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Células troncales y diferenciadas

=== | desarrollo del organismo multicelular se inicia
de una sola célula, el cigoto, y termina con al-
rededor de 200 tipos de células que forman teji-

dos y 6rganos del cuerpo, soma. En la formacién

del soma participan células troncales (también llama-
das “células madre”) y células diferenciadas. Las prime-
ras mantienen su estado troncal mediante el uso de dos
mecanismos de division: simétrico (ambas células her-
manas siguen siendo troncales) y asimétrico (una de las
células hermanas es troncal y la otra inicia su dife-
renciacién). La divisién simétrica aumenta el ndmero
de células de la poblacién troncal, mientras que en la
segunda este nimero se mantiene.

Las células troncales cumplen dos objetivos funda-
mentales: primero, de ellas se derivan las células del
soma durante el desarrollo del organismo; y segunda,
producen mds células troncales durante la vida del in-
dividuo, para sustituir a las que mueren (regeneracién).

® Potencialidad de las células

troncales

Las células troncales se distinguen por tener dife-
rente potencial de dar origen a los distintos tipos de
células diferenciadas. El potencial mdximo, o totipo-
tencialidad, lo tiene el évulo (y su forma fertilizada,
el cigoto), que en el transcurso de su formacién en el
ovario acumula en su citoplasma factores reguladores

que programan el desarrollo embrionario (Figura 1).
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Mediante la divisién simétrica del cigoto, estos
factores se distribuyen en las células y determinan el
estado troncal de las células pluripotenciales (células
troncales embrionarias, ESC, por las siglas en inglés de
embryonic stem cells), localizadas en el interior del blas-
tocisto, por lo que se las conoce como “masa celular
interna” (ICM, por las siglas en inglés de inner cell
mass). Estas células pluripotenciales de masa interna
se denominan ICM-SC.

En el siguiente estadio de desarrollo (epiblasto), las
células madre embrionarias mantienen la pluripoten-
cialidad, pero con algunos cambios en sus caracteris-
ticas (se definen como epi-células troncales, o Epi-SC).
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Figura 1. Potencialidad de las células troncales.




Después de este estadio, comienzan los procesos de
diferenciacion, en el transcurso de los cuales las Epi-SC
forman las células de las tres capas embrionarias —ec-
todermo, endodermo y mesodermo—, progenitoras de to-
dos los tipos celulares de tejidos y 6rganos.

En esta transicién, las Epi-SC pierden la pluripo-
tencialidad y se derivan en células diferenciadas y cé-
lulas troncales adultas multipotenciales de los tejidos.
Estas dltimas utilizan la divisién simétrica para alcan-
zar el nivel de la poblacién troncal necesaria en el te-
jido, y en el resto de la vida del tejido utilizan la divi-
sién asimétrica para autorrenovarse y para derivarse en
células diferenciadas del tejido.

Un pequefio grupo de Epi-ESC de masa interna man-
tiene la pluripotencialidad, formando progenitoras de
células germinales primarias (PGC, por las siglas en in-
glés de primary germinal cells), las cuales migran y se
depositan en las génadas para convertirse en esperma-
tozoides en el testiculo u évulos en el ovario, y generar
cigotos totipotenciales en la siguiente generacion.

® Genes de pluripotencialidad de las

células troncales embrionarias

Los embriélogos sabfan desde hace mucho tiempo
que el citoplasma del 6vulo contiene factores que
determinan la totipotencialidad y pluripotencialidad
embrionaria, y los denominaron “factores morfogené-
ticos”. En los afios cincuenta se realizaron los primeros
experimentos de “clonacién” de anfibios mediante el
trasplante de ntcleos de células diferenciadas al cito-
plasma del 6vulo (Briggs y King, 1952), que continua-
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ron en peces (Gazarian y colaboradores, 1979) y por l-
timo en mamiferos. Con el nacimiento de la famosa
oveja Dolly en 1997 (Campbell y colaboradores, 2007)
se demostré que los factores acumulados en el citoplas-
ma del évulo (ovoplasma) son capaces de reprogramar
el nidcleo de una célula diferenciada para convertirlo en
un niicleo adecuado al de una célula troncal embrionaria.

