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Resumen

Desde su descubrimiento, las células madre embrionarias han supuesto una herramienta
atractiva con inclusibn en numerosos campos de la Biomedicina. Sin embargo, la
aplicacion potencial de estas células se ha visto frenada por la controversia que las
rodea, principalmente en cuanto a su procedencia. Asi, en este trabajo se realiza una
revision de la legislacion que concierne a la obtencién y uso de preembriones humanos y
las subsecuentes células madre embrionarias obtenidas de los mismos, tanto en Espafia
como en diferentes paises europeos.
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Abstract

Since their discovery, embryonic stem cells have become an attractive tool to be included
in several biomedical fields. However, the potential application of these cells has been
hampered because of the controversy that surrounds them, especially in respect of their
provenance. Thus, this paper focuses on the legislation that is related to collection and
use of human pre-embryos and the subsequent human embryonic stem cells obtained
from them, both in Spain and in several European countries.
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INTRODUCCION

Los avances en el campo de la Biomedicina han tenido lugar de forma exponencial en el
tltimo siglo y principios del presente, gracias al desarrollo de nuevas técnicas y
metodologias, y el trabajo constante de la comunidad cientifica por alcanzar hallazgos
gue permitan una mejora en el diagnéstico y tratamiento de los pacientes. De gran
importancia han sido las células madre embrionarias, las cuales, desde su
descubrimiento, se han situado en el foco de numerosas investigaciones de distinta
indole, aprovechando las caracteristicas especiales que presentan las mismas:
pluripotencialidad y autorenovacion. Junto con el especial interés suscitado por estas
células, encontramos las técnicas de reproduccién asistida, las cuales han
experimentado un gran auge entre la poblacién, proporcionando asi el material necesario
para la investigaciones con células madre embrionarias humanas, los preembriones
humanos sobrantes de los tratamientos de fertilizacion in vitro.

Sin embargo, la controversia a nivel ético que despiertan estas células, sobre todo en lo
gue respecta a su obtencién, asi como el escepticismo de la poblacién y parte de la
comunidad cientifica, no ha dejado de ser latente en este tema. Esto ha llevado al
desarrollo de nuevas técnicas que permiten obtener células con caracteristicas similares,
como son la técnica de reprogramacion celular y la transferencia nuclear de células
somadticas, las cuales han recibido una gran aceptacion por los resultados favorables
obtenidos en las investigaciones realizadas con ellas.

En lo que se refiere a la legislacion, hasta el momento encontramos leyes, tanto en
Espafia como en Europa, en las que se hace referencia a las células madre embrionarias
humanas en ciertos apartados. A pesar de ello, no contamos con una ley especifica para
estas (con alguna excepcién, como en el caso de Francia).

La trascendencia de esta materia, no sélo a nivel cientifico, sino también ético, moral o
religioso, hace necesaria la elaboracion de una regulacién contundente y especifica en la
gue se contemple, ademas de un conocimiento exhaustivo por parte de los profesionales
del sector, con el objetivo de estar ubicados en todo momento en un marco actual y
legal.

OBJETIVOS

Con el presente trabajo, se pretende realizar un analisis exhaustivo de la legislacion que
regula el uso de células madre embrionarias humanas, tanto en Espafia como en
diversos paises de Europa. Puesto que, salvo en excepciones, no existe una regulacion
concreta, se sefialaran aquellas en las que se haga referencia al uso de preembriones
humanos y la obtencion de células madre embrionarias humanas, con el objetivo de
obtener una visién global de los conceptos que se encuentran contemplados en las
diferentes leyes y normativas.

Asi mismo, se analiza la evolucion que ha sufrido la legislacion espafiola en este ambito,
desde la publicacion de la primera ley sobre reproduccion asistida en 1988, con el fin de



adaptarse a los avances cientificos, y los cambios sociales sufridos en este pais con los
anos.

De igual manera, en el presente trabajo se muestra el desarrollo del conocimiento sobre
células madre embrionarias humanas, desde su descubrimiento hasta la situacion actual
en la que se encuentran las investigaciones, asi como los distintos conflictos éticos que
acarrean las mismas, como es el uso de preembriones humanos con fines de
investigacion. Asi, se abordan de forma objetiva distintos aspectos de las técnicas, para
que el lector pueda reflexionar sobre el tema y crear una opinién propia sobre la
importancia de las células madre embrionarias humanas y la regulacion que las atafie.

MATERIALES Y METODOS

La realizacion de este trabajo se basa principalmente en la blusqueda de recursos
bibliogréaficos, tanto en aspectos técnicos y cientificos, como juridicos.

Para la recopilacién y elaboracion del contenido cientifico, se han realizado busquedas
en los principales repositorios de articulos cientificos, como son NCBI, PubMed o Nature,
ademas de webs y organismos especializados en la materia tratada.

En cuanto al estudio de la normativa, se ha acudido a las publicaciones online del Boletin
Oficial del Estado, asi como otras paginas y bases de datos juridicas en las que se
encuentra reunidas normativas de distinta indole, como EUR-lex.

En lo que se refiere al estudio de la normativa en los distintos paises europeos que han
sido analizados, se han recurrido a las fuentes oficiales de cada uno en los que se
publican, de forma actualizada, las leyes vigentes disponibles en el momento. La
traduccion de las mismas, se ha realizado por comprension propia, salvo en algunos
casos, en los que se ha requerido la ayuda de personas cuya lengua materna es el
idioma en cuestion.

Por dltimo, diversas asignaturas del Grado en Biotecnologia y los recursos
proporcionados por ellas han sido muy Utiles para la elaboracion del presente trabajo,
como son Aspectos Legales y Sociolégicos de la Biotecnologia, Introduccién a la
Biomedicina, y Cultivos de Células y Tejidos Animales.

La consulta exhaustiva de estas metodologias ha permitido una recopilacion completa de
la materia tratada, tanto de forma cientifica como juridica, asi como la elaboracion de
una opinion personal, dando como resultado el presente trabajo.



1. PERSPECTIVA HISTORICA

En este apartado, se va a analizar cémo ha evolucionado el conocimiento sobre las
células madre desde los primeros experimentos con teratocarcinomas hasta el
aislamiento de las primeras células madre embrionarias humanas. Asi, como se muestra
en la figura 1, han tenido que pasar mas de dos décadas de investigaciones sobre
tejidos y células animales hasta que finalmente, se consiguié obtener la primera linea

celular procedente de blastocistos humanos.
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Figura 1 | Eje cronoldgico resumen de la investigacion con células madre embrionarias (ESCs).
Fuente: elaboracion propia.

1.1. TERATOCARCINOMAS: EL PUNTO DE PARTIDA PARA EL DESCUBRIMIENTO
DE LAS CELULAS MADRE EMBRIONARIAS. PRIMEROS EXPERIMENTOS IN VIVO

Los teratomas y teratocarcinomas son tumores, benignos y malignos respectivamente,
gue se encuentran normalmente en las génadas y contienen derivados de tejidos de las
tres capas germinales (Bulic-Jakus et al., 2006). A pesar de su rara incidencia en
animales experimentales, su composicion y apariencia histolégica han mantenido el
interés en estos tumores, hasta conseguir la descripcion en 1954 de la primera linea de
ratbn que mostraba una incidencia de teratoma testicular espontaneo del 1%. Este
mostraba una naturaleza maligna, por su rapido crecimiento al ser trasplantados
(Stevens & Little, 1954). En la siguiente década, diversos intentos de describir la
espontaneidad y origen de estos tumores llevé al descubrimiento de un grupo de células
en los testiculos fetales, con la capacidad de convertirse en teratomas o
teratocarcinomas (Stevens, 1964). En ese mismo afio, se realiz6 un experimento en el
gue se demostraba coémo una sola célula, derivada de un tumor e inyectada
intraperitonealmente, podia producir todos los tipos celulares que se encontraban en un
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teratocarcinoma (Kleinsmith & Pierce, 1964). Estos descubrimientos evidenciaban la
existencia de un unico tipo de célula madre en los teratocarcinomas, con la capacidad de
crecer indefinidamente asi como de diferenciarse en diversos tipos celulares adultos.

La existencia de estas células pluripotentes, unida a la observacion de estructuras
tumorales denominadas cuerpos embrioides (EB), otorgaba a los teratocarcinomas una
naturaleza embrionaria. Esta hipétesis fue respaldada tras el trasplante de
teratocarcinomas derivados de embriones de raton a sitios extra-uterinos (Stevens,
1970).

1.2. LA CONFIRMACION DE LA NATURALEZA EMBRIONARIA. EXPERIMENTOS IN
VITRO

Ademas de los experimentos in vivo para caracterizar y discernir la naturaleza de las
células de teratomas y teratocarcinomas, diversos ensayos se focalizaron en cultivar
fragmentos de los tumores mencionados con el objetivo de revelar el proceso de
diferenciacién desde la pluripotencialidad hasta los tipos celulares adultos in vitro. Asi,
entre 1970 y 1974, se consiguid derivar lineas celulares clonales, que en cultivo
producian varios tipos celulares (Rosenthal et al., 1970; Evans, 1972). Estos resultados
permitieron enfatizar la hipétesis de la existencia de células madre pluripotentes en las
masas tumorales; sin embargo, la diferenciacion de las mismas seguia siendo irregular,
sin seguir un patron légico.

