterizacién y clonacion de células madre
residentes cardiacas abren nuevas esperanzas y expectativas. URBANEK et al,
(2006) las describe localizadas en nichos especificos diseminados en el
espesor de la pared cardiaca. Dichas células son multipotenciales, capaces de
originar progenitores cardiacos comprometidos con cada uno de los linajes
cardiacos (cardiomiocitos, células del musculo liso y células endoteliales). Los
farmacos capaces de despertar a células madre residentes, y de movilizarlas
para formar tejido contrdactil in situ, o la expansién celular in vitro, seguida de la
inyeccion en el area dafada, son dos de los objetivos mas obvios, de estas
células, que fueron descritos por TORELLA et al., (2005) y ANVERSA et al.,
(2006).

Terapia Celular en Oftalmologia

En condiciones fisioldgicas, las células madre del limbo corneal son
capaces de suplir la necesidad de renovacion de la cérnea. Sin embargo, en
algunas situaciones patolégicas como traumatismos, quemaduras, lesiones por
sustancias quimicas, sindrome de Stevens Johnson o penfigoide popular, la
capacidad de regeneracion de las células limbocorneales se ve desbordada (o
se produce una disminucién o ausencia de estas) y se origina un dafio corneal
permanente. Aunque el trasplante de cornea es una opcion, no es eficaz en los
casos que es necesario restaurar el epitelio corneal. KENYON y TSEN, en
1989, fueron los primeros en llevar a cabo un autotrasplante de limbo
conjuntival.

Actualmente el trasplante de estas células es una practica reconocida y
se usan células del ojo contralateral cuando el dafio es en un solo o0jo y células
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de un donante cuando el dafio es bilateral. Se pueden usar células
histocompatibles de un donante vivo, o células no compatibles de donante
cadaver. La posibilidad de expandir ex vivo estas células puede reducir el
riesgo de deficiencia de células del limbo del ojo sano o del donante. La
combinacion de células del limbo con membrana amnidtica se utiliza con éxito
para promover una rapida reepitelizacion de la cornea. Es importante conocer
la duracidn de estos trasplantes celulares en el caso de donantes alogénicos,
ya que aunque en algunos casos se ha descrito la permanencia prolongada de
células epiteliales del donante, otros estudios indican que la vialibidad de las
células del donante no se mantiene indefinidamente.

Nuestro grupo de investigacion logré elaborar uno de los primeros
modelos de cérnea artificial que incluia las tres capas principales que
constituyen la cornea (epitelio, estroma y endotelio), utilizando para ello células
de conejo de laboratorio (ALAMINOS et al., 2006). Es de destacar que éste es
probablemente el Unico modelo completo en el que se utilizaron células
normales procedentes de cultivos celulares primarios, y no células tumorales o
inmortalizadas. En los dltimos afios, este grupo generé un modelo parcial de la
cérnea humana constituido por las dos capas mas externas de la cornea
humana (epitelio y estroma) utilizando cultivos celulares primarios de células
normales. (ALAMINOS et al., 2008; GONZALEZ-ANDRADES et al. 2009a y
2009b CARRERAS et al., 2009). Este modelo demostré adecuados niveles de
maduracion epitelial, encontrandose en estos momentos en proceso de
elaboracion de un ensayo clinico especifico para su evaluacion clinica
mediante queratoplastia lamelar anterior en un grupo de pacientes.

Terapia Celular en Dermatologia

La posibilidad técnica de cultivar con éxito células epidérmicas autélogas
bajo condiciones de cultivo controladas, ha permitido segin HORCH et al.,
(2005) grandes avances en el campo de la reparacion de las heridas. En este
sentido, el grupo de MEANA (1998) ha desarrollado en el Banco de Tejidos y
Cultivos Celulares del Centro Comunitario de Sangre y Tejidos del Principado
de Asturias, la construccion de piel artificial a partir de una minima biopsia de
piel. A partir de aqui, ellos realizan cultivos de las células madre epidérmicas
segun el modelo establecido por GREEN et al.,, (2003) para obtener los
queratinocitos y como dermis artificial utilizando una metodologia basada en
plasma humano. Dicha piel artificial se construyen en tres semanas en laminas
para usar terapéuticamente en grandes quemados y pacientes con Ulcera
cutdnea. A veces, este tiempo necesario para la construccion de piel artificial
es demasiado largo para la supervivencia del paciente, por ello, recientemente,
GUENOU et al., 2009, han desarrollado un método alternativo basado en
células madre embrionarias para la construccion de piel artificial.

Nuestro grupo de investigacion, pudo generar piel humana atrtificial
utilizando biomateriales biocompatibles y cultivos celulares obtenidos a partir
de muestras de piel humana normal. Estos tejidos se evaluaron tanto ex vivo
como in vivo, demostrando adecuados niveles de diferenciacion tanto a nivel
del epitelio como en la dermis artificial una vez implantados en un modelo
animal inmunodeficiente (JIMENEZ, 2009).
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En nuestra comunidad autbnoma, en la actualidad existen al menos 12
ensayos clinicos de terapia avanzada en distintas fases de ejecucion. Por
tanto, este mito celular, en nuestro entorno empieza a ser realidad. Las terapias
que se estan desarrollando en fase Il, esto es en seguimiento, estan dirigidas,
fundamentalmente hacia el campo cardiovascular y neurolégico.

En el area cardiovascular, se estd ensayando con la implantacion
intracoronaria de células madre aut6logas de medula 6sea, en pacientes con
infarto agudo de miocardio anterior; con infarto crénico anterior y depresion
severa de la funcién ventricular, y en pacientes infartados con cardiomiopatia
dilatada.

Asimismo, dentro del area vascular periférica se esta ensayando con la
utilizacion tanto de células mononucleadas de médula 6sea autéloga y células
troncales mesenquimales autolégas de tejido adiposo en el sindrome de
isquemia crénica critica de miembros inferiores en pacientes diabéticos y no
diabéticos.

En el terreno de la neurologia, se esta ensayando para evaluar la
seguridad y factibilidad con dos dosis distintas de células troncales
mesenquimales autdlogas de tejido adiposo en pacientes con esclerosis
multiple secundariamente progresiva, que no responden adecuadamente a los
tratamientos registrados. Asimismo, en pacientes con ictus isquémico agudo se
esta evaluando con la terapia de células mononucleadas autélogas de médula
Osea la regeneracion celular de los mismos.

Finalmente, se estdn ensayando en nuestra comunidad, en la
enfermedad de injerto contra huésped el uso de células madre mesenquimales
alogénicas procedentes del tejido adiposo. Y se estd iniciando, a nivel
digestivo, la regeneracion hepética utilizando la infusion intraportal de células
mononucleadas obtenidas de medula 6sea autéloga. Estos ensayos clinicos
constituyen nuestra realidad.

Sexta etapa: la célulay los farmacos se hermanan.

