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2. RESUMEN

Las células troncales son células no diferenciadas capaces de
autorrenovarse, es decir, tienen la capacidad de proliferar y producir células
idénticas; segln su origen (embriones, fetos 6 adultos) y localizacién. Cuentan
con diversos potenciales de diferenciacion dando origen a células hijas
comprometidas en determinadas rutas de desarrollo, las cuales se convertiran
en tipos celulares especializados. También tienen la propiedad de reintegrarse a
la embriogénesis, dando como resultado a los llamados animales quiméricos,
los cuales a su vez pueden dar origen a un animal transgénico. Actualmente se
esta comenzando a descifrar la compleja biologia de las células troncales, con
el fin de explicar y después manipular, procesos tan complejos como; la
diferenciacion, la plasticidad (células troncales) y en el caso de las células
somdticas la reprogramacion, estos fenémenos han despertado gran interés
debido a que es posible aplicarlos dentro en areas como: terapia alternativa
para diversos desdrdenes y enfermedades, reconstruccién de érganos y tejidos,
estudio de la oncogénesis, y por supuesto, el desarrollo de animales
transgénicos a través de la modificaciéon genética por transferencia 6 adicién de
ADN exdgeno en el genoma de las células troncales. Una de las aplicaciones
donde el M.V.Z. estd mas involucrado es la generacidn y utilizacion de animales
transgénicos, por ejemplo para la produccién de ciertas proteinas, de
importancia biologica. Sin embargo, la barrera mas grande que se debe superar
es el hecho de que la utilizacion de transgénicos para consumo humano, ain no

es ampliamente aceptada por la comunidad en general. Considerando los usos



y aplicaciones actuales y futuros de estas células, se puede concluir que este
tema es de gran importancia no sélo dentro del area médica, sino también en el

area médica veterinaria.



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Realizar una investigacion bibliografica actualizada en relacion al
conocimiento de las células troncales, basada en articulos publicados en

revistas cientificas.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Compilar la informacién obtenida haciendo énfasis en su historia, conceptos

basicos, usos actuales y perspectivas dentro de la medicina veterinaria.
Elaborar un resumen mediante un lenguaje accesible, que sirva de consulta
para alumnos y docentes relacionados con las materias de Citologia,

Embriologia e Histologia, Fisiologia, Genética, Reproduccion y Patologia.

Incrementar el material de consulta para los estudiantes y académicos de la

Seccion de Ciencias Biologicas y Pecuarias.

xi



PROCEDIMIENTO

Se realizd una recopilacion de informacion a través de articulos publicados
por revistas cientificas, las cuales fueron consultadas en las bibliotecas de la
F.E.S.-Cuautitlan, del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M.

y del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del I.P.N.

. Se consulté en Internet, aquellas paginas Web relacionadas con células

troncales.

La informaciéon obtenida se organizdé y se seleccioné basiandose en los
siguientes temas: conceptos basicos, biologia, terapia, reconstruccion de

organos, relacion con cancer y principales usos en la medicina veterinaria.

El material seleccionado fue traducido y se realizé la lectura y estructuracion
de los conocimientos en los diferentes temas, realizando asi una

investigacion bibliografica actualizada y lo mas completa posible.

xii



5. INTRODUCCION

5.1. DEFINICION

Las células troncales también se conocen como: células madre, células
progenitoras, células “stem” (del inglés stem cells, stem = tronco). Son células
no diferenciadas capaces de autorrenovarse, es decir tienen la capacidad de
proliferar y producir células idénticas, también son pluripotenciales, lo que
quiere decir que en condiciones especificas pueden diferenciarse para dar
origen a células hijas comprometidas en rutas determinadas de desarrollo, por
lo que se convertirdn en tipos celulares especializados. También tienen la
propiedad de reintegrarse a la “embriogénesis”, esto ocurre cuando son
inyectadas en embriones blastocistos o agregadas a embriones en estado de
mérula, contribuyendo asi en la formacién de todos los tejidos, incluyendo los
gametos, dando como resultado a los llamados animales quiméricos (que tienen

células en sus tejidos provenientes de 2 fondos genéticos distintos).’



5.2. HISTORIA

En 1960, Pierce GB y col., realizaron la conversiéon ascitica de un
teratocarcinoma originado en testiculo, descubriendo gran cantidad de
pequefias estructuras “quisticas” que flotaban en el liquido peritoneal del
hospedero; la estructura microscopica observada en estos agregados celulares
asemejaba los primeros estadios del desarrollo embrionario; ellos postularon
que las estructuras eran derivados embrionarios del teratocarcinoma y los
denominaron cuerpos embrioides.*

En 1964, Kleinsmith LJ y col., demostraron que las células carcinémicas
embrionarias obtenidas a partir de cuerpos embrioides derivados de
teratocarcinomas son células stem multipotenciales.’