1.3. AVANCE EN LAS TECNICAS DE CULTIVO. CELULAS MADRE DE CARCINOMA
EMBRIONARIO

El establecimiento de cultivos de células madre propulsé la necesidad de medios de
cultivo gue mantuvieran las mismas en su estado natural indeferenciado. La introduccion
de las feeder layers (capas nutricias) permiti6 a Martin y Evans (1974) subclonar en
masa lineas celulares pluripotentes de teratocarcinomas. Ademas, observaron un tipo
celular con las caracteristicas deseadas, que crecia en forma de pequefias colonias, con
un gran nucleo, con numerosos nucléolos, y un citoplasma disperso. Estas agrupaciones
celulares no se unian al plastico de las placas, si no que formaban EBs simples, con una
similitud morfoldgica clara con los embriones de raton post-implantacién (Martin & Evans,
1975). Estas células de las colonias eran las células madre de los tumores, y por ello
pasaron a llamarse células madre embrionarias de carcinoma o células madre de
carcinoma embrionario (ECCs).

1.4. PRIMEROS EXPERIMENTOS EN HUMANOS

El trabajo previo realizado con células de ratobn permiti6 un avance rapido en el
establecimiento de teratocarcinomas humanos in vitro. Asi, el analisis inicial de estos
sigui6 las mismas premisas: fragmentos cultivados, a partir de los cuales se observaban
distintos tipos celulares (Fogh & Trempe, 1975). Las lineas celulares derivadas de los



cultivos, su capacidad de diferenciacién y sus propiedades fueron analizadas, mostrando
similitudes clave con los resultados obtenidos en raton (Andrews et al., 1980).

1.5. MARCADORES DE CELULAS EMBRIONARIAS DE CARCINOMA

La derivacion y caracterizacion de las ECCs, tanto de raton como de humano, hizo
necesario el uso de marcadores que permitieran una identificacién inequivoca de las
mismas. En primer lugar, se reconocieron dos anticuerpos monoclonales que
reaccionaban de forma especifica con ECCs de ratdn, concretamente con el antigeno de
Forssman (Stern et al., 1978) y con el SSEAl (Solter & Knowles, 1978). Estos
anticuerpos mostraban una gran efectividad en el seguimiento de la derivacién de las
células y su diferenciacion; sin embargo, no eran (tiles para la distincién de ECCs

Esto llevo a una busqueda intensiva de marcadores, si no propios, también véalidos para
reaccionar con las células de procedencia humana. Asi, en 1981, Berham et al.
identificaron la sobreexpresion de la enzima fosfatasa alcalina en células embrionarias
de carcinoma humano y de ratdn, asi como en la masa celular interna del blastocisto y
en las células germinales primordiales. Cabe destacar que estos estudios no partieron de
cero, puesto que la enzima fosfatasa alcalina habia sido identificada previamente como
posible marcador (Bernstine et al., 1973).

Estos descubrimientos impulsaron la busqueda de méas marcadores que permitieran
identificar las ECCs, ya no so6lo en su estado original si no también tras la diferenciacion.
Asi, se identificaron dos anticuerpos monoclonales reactivos con las células tanto de
raton como de humano, concretamente con los epitopos SSEA3 y SSEA4, carbohidratos
expresados en la superficie celular (Shevinsky et al., 1982; Kannagi et al., 1983). A pesar
de la dualidad de especie, estos anticuerpos mostraban una mayor especificidad por las
células de procedencia humana. Esto hizo continuar con el andlisis de los mismos, hasta
concluir que dicha desigualdad se debia a una expresion inversa en raton y humano
segun el estado de diferenciacion: las células de carcinoma embrionario de raton
expresaban SSEAl1l en estado indeferenciado y SSEA3 y SSEA4 cuando se
diferenciaban; por el contrario, las células humanas mostraban SSEA3 y SSEA4,
sobreexpresando SSEA1 cuando pasaban a un estado diferenciado (Fenderson et al,
1987). Esto constituyé una forma de monitorizar tanto el correcto aislamiento de las
células como su diferenciacion temprana.

1.6. CONDICIONES DE CULTIVO. COMPUESTOS

Desde los primeros experimentos realizados con las células derivadas de
teratocarcinomas, se observaba una diferenciacion impredecible. Por ello, se
investigaron numerosos compuestos que llevaran a un proceso controlado, hasta que
Strickland y Mahdavi (1978) descubrieron que el &cido retinoico, usado sélo o en
combinacion con cAMP, inducia la diferenciacién de una linea celular de carcinoma
embrional a células con un parecido al endodermo parietal. Poco después se probé el
compuesto quimico hexametilbisacetamida, el cual mostré resultados similares (Jakob et
al., 1978). Estos descubrimientos constituyeron las bases para la investigacion de
compuestos que permitieran una diferenciacion controlada de las ECCs y las
posteriormente nombradas células madre embrionarias.
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1.7. CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Hasta el momento, se ha hablado de las ECCs, las cuales se obtenian de forma indirecta
a partir de un embrion trasplantado a un sitio extra-uterino que daba lugar a un
teratocarcinoma. Sin embargo, la obtencion de células madre directamente de embriones
aun no se habia conseguido. La primera linea de células madre embrionarias de raton
(mESCs) fue derivada en 1981 por dos grupos de investigacion diferentes (Evans &
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Estas lineas celulares procedian de blastocistos
cultivados en una capa nutricia de fibroblastos de raton, de manera similar a como se
habia hecho previamente con el cultivo de ECCs. Ademas, las células embrionarias
expresaban los mismos marcadores que sus antecesoras y seguian un proceso de
diferenciacién in vivo e in vitro también similar, formando EBs en los que se observaban
diferentes tejidos adultos (Doetschman et al., 1985). Debido a estas similitudes
marcadas, los estudios con ESCs se centraron en la mejora de las condiciones de cultivo
ya establecidas. Asi, se descubrio la esencialidad del factor inhibitorio de leucemia (LIF)
en el mantenimiento de los cultivos en estado indiferenciado, cuya retirada, junto al
mantenimiento de los cultivos en suspension, constituia la formacion de EBs y
consecuente diferenciacion (Williams et al., 1988). Esto supuso un gran avance, y
todavia hoy en dia sigue siendo esencial en el establecimiento de lineas de ESCs.

Tras el aislamiento de las células madre, se prob6 su capacidad para formar quimeras
de lineas germinales (Bradley et al., 1984). Los resultados positivos contribuyeron al
desarrollo de la transgénesis (Gossler et al., 1986), asi como gene targeting por
recombinacion homéloga (Thomas & Capecchi, 1987), situando las ESCs en el punto de
mira como posible herramienta para la correccién de errores genémicos.

1.8. CELULAS MADRE EMBRIONARIAS HUMANAS

La obtencién de células madre embrionarias humanas ha sido un evento mas tardio, en
comparacion con las células madre embrionarias de ratén. Esto se puede achacar a la
dificultad de obtener material embrionario de calidad, asi como los problemas legales y
los dilemas éticos que concierne al uso de embriones humanos para la investigacion.
Asi, la derivacion de la primera linea de células madre embrionarias humanas (hESCs)
data de 1998 (Thomson et al., 1998), afio en el que también se aislé la primera linea
celular germinal (Shambilott et al., 1998). A pesar de su aparicién tardia, el uso de estas
células ha tenido un gran éxito, gracias a las aportaciones de embriones de las clinicas
de fertilizacion in vitro y la inversion de compafiias privadas.

Debido a su naturaleza y aplicacion para humanos, es necesaria la puesta a punto de
cultivos que no requieran capas nutricias y sueros procedentes de animales. Este
proceso de optimizacién de las condiciones esta recogiendo gran interés y esfuerzo por
parte de los investigadores. Ademas, no debe olvidarse su potencial cancerigeno y la
probabilidad de acumular mutaciones (Garcia, 2016). Por ello, en la actualidad, las
células madre embrionarias humanas constituyen una herramienta muy potente por sus
amplias posibles aplicaciones terapéuticas, pero con un gran camino por recorrer para
gue puedan ser una realidad en la clinica.



2. LAS CELULAS MADRE. APLICACION EN BIOMEDICINA

Desde su descubrimiento, las células madre han supuesto una revolucién en la ciencia,
abarcando un amplio abanico de aplicaciones, desde la estética a la nutricion, pasando
por la investigacibn embriolégica y la reproduccion asistida. Sin embargo, si hay un
campo en el que las células madre se han abierto camino con fuerza es el de la medicina
regenerativa y las terapias celulares.

El concepto de célula madre hace referencia a distintos estadios con distintas
caracteristicas, comportamiento, y grados de diferenciacion. Sin embargo, podemos
resumir que todas las células madre poseen:

e un estado indeferenciado y el potencial intrinseco para originar nuevas células
especializadas, caracteristicas de un érgano o tejido especifico, sirviendo como
sistema de reemplazamiento y reparacion de localizaciones dafiadas (NATIONAL
INSTITUTE OF HEALTH, 2015).

e la capacidad de dividirse y autorenovarse durante largos periodos, dando lugar
de forma ilimitada a células no especializadas, iguales a la célula progenitora (EL
UNIVERSAL, 2013).

2.1. DIFERENCIAS ENTRE CELULAS MADRE ADULTAS Y EMBRIONARIAS

Como se ha mencionado anteriormente, las células madre abarcan un gran conjunto de
células con distintos rasgos fenotipicos. En biomedicina, la forma mas comudn de
clasificacion las divide en dos tipos: células madre adultas o soméaticas (ASCs) y células
madre embrionarias (ESCs).