Todo era azul delante de aquellos ojos
Miguel Hernandez

La manipulacion de estas células para obtener un efecto terapéutico esta
regulada por el Reglamento Europeo 1394/2007 del Parlamento Europeo y del
Consejo de 13 de Noviembre e 2007 en el anexo | parte IV y el Real Decreto
1345/2007 de registro. Y la Agencia Esparfola del Medicamento y Productos
Sanitarios deben asegurarse de que se cumplen las normas de calidad,
seguridad, trazabilidad y farmacovigilancia. Por ello, los ensayos vy
experimentos con estas células tienen que realizarse en las denominadas salas
de produccion celular, las GMPs (Good manucfactoring practices) o salas
blancas. Las cuales deben adaptarse al Real Decreto 1301 de 10 de noviembre
de 2006, donde se establecen las normas de calidad y seguridad para la
donacion, la obtencién, la evaluacién, el procesamiento, la preservacion, el
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almacenamiento y la distribucién de células y tejidos humanos para uso en
humanos.

En el &mbito hospitalario granadino, la Consejeria de Salud y la Iniciativa
Andaluza de Terapias Avanzadas han establecido que en nuestra ciudad
existan, por el momento, dos salas blancas. Una esta ubicada en el Hospital
Virgen de las Nieves, la cual ya esta validada por la Agencia Espafiola del
Medicamento y la otra, aun pendiente de validar, esta situada en el Centro
Regional de Transfusiones Sanguineas y Banco Sectorial de Tejidos, con el
gue esta vinculada nuestro grupo de investigacion y departamento. En ambas,
por ahora, la Agencia permitird la produccion y envasado de medicamentos
celulares.

Este aspecto de control y seguridad resulta ser de especial significacion
y por ello existen, en la actualidad, diferentes y variados métodos que se
pueden realizar en el laboratorio para estudiar la viabilidad y funcionalidad
celular durante su procesamiento y manipulacion.

De entre todos, vamos a comentar algunos de ellos.
Evaluacion de laintegridad de la membrana

Si una célula estd muerta o se esta muriendo, la funcién de la membrana
celular se encontrara alterada. Para evaluar la integridad de la membrana
podemos utilizar distintos métodos.

Con respecto a los ensayos de exclusién, que son lo mas utilizados,
consisten en utilizar colorantes organicos del tipo del azul tripan (HOSKINS et
al., 1956; PHILLLIPS, 1973; PATTERSON, 1979), o tintes con fluorescencia
como el ioduro de propidio (BANK, 1987). Siendo el azul tripan el colorante
mas utilizado. Con este método de viabilidad, si la membrana plasmatica esta
dafiada, la célula se tifie de purpura-violeta, mientras que las células no
dafiadas aparecen transllcidas al microscopio.

Para los Ensayos de inclusion podemos utilizar el diacetato de
fluoresceina (ROTMAN y PAPERMASTER, 1966; MOHR y TROUSNSON,
1980) o la calceina (PAPADOPOULOS et al., 1994). Utilizan un modelo
opuesto a los anteriores y se ve por el microscopio de fluorescencia.

Los Métodos basados en la utilizacion de tinciones catiénicas nos
evalian los cambios existentes en el potencial de membrana mediante
microfluorometria. EI método del éster de rodamina es un buen ejemplo de
ellos (EHRENBERG et al., 1988).

Los Métodos basados en la determinacion de la liberacion de moléculas
en el medio extracelular, comprenden tres tipos de fundamentos de ensayos de
liberacion: de enzimas (la lactacto deshidrogenasa (LDH) (LEGRAND et al.,
1992) vy los que detectan enzimas mitocondriales de acidos nucleicos (ADN)
(PARK et al., 2008) y del cromo radiactivo (Cr %) (RINALDI et al., 1998).
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Ensayos funcionales

Estos métodos de estudio de la viabilidad celular tratan de evaluar los
componentes metabdlicos que son necesarios para el crecimiento celular. A
menudo se evalla la energia celular midiendo los niveles totales de ATP y la
tasa de ADN o sintesis de proteinas.

Estos niveles de ATP pueden medirse utilizando la técnica de ATP-
bioluminiscencia (SEVIN et al.,, 1993) o la prueba de bromuro de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-yl-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (BURTON, 2005; WANG et al,
2006).

La sintesis del nuevo ADN puede ser medida al incorporar timidina
marcada radiactivamente y se introduce en el medio de cultivo, para que se
incorpore al ADN durante la replicacion. El nivel de proliferacion se evalla en
funcién del nivel de radiactividad alcanzado por las células en cultivo. Con ello,
estimamos el numero de células que estan proliferando (ALLISON vy
RIDOLPHO, 1980).

Ensayos con biosensores de fluorescencia

Los biosensores de fluorescencia permiten mediar la dinamica molecular
de macromoléculas, metabolitos e iones en células vivas con una enorme
resolucién temporal y espacial. Los biosensores son proteinas marcadas con
fluorescencia que miden reacciones quimicas especificas, las cuales pueden
ocurrir tanto dentro de la célula como en su superficie. Con este tipo de
pruebas se puede conocer la viabilidad celular de manera rdpida (GIULIANO y
TAYLOR, 1998).

Ensayos morfolégicos

Los cambios morfoldgicos que ocurren en la superficie celular o en el
citoesqueleto pueden estar relacionados con la viabilidad celular. Por ejemplo,
los cambios de volumen irreversibles pueden ser utilizados para indicar la
muerte celular. Si existe una gran disminucion en el volumen celular, este
puede ser secundario a la perdida de proteinas o iones intracelulares, o debido
a una alteracion de la permeabilidad para el sodio o el potasio (ALLEN, 1988).

Pero estos cambios son mas dificiles de medir, y como consecuencia,
tienen menos utilidad que la evaluacion de integridad de la membrana o los
ensayos funcionales.

Microanalisis por energia dispersiva de rayos X

El microanalisis por energia dispersiva de rayos X (EPXMA) es una
técnica que utilizando un haz de electrones permite estudiar y correlacionar la
composicion quimica de la muestra de forma simultanea a su observacion
microscopica. Ademas, permite el andlisis simultaneo de todos los cationes y
aniones (Z<11) presentes en el espécimen irradiado por el haz de electrones y
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requiere tan solo un nimero de células pequefio (WARLEY et al., 1994;
RODRIGUEZ et al., 2008).

Son muy escasos los laboratorios que han desarrollado la metodologia
necesaria para evaluar la composiciébn elemental de células. En nuestro
departamento, se han desarrollado estas técnicas desde un punto de vista
cualtitativo y cuantitativo en un principio para el estudio de los receptores del
equilibrio y los tejidos duros (CRESPO et al., 1993; LOPEZ-ESCAMEZ et al.,
1993; CAMPOS et al., 1994). Sin embargo, en los ultimos afios, en nuestro
laboratorio hemos iniciado su aplicacion al estudio de células completas en
cultivo (FERNANDEZ SEGURA et al., 1999b; CRESPO et al., 2001;
ARREBOLA et al., 2005; SANCHEZ-QUEVEDOQO, et al., 2006; ALAMINOS et al.,
2007).