En los ltimos 10 a 15 afios, los investigadores han
aislado e investigado cientos de genes que codifican pa-
ra los factores que determinan el estado pluripotencial
en las células troncales embrionarias. Los genes deno-
minados Oct3/4, Sox2 y Nanog fueron reconocidos
como el equipo principal que controla miles de genes
que forman el circuito regulatorio de la pluripotencia-
lidad. En las células troncales embrionarias, estos tres
genes mantienen al circuito en estado activo, y al mis-
mo tiempo reprimen los genes de diferenciacién de las
tres capas embrionarias (Figura 2).

Las protefnas producidas por cada uno de estos tres
genes pueden unirse a sitios especificos en las regio-
nes promotoras de los genes del circuito, y al unirse a
ellos activan o reprimen la actividad de dichos genes.
Boyer y colaboradores (2005) determinaron que el gen
Oct3/4 tiene sitios de unién en 623 genes; el Sox2,
en 1271; Nanog, en 1 687, y todos juntos en 323 ge-
nes. Son estos genes los que se expresan en el proceso
de ovogénesis, y sus productos —factores de pluripo-
tencialidad— se almacenan en el ovoplasma en forma
inactiva. La fecundacién provoca su traslado al nicleo,
donde se unen con promotores de genes y programan
el estado pluripotencial del ndcleo de las células tron-
cales embrionarias en la masa interna del blastocisto.

Numero de genes
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Rex 1, Foxd 3

Genes de linaje celular:

Reprimidos

Genes del circuito de pluripotencialidad:
) Oct3/4, Nanog, Sox2, UTF1, Sall4, KIf4, Sox15, Rex1, c-Myc, Stat3, B-catenin, Grb2, KLF4, TCL1, Eras, ECATY,
‘ Activados | ESG1, Fbx15, DNMT3L, ECAT8, GDF3, Dppa4, ECAT15-2, Fthl17, Stella, Cripto.

Marcadores de pluripotencialidad:
SSEA 1, SSEA-3, SSEA-4; TRA-1-60, TRA-1-81, TRA-2-49, TRA-2-84; GCTM-2; AP; Telomerasa, TRF-1, TRF-2;

Ectodermo.- MAP2, PAX6, ES4, Olig2
Endodermo.- GATA2, GATA4, GATA6, AFP, FOXA 2, SOX17, CK18
Mesodermo.- Brachyury, MSK1, NKX2.5, NKX3.1, BMP4, HAND1, ME2

Figura 2. El circuito de genes de pluripotencialidad controlados por los Oct3/4, Sox2 y Nanog.
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En las células troncales embrionarias, el equipo de
Oct3/4, Sox2 y Nanog mantiene a los genes del cir-
cuito de pluripotencialidad en su forma activa, y a los
genes de diferenciacién reprimidos hasta el siguiente
estadio, cuando se inicia la diferenciacion de ectoder-
mo, endodermo y mesodermo.

No se sabe cémo ocurre esta activacién de un grupo
y la inactivacién del otro. Se supone que un papel im-
portante lo desempefia la protefna P53: se une con
el promotor de Nanog y reprime su actividad. Tras de
la inactivacién del gen Nanog se inactivan los genes
Oct3/4, Sox2 y el circuito de pluripotencialidad. A
partir de este momento, y durante toda la vida del or-
ganismo, estos genes no estardn activos en las células
normales, pero pueden ser activados en células tronca-

les de tejidos y células malignas (cdncer).

® Reprogramacion de células
diferenciadas
Hasta 2006, los investigadores expresaban en célu-
las diferenciadas los genes de pluripotencialidad en
forma individual, lo que no lograba activar el circuito
entero.

En 2006, Shinya Yamanaka y su colaborador Kazuto-
shi Takahashi, de la Universidad de Kioto (Japon), logra-
ron por primera vez transferir a las células diferenciadas
24 genes del circuito de pluripotencialidad, e indujeron
cambios globales epigenéticos (Delgado-Coello, 2011)
que se tradujeron en la activacién del circuito de los ge-
nes de pluripotencialidad, y la inactivacién de los genes
de diferenciacién y conversién (reprogramacién) de
las células diferenciadas en pluripotenciales con las ca-
racteristicas de las células troncales embrionarias.