En 1966, Cole R y col., encontraron que a partir de embriones de conejo
en estado de morula, crecieron esporadicamente lineas celulares en varios tipos
de medio de cultivo, aiin cuando se incluyeron células alimentadoras, por otra
parte, observaron gque cultivos de blastocistos de conejo intactos de 5.5 dias de
edad, en medios reforzados con inductores de mesodermo y ocasionalmente
con células alimentadoras, provocaban el agrupamiento celular a manera de
laminas o crecimientos celulares libres. Las células del macizo interno
migraron sobre un pavimento formado por trofoectodermo para formar varias
estructuras y células individuales /n vitro. Los crecimientos contenian musculo,
tejido conectivo, neuronas y macréfagos entre otros tejidos no diferenciados,
revelando la amplitud de tejidos que se podian obtener del macizo celular

interno.®



Posteriormente en otro experimento, disecaron macizos celulares
internos de blastocistos de conejo de 6 dias de edad y los colocaron en
cubiertas revestidas de colageno con pequefas cantidades de medio, las
superficies internas cercanas al colageno se adhirieron después de 10-15
horas. Capas multicelulares de tejido formaron monocapas migratorias
fibroblasticas y epitelioides que crecieron sobre la capa de colageno en un dia o
dos. Algunas colonias se adhirieron directamente al vidrio, facilitando el pasaje
de lineas celulares por tripsinizacidn para ser establecidas. Asi derivaron 20
cultivos /n vitro, como lineas celulares distintas que presentaban propiedades
de sobrevivencia a largo plazo, es decir, lo que hoy se denomina inmortalidad.®

En 1967, Richard Gardner realizé la insercion de células troncales
embrionarias provenientes de blastocistos preimplantados en la cavidad
blastocélica de ratén, para determinar si éstas podian unirse al macizo celular
interno para producir quimeras, lo cual funcioné, dando como resultado
ratones con un patrén de color tipico en su pelaje.”

En 1969, Edwards logro la fertilizacion y maduracién /in vitro de ovocitos
humanos.®

En 1970, Steptoe, realizo la aspiracién de ovocitos maduros provenientes
de foliculos humanos obtenidos después de una terapia con gonadotropinas,® y
en 1971 logré fertilizar y crecer embriones /n vitro para desarrollar blastocistos
humanos.'®

En 1973, Artzt K y col., cultivaron células /n vitro a partir de cuerpos
embrioides disgregados; encontraron dos tipos de poblaciones celulares:

células primitivas de teratocarcinoma (PTC) y células con tipo diferenciado

(P¥]



(DTC). A partir de antisueros singénicos, probaron que las células PTC
presentan antigenos de superficie similares a las células embrionarias de
raton.'"!

En 1974, Martin GR y col., menciond que el crecimiento /n vitro de las
células PTC no es inhibido por una alta densidad celular, mientras que en las
células DTC ocurre lo contrario.'?

En 1975, Martin GR y col.,, reportaron la diferenciacion de células
pluripotenciales de carcinoma dando como resultado la formacién Jjn vitro de
cuerpos embrioides.'?

En 1975, Mintz B y col., obtuvieron células totipotenciales de
teratocarcinoma (EC cells) a partir de cuerpos embrioides, las inyectan en
blastocistos y obtienen ratones quiméricos.

En 1981, dos grupos de investigadores el grupo de Evans M) y col., y el
grupo de Martin GR lograron la creacién de las células stem embrionarias (ES),
al establecer lineas de células totipotenciales desarrolladas a partir de
blastocistos de ratén.'®'6

En 1984, Bradley A y col., reportaron la creacién de lineas germinales
quiméricas funcionales derivadas de lineas celulares de teratocarcinoma.'”

En 1986, Gossler A, y col., demostré que las células troncales (ES) de
raton pueden ser utilizadas como vehiculo para realizar transgénesis.'®

Para el afio de 1987, Eistetter HR hizo una innovacion interesante al
obtener células ES a partir de morulas de ratdn disgregadas con EDTA (Etilen

diamino tetracetato de sodio)."®



En 1987, Thomas y Capecchi aplicaron la tecnologia de flanqueo
(targeting) de genes a células troncales embrionarias.?

En 1987, Hollands P, inyecté células troncales hematopoyéticas (las
cuales no pueden ser identificadas en células embrionarias de menos de 6 dias
de gestacion) en ratones a los cuales se les irradio con dosis letales de rayos X,
demostrando asi, que éstas células primero colonizaban el higado y después
repoblaban los sistemas hematopoyéticos de los ratones irradiados. Descubrid
también que las células embrionarias pueden ser transplantadas atravesando
las barreras del complejo principal de histocompatibilidad al menos en la
médula dsea adulta.?’