Cada célula analizada posee un determinado perfil idnico. En los
espectros obtenidos del perfil ibnico se pueden observar elementos como
fésforo (P), azufre (S), magnesio (Mg), cloro (CI), calcio (Ca), sodio (Na) y
potasio (K). Algunos de los iones determinados por microanalisis juegan un
papel en la viabilidad celular, de tal manera que cambios en la concentracién
de estos iones en una célula pueden correlacionarse con proceso de muerte
celular por necrosis o apoptosis. (HONGPAISAN Y ROOMANS, 1999;
ROOMANS, 1999 y 2002). En este contexto, algunos autores han identificado
patrones idnicos que son enormemente especificos para las células normales,
células en apoptosis y células en necrosis.

Comentaré las interpretaciones de estos iones desde un punto de vista
microanalitico.

El fésforo es un elemento que se correlaciona con la masa celular
analizada, la concentracibn de constituyentes organicos intracelulares, el
contenido en acidos nucleicos y el nivel de fosforilacion celular. La
concentracion de este elemento permanece constante en células que no
muestran un dafio estructural. Por el contrario, las células con un dafio
estructural grave se caracterizan por una disminucion de la concentracion
intracelular de fosforo (ROOMANS, 2002b)

Los valores de azufre constituyen un indicador microanalitico del
contenido de proteinas sulfatadas, glicosaminoglucanos y proteoglicanos a
nivel celular (SANCHEZ-QUEVEDO et al., 1989; ROOMANS 2002).

Otro de los elementos analizados es el magnesio. El magnesio es un
cation divalente que interviene en un numero muy amplio de reacciones
intracelulares, como reacciones de fosforilacion y replicacion del ADN. Estudios
previos han demostrado que un descenso en la concentracién elemental de
magnesio se correlaciona con un descenso en la concentracion de ATP celular,
gue es la fuente de energia de las células (BUJA et al., 1985; Di FRANCESCO
et al., 1998).

Por otra parte, el descenso de cloro es un indicador precoz de apoptosis
gue suele coincidir con la disminucién de potasio y el aumento de sodio
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(SKEPPER et al., 1999; SALIDO et al., 2004; ALAMINOS et al., 2007). Por ello,
la determinacion microanalitica de cloro es fundamental en cualquier cultivo
celular a la hora de evaluar la viabilidad de las células que forman parte del
mismo.

En relacion con los niveles intracelulares de calcio, es sabido que estos
incrementan significativamente en algunos tipos de muerte celular (JOHNSON
y DECKWERTH, 1993).

Finalmente, ROOMANS vy otros autores (ROOMANS, 2002;
FERNANDEZ-SEGURA Y WARLEY, 2008) establecieron que
microanaliticamente las concentraciones de sodio y potasio constituyen uno de
los indicadores mas sensibles y fiables de viabilidad celular. Ademas,
ROOMANS sugiere que la razon o cociente K/Na constituye un excelente
indicador del dafio celular, desde un punto de vista microanalitico.

Determinacion del perfil de expresion génica mediante microarrays

El microarray o micromatriz multigénica es una técnica que permite la
evaluacion simultanea de un gran numero de genes o incluso de un genoma
completo en un Unico experimento (FRIEMENT et al., 1998). Recientemente,
esta técnica se ha convertido en una herramienta para estudiar algunas
propiedades especificas de las células susceptibles de ser utilizadas en
Terapia Celular y en Ingenieria Tisular (GILL, 2003; JALURIA et al., 2007 y
2008). Por ejemplo, una de las propiedades celulares que se puede evaluar
con el microarray podria ser la viabilidad celular mediante la identificacion de
genes relacionados con la mortalidad celular (por ejemplo, genes de apoptosis
y anti-apoptosis) (WONG et al., 2006) y de esta manera, se podria realizar una
seleccion de las células, escogiendo las que tienen un mayor grado de
viabilidad.

Atendiendo a su funcién, podemos distinguir tres tipos fundamentales de
microarrays: de expresion génica, de ADN y de proteinas.

El Microarrays de expresion génica (BOWTELL, 1999) es una técnica
gue se basa en la deteccibn de ARN mensajeros especificos que estan
presentes en una muestra biolégica en un momento dado. Por lo general, este
tipo de microarrays son los mas utilizados y los mas conocidos.

Un tipo especial de Microarrays de ADN es aquél en el que se evalla la
presencia de modificaciones epigenéticas tipo metilacién a nivel del promotor
de ciertos genes (ZILBERMAN y HENIKOFF, 2007).

Los Microarrays de proteinas (TAO et al., 2007), consisten en un chip en

el que se coloca cierto numero de anticuerpos especificos de origen conocido,
frente al cual se hibrida un extracto proteico previamente marcado.

Séptima etapa: la célula humana ¢podra ser suplantada?

No rechaces los suefios por ser suefos.
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Todos los suefios pueden ser realidad
Pedro Salinas

Durante esta exposicion, he intentado equiparar a la célula con el
medicamento, pero...;Seria posible sintetizarla y crearla en el laboratorio?
Actualmente es un suefio, y como aconseja SALINAS no debemos rechazarlo
porque puede que algun dia, no muy lejano, llegue a ser realidad. Este suefio
de creacion de célula artificial humana, constituye, hoy en dia segun RIFKIN
(1999), uno de los “boom bioctenolégico” de esta década.

Como hemos comentado en el planteamiento del discurso, la creacion
de vida artificial se inicié con el descubrimiento de la estructura molecular del
ADN que nos permitia entender la replicacion celular. Y se concluyo, desde
esta perspectiva, cuando un 26 de junio de 2000, el presidente CLINTON
anuncio la obtencién del primer borrador del Proyecto genoma Humano publico
y el “primer ensamblaje” obtenido por Celera. El primer ministro britanico lo
calificé como el primer gran triunfo tecnoldgico del siglo XXI.

SOLE et al., (2007) consideran que la vida celular no puede ser descrita
Unicamente solo en términos de ADN. Al igual que SCHRODINGER (2008),
consideraban que la vida era algo mas que replicacion, era metabolismo.
DYSON, al igual que los autores anteriores, propuso en 1982 su atractiva teoria
sobre el origen de la vida, en el que el metabolismo y la replicacion constituyen
las dos etapas iniciales.

Von NEUMANN (1951) aclar6 las relaciones logicas entre replicacion y
metabolismo. El autébmata mecanico que él establecid presentaba dos
componentes esenciales: el hardware y el software. El hardware es el que
procesa la informacion; y el software el que lo incorpora. Estos dos
componentes poseen sus analogos exactos en las células vivas; el hardware
son las proteinas, y el software son los acidos nucleicos. Por lo que, las
proteinas son el componente esencial del metabolismo y los &cidos nucleicos
de la replicacion.

Lo realmente sorprendente es que, actualmente, el ARN en las células
se puede comportar como los dos componentes. EI ARN gendémico como
software. El ARN ribosémico y el ARN transferencia como hardware. Y el ARM
mensajero desde que CECH en 1993, describi6 las ribozimas, actian de forma
simultanea tanto hardware como software.

Para SMITH y MOROWITZ (2004), el metabolismo constituye un punto
esencial para la genesis de la vida, ya que provee el medio de almacenamiento
de energia necesaria, para la construccibn y mantenimiento de los
componentes celulares, que permite el crecimiento celular.