Disminuyendo el niimero de genes transferidos, en-
contraron que s6lo un conjunto de cuatro genes —Oct3/4,
Sox2, KlIf4 y cMyc— es suficiente para inducir los
cambios. Los autores denominaron a las células epigené-
ticamente transformadas como iPSC (induced Pluripotent
Stem Cells, células troncales pluripotenciales induci-
das). En junio de 2007, el grupo de Rudolf Jaenisch
(Estados Unidos), reconocido por sus aportaciones a la
clonacién y los mecanismos de epigenética, confirmé
estos resultados (Wernig y colaboradores, 2007). A par-
tir de este momento se inicia el uso extenso de la me-
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todologfa de generacién e investigacion de las células
troncales pluripotenciales inducidas, iPSC.

Como ya se ha mencionado, las primeras células iPSC
fueron obtenidas gracias al uso de genes Oct3/4, Sox2,
Klf4, cMyc, de los cuales Klf4 y cMyc son oncogénicos
(causan cancer). Para evitar este efecto, James Thom-
son y colaboradoras (Estados Unidos) demostraron que
se pueden sustituir por Nanog y Lin28 (Yu y colabora-

dores, 2009).

® Obtencién y caracteristicas de

las iPsc

El experimento de Yamanaka no habria sido el
éxito que fue sin el uso de algin vector retroviral (co-
mo el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1,
VIH-1, o el virus de la leucemia) como vehiculo de
transferencia y expresion, pues sélo un vector asf es ca-
paz de introducir en una célula los grupos de genes



necesarios para inducir la actividad del circuito de la
pluripotencialidad.

Esa posibilidad se logra mediante la infeccién miil-
tiple de la célula con retrovirus. El retrovirus de
Moloney, que fue utilizado inicialmente, y los lenti-
virus (VIH) que se utilizaron posteriormente en otros
laboratorios tienen un genoma formado por una molé-
cula de ARN y una enzima transcriptasa inversa, que
produce una copia de éste hecha de ADN, la cual se in-
serta en algin sitio del genoma celular en forma de
provirus. Los genes de reprogramacién insertados en
el provirus se expresan bajo el control de los regulado-
res del virus y la accién de las enzimas celulares. Lue-
go de un periodo breve, la expresién se detiene gracias
a mecanismos epigenéticos. Sin embargo, la expresién
temporal de genes es suficiente para inducir la expre-
sién de los genes celulares de pluripotencialidad e ini-
ciar asi la cadena de procesos de reprogramacién, lo
cual hace que la célula diferenciada sea cada vez mas
parecida a una célula troncal embrionaria en morfolo-
gia y en marcadores exteriores e interiores.

En la primera etapa, que dura de 12 a 14 dias, los
cambios no son definitivos. Dependiendo de si las con-
diciones son favorables o no, la célula puede seguirse
reprogramando o regresar al estado inicial. En el se-
gundo periodo (10-12 dias), cuando la actividad de los
propios genes de factores de reprogramacién sustituye
los exdgenos (que se apagan), el proceso de reprogra-
macion se fortalece y la célula pasa al estado de iPSC.
Las iPSC obtenidas a partir de células diferenciadas mi-
metizan a las células troncales embrionarias (Figura 3)
y pueden sustituirlas en estudios basicos de pluripoten-

cialidad y generar células diferenciadas para uso prac-

tico (Yamanaka, 2009).

® Aplicaciones de las ipPsc

a) Medicina regenerativa: segin Mason y Dunnill
(2008) es un campo de estudios basicos aplicados y
pruebas iniciales en el uso clinico de células obtenidas
de fuentes troncales como material biolégico vivo para
terapia de enfermedades cardiacas, neurodegenerativas,
diabetes, artritis, etcétera.