En 1988 Hollands P, demostré que las células troncales hematopoyéticas
también colonizaban el sistema hematopoyético de ratones normales, es decir,
no irradiados.?

En 1988, Williams RL, y col., demostraron que el factor inhibitorio de la
leucemia (LIF) es la sustancia que permite mantener el fenotipo in vitro de la
células troncales embrionarias de raton.??

En 1989, Gearing DP y col., realizaron la produccién masiva del factor
LIF murino y humano en Escherichia coli, como fuente, para su utilizacion en
cultivos de células troncales embrionarias.?

En 1990, Pease S y col., reportaron el aislamiento de células troncales
embrionarias a partir de medios de cultivo suplementados con LIF y en ausencia

de células alimentadoras o feeders.?



En 1993, Kovacs MS y col., demostraron la utilizacién de ratonas
superovuladas como donadoras de embriones para ser inyectados con células
troncales embrionarias y producir asi animales quiméricos; también
mencionaron que no se afecta la viabilidad de los embriones al ser
transferidos.?®

En 1993, Wood SA y col., realizaron la simple agregacion de células
troncales embrionarias en mérulas de ratéon como un método alternativo a la
inyeccién de blastocistos para producir animales quiméricos.?”

En 1994, lannaccone PM y col., lograron producir animales quiméricos de
especie diferente al ratén, inyectando células troncales embrionarias de rata en
blastocistos de esta especie, desafortunadamente las caracteristicas quimeéricas
no fueron heredables.?®

En 1996, Schoonjans L y col., produjeron conejos quiméricos inyectando
células troncales embrionarias en blastocistos de la misma especie.?®

En 1998, Thomson JA, aislé células troncales pluripotenciales de macizos
celulares internos provenientes de blastocistos humanos. El Dr. Thomson
obtuvo los embriones de clinicas de fertilizacion /n vitro. Describié que las
células troncales pluripotenciales tenian cariotipos normales, que expresaban
altos niveles de actividad de telomerasa y que después de proliferacién
indiferenciada /n vitro por 4 o 5 meses, estas células aiin mantenian el potencial
de desarrollo para formar trofoblastos y derivados de las tres capas

embrionarias.?®



Practicamente al mismo tiempo, Shamblott, publicé un reporte acerca de
las células germinales embrionarias de humano, las cuales obtuvo de las
gdnadas de fetos abortados.?'

En 1999, Pittenger MF y col., senalaron que las células troncales
mesenquimales humanas son multipotenciales, debido a que son capaces de
dividirse permaneciendo como células indiferenciadas y que tienen el potencial
de diferenciarse en lineas de tejidos mesenquimales como el hueso, cartilago,

tejido adiposo, musculo y estroma de la médula 6sea.*



6. CONCEPTOS BASICOS

6.1. PARTICULARIDADES

Las células troncales son diferentes a los otros tipos de células que se
encuentran en el cuerpo. Todas las células troncales sin importar la fuente de la
que provengan, tienen tres caracteristicas generales:*

1. Son capaces de dividirse y renovarse a si mismas por largos periodos. A
diferencia de las células musculares, sanguineas, nerviosas, entre otras; las
cuales normalmente no se replican a si mismas, las células troncales
pueden autorreplicarse muchas veces. Cuando una poblacién inicial de
células troncales prolifera por varios meses en el laboratorio puede producir
millones de células hijas; cuando las células resultantes contintan siendo no
diferenciadas como las células de la poblacion inicial, se dice que estas
células son capaces de autorrenovarse a largo plazo. Los factores
especificos y condiciones que permiten a las células troncales permanecer
no especializadas o indiferenciadas son de gran interés actualmente, ya que
ha tomado varios afios aprender a cultivar en el laboratorio células troncales
sin que se diferencien en otros tipos especificos de células.*

2. Son células indiferenciadas (no especializadas). Una de |las
caracteristicas fundamentales de las células troncales es que no poseen
ninguna estructura especifica de tejido que les permita realizar funciones
especializadas. Una célula troncal no puede trabajar con células vecinas

para bombear sangre al cuerpo tal como lo haria una célula muscular del



corazén, tampoco puede transportar moléculas de oxigeno a través de la
sangre como un eritrocito.*

Pueden dar origen a tipos celulares especializados. Cuando las
células troncales indiferenciadas o no especializadas dan origen a células
especializadas, el procedimiento se llama diferenciacion. Actualmente se
esta empezando a descifrar y entender las sefales internas y externas a
la célula, que provocan la diferenciacion de las células troncales. Las
sefiales internas son controladas por genes, los cuales estan
entremezclados a través de largas cadenas de ADN, éstos llevan
instrucciones codificadas para todas las estructuras y funciones de una
célula. Las senales externas para la diferenciacion celular incluyen:
quimicos secretados por otras células, como las citocinas, contacto fisico

con células vecinas, y ciertas moléculas en el microambiente.?