La diferencia mas significativa entre ambos grupos es su potencialidad, esto es, el
namero y rango de células que pueden originar: las células madre adultas pueden
diferenciarse en tipos celulares de su tejido de origen, por lo que se les otorga el rasgo
de multipotenciales (Gonzalez & Bernad, 2012), mientras que las ESCs tienen una
naturaleza pluripotente, pudiendo diferenciarse en cualquier tipo celular, incluida la linea
germinal (Keller, 2005).

Ademas, el estadio del desarrollo en el que podemos encontrarlas también difiere. Las
ASCs, se forman en la médula 6sea, y residen en numerosos tejidos y Grganos
postnatales, en pequefias cantidades y areas especificas de los mismos. Los tejidos
adultos que contienen células madre son: cerebro, sangre periférica, vasos sanguineos,
musculo esquelético, piel, tejido adiposo, bazo, rifiones, e higado (Kumar et al., 2010).
Las ESCs, como se detalla en el siguiente punto del presente trabajo, se localizan en el
embrion en estado de blastocisto; también encontramos células madre con
caracteristicas de pluripotencialidad en el liquido amniético y la placenta. (Matikainen &
Laine, 2005; Antonucci et al., 2012; TE INTERESA.ES, 2014). Debido al poco desarrollo
de las técnicas que conciernen a estas nuevas fuentes, estas células madre no se
contemplaran en el presente trabajo.
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Figura 2 | Estadios del desarrollo en los que se pueden encontrar los diversos tipos de células
madre.
Fuente: http://www.proloterapia.com/celulas/tiposcm.html (consultado el 9 de mayo de 2016).

A pesar de que las células madre adultas han sido exitosas en el tratamiento de diversas
enfermedades, como diabetes, Parkinson, Alzheimer, o enfermedades cardiovasculares
(HINDAWI, 2015), estas presentan ciertas limitaciones. Como se ha mencionado
anteriormente, las células madre adultas se encuentran en pequefias cantidades en los
organos Y tejidos, lo que dificulta el proceso de obtencion, aislamiento y purificacion.

Ademas, en algunos casos, como el de las células madre procedentes de la médula
Osea, la obtencion puede ser muy dolorosa para el paciente y el proceso de recuperacion
largo y costoso (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013). A esto se le une una menor
capacidad proliferativa frente a las células adultas embrionarias, y una mayor
acumulacion de aberraciones del ADN (debidas a la radiacién solar, toxinas, y errores en
la replicacion durante el transcurso de la vida del individuo) (Ramalho-Santos et al.,
2002). Todo esto debilita el potencial clinico de las células madre adultas, aumentando
asi el interés en las células madre embrionarias humanas.

2.2. CARACTERISTICAS DE LAS ESCs

Las células madre embrionarias (ESCs) son células pluripotentes capaces de originar
todos los tipos celulares en el embrién (Vazin & Freed, 2010).

De forma mas amplia, las ESCs presentan unos rasgos que les hacen ser consideradas
como tal:
e In vitro, son diploides de forma estable y normales en cuanto a su cariotipo (Pera
et al., 2000).
o Pueden propagarse indefinidamente en cultivo, esto es, mantener su capacidad
de autorenovacion tras determinados pasajes y en un periodo prolongado de
tiempo, conservando el estado indeferenciado de forma homogénea (Arias y
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Felmer, 2009). Esto no ocurre in vivo, puesto que se van diferenciando durante el
desarrollo intrauterino.

e Pueden diferenciarse en cualquier tipo celular de las tres capas germinales, esto
es, pueden dar lugar a cualquier célula del organismo, incluyendo la linea
germinal. Esto se cumple tanto en teratomas tras trasplantarlas (Bradley et al.,
1984) como in vitro, bajo condiciones favorables de cultivo (Amit et al., 2000). Sin
embargo, no pueden dar lugar a un embrion completo (totipotencialidad),
caracteristica que pierden tras la formacién del blastocisto, como se detallard a
continuacion.

2.3. hESCs: LOCALIZACION Y DESARROLLO EMBRIONARIO

Las células madre embrionarias derivan del embrion de los mamiferos en su etapa de
blastocisto (Hernandez y Dorticés, 2004), cuyo momento temporal depende de la
especie de la que se trate.

En humanos, tras la fecundacion del

T &
\ {4 ! ) . .
< B t@‘& 5& ;"D' 0VoCito po.r un e;spermatqzmde, se
S forma el cigoto. Este comienza una

e » Embionde: Momla  Hgsiacie serie de divisiones, hasta que pasa a
d @\ Troénpas una masa c,ompact,a de células
il ’_ Falopio denominada morula (dia 4). Cuando la

N .2  Guaio  MOrula entra en el Gtero, se secretan

. Efidometiio determinados factores que provocan

s ilars un ensanchamiento de la misma, la

cual se convierte en blastocisto por

Clsho del cavitacién (dia 5). En el dia 7, se

Vagina produce la eclosién del blastocisto

(liberacién del blastocisto en estado

Ei 3IF del d I bri _ expandido y desaparicién de la zona
Flugel:]rti. | Fases del desarrollo embrionario. proteica) y la implantacién del mismo

http://fertilab.net/FERTILIDAD/REPRO_NATUR  €n el endometrio (Garcia, 2016).
AL/proceso01_2.html (consultado el 9 de mayo
de 2016).

Es importante recalcar que previa a la formacion del blastocisto, el zigoto (huevo
fertilizado) estd formado por una Unica célula totipotencial, es decir, con la capacidad de
crear un organismo completo. Esta célula va dividiéndose en mas células totipotentes,
hasta que se especializan en un grupo de células pluripotentes, contenidas en el
blastocisto. Estas son las que se conocen como células madre embrionarias. (EXPLORE
STEM CELLS, 2016).

En el blastocisto, se distinguen 4 partes principales (EUROSTEMCELL, 2011):

e La zona pellcida, que rodea la totalidad del blastocisto.
e El trofoectodermo o trofoblasto, que formara la placenta que contiene el embrién
conforme vaya desarrollandose el mismo.
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e Cavidad o blastocele, hueco interno.
e Masa celular interna (ICM), un agregado de 10-20 células que constituye la
reserva de ESCs.

Figura 4 | Partes del blastocisto.

Fuente: elaboracion propia, a partir de la imagen
obtenida en
http://es.klear.com/profile/jldepablo/%7B%7Blink%7D
%7D (consultado el 9 de mayo de 2016)

2.4. FUENTES PARA LA OBTENCION DE hESCs

Las hESCs se derivan a partir de embriones tempranos (en estado de blastocisto) in
vitro. Estos, normalmente, son embriones procedentes de tratamientos de fertilizacion in
vitro (FIV), los llamados spare embryos. En algunos casos, estos embriones han sido
donados por los pacientes para las investigaciones, ya que los mismos no los necesitan,
al haber cumplido sus expectativas o haberse retractado respecto a su idea inicial
(Douglas & Savulescu, 2009). Por el contrario, gran parte de los embriones empleados
fueron descartados por su incapacidad para ser implantados (Liu et al., 2009).

A parte de la masa celular interna del blastocisto, es posible obtener hESCs de otras
formas:

e de las células germinales (EGCs, Embryonic Germ Cells), que aparecen en las
gonadas en formacion de embriones y fetos, dando lugar posteriormente a los
gametos (Shambilott et al., 2001).

e de teratocarcinomas, tumores complejos (ECCs, Embryonic Carcinoma Cells),
gue derivan de las génadas adultas. (Skakkebaek et al., 1987).

A pesar de que estas células poseen capacidad de diferenciarse in vitro y contribuir a la
linea germinal, el estadio en el que se obtienen o su naturaleza tumoral,
respectivamente, son caracteristicas que hacen que la opcién preferida para la obtencion
de células madre embrionarias humanas sea la masa celular interna del blastocisto.
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Figura 5 | Fuentes de células madre embrionarias humanas (hESCSs).
Fuente: modificacion de la imagen obtenida de Arias y Felmer, 2009.

2.5. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE hESCs

Tradicionalmente, las células de la masa celular interna del blastocisto han sido aisladas
con técnicas de inmunocirugia. Este método implica la eliminacion de la capa externa del
blastocisto, el trofoblasto, mediante el uso de productos derivados de animales, como
anticuerpos de conejo anti células sanguineas humanas, o complemento de cobaya
(Chen & Melton, 2007). Sin embargo, el empleo de estos compuestos puede suponer un
riesgo para los pacientes trasplantados con estas células, ya sea por la transferencia de
patégenos animales o por el incremento de la probabilidad de rechazo.

Por este motivo, el método preferido para la derivacion de hESCs es la diseccion
mecanica o enzimatica. Los blastocitos cultivados se lavan, y se dejan adherir a la placa
o pocillo. Con una aguja se sujetan, y con la otra se perfora la zona pellcida para abrir el
blastocisto y separar la ICM del trofoectodermo. (Strém et al., 2007). También pueden
utilizarse un laser para perforar la zona, y posteriormente aislar la masa celular interna
mediante radiacion asistida por laser (Turetsky et al., 2008).