A la pregunta de REGIS (2009) ¢Qué es la vida?, SOLE et al., (2007)
nos recuerda que la vida desde el punto de vista celular tiene que ser descrita
no solo de replicacion y metabolismo, sino que ademas como compartimento
(membrana celular). DYSON (1999) define a la célula, a este respecto, como
un volumen confinado de fluido que contiene pequefias moléculas organicas
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(mondmeros) en solucion. Hoy sabemos, por POHORILLE et al., (2005) que la
membrana de las células es un componente activo que permite el intercambio
de nutrientes externos por medio de transportes especializados catalizados.
Los mondmeros serian versiones primitivas de los aminoacidos que
polimerizan para formar las enzimas modernas.

Concluir que la vida celular emerge de la unibn de estos tres
componentes: replicacion, metabolismo y de membranas.

Una vez establecidos los componentes que permiten el inicio de la vida.
La Biologia Sintética, esta explorando métodos, teorias y perspectivas para la
consecucion de sistemas celulares artificiales simples. Esta nueva biologia
combina la ciencia y la ingenieria (disefio y construccion de sistemas
biolégicos) y fue portada el 24 de noviembre de 2005 de la revista Nature.
Dicha biologia nos permite la construccibn de protocélulas, esto es, la
construccion de un ensamblaje quimico como vida, en forma de un sistema de
célula artificial capaz de automantenerse, reproducirse y potencialmente
evolucionar.

POHORILLE y NEW (2001) nos apuntan, que en la comunidad cientifica
existe un consenso sobre el requerimiento y propiedades que debe tener un
sistema vivo minimo. En este sentido, DREAMER (2005) establecio la hoja de
ruta para la construccion de un sistema de vida artificial en un laboratorio, que
va de lo simple a lo complejo.

Para la construccion de células artificiales resultaron sumamente utiles
los trabajos de ALAN TURING que sobre inteligencia artificial realizé en 1950 al
proponer un juego de imitacion, el “test de Turing”. Se pensé que si este
concepto funcionaba para la inteligencia artificial, ¢por qué no podria algo
analogo funcionar para las células artificiales?

En este sentido, el Centro Europeo para la Tecnologia de lo Vivo (ECLT)
instalado en Venecia, organizo en la isla de San Servolo un congreso con el fin
de obtener un test de Turing para formar vidas artificiales. A él asistieron,
KRASNOGOR, PACKARD, BEDAU, RASMUSSEN, DEAMER, HANCZYC. Se
plantearon algunas ideas extremadamente imaginativas y algunas de ellas
guedaron plasmadas en el trabajo que CRONIN et al., publicaron en 2006 en la
revista Nature Biotechnology, titulado “El juego de la imitacion. Un enfoque
quimico computacional para el reconocimiento de vida”. Concluyendo los
autores que se necesitaba mayor investigacion para comprender mucho mejor
como estas estructuras celulares quimicas pueden imitar a los sistemas vivos.

Sin embargo, este trabajo marco la direccion a seguir en la construccion
de la protocélula artificial. Dicha direccion era la regulacién genética del
metabolismo, es decir el punto en el que los procesos metabodlicos de una
célula artificial serian controlados por una molécula de algun tipo capaz de
manejar la informacion. Con este propodsito, RASMUSSEN et al., (2003) inicia
este camino en el Laboratorio Nacional de los Alamos, y logré que un gen
artificial dirigiera una reaccion quimica en la que realmente se construia algo.
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En concreto, una molécula del tipo de los acidos grasos que formaria parte del
contenedor de la protocélula.

De nuevo surge la pregunta ¢Es actualmente posible sintetizar vida?
Con lo sabido hasta ahora, parece que no. ¢Existe alguna esperanza?
DREAMER (2005) cree que si usando una técnica desarrollada para la
seleccion y evolucion molecular de ARN. Debido a que JOHNSTON et al.,
2001, habian producido una ribozima que puede crecer al copiar una secuencia
de bases de su propia estructura. Aunque la polimerizacién se ha realizado
s6lo para copiar una corta hilera de nucleétidos, esto es un buen comienzo,
que nos hace ilusionarnos que la vida en un tubo de ensayo muy pronto sera
una realidad.

Recientemente, en este sentido, se han desarrollado modelos para la
construccion de las células artificiales:

El primero de ellos, el denominado Modelo de arriba-abajo, de mayor a
menor complejidad, el “Top-dowm” de LUISI et al.,, (2002) que incluye la
creacion de una célula minima al reducir el genoma de una célula actual. Los
genes que se han considerados minimos y necesarios para sustentar una
célula viva que se reproduce no esta aun del todo aclarado. Para GABALDON
et al., (2007) serian 206 y para MUSHEGIAN y KOONIN (1996), unos pocos
mas 256.

El segundo, el propuesto por RASMUSSEN et al., (2003), es el Modelo
de abajo-arriba, o de menor a mayor complejidad denominado “Bottom-up”,
aqui se empieza por la construccion de los componentes moleculares. Esto
pude ser realizado por biologia natural o completamente por ad hoc por
componentes quimicos. En ambos caso un compartimento es requerido,
formado por algunos tipos de moléculas anfifilicas caracterizadas por su
tendencia natural a agregarse para formar componentes celulares que se
pueden unir y acoplar. Polimeros formados por lipidos anfifilicos que pueden
formar vesiculas.

Por otra parte, LUISI et al., (2006) sugiere un tercer Modelo intermedio
entre los dos anteriores, el de “Reconstruccion”. Este se refiere a la
encapsulacién de &cidos nucleicos y enzimas en liposomas, definidas como
una célula semiartificial, las cuales se autoreplican como se ha observado en
trabajos experimentales y tedricos.

De este modo, McCASKILL et al.,, (2007) investigador del consorcio
PACE, desarrollé y optimizd la “protocélula complementada”. Por otro lado,
BEDAU y PACKARD (2003) y su equipo de Protolife, trabajan en el disefio de
vesiculas, con la posibilidad de afiadir &cidos nucleicos como el APN o el ADN.
Y finalmente, en la creacion de células minimalistas. En este sentido, se fueron
desarrollando nuevas protocélulas con nombres muy singulares: libre de
informacion, que conducen la transduccion, enzimas conductores, Turing,
Chemoton, ribocelulas, células mimicas. Incluso, algunas de ellas se han
explorado hasta desde el punto de vista matematico.
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Simultaneamente a lo anterior, CRAIG VENTER (2008), establecié como
poder sintetizar el genoma de la bacteria “Micoplasma genitalium”, esto es el
paso méas decisivo, que ha ocurrido actualmente, para la produccién de vida
artificial. De este modo cre6 a “Sintia”, ensamblando trozos infinitesimales de
ADN. Sintia era el primer ser vivo artificial que estd a punto de entrar en
escena. Sin embargo, antes de Sintia existieron diversos ensayos que no
fueron tan populares: El “represilador” de ROSENFELD et al., (2005) o la
“refactorizacion del bacteriéfago T7” de CHAN et al., (2005).