6.2. CLASIFICACION

Las células troncales pueden clasificarse en:
1. Células troncales totipotenciales

2. Células troncales pluripotenciales

3. Células troncales multipotenciales

4. Células troncales de 6rganos especificos

1. Células troncales totipotenciales: esto quiere decir que su potencial para
originar otras células es total. Estas células tienen la capacidad de dar origen
al embrién, hojas blastodérmicas del embrién, tejidos extraembrionarios y
todos los tejidos y 6rganos postembrionarios. No se ha demostrado que las
células troncales totipotenciales sean autorrenovables in vivo, por el contrario
se cree que presentan autorrenovacion limitada a lo largo de la vida.?*

Estas células tienen su origen cuando el espermatozoide fertiliza al
ovocito formandose asi una sola célula diploide llamada cigoto, la cudl se
caracteriza por ser totipotencial, después de la etapa de cigoto, los embriones
experimentan varias divisiones mitdticas (Figura 1). El cigoto es una célula
bastante grande y tiene baja proporcion ntcleo/citoplasma. Para alcanzar una
proporcion similar a la de las células somaticas, experimenta divisiones
celulares sin aumento de la masa celular. Este proceso se denomina escision,
para diferenciarlo de otras modalidades de division celular, en las cuales
ademas, las células hijas se separan fisicamente. Las células hijas que resultan

de la escision se denominan blastémeras, las cuales son células totipotenciales,



(idénticas), esto quiere decir que cualquiera de estas células puede dar origen a
un individuo completo (Figura 1). Una vez que el embrién ha formado ocho a 16
blastomeras y en algunos casos mas, se denomina morula, las células
totipotenciales que forman el estado de moérula comienzan a especializarse,
dando origen a una esfera hueca de células, denominada blastocisto.*

El blastocisto tiene una capa externa de células llamada en conjunto
trofoblasto que formara la placenta y otros tejidos de sostén necesarios para el
desarrollo del feto en el Gtero; dentro de la esfera se encuentra el macizo
celular interno (masa de células internas), las cuales daran origen a todos los

tejidos del embrién (Figura 1).**

Figura 1. Fases de divisién celular de Cigoto a Blastocisto
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Modificada de: http:/ /www.infoscience.fr/dossier/souches/souches].html



2. Las células troncales pluripotenciales: son las células que forman el macizo
celular interno y pueden formar cualquier tipo de células que se encuentran
en un individuo, aunque no son capaces de formar un individuo porque no
pueden diferenciarse en células de la placenta (trofoblastos) y otros tejidos de
sostén necesarios para el desarrollo del feto dentro del Gtero.**

Las células troncales pluripotenciales no sélo dan origen a todos los
tipos de células de un organismo, sino que también se diferencian /n vitro en
células del endodermo, ectodermo y mesodermo; cuando se encuentran en
agregados tridimensionales se les llama cuerpos embrioides.?*

Durante el desarrollo embrionario, las células troncales pluripotenciales
embrionarias sufren una restriccion en la expresion del genoma, para dar
origen a células que tienen una funcién particular, como por ejemplo, las
células troncales multipotenciales sanguineas, que dan originen a los
eritrocitos, leucocitos y plaguetas, las cuales también se encuentran en adultos
y nifos.?*

3. Las células troncales multipotenciales: son células autorrenovables que se
encuentran en la cima de la jerarquia celular y proliferan para producir células
diferenciadas que formaran algin tejido /7 vivo. Es importante aclarar que
estas células una vez desarrolladas se autorrenuevan durante toda la vida del
organismo a diferencia de las células troncales totipotenciales vy
pluripotenciales las cuales sdlo se encuentran durante la etapa embrionaria.
En los organismos adultos, /7 vivo, las células troncales multipotenciales
pueden dividirse repetidamente para repoblar un tejido o pueden presentar

poca actividad como en el cerebro de los mamiferos.3®



Contrario a lo que se pensaba, las células troncales pueden encontrarse
mas tarde durante el desarrollo, actuando principalmente en la renovacion de
los tejidos, de esta manera se asegura la supervivencia a largo plazo de un
organismo. Las células troncales multipotenciales pueden dividirse
simétricamente durante el desarrollo para su proliferacion, y asimétricamente
para autorrenovarse, ademas de que pueden dar origen a una progenie de
células mas diferenciadas, las llamadas células troncales especificas de tejido.?®
4.Las células troncales especificas de tejido: éstas vuelven a sufrir una

restriccion en su genoma para producir tipos celulares caracteristicos del
tejido en el cual se observan /n vivo.33¢

Es mas comin nombrar a este tipo de células segtin el 6rgano o tejido al
que dieron origen o en el que se encuentran /n vivo, por ejemplo: células
troncales hematopoyéticas, células troncales nerviosas, células troncales

mesenquimales.?®



6.3. CARACTERISTICAS GENERALES /N VITRO

En diferentes puntos a lo largo del proceso de produccién de lineas de
células troncales embrionarias, se han hecho pruebas para conocer si éstas
presentan caracteristicas fundamentales que denoten que son células troncales
embrionarias, a este proceso se le conoce como caracterizacion.??