A nivel cientifico, su tarea es producir conocimien-
to sobre los mecanismos de diferenciacién, des-dife-
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renciacién y trans-diferenciacién (conversién de una
célula derivada de una capa a otra capa embrionaria),
y desarrollar técnicas para su aplicacién segura y efi-
ciente en la clinica. Las células desarrolladas a partir
de células troncales embrionarias no pueden ser utili-
zadas clinicamente por razones éticas, porque su ob-
tencién supone la destruccién de embriones vivos. La
demanda creciente de la medicina regenerativa impul-
sa la necesidad de desarrollar fuentes seguras de células
sin el uso de embriones como una tarea de primordial
importancia.

La metodologia de reprogramacién de células so-
mdticas cambia la situacién de manera drastica. Las
iPSC no sélo sustituyen a las células troncales embrio-
narias, sino resuelven tres problemas de gran importan-
cia que no pueden resolver éstas: 1) el ya mencionado
problema ético; 2) el problema del rechazo inmunolé-
gico (pues se utilizan las células del propio paciente),
y 3) se elimina la necesidad de tener bancos de células,
que ofrecen material de baja calidad, alto precio y con
la necesidad de buscar muestras inmunolégicamente
compatibles.

Con las células troncales pluripotenciales inducidas
(iPSC), la medicina regenerativa se convierte en medi-

cina regenerativa personalizada (Figura 4), en la cual el
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Figura 3. La pluripotencialidad de las células ipsC producidas a partir

de células diferenciadas (fibroblastos de piel como modelo).
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Figura 4. Perspectivas de la medicina regenerativa personalizada que
abren las iPSC.

paciente es fuente de células completamente compa-
tibles, recién obtenidas, no congeladas, etcétera. En la
etapa actual, la metodologfa de obtencién de iPSC tiene
por lo menos dos problemas por resolver: eliminar el
uso de retrovirus (una alternativa es utilizar, en lugar
de los genes, sus productos) y realizar pruebas para te-
ner permisos del uso seguro de las iPSC en la clinica.

b) Reprogramacion de cdncer: el cincer es una trans-
formacién poligénica de la célula que resulta en cam-
bios en el funcionamiento de un patrén de genes que
controlan los procesos bioquimico-fisiolégicos, energé-
ticos, del ciclo celular, estado epigenético y, mds im-
portante, en la pérdida de la respuesta normal a facto-
res de regulacién sistémica dentro del organismo.

Uno de los avances importantes en cancerologia
reciente fue el descubrimiento de células troncales de
cdncer: una pequefia fraccién de la poblacién tumoral
con la capacidad de auto-renovarse (igual que las célu-
las adultas de tejido normal). Las células troncales pro-
vienen de células del cuerpo del tumor, e inician nuevos
tumores después de un periodo prolongado de remisién.
Segin el concepto de células troncales de céncer, la
metdastasis es resultado de la migracién de estas células
hacia otros sitios, donde inician nuevos tumores.

Los investigadores buscan células troncales para des-
truirlas o inducir en ellas el estado de células troncales
normales. La metodologia de reprogramacién puede
proponer una solucién radical a este problema, ya que
estudios recientes revelan muchas similitudes entre los

procesos de reprogramacién y carcinogénesis.
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® similitudes entre reprogramacion

y carcinogénesis

1) Los mismos factores impiden la carcinogénesis vy la
reprogramacién: en la célula normal funciona el meca-
nismo de control del ciclo celular, que determina cier-
to nimero de ciclos de divisién para la célula. Tanto
la carcinogénesis como la reprogramacién eliminan el
control del ciclo celular, por lo que las divisiones
proceden sin parar y la célula se vuelve inmortal. En
ambas ocasiones esto ocurre por la inhibicién del gen
p53 y su blanco principal, p21. El gen p53 es un co-
nocido supresor de carcinogénesis, al inducir la deten-
cién del ciclo celular, la senescencia, la reparacién de
ADN vy la apoptosis. Este gen p53 estd mutado en m4s
de 50% de los tumores. En forma similar, este gen es
una barrera de la reprogramacién tal que el silencia-
miento de p53 aumenta el porcentaje de células iPSC.