Una vez obtenida la masa celular, ésta se transfiere a un nuevo medio de cultivo. Las
primeras lineas de células madre embrionarias aisladas se cultivaron en capas nutricias
de fibroblastos embrionarios de raton irradiados (MEF feeder layers), que permitian la
propagacion de las células en estado indeferenciado (Bosma et al., 1983). Posterior a
estos, y con el objetivo de conseguir medios de cultivo propiamente humanos y sin
elementos animales, se han usado fibroblastos humanos procedentes del epitelio de las
trompas de Falopio (Bongso et al., 1994), del masculo (Amit et al., 2003), o de la médula
0sea (Cheng et al., 2003), entre otros. De forma alternativa, se han probado sistemas
libres de células, en los que se emplean matrices extracelulares como Matrigel con
fibronectina (McElroy & Pera, 2008). En estos sistemas, se ha demostrado que parte de
la poblacién celular se diferencia a fibroblastos o células estromales, que se convierten
en soporte para el crecimiento del resto de células que permanecen indeferenciadas (Xu
et al., 2001; Van Hoof et al., 2008).
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@ Ademés del soporte, la composicion de

1 i factores afiadida al medio de cultivo es
esencial para mantener las ESCs en estado
indeferenciado. Como se menciond en el
punto 1, LIF, desde su descubrimiento, ha
sido esencial en dicho objetivo. Incluso puede
sustituir a las capas nutricias, si es utilizado
en combinacion con el suero fetal de ternera
(FCS) (Smith et al., 1988).
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mayo de 2016).

e

CULTIVOS CELULARES
ESTABLECIDOS DE LA CELULA MADRE EMBRIONARIA

Todos estos experimentos persiguen el uso final de soportes y medios de cultivo en los
gue no se afladan sueros y otros compuestos animales, pues esto podria suponer la
introduccion de patégenos de especies animales, o el incremento de las probabilidades
de rechazo, incompatible con el uso terapéutico de las células madre embrionarias
humanas.

2.6. METODOS ALTERNATIVOS PARA LA OBTENCION DE hESCs

Debido a los problemas éticos y dificultades que concierne el uso de embriones
humanos, asi como de material generalmente de caracter embrionario, actualmente se
han descrito dos técnicas que permiten la obtencién de células con caracteristicas
pluripotenciales, a partir de células sométicas.

En primer lugar, encontramos la transferencia nuclear de células sométicas (SCNT),
también denominada clonacion terapéutica. El procedimiento es el siguiente: el oocito se
paraliza en metafase Il, y es inmovilizado. Con una aguja, se elimina una pequefia parte
de la zona pellcida y se extrae el nucleo y los cuerpos polares. Tras esto, se introduce el
nucleo somatico en el oocito sin nucleo, mediante electrofusion La mitosis ocurre in vitro,
hasta la formacién del blastocisto, de donde se podran extraer las hESCs (como ha sido
explicado en el apartado 2.5). (Kfoury, 2007). A pesar de no partir de embriones como
tal, al final del proceso de transferencia nuclear, tenemos un blastocisto que, implantado,
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podria dar lugar a un individuo; por tanto, la transferencia nuclear de células soméaticas
también puede acarrear problemas éticos y legales (Hug, 2005).

Con mucho auge hoy en dia, se sitian las células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs). Este método de reprogramacion celular fue descrito por primera vez en 2006
(Takahashi & Yamanaka, 2006), y consistia en la transduccién retroviral de genes que
codificaban 4 factores de transcripcion, Oct4, Sox2, Klf4, y c-myc, en fibroblastos
embrionarios de raton. Estas células reprogramadas mostraban una morfologia y
crecimiento similar a las células embrionarias; ademas, cuando eran transplantadas en
ratones inmunodeficientes, provocaban la formacién de teratomas que contenian tejidos
y células de las tres capas germinales, confirmando la naturaleza pluripotente de estas
células.

Aunque inicialmente, estos experimentos mostraban una baja eficiencia, el estudio del
mecanismo del proceso, asi como de la procedencia de la célula somatica
reprogramada, ha conseguido mejorar el resultado obtenido. Por ejemplo, se ha
descubierto que los queratinocitos expresan de forma enddgena mayores niveles de c-
myc y Klf4, lo cual acelera su conversion a iPSCs (Yee, 2010). Ademas, actualmente se
han refinado los métodos de transduccion, de manera que se ofrece un amplio abanico
de opciones para llevar a cabo la reprogramacién, dependiendo del tipo celular de
partida y el objetivo del proceso (Malik & Rao, 2013). Aunque las iPSCs son muy
prometedoras, tienen una limitacion clave: al proceder de tejidos adultos, presentan
modificaciones epigenémicas que pueden afectar al estatus de las células diferenciadas
obtenidas, al contrario que las hESCs, que al tener un origen embrionario, no poseen
dichas modificaciones (Yee, 2010).

Clonacion terapéutica "~ Reprogramacion
Ovulo Célula somatica Células somaticas
@ o
~ ~ . °
C ® ® ¢ .
™ ® Se exraen los
nicleos
. Elnicleo de la
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dvula i
de reprogramacion

e
L F

. ,':_' L Seinduce la
b formacidn del P
cwgwrls embrion S

Células reprogramadas
con caracteristicas de

Recoleccion de las ESCs

Figura 7 | Métodos alternativos para la obtencién de ESCs.
Fuente: modificado a partir de la imagen obtenida en http://intrd187s-f12-
grosovsky.wikispaces.umb.edu/Group+3+Stem+Cells (consultado el 10 de mayo de 2016).
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2.7. DIFERENCIACION IN VITRO DE ESCs

La retirada de los elementos mencionados anteriormente, como LIF, supone la
diferenciacién de las células madre embrionarias, y bajo las condiciones de cultivo
adecuadas, la generacion de células pertenecientes a cualquiera de las 3 capas
germinales: mesodermo, ectodermo, y endodermo.

A grandes rasgos, se pueden resumir en 3 los protocolos aplicables para conseguir la
diferenciacion:

e Las células madre forman
agregados tridimensionales, ESCs
Jindeferenciadas

denominados cuerpos
embrioides (EBs).  (Keller, ﬂ,;:';;‘;,‘j;;'i e
1995).

e Las células madre se cultivan
directamente sobre células

Células formando Células cultivadas sobre  Células cultivadas sobre
estromales mayormente la cuerpos embrioides células estromales proteinas de la matriz
i ! extracelular
linea celular OP9 (Nakano et \ l /
al. y 1994) Analisis de las células diferenciadas

* Las celulas madre se cultivan Figura 8 | Protocolos de diferenciacion de ESCs.

junto a una monocapa de  Fyente: modificado a partir de Keller, 2005.
proteinas de la matriz

extracelular (Nishikawa et al., 1998).

Estos protocolos de diferenciacién presentan sus ventajas y desventajas. Por ejemplo, la
formacion de cuerpos embrioides permite la interaccion célula-célula, lo cual simula la
situacion in vivo y resulta positivo para el desarrollo; sin embargo, la secrecion de ciertos
factores como citoquinas, puede descontrolar el experimento y complicar analisis
posteriores. En cuanto a las células estromales, puede ocurrir [lo mismo: la secrecion de
factores indeseados que lleven a resultados inesperados. Por ultimo, el cultivo con
proteinas de la matriz extracelular puede resultar el mas simple, pero exige una eleccion
cuidadosa de las mismas, pues distintas proteinas pueden llevar a distintos modos de
diferenciacion y crecimiento (Keller, 2005).

Independientemente del método utilizado, la diferenciacién controlada a un tipo celular
adulto involucra el uso de factores y combinaciones de los mismos especificas. Algunos
linajes, como el hematopoyético y otros tejidos mesodérmicos, estan bien caracterizados
desde el comienzo de estos experimentos (Burkert et al., 1991). Debido a la extension y
complejidad de este tema, no se va a tratar en el presente trabajo.

2.8. APLICACIONES ACTUALES

Por sus caracteristicas de pluripotencialidad, posibilidad de manipulacion genética,
generacion quimérica, entre otras, las células madre embrionarias humanas comprenden
un amplio abanico de posibilidades en cuanto a su aplicacién para fines de diagnéstico y
terapéuticos. A continuacion, se detallan dos de especial interés.
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2.8.1. Descubrimiento de farmacos

El screening de nuevos farmacos y los estudios de toxicologia se han llevado a cabo
tradicionalmente mediante el uso de animales para experimentos in vivo. Sin embargo,
las numerosas objeciones éticas en este ambito han llevado al intento de usar tejidos
humanos, lo cual no ha sido exitoso, debido a la dificultad para obtener la gran cantidad
de material que se requiere en este tipo de experimentos, asi como la dificultad de
mantenimiento o expansion in vitro, tal y como relatan Oh & Choo (2006).

Asi, el uso de células madre embrionarias humanas para tales fines han cobrado mucha
fuerza en los ultimos afios. Por ejemplo, para estudios de toxicologia en higado (el
organo mas afectado por los farmacos), las compafiias farmacéuticas han disefiado
protocolos para generar grandes cantidades de hepatocitos a partir de hESCs y asi
investigar el metabolismo y la toxicologia de nuevos farmacos y existentes (Ahuja et al.,
2007). De manera similar ha ocurrido con la generacion de cardiomiocitos o células
neurales; estas células humanas pueden revelar la toxicidad de algunas drogas de
manera mas precisa que con sistemas animales.