Hasta este momento los investigadores que trabajan con células
troncales no se han puesto de acuerdo en una serie de pruebas estindares que
midan las propiedades fundamentales de dichas células. Por lo tanto se sabe
que muchas de las pruebas que se usan pueden no indicar varias de las
propiedades y funciones biolégicas mds importantes de las células troncales
embrionarias.*

En los laboratorios donde se cultivan lineas de células troncales embrionarias se

usan diferentes tipos de pruebas, éstas incluyen:

1. El crecimiento y subcultivo de las células troncales embrionarias por algunos
meses. Esto asegura que las células tienen la habilidad de renovarse a si
mismas, dando origen al mismo tipo de células no especializadas por largos
periodos (meses o afios). Se observan los cultivos al microscopio para
verificar que las células parezcan saludables y sigan indiferenciadas.*

2. Cubriendo la superficie de todas las células de un organismo se encuentran
proteinas especializadas, a las cuales se les conoce como receptores, éstos
tienen la capacidad de unirse o adherirse a otras moléculas de sefalizacion.
Existe un sin numero de diferentes tipos de receptores que difieren en su

estructura y afinidad por las moléculas de sefalizacion. Normalmente las



células utilizan estos receptores para unirse a moléculas como un medio de

comunicacién con otras células y asi llevar a cabo las funciones apropiadas

dentro del organismo. Estos mismos receptores de superficie sirven como

marcadores para las células troncales, cada tipo celular diferenciado o no

presenta cierta combinacién de receptores en su superficie lo cual ayuda a

distinguir una célula de otra.?®*

También, existen factores de trascripcidon especificos para identificar

células troncales, un ejemplo de éstos, es la proteina llamada Oct-4, la cual es

producida generalmente por las células indiferenciadas. La Oct-4 ayuda a

encender o apagar genes en el momento indicado, lo cual es parte importante

en el proceso de diferenciacién celular y desarrollo embrionario.3®

Las células troncales expresan los siguientes marcadores:

Tabla 1. Marcadores de superficie (Ref.3%-4')

Nombre del marcador Tipo celular Significado

Cluster designation 30 | Célula troncal | Esta molécula es un

(CD30) embrionaria receptor de superficie
encontrado
especialmente en
células troncales
pluripotenciales.

Teratocarcinoma- Céluia troncal | Gen de un factor de

derived growth factor-1 | embrionaria crecimiento expresado

TDGF-1

por células troncales

embrionarias (ES),
ectodermo primitivo y
cardiomiocito en
desarrollo.




GCTM-2

ES (stem embrionaria)

Proteina de superficie
descrita por primera
vez en las células de
teratocarcinoma y que
se expresa también en
células troncales
pluripotenciales.

Génesis ES Factor de trascripcién
expresado Unicamente
por células ES durante
el estado de
indiferenciacion.

Germ cell nuclear factor | ES Factor de trascripcion
expresado por células
troncales
pluripotenciales.

Oct-4 ES factor de trascripcion
unico para células
troncales
totipotenciales y
pluripotenciales,
esencial para su
establecimiento y
mantenimiento.

Stage-specific ES Glicoproteina

embryonic antigen especificamente

(SSEA-1, SSEA-3 y expresada en el

SSEA-4) desarrollo embrionario
temprano por células
troncales
pluripotenciales.

TRA-1-60 y TRA-1-81 ES Proteina de superficie

descrita por primera
vez en las células de
teratocarcinoma y que
se expresa también en
células troncales
pluripotenciales.




Stem cell factor

ES, células troncales
hematopoyéticas
(HSC),
troncales
mesenquimales (MSC)

células

Proteina de membrana
que intensifica la
proliferacion de las
células ES, las HSC vy
las MSC.

CD133

Células troncales
nerviosas y células
troncales

hematopoyéticas

Proteina de superficie
celular que identifica a
las células troncales
nerviosas las cuales
dan origen a células de
la glia y neuronas.

Lineage surface antigen
(Lin)

HSC, MSC

Proteina de superficie
caracteristica de las
células sanguineas
maduras, cuando las
células son Lin
negativas es un
auxiliar para purificar
las células HSC.

c-kit

HSC, MSC

Receptor de superficie,
presente en las células
de médula dsea.

CD34

HSC

Proteina de superficie,
que identifica a las
células HSC; también
identifica a células
satélite de musculo y a
células troncales de
musculo.