2) Los mismos genes promueven la reprogramacion y la
carcinogénesis: en la bisqueda de genes de induccién de
iPSC, Takahashi y Yamanaka incluyeron en el grupo
de genes reprogramadores a cMyc, un factor de oncogé-
nesis. Esto significa que cMyc induce cambios necesa-
rios tanto para la reprogramacién como para el cancer.
Ademids, una de las propiedades clave de las iPSC
(igual que las células troncales embrionarias) es la for-
macién de tumores (teratomas) después de ser tras-
plantados a ratones inmunocomprometidos. Si las iPSC
no muestran capacidad teratogénica, se considera que
carecen de pluripotencialidad. Las células diferencia-
das no inducen tumores y adquieren esta capacidad
s6lo cuando hay reprogramacién y malignizacién. Por

Figura 5. Reprogramacién enfocada al cancer.



supuesto, las vias de cancer y de formacién de iPSC
coinciden, y por ello los estudios de los mecanismos de
reprogramacién y carcinogénesis son de utilidad mutua,
y la investigacion del mecanismo de reprogramacion es
un camino hacia el desarrollo de nuevas estrategias con-
tra el cdncer.

3) La reprogramacién puede detener el crecimiento del
cdncer: basdndose en las similitudes entre el ciancer y las
iPSC, se han iniciado experimentos de reprogramacién
de las células tumorales. Utikal y colaboradores (2009)
utilizaron el melanoma como modelo y reportaron que
tanto las células normales, melanocitos, como las de
melanoma, pudieron convertirse en iPSC con la di-
ferencia de que el melanoma no requerfa Sox2. En el
trabajo publicado por un grupo japonés (Miyoshi y co-
laboradores, 2010) se reprogramaron varias lineas de
cancer gastrointestinal. Segtn el reporte, las células
reprogramadas expresaban marcadores de células tron-
cales embrionarias: NANOG, OCT3/4, SOX2, KLF4 y
c-MYC, y marcadores de membrana: SSEA-4, Tra-1-60,
Tra-1-81 y Tra-2-49.

En nuestro trabajo (que se realiza en colaboracién
con el grupo del doctor Vicente Madrid, del Instituto
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Nacional de Salud Puablica, en Cuernavaca, Morelos)
nos enfocamos en el cincer cervicouterino (linea
SiHa), en el cual los oncégenos que causan los cambios
malignos son las proteinas E6 y E7 del virus del papilo-
ma humano (VPH). La protefna E6 forma un complejo
con p53 y la envia al sistema de degradacién, lo que
produce falta de la protefna p21 (inhibidor de CDKs),
disminucién de la fosforilacién del RB y liberacién de
los factores de transcripcién EF2, que en conjunto pro-
vocan la proliferacién incontrolable. El E7 forma un
complejo con el RB y suprime completamente su parti-
cipacién en el control del ciclo celular. Nuestros resul-
tados muestran que la expresién forzada de genes de
reprogramacion en células SiHa baja la expresién de los
genes E6 y E7, e inhibe el crecimiento de tumores.

® conclusiones

1. El advenimiento de la tecnologia vanguardista
de la reprogramacién global del epigenoma de célu-
las diferenciadas que resulta en su conversién a células
pluripotenciales semejantes (pero no idénticas) a las cé-

lulas troncales embrionarias, denominadas células
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troncales pluripotenciales inducidas (iPSC), abre una
nueva era en el campo de estudios basicos del desarro-
llo celular y el papel de los genes reguladores en la plu-
ripotencialidad.

2. Las iPSC proveen nuevas posibilidades para el de-
sarrollo de la medicina regenerativa personalizada sin li-
mitaciones éticas ni dependencia del mercado de célu-
las de baja calidad y alto precio almacenadas en bancos.

3. Una de las aportaciones importantes se espera
que sea en cancerologia bésica y aplicada.

Por estas aportaciones revolucionarias a la cien-
cia basica y a la medicina regenerativa, en sélo cinco
afios, John Gurdon, por trabajos de la reprogramacién
mediante la transferencia nuclear, y Shinya Yamanaka,
por el descubrimiento de la posibilidad de la repro-
gramacién con el uso de genes de pluripotencialidad,
fueron ganadores del premio Nobel en fisiologia o me-

dicina 2012.
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