Ademads, la posibilidad de introducir modificaciones genéticas en las hESCs, obteniendo
lineas celulares con diferentes genotipos, ha constituido un avance en los estudios
farmacogendmicos, pudiendo identificar respuestas diferenciales del mismo farmaco en
distintos individuos (Bapat & Mishra, 2005). También es resefiable la selectividad que
permite el uso de hESCs, puesto que permite disefiar farmacos que actien de forma
especifica frente a las células enfermas y no dafien las células sanas; esto es
importante, por ejemplo, en el caso del cancer, puesto que muchos tipos, como
leucemias, cancer de mama, o de préstata, han mostrado poseer células madre
cancerigenas en la masa tumoral (Al-Hajj, 2007).

2.8.2. Terapias de reemplazo celular

Cbémo se ha explicado en apartados anteriores, la pluripotencialidad de las células madre
embrionarias les confiere la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular adulto.
Esto, unido a los nuevos avances en correcciones genéticas (por gene editting y
recombinacion homoéloga en ES), convierten a las hESCs en una herramienta de enorme
valor terapéutico en el campo de la medicina regenerativa.

Estas terapias, a grandes rasgos, consisten en la diferenciacion de las hESCs en el tipo
celular deseado, y el trasplante de las células diferenciadas en el paciente, con el
objetivo de reemplazar la funcion perdida por la existencia de células dafiadas o
disfuncionales (Garcia, 2016).

En la actualidad, se han conseguido obtener con éxito linajes tan significativos como
células de los islotes pancreaticos, neuronas, cardiomiocitos, y hepatocitos,
consiguiendo el tratamiento en animales modelos de enfermedades del sistema nervioso
central, infartos, higado, diabetes, o enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, en
humanos, estas terapias no pueden considerarse aln como tratamientos aplicables, y
estan bajo investigacion (Davidson et al., 2008).
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2.9. LIMITACIONES DE LAS hESCs Y ASPECTOS ETICOS

Cémo se ha ido relatando a lo largo de este capitulo, la obtencion y uso de células
madre embrionarias entrafia ciertas constricciones éticas y morales. Ademas de esto, las
hESCs presentan otras limitaciones:

e La pluripotencialidad de las hESCs se basa en la formacion de teratomas que
contienen tejidos de las 3 capas germinales, esto es, presentan riesgo de
tumorigenicidad cuando son transplantadas.

¢ Inmunogeneceidad de las hESCs, al utilizarse productos o derivados animales;
las hESC y los progenitores pueden incorporar el acido sialico Neu5Gc, contra el
gue reaccionan la mayoria de los anticuerpos circulantes (Martin et al., 2005).

A pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos hasta el momento sitian a las
hESCs en el foco de atencién de la biomedicina. Sin embargo, la controversia con el uso
de embriones humanos es tan fuerte que produce un freno en la investigacion y
desarrollo de estas células madre. Es necesaria una revision de la legislacion vigente,
con el objetivo de determinar los limites permitidos para el uso de las hESCs.
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3. NORMATIVA APLICABLE A LAS CELULAS MADRE EMBRIONARIAS
HUMANAS (hESCs) EN ESPANA

En el presente apartado se presenta la normativa espafiola en concepto de obtencidn,
conservacion y uso de células madre embrionarias humanas. Como se desglosara a
continuacién, no existe ninguna ley propia de tal materia, por lo que se revisaran distintos
articulos y apartados en los que se nombra la misma, tanto en leyes y normativas

pasadas como en aguellas vigentes en la actualidad.

Tabla 1 | Resumen de los aspectos que conciernen a la investigacién con hESCs en distintas
legislaciones derogadas y vigentes en Espafia.
Fuente: elaboracién propia.
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3.1. NORMATIVA ANTERIOR

En este apartado, se hace mencion a las 3 leyes, actualmente derogadas, que han
hecho mencion a los preembriones y células madre embrionarias humanas en alguno de
los articulos contenidos.

3.1.1. Ley 35/1988, de 22 de noviembre, sobre Técnicas de Reproduccion asistida

Los avances en Biotecnologia y Medicina facilitaron un claro éxito en el campo de la
Reproduccion Asistida; sin embargo, el rapido avance en este ambito supuso un
crecimiento paralelo de los aspectos a pulir, tanto de las técnicas empleadas, como de la
permisividad de los casos en los que las mismas eran éticamente aplicables. Estas
primeras premisas se marcan en la presente ley analizada.

El primer pronunciamiento relacionado con la obtencion de hESCs se hace en el capitulo
I, articulo 3, cuando se prohibe la fecundacion de 6vulos humanos con cualquier fin que
no sea la procreacion, esto es, la final gestacion de un individuo. Asi, se elimina la
donacién de évulos y la generacién de embriones con fines de investigacion. Igual de
restrictivo para la obtencién supone el capitulo 1V, articulo 11.3. En este, se permite la
donacién de los preembriones sobrantes en el tratamiento de reproduccion asistida
Unicamente para fines reproductivos, pudiéndose conservar los mismos durante 5 afios
maximo.

Cabe destacar cémo, en los articulos 12 y 13, se hace referencia al diagnostico
preimplantacional con el objetivo de diagnosticar posibles enfermedades transmisibles,
pudiendo asi intervenir sobre el preembrion in vitro para mitigar las mismas, o parar la
transferencia si resulta desaconsejada por el especialista.

Por dltimo, en los articulos 15, 16 y 17, se abre la posibilidad de investigaciéon con
preembriones para fines biomédicos, en el caso en el que los mismos resulten no
viables, siempre y cuando dichos experimentos no puedan realizarse en animales
modelo. Asi, en el articulo 16 se hace mencién a un amplio abanico de investigaciones:
envejecimiento celular, procesos de diferenciacion y organizacion celular, estructura
génica y cromosOmica, fenbmenos de histocompatibilidad, accion hormonal, origen de
enfermedades genéticas, entre otros.

En todo el documento no se hace mencién a las hESCs contenidas en dichos embriones,
asi como en sus posibles usos diagnoésticos y terapéuticos, por lo que esta ley resulta
incompleta en la materia tratada en el presente trabajo.

3.1.2. Ley 42/1988, de 28 de diciembre, sobre donacion y utilizacion de embriones o de
sus células, tejidos u 6rganos

Un mes después de la publicacion en el BOE de la normativa respecto a las técnicas de
reproduccién asistida, se aprueba la presente ley, que regula de forma especifica la
donacion y uso de embriones y fetos para otros usos no reproductivos, esto es, con fines
diagnosticos, terapéuticos, de investigacién o experimentacién. Concretamente, en el
capitulo |, se permite la donacion de preembriones para fines de investigacion, si los
Mismos no son viables y existe consentimiento de los progenitores.
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En el capitulo Ill, articulo 5, se marca la diferencia entre fetos y embriones viables, a
aguellos que residen en el Gtero o que, siendo expulsados prematuramente, pueden ser
tratados para mantener su autonomia y originar un individuo. Por el contrario, los abortos
espontaneos se considerardn como no vivos a efectos de tal ley.

La afirmacion mas resefiable de la presente Ley analizada es el capitulo Il, articulo 6, la
cual autoriza la obtencion y uso de estructuras biolégicas procedentes de los embriones
considerados muertos, para fines farmacologicos, de investigacién y experimentacion,
etc.; de esto puede extraerse la legalidad de la extraccion de células madre embrionarias
humanas.

Por ultimo, en el capitulo Ill, articulo 8, se autoriza la aplicacion de la tecnologia genética
sobre embriones y fetos, con fines de diagnostico prenatal, industriales de caracter
preventivo o terapéutico (hormonas, proteinas de la sangre, vacunas...), terapéuticos
(seleccion de sexo o creacion de mosaicos genéticos mediante el trasplante de las
estructuras o células ausentes o dafiadas), o de investigacion (estudio de las secuencias
del ADN, ADN recombinante y perfeccion de las técnicas, envejecimiento, etc.).

A pesar de que, en la presente ley, se abre la puerta al uso de las células procedentes
de los embriones considerados muertos, sigue habiendo una falta de concrecion
respecto a los tiempos requeridos para la aprobacién del uso de los mismos (importante
por el limite temporal en el que se pueden obtener las células madre embrionarias), asi
como una referencia concreta a las células madre embrionarias.

3.1.3. Ley 45/2003, de 21 de noviembre, por la que se modifica la Ley 35/1988, de 22 de
noviembre, sobre Técnicas de Reproduccion Asistida

Como se relata en la exposicion de motivos de la presente legislacion, la Ley 35/1988,
de 22 de noviembre, sobre Técnicas de Reproduccion Asistida, deja varios aspectos
clave sin cubrir. El primero de ellos, es el destino de los preembriones criopreservados,
cuyo plazo de almacenamiento se establecié en 5 afios, sin especificar el destino de los
mismos al finalizarse dicho plazo, si no habian sido utilizados. Ademas, los nuevos
descubrimientos cientificos, concretamente las células madre embrionarias y las
expectativas que las rodean, hicieron aumentar el interés en una nueva legislacion que
contemplara un nuevo enfoque para estos embriones sobrantes con fines de
experimentacion o investigacion.

Estos acontecimientos llevaron al Comité Asesor de Etica, dependiente de la Fundacion
Espafiola para la Ciencia y la Tecnologia, a elaborar un informe en relaciéon a “La
investigacion sobre células troncales” en febrero de 2003. En el mismo, se muestra un
apoyo al uso de preembriones sobrantes para investigacion, mientras que se rechaza la
creacion expresa de preembriones. Por ultimo, hace hincapié en la necesidad de reducir
el nimero de preembriones sobrantes de la FIV para evitar su acumulacion y/o posterior
descarte.