Stem cell antigen
(Sca-1)

HSC, MSC

Proteina de superficie
celular que se
encuentra  en las
células de la médula
Osea, ya sean HSC ¢
MSC.

Thy-1

HSC, MSC

Proteina de superficie,
imperceptible en las
células HSC.




3. Presentan altos niveles de fosfatasa alcalina intracelular.*

4. Crecen como colonias multicelulares con cariotipos normales y estables, si se
examinan los cromosomas al microscopio. Este es un método que permite
apreciar si los cromosomas estan dafados o si el nimero de cromosomas ha
cambiado, aunque con este método no se pueden detectar mutaciones
genéticas finas, es decir, a nivel de la secuencia de ADN de las células.*

5. Pueden diferenciarse en cualquiera de las tres capas germinales
embrionarias.*

6. Forman cuerpos embrioides.*

7. Expresan altos niveles de telomerasa y presentan un potencial de crecimiento
indefinido.*® 4!

8. Se determina si las células pueden subcultivarse después de la congelacién,
descongelandolas, volviéndolas a sembrar.*

9. Se puede probar si las células troncales embrionarias son pluripotenciales:

a) Permitiendo que las células se diferencien espontaneamente en el cultivo

celular.®®

b) Manipulando las células para que éstas se diferencien para formar tipos

celulares especificos.*?

10. Las células troncales adultas, se cultivan y se manipulan, frecuentemente

anadiendo factores de crecimiento o introduciéndoles genes, para

determinar en que células diferenciadas pueden convertirse.*?



6.4. CARACTERISTICAS GENERALES /N VIVO

Una de las caracteristicas mas importantes de las células troncales in vivo
es la capacidad que presentan para formar animales quiméricos, éstos son
producidos, inyectando células troncales embrionarias dentro de un blastocisto
(Figura 2.A) 6 al cocultivar embriones en estado de mérula de ocho células
sobre una capa de células troncales embrionarias, después del cocultivo, los
embriones con las células troncales embrionarias adheridas se transfieren a
medio de cultivo embrionario y se dejan desarrollar al estado de blastocisto, las
células troncales embrionarias mas tarde formaran parte de todos los tejidos

del individuo, incluyendo las lineas germinales (Figura 2.B).?’



Figura 2. Reintegracion de células ES a embriones en estado de mérula y
blastocisto.

A_ Inyeccién de células ES a blastocistos

de células

B. Cocultivo de células ES con embriones en
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A. Se muestra como se inyectan las células troncales embrionarias previamente aisladas y
cultivadas a un embrién en estado de blastocisto, para después transferir el embrién a una
hembra seudogestante.

B. Cocultivo de células troncales embrionarias con embriones en estado de mérula, una vez que
se adhieren las células troncales embrionarias a las mérulas se transfiere el embridén a una
hembra seudogestante.

Modificada de:
http:/ /www.icampus.ucl.ac.be/SBIM2520/document/genemol/administration/etudiants/knockout
[knockout.html#ancre728570



Las células troncales al ser inyectadas via subcutanea o intraperitoneal en
un raton inmunosuprimido provocan la formacién de un tumor benigno llamado
teratoma. Los teratomas tipicos contienen una mezcla de varios tipos de
células diferenciadas o parcialmente diferenciadas, lo que indicaria que las
células troncales embrionarias son capaces de diferenciarse en multiples tipos
celulares.*?

Se pueden obtener las células troncales adultas de un animal vivo,
haciendo el marcaje en un cultivo celular para después transplantarlas dentro
de otro animal para determinar si las células troncales pueden repoblar su

tejido de origen.*



6.5. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCION

Las células troncales pueden obtenerse de tres fuentes:
I. Embriones
I1.Fetos

III.Adultos

I. Embriones: En el caso de las células troncales embrionarias las cudles son
pluripotenciales, pueden ser obtenidas a partir de moérulas disociadas, en
ocasiones se realiza el explante del blastocisto completo, o bien se aisla y
cultiva el macizo celular interno aparte.

a. Mérula: los embriones en estado de moérula se obtienen haciendo lavados del
oviducto con medio Eagle modificado por Dulbecco's (DMEM) el cual se
adiciona con 10% de suero fetal bovino, 10% de suero de becerro recién
nacido (Gibco), y 2-mercaptoetanol. Las moérulas compactadas compuestas
por aproximadamente 16 células (varia segln especie) se lavan tres veces con
PBS (solucién amortiguadora de fosfatos), la zona pellcida se remueve por
tratamiento con solucién de Pronasa al 0.5%, la disociacién de las morulas se
lleva a cabo realizando un pipeteo constante de las mismas en una solucién
de PBS que contiene 0.3% de EDTA, hasta obtener blastdmeras totalmente
separadas, esto toma aproximadamente tres minutos. Este procedimiento
debe ser monitoreado cuidadosamente al microscopio con la finalidad de
prevenir un dano a los embriones. Una vez que se obtienen las blastomeras