Sintia, puede catalogarse como el tercer tipo de cyborg (genético,
biotecnoldgico) y personifica la idea de construccion artificial de vida, de
creacion técnica de lo organico. Sin-tia por tanto, es un sin-toma, un indicador
de lo que nos viene. SADABA (2009), nos recuerda que Sintia es la puerta
abierta a un tipo de cyborgizaciéon que se conforma desde su materia prima,
desde los cimientos milimétricos e invisibles que lo constituyen.

Tarde o temprano estaremos en condiciones de redisefiar la informacion
de nuestra células e, incluso, moléculas, pudiendo quitar o poner genes,
agregar mitocondrias, ribosomas, moléculas o segmentos de ADN al gusto; es
decir, de transformar la materia a un nivel atébmico, ya que los hanomundos son
los cimientos de los nanocuerpos.

El papel que la Biologia Sintética tiene que jugar en un futuro no es
anicamente permitir restituir organismos o crear sistemas biolégicos, como —
plaguetas artificiales o glébulos rojos a la carta- sino incluso poder inventar
nuevas especies. Pero no debemos olvidar lo que dice LURIA (1975), que las
células son sélo fabricas quimicas y que es el hombre el Unico en conocer las
alegrias y tormentos de la voluntad consciente.

Epilogo
Salto de aqui a otro tiempo.
Antonio Fernandez Montoya

En uno de mis libros favoritos “diarios indios”, de la escritora belga
CHANTAL MAILLARD, la autora nos describe las sensaciones que
experimentd al descender, a través de las cuarenta y ocho escalinatas y
sumergirse en el rio Varanasi. Alli presenci6 la vida, la muerte, la esperanza,
los deseos, los simbolos, las sefales, la existencia de un lenguaje divino, que
hicieron que para ella el tiempo volviera a abrirse de nuevo.

Estas descripciones y vivencias han estado presentes en mi interior en la
elaboracion de este discurso, en la que he evocado a la célula y la he
presentado como protagonista de nuestro arsenal terapéutico, debido a la
denominacion del sillon académico que voy a ocupar.

Segun el Diccionario de la Real Academia de la Lengua Espanola “mito”
es “persona o cosa rodeada de extraordinaria estima”, eso es para mi la célula,
algo por lo que, es obvio, siento estima. Pero también, nos dice el Diccionario
que "mito” es “una noticia que desfigura lo que realmente es, dandole
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apariencia de ser mas valiosa y atractiva”. Las ultimas noticias sobre la célula
han estado envueltas de falsas apariencias.

EMILIO PACHECO, reciente premio Cervantes, refiriendose a la vida
escribe”Ahora esta como nueva. Pero no es nueva”. Esto es lo que
actualmente le sucede a la célula, al ser considerada como medicamento. En
este discurso, he intendado desvelar y retratar su nueva realidad. Una realidad,
gque a mi juicio, resulta estimulante y llena de posibilidades para la ciencia
médica.

EMILE ZOLA reflexionaba, en Paris el 18 de Mayo de 1893, ante un
grupo de estudiantes ¢ La ciencia da felicidad? Su respuesta parece coincidir
con lo expuesto aqui esta noche. ZOLA continuo diciendo “la ciencia nos da
solo verdad”. La cuestion es...¢, si sabremos ser felices con dicha verdad?

Muchas gracias.
He dicho.
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Contestacion del Prof. Campos

Excma. Sra. Presidente

Excmo. Sr. Presidente del Instituto de Academias de Andalucia
Excmas. e limas. Autoridades

llImo. Sras. y Sres. Académicos

Sras. y Sres.

El filosofo aleman Friedrich Wilhelm Nietzsche afirma que la vida esta
hecha de rarisimos momentos de gran intensidad y de innumerables intervalos.
Y solia afiadir que como los hombres no valoran, en general, los momentos
magicos acaban viviendo solo los momentos intermedios.

En el acto que hoy celebramos, soy consciente de vivir un momento de
gran intensidad, un momento magico, que nunca pude llegar a imaginar cuando
a mediados de los afos setenta tuve la oportunidad y el privilegio de conocer a
Vicente Crespo en una universidad, en una sociedad y en un Pais en el que
todo era futuro y horizonte.

La generosidad de nuestra Presidente y de la Junta de Gobierno me
permite en efecto responder el discurso de ingreso que acaba de pronunciar en
nuestra Academia el Profesor Vicente Crespo Ferrer y me permite glosar por
tanto, aunque sea con la brevedad y la sintesis que requiere el caso, su
trayectoria humana y cientifica y el contenido de su excelente discurso.

Tengo para ello una ventaja y un inconveniente. La primera es el alto
grado de conocimiento que tengo del protagonista pues creo que es la persona
con la que, aparte de mi familia, he convivido mas horas desde que lo conoci
en otofio de 1974 cuando yo comenzaba mi actividad como profesor ayudante
y él iniciaba sus estudios en la universidad. La desventaja es también muy
evidente y es que yo no puedo disecar la personalidad y la obra de Vicente
Crespo con la frialdad y la objetividad de un naturalista. Por un lado porque mi
aproximacion a su persona rebosa afecto y amistad, un afecto y una amistad,
que ni el tiempo, ni las circunstancias han logrado cuartear y, por otro lado,
porque mi propia trayectoria personal y profesional esta tan unida a la suya
que, en muchos casos, me resulta muy dificil deslindar cuales de mis ideas son
suyas o cuales de las suyas son mias. A pesar de ello o quiza gracias a ello
con los martillos y los cinceles del conocimiento, el afecto, la amistad y la
complicidad intentaré esculpir y modelar su figura.

¢, Que rasgos caracterizan la vida y la obra de Vicente Crespo? A mi
juicio tres: la fidelidad, la voluntad y el saber estar, no entendido este ultimo
como una actitud correcta y educada ante los demas, que también, sino como
una actitud filosoéfica en el sentido que da al saber estar la filosofia de Arnold
Davidson.

La fidelidad es en Vicente Crespo columna vertebral de su personalidad.

Una fidelidad en primer lugar a si mismo sin la cual, como he comentado
muchas veces, no es posible ni poseer ni ejercer ninguna otra, una fidelidad, en
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segundo lugar, a un proyecto al que ha dedicado lo mejor de su inteligencia y
su trabajo -el proyecto de una biologia celular y tisular en la universidad
aplicada y orientada a la medicina- y, por ultimo una fidelidad sin fisuras hacia
las personas y hacia las instituciones a las que ha dedicado y dedica su vida.
Permitidme glosar algunos hitos de estas tres fidelidades.