Asi, la presente reforma se centra en los articulos 4y 11 de la Ley 35/1988, en el que se
incluye la reduccion del nidmero de ovocitos fecundados a tres. También se trata la
posibilidad de las parejas progenitoras, de decidir sobre el destino de los preembriones
crioconservados, siendo una de las mismas la aceptacion de la donacion de los mismos
para la investigacion (habiéndose cumplido el plazo de 5 afios 0 no). El uso del material
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biol6gico obtenido en este caso estaria entonces sujeto a la legislacion sobre donacion y
utilizacion de células y tejidos de origen humano, explicada en el apartado anterior.

3.2. LEGISLACION VIGENTE ESTATAL

En el presente apartado, se realiza un analisis de la legislacion aplicable en Espafa
actualmente, en materia de hESCs.

3.2.1. Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre técnicas de reproducciéon humana asistida

La Ley 45/2003, anteriormente mencionada, presentaba cierta ambigliedad en el uso
otorgado a los preembriones crioconservados dependiendo de la fecha de su
generacioén, posibilitando la investigacién con aquellos anteriores a la entrada en vigor de
la misma, y relegando el uso de los posteriores a fines solamente reproductivos.
También, el limite de 3 ovocitos fecundados establecido podia resultar en una
disminucion del éxito de los tratamientos de fertilidad.

Por ello, surge la presente ley vigente sobre materia de reproduccién asistida, que hace
referencia al uso de preembriones con fines de investigacion en el capitulo 4, articulo
15. Asi, se autoriza en el caso de cumplir lo siguientes requisitos:

¢ Que exista un consentimiento escrito de la pareja o la mujer.

e Que el preembrion no exceda los 14 dias de desarrollo in vitro tras la
fecundacion del ovocito (sin tener en cuenta el tiempo de crioconservacion, si lo
hubiera).

e Que los posibles proyectos de investigacion se realicen en centros
especializados y siguiendo un proyecto autorizado por las autoridades.

De esta manera, la Ley establece un plazo temporal para el uso de los preembriones y la
posterior extraccion de tejidos, células, etc., ademas de eliminar los problemas
suscitados por la anterior legislacion.

Cabe destacar cémo, en el momento de la entrada en vigor de la ley, existia una
contradiccion con el Cédigo Penal. Cémo se ha mencionado, si la pareja lo consiente, los
embriones pueden ser usado para extraer las células madre. Sin embargo, el Codigo
Penal, redactado anterior a los avances que conciernen a las células madre
embrionarias, penaliza la fecundacion de “6vulos humanos con cualquier fin distinto a la
procreaciéon”, en el articulo 160 de Ley Organica 10/1995, de 23 de noviembre, del
Cdédigo Penal, modificado por LO 15/2003, de 25 de noviembre; existe asi un vacio legal,
puesto que se podria considerar que en un primer momento, la finalidad de estas
fecundaciones era reproductiva, mas luego la misma fue desviada. Se hace necesaria,
pues, una modificacion de la misma con el objetivo de consolidar la legislacion, y que
una préactica legal y financiada no conlleve penas de prision.
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3.2.2. Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica

En el titulo Ill, capitulo Ill, articulo 1 de la presente Ley, se reitera lo aprobado por
legislaciones anteriores: la posibilidad de donacion de embriones no viables o
descartables para investigacién, siempre tras el consentimiento de los progenitores, y la
no posibilidad de usar fetos que puedan tratarse para mantener su autonomia.

Se hace especial mencién a las células madre embrionarias en el titulo 1V, capitulo I,
articulo 33. En él, se hace referencia a lo siguiente:

e Se prohibe generacién de preembriones con fines exclusivos de experimentacion.

e Se permite el uso de cualquier técnica de obtencion de células madre
embrionarias, mientras que no se viole la primera premisa, incluyendo la técnica
de transferencia nuclear.

De especial importancia es la Ultima afirmacion, puesto que se legaliza la obtencién de
células madre por transferencia nuclear de células somaticas, concepto no legislado
hasta el momento.

3.3. LEGISLACION VIGENTE AUTONOMICA

Las leyes en materia de reproduccion asistida dejan una veda abierta para la regulacion
autonémica. En Espafia, la Unica comunidad que presenta una legislacion propia en
materia de tratamiento de preembriones humanos es Andalucia.

3.3.1. Ley 7/2003, de 20 de octubre, por la que se regula la investigacién en Andalucia
con preembriones humanos no viables para la fecundacion in vitro

La presente ley, modificada por la Ley 4/2014, de 9 de diciembre, concibe que la
limitacién de la investigacion con células madre embrionarias reside en el consentimiento
gue los progenitores puedan dar, asi como los tramites para la donacion por parte de los
centros de reproduccién asistida, pretende regular estos dos aspectos. Pese a ello, no
introduce ninguna modificacion respecto a la legislacion estatal.

También hace mencién a las investigaciones potenciales, debiendo destinarse estas a
aumentar el conocimiento sobre desarrollo embrionario, sobre enfermedades graves y
otros usos terapéuticos.

3.3.2. Ley 1/2007, de 16 de marzo, por la que se regula la investigacion en
reprogramacion celular con finalidad exclusivamente terapéutica

Como se mencioné en el apartado 2.6. del presente trabajo, existen fuentes alternativas
para la obtencién de células madre embrionarias humanas. Una de ellas es la
reprogramacion de células somaticas; el interés suscitado por esta préactica ha hecho
necesario el desarrollo de una legislacion reguladora del proceso.

En la presente ley, también de ambito regulador en Andalucia y modificada por la Ley
4/2014, de 9 de diciembre, se hace hincapié en el gran potencial de las células madre
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embrionarias, justificando el porqué del interés en las mismas, pese a los problemas de
obtencion y éticos que acarrean. Asi, se describe el fundamento de la técnica de
reprogramacion celular, y se prohibe la generacibn de embriones para fines
reproductivos.

3.4. PRONUNCIAMIENTOS DEL TRIBUNAL CONSTITUCIONAL

El Tribunal Constitucional se ha pronunciado sobre el uso de preembriones y las células
madre embrionarias derivadas en dos ocasiones.

El primero de ellos ocurre tras el Recurso de inconstitucionalidad promovido por 79
Diputados del Grupo Parlamentario Popular, contra la Ley 42/1988 (Pleno. Sentencia
212/1996, de 19 de diciembre de 1996. Recurso de inconstitucionalidad 596/1989.
Promovido por 79 Diputados del Grupo Parlamentario Popular contra la Ley 42/1988, de
28 de diciembre, de Donacion y Utilizacion de Embriones y Fetos Humanos o de sus
Células, Tejidos u Organos, en su totalidad, y subsidiariamente contra diversos
preceptos de la citada Ley por contradecir los arts. 9, 10, 15, 25, 53 y 81 de la C.E. Voto
particular).

En el mismo, se alega que dicha ley quebranta la proteccién exigible de la vida humana,
y se critica la distincién arbitraria entre embrién y feto, sin distinguir qué es cada
concepto, con el Unico fin de permitir la investigacion. También alega que se hace
susceptible a los embriones a ser objetos de contratos de donacién, y a actuaciones
sobre ellos cuando aln estan vivos, violando de nuevo, la proteccion constitucional de la
vida. La respuesta ante tal recurso por parte del Tribunal Constitucional fue firme,
haciendo referencia al articulo 15 de la Constitucién Espafiola, en la que se considera
embriones y fetos humanos tras la implantacion estable en el Utero, tras los 14 dias de
gestacion, cuando se establece una relaciéon dependiente de la mujer gestante; por tanto,
los preembriones, generados in vitro, no presentarian dicho estatus, respetandose asi
los principios constitucionales. Se hace también especial hincapié en la respuesta del
Tribunal Constitucional, en la decision de respetar la libertad y propulsar las actuaciones
biomédicas y las capacidades investigadoras.

El segundo de ellos, en 1999, fue promovido también por diputados del Grupo
Parlamentario Popular, esta vez contra la Ley 35/1988 (Pleno. Sentencia 116/1999, de
17 de junio de 1999. Recurso de inconstitucionalidad 376/1989. Promovido por
Diputados del Grupo Parlamentario Popular contra la Ley 35/1988, de 22 de noviembre,
de Técnicas de Reproduccion Asistida, en su totalidad y, subsidiariamente, contra
distintos apartados de la misma. Voto particular).

En concreto, éstos critican los articulo 1, 6, y 10 de la citada Ley, por considerarlas una
violacidén de la unidad y consistencia. También remiten una violacién del articulo 15 de la
Constitucién Espafiola, que se achaca a la no definicion del estatus del embrion,
negandose la proteccion que debe darse al mismo durante la gestacion. De nuevo, se
rechaza el recurso, pues la presente Ley establece la prohibicion del aborto o la
gestacion para obtener embriones para investigacion, siendo la fuente preembriones
sobrantes; por tanto, no se vulnera el derecho que otorga la Constitucion a la vida.
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3.5. OTRAS NORMATIVAS

En el presente apartado, se presentan otras normativas referentes al uso de células
madre embrionarias humanas.

3.5.1. Decisién del Consejo, de 3 de diciembre de 2013, por la que se establece el
Programa Especifico por el que se ejecuta Horizonte 2020 - Programa Marco de
Investigacion e Innovacion (2014-2020) y se derogan las Decisiones 2006/971/CE,
2006/972/CE, 2006/973/CE, 2006/974/CE y 2006/975/CE.