se deben lavar 5 veces con DMEM, y se cultivan en el mismo medio sobre



fibroblastos embrionarios previamente tratados con mitomicina C (células
alimentadoras), a 37° C, y entre 10% y 5% de CO,. El medio de cultivo se
cambia cada dos dias."®

b. Blastocisto completo: Se han cultivado los blastocistos intactos en grupos de
alrededor de seis embriones en pequefias gotas de medio de cultivo, debajo
de aceite de parafina en cajas de Petri de plastico para cultivo de tejidos por 4
dias. Los blastocistos se adhieren en 48 horas y las células del
trofoectodermo crecen y se diferencian en células trofoblasticas gigantes. Los
macizos celulares internos subsecuentemente se desarrollan en estructuras
en forma de huevos cilindricos grandes, con un grupo de pequefas células
redondas, rodeados por células del endodermo creciendo adheridas a la caja
de cultivo. Las estructuras en forma de huevos cilindricos se extraen de la
caja de cultivo para dispersarlas por medio de un tratamiento con tripsina y
realizar el pasaje en cajas de Petri previamente tratadas con gelatina la cual
contiene fibroblastos STO inactivados con mitomicina C, se utiliza DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 10% de suero de becerro
recién nacido. Se deben examinar los cultivos diario y se realiza tripsinacién
cada 2 o 3 dias, para obtener subcultivos.'*

c. Macizo celular interno: Para obtener el macizo celular interno se utiliza lo
que se llama inmunocirugia, la cudl consiste en la destruccién mediada por el
complemento de las células del trofoblasto utilizando un anticuerpo que se
une a dichas células, se ha utilizado para este fin un antisuero de conejo
contra las células BeWO (linea celular derivada de coriocarcinoma humano), el

macizo celular interno puede ser separado facilmente de los remanentes de
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las células trofoblasticas, para después colocar a las células del macizo
celular interno sobre fibroblastos embrionarios de raton irradiados con rayos
gamma, esto con la finalidad de que no se dividan, a esta capa de
recubrimiento se le conoce como capa alimentadora (feeder layer); la razén
por la que se utiliza la capa alimentadora en el fondo de la caja de cultivo es
para darle a las células del macizo interno una superficie pegajosa a la que se
puedan adherir, las células alimentadoras también liberan citocinas como LIF
al medio de cultivo (Figura 3), recientemente se han empezado a probar otras
formas de cultivar células troncales sin el uso de las células alimentadoras de
ratén. Esto representa un avance importante debido al riesgo de que virus y
otras macromoléculas puedan contaminar a las células troncales cultivadas,
por ejemplo, en ocasiones se puede reemplazar la capa alimentadora por LIF
(factor inhibidor de la leucemia) o por miembros relacionados con la familia
de las IL-6 a la cual pertenece esta citocina. LIF permite la autorrenovacién
de las células troncales embrionarias de raton vy previene su
diferenciacion.3%43
El medio de cultivo se prepara con 80% de DMEM formulacién alta en
glucosa y sin piruvato (Gibco-BRL) suplementado con 20% de suero fetal bovino
(Hyclone), 1 mM glutamina, 0.1 mM de mercaptoetanol (Sigma) y 1%
aminoacidos no esenciales (Gibco-BRL). Después de 9 a 15 dias, los
crecimientos producidos por las células del macizo celular interno pueden ser
disociados en grupos para la realizacion de subcultivos, ya sea, por exposicion
a Ca?*/Mg?* solucién salina buferada libre de fosfato mas 1 mM de EDTA, por

exposicion a Dispasa 10 mg/ml (Sigma), o por disociacién mecanica utilizando
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una micropipeta. Cada ciclo de subcultivo de las células se conoce como pasaje.
Después de 6 meses o mas, las células originales del macizo celular interno que
en un principio eran alrededor de 30 llegan a producir millones de células
troncales embrionarias.

Las células troncales embrionarias que han proliferado /n vitro por seis
meses o mas sin experimentar diferenciacion son pluripotenciales y son
genéticamente normales y se les conoce como una linea de células troncales

embrionarias.*

Figura 3. Método de obtencion y cultivo de células ES a partir del macizo celular
interno de blastocistos.

MACIZO CELULAR
INTERNO AISLADO

BLASTOCISTO EN
MEDIO DE CULTIVO

Cultivo del
macizo celular Capa de células
alimentadoras

9 a 15 dias
Células del macizo celular
interno disociadas
N T
& ®
7 a 10 dias @ ﬁ @

Subcultivos

Establecimiento de
cultivos

Aislamiento y cultivo de células troncales embrionarias obtenidas de embriones en estado de
blastocisto.