Vicente Crespo es un hombre religioso que goza del regalo de la fe. Sin
este rasgo de su caracter, que ejerce sin ningun tipo de estridencia, y que quiza
violo al hacerlo publico en este momento, no podria comprenderse su actitud
ante la vida ni ante el mundo. Pero Vicente Crespo es también un hombre fiel a
Su origen portuense y alicantino. Una mezcla a mi juicio excelente al combinar
el caracter emprendedor y laborioso de los levantinos con el espiritu aventurero
e irénico de los hombres y mujeres del Puerto de Santa Maria. Sin tener en
cuenta este componente originario es muy dificil entender la personalidad vy el
quehacer vital de Vicente Crespo. La fidelidad a si mismo se manifiesta
también en la fidelidad a su familia por la que siente una devocién muy
especial. Como suelo repetir con frecuencia, siguiendo la estela marcada por
Don Miguel Guirao, con cada nuevo académico ingresa también su familia que
hoy recibe, con este acto, la compensacion a muchos afios de sacrificio,
preocupaciones e incertidumbres. He tenido el privilegio de vivir junto a Vicente
Crespo algunos momentos familiares tristes y alegres, como la temprana
muerte de su padre siendo estudiante o mas recientemente la de su Unica
hermana, o su boda, o el nacimiento de sus hijos, 0 muchas otras y en todos
esos momentos he visto a un Vicente Crespo viviendo intensamente el
protagonismo de su fidelidad familiar como eje fundamental de su existencia.
De la fidelidad al proyecto cientifico al que ha dedicado su vida profesional y
que finalmente le ha conducido hasta esta Casa soy testigo de primera fila. A
mediados de los afios setenta, impregnados por los vientos de cambio que trajo
la transicion politica un grupo de estudiantes del Colegio Mayor Beato Diego de
Cadiz, entre los que se encontraba Vicente Crespo promovio ante su director,
nuestro antiguo y querido compafiero de Academia el Profesor D Juan Ocafia,
una pequefia revuelta “invitandole” entre comillas a que nombrase jefe de
estudios del colegio a un joven profesor ayudante de histologia que parecia ser
del agrado de la mayoria de los estudiantes del colegio y que no era otro que el
que en este momento les habla. Asi lo hizo el profesor Ocafia y de este modo
Vicente Crespo y yo comenzamos a convivir horas y horas en todas las
actividades del Colegio

En innumerables conversaciones que mantuvimos entonces, en muchas
de las cuales participaron también los profesores Ocafia y Rico, actual
académico de esta casa, y residente entonces como profesor en el Colegio
Mayor, hablamos sobre histologia, sobre universidad, sobre libros, sobre cine,
sobre utopias, sobre reformas y sobre todo sobre nuestros suefios. Alli, entre
otras cosas, le hable de mi idea de transformar una histologia oxidada
entonces, por farragosas y superfluas descripciones, en una ciencia mas viva y
mas Util para la medicina. Y alli en ese contexto Vicente Crespo fue fraguando
su proyecto y madurando la posibilidad de dedicarse a la célula y a la histologia
en la universidad, un proyecto que, pensé, podia satisfacer sus inquietudes
cientificas, culturales, profesionales y sociales. Tras una conversacion que
tuvimos en un viejo café gaditano — la casa Dorada- ante mi inminente marcha
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como profesor agregado a la Facultad de Medicina de Oviedo, tras haber
ganado la correspondiente oposicion, Vicente Crespo, que acababa de terminar
su carrera, me comunico su decision definitiva de dedicarse a ese proyecto y
su deseo de acompafiarme a Oviedo.

Y a servir ese proyecto ha contribuido desde entonces. Renuncid
primero a la plaza de MIR que brillantemente habia obtenido y se vino a Oviedo
con una plaza de escasa dotacion economica y lo mismo hizo cuando con
posterioridad accedi y me traslade a la Universidad de Granada. En nuestra
universidad ha sido profesor ayudante, colaborador, Profesor Titular y
Catedrético, en este ultimo caso tras haber ganado primero las oposiciones en
la Universidad de Oviedo y residir en el Principado aproximadamente dos afios
a mitad de los noventa.

Su renuncia al MIR para dedicarse a algo tan inseguro como la biologia
celular y la histologia en el otro extremo del Pais y su decisién de opositar para
ser catedratico fuera de su universidad, con un sistema que primaba a los
candidatos locales, en vez de esperar a serlo en la Universidad de Granada,
constituyen, a mi juicio dos excelentes ejemplos de su fidelidad al proyecto
cientifico y universitario elegido.

Sus proyectos de investigacion, trabajos y participacion en numerosos
congresos nacionales e internacionales, que no puedo pormenorizar aqui, lo
han convertido ademas, en todos estos afos, en una figura respetada y
admirada dentro del marco de la biologia celular y la histologia espafiola
alcanzando en tiempos recientes la presidencia de nuestra Sociedad cientifica.
Con prestigio y trabajo intenso, su fidelidad al proyecto cientifico y universitario
elegido ha sido, por tanto, y desde la primera hora, clara, rectilinea, creciente y
sin ningun tipo de meandro.

Pero Vicente Crespo es también fiel, y en un altisimo grado, a las
personas y a las instituciones a las que sirve. En primer lugar fiel a la amistad.
Yo soy, en este sentido, un protagonista privilegiado de su generosidad y de su
fidelidad amistosa. Hemos practicado ambos ese viejo principio que he oido
repetir muchas veces a nuestro querido compafero de academia y amigo
Vicente Pedraza segun el cual el amor y la amistad son calles de doble
direccion y creo que ambos hemos cultivado una relacion amistosa creativa,
comprensiva y complice. Ambos hemos superado desde 1974 hasta nuestros
dias — y a ello ha contribuido seguramente mucho mas Vicente Crespo que yo-
dos de los mas graves peligros que acechan a la amistad: el ejercicio de un
protagonismo individualista capaz de marginar la realidad vital del amigo y la
falta de generosidad y confianza para superar cualquier problema que pueda
surgir en el curso de la convivencia diaria. Sin hacer de la fidelidad amistosa su
divisa, como figuraba por escrito en las espadas de algunos viejos guerreros,
dificiilmente hubiera podido soportar Vicente Crespo algunas de las
provocaciones y trampas que a ambos nos han tendido.

De su fidelidad a los respectivos decanos, rectores y 6rganos colegiados

de la universidad baste sefalar las opiniones que todos ellos tienen sobre su
figura con independencia de que en muchos casos Vicente Crespo no haya
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estado de acuerdo con algunas de sus decisiones y se lo haya hecho saber,
€s0 si con la mayor consideracion y respeto.