En esta normativa se expresa la necesidad de apoyar y potenciar las nuevas
tecnologias, con el objetivo de mejorar la calidad de vida de la ciudadania.
Concretamente, se menciona la biotecnologia y el uso de células madre embrionarias,
como el tratamientos potencialmente beneficiosos para la salud y la medicina, y se
recalca la necesidad de aprobar la financiacion de las acciones que conlleven su uso, de
acuerdo con el objetivo mencionado en “Sociedades seguras- Proteger la libertad y la
seguridad de Europa y sus ciudadanos”, articulo 3, apartado 3, letra g.

Asi, en el anexo, parte lll (“Retos de la sociedad”), se hace hincapié en el uso de células
madre embrionarias y medicina regenerativa, como un camino en el que es necesario
desarrollar distintos enfoques para mejorar las tecnologias existentes, la motivacion de la
comunidad investigadora, y los resultados que permitan el tratamiento de enfermedades
avanzadas y cronicas, entre otras.

En su conjunto, este documento resulta muy esperanzador, pues alberga un gran apoyo
a la biotecnologia, y a las terapias celulares en si, tratindose el tema de las células
madre embrionarias como una herramienta de gran potencial para alcanzar un bien
comun para mejorar la calidad de vida de los ciudadanos.
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4. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS DISTINTAS LEGISLACIONES EN
EUROPA

En el Reglamento (CE) n°® 1394/2007 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 13 de
noviembre de 2007, sobre medicamentos de terapia avanzada y por el que se modifican
la Directiva 2001/83/CE y el Reglamento (CE) n° 726/2004, concretamente en el articulo
7, se otorga libertad a los estados miembros para la elaboracién de legislaciones propias
gue permitan o restrinjan el uso de células madre embrionarias humanas, asi como la
comercializacion de farmacos y productos derivados de las mismas. De tal forma, nos
encontramos con importantes diferencias legislativas en los distintos paises de Europa.
A continuacién, se analizaran diversos paises europeos con el objetivo de mostrar los
diferentes niveles de permisividad en la investigacién y uso de hESCs y otras técnicas
relacionadas con las mismas.

Figura 8 | Mapa de diversos paises europeos coloreados segun el nivel de permisividad respecto
a la investigacion con hESCs. En verde, aquellos donde esta permitida; en naranja, déonde esta
restringida; en rojo, dénde no esta permitida; en gris, donde no existe legislacion al respecto o hay
diversos aspectos sin legislar.

Fuente: elaboracion propia.

4.1. INVESTIGACION PERMITIDA

4.1.1. Republica Checa

En la Republica Checa, el Zdkon o vyzkumu na lidskych embryonalnich kmenovych
burikach a souvisejicich €innosti a na Zméné nékterych souvisejicich zakonl, 2006 (Ley
de Investigacion con células madre embrionarias humanas y actividades relacionadas)
es la ley vigente encargada de la regulacion de la investigacion con hESCs.

Este permite el uso de aquellas lineas importadas, u obtenidas de embriones sobrantes
de tratamientos de FIV, siempre y cuando no sobrepasen los 7 dias desde la
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fecundacion (parte 1, capitulo 2, 8 3), para aquellos experimentos que conciernan un
avance del conocimiento o las terapias sobre ciertas enfermedades graves y no puedan
realizarse por otros métodos. El gobierno es el encargado de otorgar las licencias que
permiten llevar a cabo esta clase de investigaciones, concretamente el Ministerstvo
Skolstvi, MladeZe a Télovychovy (Ministerio de Educacién, Juventud y Deportes).

En el mismo articulo, se hace referencia también a la prohibicion de manipular las
hESCs de tal manera que se pueda llevar a la generacion de un nuevo individuo
(clonacién reproductiva).

4.1.2. Portugal

La creacion del Conselho Nacional de Etica para as Ciéncias da Vida (CNECV, Consejo
Nacional de Etica para las Ciencias de la Vida) en 1990 llevo a un creciente interés en la
investigacion con células madre y el uso de embriones sobrantes, gracias a las opiniones
favorables aportadas sobre esta materia. Esto propicié la creacién de una ley reguladora,
la actual Lei no. 32/2006 Procriacdo medicamente assistida de 26 de Joelho (Ley no.
32/2006 Procreaciébn medicamente asistida de 26 de julio), la cual permite la
investigacion con embriones sobrantes congelados, no aptos para ser transferidos o
portadores de anomalias genéticas graves (articulo 9.4), mientras que prohibe la
generacién de nuevos embriones con fines no reproductivos (articulo 9.1). Los proyectos
de investigacion seran extensamente analizados, con el objetivo de determinar si pueden
aportar un beneficio a la humanidad (articulo 9.3).

También establece, en el capitulo VI, la creacion del Conselho Nacional de Procriacdo
medicamente Assistida (Consejo Nacional de Procreacion médicamente Asistida),
encargado de otorgar las licencias a los solicitantes de proyectos de investigacion.

4.1.3. Suiza

Previa a la actual ley, la Loi fédérale sur la procréation médicalement assistée (LPMA) du
18 décembre 1998 (Ley federal sobre la procreacion médicamente asistida de 18 de
diciembre de 1998) prohibia cualquier acto realizado con embriones, como la generacion
in vitro o la preservacion de los mismos (seccién 3, articulo 17). Sin embargo, el gran
impacto de las técnicas de FIV, con la consecuente generacion de preembriones en gran
cantidad, asi como los avances biomédicos, propulsé la creacion de la actual ley vigente,
Loi fédérale relative a la recherche sur les cellules souches embryonnaires du 19
décembre 2003 (LCRS, Ley federal relativa a la investigacion con células madre
embrionarias, de 19 de diciembre de 2003), una ley propiamente reguladora en materia
de células madre embrionarias humanas. Esta permite el almacenamiento y uso de
embriones sobrantes exclusivamente para fines de investigacion, hasta 7 dias tras la
fecundacion (seccion 2, articulo 7.2.), restringiendo el uso para tratamiento de FIV o la
donacion si se sobrepasa este limite (seccion 1., articulo 3.2.). También permite la
importacion de lineas de células madre embrionarias del extranjero (seccién 3., articulo
15).
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La presente ley, aprobada por el parlamento suizo, fue recurrida por ciertas
organizaciones posicionadas en contra de la investigacion con embriones; asi, se
organizo un referéndum, en el que el 66% se mostré a favor de la nueva norma, que
entrd en vigor en 2005 (SWISS INFO, 2005).

4.1.4. Reino Unido

El Human Fertilisation and Embriology Act, 1990 (HFEA, Ley sobre Fertilizacibn Humana
y Embriologia), el cual fue modificado en 2008, y Human Fertilisation and Embriology
(Research Purposes) Regulations, 2001 (HFEAR, Regulaciones sobre la Fertilizacion
Humana y Embriologia, Objetivos de Investigacién) son las leyes encargadas de la
regulacion de la investigacion con embriones humanos. En ellas, se sefiala una serie de
investigaciones concretas permitidas, entre las que se encuentra la investigacion de
enfermedades congénitas, métodos anticonceptivos, = métodos de deteccion de
anormalidades génicas o cromosOmicas, entre otras (Schedule 2., punto 3). Ademas,
estas investigaciones pueden llevarse a cabo con embriones generados in Vvitro,
sobrantes de tratamientos de FIV, siempre que no superen los 14 dias.

También se hace mencidn a la técnica de transferencia nuclear, prohibiéndose la misma
para crear un ser humano, aunque no hace referencia a su uso para obtener células
madre embrionarias.

En conjunto, la investigacion con células madre esta regulada por diversos comités,
como la Human Tissue Authority (HTA, Autoridad de Tejidos Humanos), la Medicines
and Healthcare products Regulatory Agency (MHRA, Agencia Reguladora de Medicina y
productos de Atencién sanitaria), la Gene Therapy Advisory Comitte (GTAC, Comité
Asesor de Terapia Génica), asi como una herramienta que permite concebir el disefio de
estos proyectos de investigacion, la “UK Stem Cell Toolkit” (accesible al publico desde
http://www.sc-toolkit.ac.uk/regulatoryroutes.cfm). La Human Fertilisation and Embriology
Agency (HFEA, Agencia para la Fertilizacion Humana y Embriologia) es la encargada de
controlar la obtencién de licencias para los mismos.

Cabe destacar la extensa y compleja regulacion con la que cuenta el Reino Unido en
cuanto al uso de embriones, tanto para fines terapéuticos como de investigacion, las
técnicas involucradas, la donacién, y sobre todo, las condiciones para poder realizar
cada uno de los actos contemplados en las leyes. Esto ha dificultado el analisis general
de la situacion legal de las hESCs, puesto que en cada ley se hace referencia a otras
multiples, a parte de la gran cantidad de modificaciones que presentan.

4.2. INVESTIGACION RESTRINGIDA

4.2.1. Francia

En Francia, las disposiciones respecto a la investigacion con ESCs estan recogidas en el
Code de la santé publique (Codigo de la salud publica), segunda parte, capitulo Unico,
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cuya ultima modificacion data del 6 de mayo de 2016. La materia contemplada en este
capitulo ha sido modificada asi mismo por la LOI n® 2004-800 du 6 aolt 2004 relative a la
bioéthique (Ley n°® 2004-800 de 6 de agosto de 2004 relativa a la bioética).

En este capitulo, se prohibe la generacion de embriones humanos con fines de
investigacion (articulo L2151-1) y a clonacion terapéutica (articulo L2151-4).

La investigacién con embriones humanos y hESCs, contemplada en el articulo L2151-5,
esta prohibida. Sin embargo, estas podrian ser autorizadas en caso de suponer avances
considerados muy significativos en la terapias, y que no puedan ser realizados con la
misma eficacia por métodos alternativos.

En el articulo L2151-6, se menciona la posibilidad de importar hESCs, cuyo permiso esta
sujeto a la decision de la Agence de la biomédicine (Agencia de biomedicina), asi como
la conservacion de las células embrionarias (L2151-7).

4.3. INVESTIGACION PROHIBIDA Y/O CON ASPECTOS SIN LEGISLAR

4.3.1. Lituania

La legislacién lituana es, de las analizadas, la mas prohibitiva en materia de
investigacion con embriones y células madre embrionarias. La Law on Ethics of
Biomedical Research No. VIII-1679 of 11 May 2000 (Ley de Etica en Investigacion
Biomédica, n° VIII-1679 de 11 de mayo de 2000), y su ultima modificacién de 2007, solo
permiten el uso de embriones para observaciones clinicas y diagnésticas del mismo, sin
intervenciones posibles sobre ellas (articulo 3.2.). No se permite la importacion de tejidos
procedentes de embriones humanos, incluidas las células madre embrionarias humanas
(articulo 3.3.).

La regulacién no es tan restrictiva con las células madre adultas, pudiéndose importar,
exportar (articulo 3.3.), asi como conservarse y usarse para trasplantes. Existe una ley
gue regula lo anterior, Law on Donation and Transplantation of Human Tissues, Cells
and Organs No. 1-1626 of 19 November 1996 (Ley de Donacién y Trasplante de Tejidos
Humanos, Células y Organos, n° 1-1629 de 19 de noviembre de 1996), con Ultima
modificacion en 2006.

4.3.2. ltalia

La Legge 19 Febbraio 2004, n. 40, Norme in materia di procreazione medicalmente
assistita (Ley 19 de febrero de 2005, n.40, Norma en materia de procreacion
médicamente asistida), prohibe cualquier uso del embrién que no sea el de mejorar la
condicion médica del mismo; por tanto, no estd permitida la derivacién de células madre
embrionarias del mismo (capitulo VI, articulo 13.2). También se penaliza la técnica de
transferencia nuclear (capitulo VI, articulo 13.3c).
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A pesar de la estricta restriccion en lo que refiere a la manipulacién del embrién, no se
hace referencia al uso de lineas de células madre embrionarias humanas importadas,
por lo que la investigacién con estas esta permitida.

Defensores de las hESCs elevaron una peticion a las Cortes para intentar modificar la
ley 40; asi, se celebr6 un referéndum en 2005, y entre las peticiones se incluia la de
permitir la investigacion con los embriones sobrantes de FIV, aunque termind sin éxito
(CORTE CONSTITUZIONALE, 2005).

4.3.3. Austria

En Austria, la investigacion con células madre esta regulada por el
Fortpflanzungsmedizingesetz, 2004 (Ley de Medicina Reproductiva, 2004). En este
documento, se prohibe el uso de embriones para fines no reproductivos, y por tanto, la
obtencion de hESCs de los mismos. Sin embargo, no hace menciéon a las lineas
obtenidas en otros paises, por lo que existe un vacio legal, permitiendo la investigacion
con hESCs que han sido importadas.

Ademas, la Austrian Bioethics Comission (Comision Bioética Austriaca), formada en
2001, ha tenido varios pronunciamientos respecto a la derivacion de células madre
embrionarias y el uso de las mismas. En 2009, un grupo del comité propuso legalizar la
obtencion de hESCs para investigacion, y por contra otro sugiri6 unas medidas mas
restrictivas, priorizando la financiacion de la investigacibn con iPSCs
(BIOETHIKKOMMISSION, 2009). Al no llegarse a un acuerdo entre ambos grupos, la ley
permanece intacta la materia tratada.

4.3.4. Irlanda

En Irlanda no existe ninguna ley que regule la investigacion con células madre
embrionarias. En la Constitucion Irlandesa, se protege el derecho a la vida de los no
nacidos, con sentido al caso del aborto, pero no de los embriones creados mediante
tratamientos de FIV.

Tras varias leyes que han resultado fracasos, como la Stem-Cell Research (Protection of
Human Embryos) Bill 2008 Bill (Propuesta de Ley sobre la Investigacion con células
madre, proteccion de embriones humanos, 2008), el Unico pronunciamiento al respecto
se ha llevado a cabo por el Irish Medical Council, en 2009, en el que se prohibia a los
médicos crear embriones para investigar con ellos (MEDICAL COUNCIL, 2009).

El Irish Council of Bioethics (Consejo Irlandés de Bioética), en un informe publicado en
2008, hizo hincapié en la necesidad de legalizar el uso de embriones de hasta 14 dias
para fines de investigacién; sin embargo, la peticion sigue congelada, y la legalidad vacia
(THE IRISH COUNCIL OF BIOETHICS, 2008).

29



CONCLUSIONES

En primer lugar, se puede afirmar que Espafia cuenta con una legislacion exhaustiva y
permisiva en cuanto al uso de células madre embrionarias humanas para investigacion.
Se muestra, ademas, una evolucion en la importancia que cobran las mismas en los
textos, contemplandose mas aspectos y de forma mas precisa en cada nueva ley
publicada; un ejemplo claro es el uso de preembriones sobrantes de tratamientos de FIV,
que tras la evolucién de esta técnica, y la acumulacion de los mismos, la legislacion ha
sabido adaptarse a la circunstancia y permitir su uso para investigacion.

Sin embargo, existe un gran aspecto controvertido en la legislacion estatal vigente, en
cuanto a la permisividad del uso de preembriones para investigacion: la Ley 14/2006, de
Técnicas de Reproduccion asistida, menciona que los preembriones podrian ser usados
mientras que sea dentro de un plazo de 14 dias, sin hacer mencién a la viabilidad de los
mismos; por el contrario, a Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, hace referencia de
forma explicita a la necesidad de que estos preembriones no sean viables, sin
especificar plazo de tiempo. Resulta inconcebible que dos leyes vigentes de forma
simultdnea, en las que se contempla el uso de preembriones y hESCs derivadas de los
mismos, se contradigan en un aspecto tan importante y controvertido como es la
viabilidad del material usado, y lo que es méas grave, sean opuestas a un articulo del
Cdbdigo Penal (articulo 160), haciéndose punitivas actividades que son permitidas en las
otras leyes. Esto abre un sesgo para los investigadores, quienes al obtener células
madre del material que les es otorgado, actian simultdneamente en un marco legal e
ilegal.

Ademas, las nuevas técnicas para la obtencién de células pluripotentes, como son la
reprogramacioén somatica y la transferencia nuclear de células somaticas, han cobrado
una gran importancia en los Ultimos afios, siendo cada vez mas utlizada en los
laboratorios de investigacion. Por ello, se requiere una legislacion, si no especifica, que
redna las premisas para poder aplicar dichas técnicas en Espafia. En la actualidad, sélo
las leyes autondmicas de Andalucia hacen referencia a dichas técnicas, concretamente a
las iPSCs.

En cuanto a la legislacién en los distintos paises de Europa, se ve claramente las
diferencias en cuanto a la permisividad con el uso de células madre embrionarias
humanas, ademas de los vacios legales que existen en algunos paises, como son ltalia
o Irlanda. Estas desigualdades pueden propiciar, en primer lugar, flujos de
investigadores a aquellos paises en los que existe la posibilidad de realizar
investigaciones con células madre embrionarias, y en segundo lugar, desperdiciar
material valioso por ser rechazado en cierto pais.

De esta manera, creo que hay diversos aspectos a mejorar de la situacién actual. En
primer lugar, la gran importancia y a la par controversia que suscitan estas células madre
embrionarias humanas, hace necesario la creacion de una ley especifica que regule
todos los aspectos que conciernen a las mismas, desde su obtencion hasta sus posibles
aplicaciones. Puesto que estas investigaciones presentan un gran ndamero de
detractores, también seria de interés informar con detalle a la poblacién de las técnicas
usadas, ayudado de la mano de investigadores expertos en el campo, con el fin de que
la gente que no est& involucrada en el &mbito cientifico, entre los que se encuentra los
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posibles donantes de preembriones, entiendan lo que estas metodologias suponen los
avances que las mismas pueden permitir.

En segundo lugar, veo necesaria la creacion de un Comité Bioético a nivel europeo,
encargado de elaborar una legislacién comun para los diversos paises de Europa, 0 Si
no al menos en los que se contemple unas premisas basicas respecto a aspectos
cruciales, como la viabilidad de los preembriones usados o la posibilidad de importacion
o exportacion de células madre embrionarias humanas.

De igual manera, es totalmente necesaria la adaptacién de las legislaciones vigentes, ya
sean europeas 0 espafiolas, a los avances cientificos y técnicos y las nuevas
metodologias, con el fin de impedir que métodos como los comentados en este trabajo,
como son las iIPSCs y la SCNT pierdan su valor, al no trabajar los cientificos con ellos
por miedo de irrumpir en la ilegalidad.

Las células madre embrionarias humanas tienen un enorme potencial para la
investigacion biomédica y una enorme capacidad para mejorar la salud publica; no
podemos dejar que se pierda el interés en ellas por no conseguir una legislacion
concreta, completa y unificada.
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