La voluntad es el segundo gran rasgo de Vicente Crespo del que
hablaba al comienzo de este discurso. Se trata, a mi juicio, de una voluntad que
se caracteriza por poseer un doble horizonte. Por un lado una clara voluntad de
construir, por otro una clara voluntad de servir, de ser util. Ejemplo del primer
caso es, en ambito profesional, el desarrollo pionero en Granada y en Espafa
del Microandlisis con Microscopia electronica Analitica de rayos X aplicado a
células y tejidos. Cuando en Granada pudimos adquirir a principio de los
ochenta, gracias a una Ayuda de la Comision Asesora de Investigacion
Cientifica y Técnica del Ministerio, el primer Microscopio Electronico de Barrido
y el primer Detector de Energia Dispersiva de Rayos X que existié en nuestra
universidad, no tuve duda alguna en encargar a Vicente Crespo, profesor
ayudante entonces, la responsabilidad de ponerlo en marcha. La tarea de
aplicar a la biologia celular la investigacion citoquimica de los iones con
microscopia electrénica analitica era muy dificil y, como he sefialado antes,
pionera en Espafia. Su capacidad de trabajo y su voluntad constructiva
sustentada en la fidelidad al proyecto elegido, al que antes aludi, convirti6 muy
pronto a nuestra Facultad en referencia nacional y a Vicente Crespo en uno de
los expertos mas importantes en dicho campo. Su estancia en Alemania y la
colaboracion con el Profesor Hans Holing de la Universidad de Munster y con
la profesora Alice Warley del King's College de Londres han convertido
también a nuestra unidad en un foco importante a nivel internacional de la
investigacion con microscopia electréonica analitica. En nuestros dias los
estudios realizados en Granada por €l y por otros miembros de nuestro grupo,
entre los que quiero destacar a los profesores Ferndndez-Segura, Garcia
Lépez, Sanchez-Quevedo y Alaminos Mingorance, constituyen la base para
determinar con mas exactitud, que con ninguna otra técnica, el estado real de
viabilidad de las células que se utilizan en los programas de terapia celular que
estan empezando a implantarse.

Su voluntad de construir se expresa asimismo de forma muy clara en el
impulso de las relaciones humanas, tan fundamentales para engrasar
afectivamente una sociedad crispada en demasia por intereses, recelos,
calumnias, envidias, egoismos o simples vanidades. Vicente Crespo alisa cada
dia las aristas entre los seres humanos que conviven con él y aunque eso a
veces le reporta golpes de vientos contrarios a su naturaleza, él lo da, en
general, por bien empleado porque en su horizonte la utopia posibilista supera
siempre a la cruda y a veces ridicula realidad de cada dia

Vicente Crespo posee también una decidida voluntad de servir, una
voluntad que ejerce con la discrecion con la que se ejercen las obras
verdaderamente importantes. Voy a poner como ejemplo de su voluntad de
servicio su participacion en obras sociales vinculadas a la orden hospitalaria de
San Juan de Dios y a la de los Agustinos Recoletos. Estoy seguro de
incomodar su modestia pero seria infiel a su glosa si mutilo este ambito de su
personalidad y lo oculto a luz de todos los que aqui, en esta importante hora de
su vida, hemos venido también a rendirle homenaje
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El tercer rasgo de la personalidad de Vicente Crespo, como comentaba
al principio de esta intervencion, es su saber estar. Davidson ha propuesto una
filosofia del saber estar en el mundo que consiste en la aceptacion atenta,
equilibrada diria yo, de todos los instantes, que inciden en la realidad vital de
un individuo, incluyendo incluso los imperceptibles. Como ocurre en la
denominada Ley de los grandes numeros el conjunto de todos los posibles
instantes que nos aporta la vida responde si los aceptamos en masa a
promedios generales perfectamente estables. Se trata por ello de una
propuesta que podria describirse como la de un ser humano inserto en el
mundo de su tiempo que acepta equilibradamente todos los cambios y
estimulos a los que esta inexorablemente sometido. La imagen de un ser
humano que sabe estar en el mundo es la de un ser que nos infunde confianza
y nos transmite armonia ante el combate diario; es la imagen de un ser que
ante su realidad vital nos muestra generosidad, aceptacion y entrega,
sensibilidad, pasién y laboriosidad; la imagen de un ser que ofrece a sus
semejantes una estética de nobleza y de fraternidad natural.

Vicente Crespo es un hombre que sabe estar en el mundo en el sentido
gue acabo de dibujar y ninguna de las cualidades que he aplicado al prototipo
descrito le es ajena. Vicente es equilibrado y apacible y aunque esta lleno de
pasiones, estas no parecen alterar ni su conducta ni su comportamiento.
Permitanme ponerles dos ejemplos

Una vez, al comienzo de su formacion, interpelado sobre la sinceridad
de su dedicacion al mundo de la célula por uno de esos personajes resabiados
que tratan, a veces, de intimidar y desanimar a los mas jovenes, Vicente
Crespo respondi6 con el saber estar y la sorna que le caracteriza: -A lo que me
dedico, lo que me interesa, es cortar al microtomo-. Y el interpelante hubo de
marcharse sin respuesta y sin haber cumplido su objetivo.

Otra vez tras haber preparado su ejercicio de oposiciones, a la antigua
usanza, en el aula Emilio Mufioz de nuestra facultad y escucharse a través de
las paredes del aula mi elevado tono de voz insistiendo, entre otras cosas, en
un correcto uso del puntero, el bedel de turno le dijo a Vicente Crespo tras salir
del aula y en mi en ausencia: -No se como lo aguanta y como no le parte el
puntero en la cabeza-. He de aclarar que yo soy o0 era muy exigente en la
preparaciéon conceptual y formal de las oposiciones antes de que las catedras y
titularidades se obtuvieran sin necesidad actuacion publica, y quiero pensar
que ello ha contribuido, por supuesto junto a la muy elevada calidad de los
opositores, a que cinco catedraticos y ocho profesores titulares de Biologia
Celular e Histologia hayan nacido para la Universidad espafiola, desde nuestro
modesto grupo granadino. Pues bien, volviendo a la anécdota, por persona
ajena a Vicente, supe lo que este contesto al bedel con toda la serenidad del
mundo: —No creo estar aguantando nada, afirmé Vicente, lo que hace lo esta
haciendo por mi bien. Su respuesta equilibrada, ajena a cualquier desahogo,
quiza justificado, contra el autor de las voces o complaciente y lisonjero con su
interlocutor, creo que refleja el saber estar del nuevo académico.

Asi es Vicente Crespo, un hombre rico en fidelidades, en voluntad y en la
dificil filosofia del saber estar, una riqueza que ha puesto de relieve a lo largo

72



de su vida y del que hoy ha dado ademas buena prueba en el discurso que
acabamos de escuchar.

Es en efecto su discurso una pieza ensayistica rica en contenido,
reflexiones y simbolos. Voy a analizarlo con brevedad, como es preceptivo en
esta intervencion de respuesta al discurso de ingreso, y lo haré tratando de
incorporar sus reflexiones en el contexto de la ciencia y la medicina de nuestro
tiempo.

Don Pedro Lain, en 1973, en su libro “La Medicina Actual’, afirma que
son cuatro los rasgos que caracterizan a la medicina de nuestro tiempo: el ser
una medicina tecnificada, preventiva, personalizada y socializada. Y en lo que
atafie a la terapéutica afirma que son cuatro las distintas formas con las que un
meédico puede curar: se cura mediante la cirugia, se cura mediante la quimica,
esto es mediante los farmacos; se cura mediante la fisica, esto es mediante
radiaciones o agentes fisicos y se cura finalmente mediante la palabra.

Desde que Don Pedro escribio estas reflexiones los rasgos que
caracterizan a la medicina han cambiado poco pero a los instrumentos
terapéuticos, a los cuatro modos de curar hay que afiadir hoy un nuevo modo
de hacerlo, un nuevo instrumento curativo que desde hace apenas treinta afios
ha comenzado a formar parte del arsenal terapéutico de los médicos. Se trata,
como es obvio, de los 6rganos utilizados en los trasplantes y de las células y
los tejidos naturales conservados en los biobancos o de los tejidos artificiales
que se construyen actualmente en los laboratorios utilizando los nuevos
protocolos de la ingenieria tisular.

En el discurso que acabamos de oir Vicente Crespo ha disertado sobre
el devenir de la célula desde su inicial aparicion en el tablero de la ciencia
hasta el horizonte que sobre ella podemos vislumbrar en el futuro y lo ha hecho
para que tengamos una conciencia cabal de lo que la célula es y significa en el
contexto de la ciencia y la medicina de nuestros dias.

Para hacerlo ha utilizado un recurso clasico: construir el concepto de
célula en etapas, fases, propuestas o dias sucesivos. Es el recurso que utiliza
el autor del Génesis para, en seis etapas o dias, explicar la creacién del
mundo, desde la luz y las tinieblas hasta la aparicion del hombre y la mujer
sobre la tierra ; es el mismo numero de dias que utiliza el escritor Miguel Torga
para construir su autobiografia, su visiébn del mundo; es también el numero de
personajes que en la inmortal obra de Pirandello buscan autor, es también el
namero de propuestas que Italo Calvino propone para el presente milenio; es,
incluso el numero de etapas que David Kern, experto en educacion del Johns
Hopkins, propone para implantar un nuevo plan de estudios de medicina.
Vicente Crespo utiliza este recurso para explicarnos los distintos personajes
que la célula ha sido para buscar su actual protagonismo y los elementos y
propuestas que conforman su realidad vital, desde sus distintos componentes
hasta su capacidad para dividirse y proliferar.

De su discurso quiero destacar dos ideas fundamentales que
constituyen, a mi modo de ver, los ejes vectoriales del mismo. En primer lugar
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el hecho de que ninguna de las aportaciones descritas en cada una de las
etapas es superflua o carece de realidad en nuestros dias. Cada una de ellas
refleja simplemente una aproximacion distinta a la biologia celular con
independencia de que la aproximacion se lleve a cabo con diferentes
instrumentos amplificantes o con técnicas de investigacion celular muy
distintas. Lo que, con mucha inteligencia describe el discurso es la secuencia
cronoldégica de esas aproximaciones Yy el significado de vanguardia que
tuvieron en su tiempo.

En segundo lugar el discurso resalta la existencia de una célula viva que
se divide, prolifera y muere y que, gracias al conocimiento y al control cada vez
mas exacto que hoy tenemos de dichas actividades, podemos utilizar en
medicina como instrumento terapéutico. La evaluacion asimismo de dichas
actividades, con distintos métodos y técnicas, incluyendo la microscopia
electronica analitica, es la que nos permite ademas valorar la calidad y la
eficacia de su uso en el tratamiento de distintas enfermedades.

Hasta alcanzar este punto el profesor Vicente Crespo lo que hace en su
discurso, en este nuevo universo que la terapia celular y tisular representa para
la medicina, es llevar a la préactica el viejo principio de Goethe segun el cual
todo lo que heredamos de nuestros padres debe volver a conquistarse para
poder poseerlo. En efecto, en su discurso nuestro nuevo académico re-crea la
célula en seis etapas, en seis dias, para que conquistemos su conocimiento y
podamos poseerlo en esta nueva hora de la medicina.

Sin embargo nuestro nuevo académico hace algo mas: en vez de
descansar el séptimo dia, como hace Dios en el Génesis, nos regala un dia
mas de trabajo, nos regala una etapa nueva en la que nos invita a mirar al
horizonte. Ante nuestros asombrados 0jos nos describe la célula del futuro, nos
habla de la célula artificial, del nuevo sucedaneo que va a sustituir a la célula
que puebla nuestro cuerpo y que, al parecer con éxito, empieza a ser eficaz en
el tratamiento de algunos procesos morbosos.

Aungue solo lo ha esbozado su discurso nos deja entrever que las
futuras células no solo van a ser utiles en la terapéutica sino que ademas van a
poder mejorar los limites de sus funciones actuales. Algunos prototipos de
células artificiales como los respirocitos o eritrocitos artificiales, los
plaquetocitos o plaguetas artificiales y las microvivoras o fagocitos artificiales
pueden ilustrarnos sobre cual puede ser el futuro en este campo

A modo de ejemplo comentaré que los respirocitos son nanotanques de
gases gque pueden trasportar 9 mM de moléculas de Oxigeno o de Anhidrido
Carbodnico almacenadas a una presion de 1000 atmosferas. Un respirocito
podr& aportar 236 veces mas oxigeno por unidad de volumen que los eritrocitos
naturales. La sustitucion del 20% de los eritrocitos circulantes por respirocitos
artificiales permitiria a un individuo en reposo permanecer sin respirar durante
4 horas o correr dando una bocanada de aire cada 15 minutos. Otras
posibilidades sorprendentes podriamos comentar a propésito de los
plaguetocitos o de las microvivoras fagociticas. En su discurso Vicente Crespo
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ha establecido las bases conceptuales en las que va a asentarse este futuro y
sus palabras seran referencia obligada de reflexion en este campo.

Comenzaba el discurso haciendo referencia a los momentos de gran
intensidad que proporciona la vida en comparacion con los momentos de
intervalo. Al dar la bienvenida en nombre de esta bicentenaria Corporacion al
Profesor Vicente Crespo quiero desearle que su actividad en nuestra Academia
este regida siempre por esos momentos de intensidad que hacen que la vida,
la personal y la cientifica en este caso, constituya un verdadero reto digno de
vivirse.

El arte de vivir, cuenta una leyenda oriental, consiste en la habilidad de
ver la llama, esto es en alcanzar los momentos intensos en que las cosas , mil
veces vistas y entrevistas se transforman, como tocadas por un soplo, en soles
esplendorosos que nos sonrien y desvelan sus secretos.

Desde aquel dia, Querido Vicente, en que oiste a nuestro maestro, el
casi nonagenario Profesor Gbmez Sanchez, pronunciar su discurso de ingreso
en la Real Academia de Medicina de Cadiz, has convivido, en Cédiz y en
Granada, con la presencia afectiva y cercana de una Real Academia de
Medicina.

Por eso, y porque creo conocer muy bien las fuerzan que rigen tus
sentimientos, se que a partir de hoy, el dia de tu ingreso en esta Real
Academia, vas a transformar en momento intenso, en llama, en sol
esplendoroso, tu pertenencia a ella. Se, estoy convencido, que tu fidelidad, tu
voluntad y tu saber estar van a tener, desde hoy a la Real Academia de
Medicina como nuevo y amoroso destinatario.

Al darte la bienvenida a esta Casa quiero invitarte por altimo, a que esa
llama, a que ese sol, en el que, estoy seguro, vas a convertir tu presencia en la
Academia, brille entre nosotros con toda su intensidad e ilumine y caliente con
su luz y resplandor nuestros aun avidos cerebros y nuestros aun apasionados
corazones.

Muchas gracias
He dicho
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