Modificada de: http://www.biology.iupui.edu/biocourses/Biol540/17hes2k2.html
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II. Fetos: las células troncales provenientes de fetos llamadas células troncales
germinales también son pluripotenciales, estas células se obtienen a partir de
la cresta germinal, sitio en donde se esta produciendo la diferenciacion de la
linea germinal, dando origen al évulo y al espermatozoide.*?

Para obtener las células germinales primordiales se debe disgregar
mecanicamente la cresta germinal, para después incubar en una solucion que
contenga 0.05% de tripsina y 0.5 mM de EDTA, o con 0.25% de tripsinaa 37° C
por 5 a 10 minutos, o bien puede incubarse en una combinacion de 0.01% de
hialuronidasa tipo V, 0.1% de colagenasa tipo IV y 0.002% de DNasa tipo | a 37°
C por dos horas. Las células son cultivadas inicialmente y subsecuentemente se
realiza el pasaje sobre una capa alimentadora de fibroblastos embrionarios
provenientes de raton los cuales son por radiacion gamma. Las células son
cultivadas en DMEM suplementado con 15% de suero fetal bovino, 0.1 mM de
aminoacidos no esenciales, 0.1 mM de 2-mercaptoetanol, 2 mM de glutamina,
1 mM piruvato de sodio, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 1000 unidades/ml de LIF, 1 ng/ml de factor de crecimiento
para fibroblastos y 10 uM forskolin, los cultivos fueron incubados al 5 u 8% de
C02, 95% de humedad y se realizan pasajes rutinarios cada 7 dias, después de
realizar la disgregacion con tripsina al 0.25% a 37° C por 5 a 10 minutos.?'

III. Adultos: en el caso de los adultos se han obtenido células troncales
provenientes de los siguientes tejidos:

a. Sangre periférica: la obtencién de células troncales hematopoyéticas a partir
de sangre periférica ha venido a sustituir la obtencién de células troncales de

médula o6sea para transplantes en humanos, debido a que es un
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procedimiento mas sencillo y menos doloroso para el paciente, normalmente
en sangre se pueden encontrar una célula troncal por cada 100,000 células
circulantes por lo que se debe hacer un tratamiento previo a la extraccién,
con factores de crecimiento hematopoyéticos y quimioterapéuticos. La
administracién del factor de estimulacion de colonias granulocitarias (G-CSF)
ayuda a la movilizacion de las células troncales de médula o6sea, las cuales
apareceran después de 3 a 5 dias en la sangre periférica, para obtenerlas se
debe hacer una leucoferesis, este procedimiento permite separar las células
blancas de la sangre y regresa al torrente sanguineo el resto de sus
componentes, existen en el mercado varios aparatos que llevan a cabo esta
accion (CS 3000 Plus de Baxter corporation, AS 104 de Fresenius Hemocare,
Inc, etc.), una vez que se realiza la separacion (por filtracion) de las células
blancas, se debe realizar otra seleccion celular con la finalidad de obtener
unicamente las células troncales hematopoyéticas, en la actualidad el método
mas utilizado es la seleccidn celular por medio de perlas magnéticas, existen
algunos kits en el mercado, para la purificacion de células troncales de

sangre periférica en humanos, la técnica consiste de los siguientes pasos:*45

1) Sensibilizacion: consiste en la wunidon de los anticuerpos murinos
monoclonales IgG anti CD34 humano que es el marcador de superficie
presente en las células troncales hematopoyéticas, es decir, se mezcla el
anticuerpo con las células producto de la leucoferesis .*647

2) Captura: se debe hacer un lavado con solucién salina isoténica para remover

los anticuerpos anti-CD34 que no se hayan unido a las células, después se
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agrega otro anticuerpo que se encuentra unido a las perlas magnéticas, este
es un anticuerpo de borrego anti IgG murino.*&

3) Separacion: se aplica un campo magnético a la cdmara que contiene las
células lo que permite que los complejos formados por células y anticuerpos
sean separados magnéticamente dela resto de las células presentes en la
suspension.*t 47

4) Liberacion: después se drena el contenido de la camara y se aplica la
sustancia liberadora que es una enzima (chymopapain) ésta libera
especificamente las células CD34 de las perlas magnéticas quedando la
superficie de las células libre de los anticuerpos. Las perlas y los anticuerpos
asociados quedan unidos a la cdmara por la accion del campo magnético y las
células pueden ser recuperadas facilmente.*s*

b. Sangre de Cordén umbilical: la obtencion de células troncales de la sangre
del cordén umbilical se lleva a cabo inmediatamente después del parto, del
extremo unido a la madre, mientras la placenta sigue dentro del ttero, para
drenar la sangre se ejerce presion sobre el cordén y se colecta el contenido
en un recipiente estéril el cual contiene CPD-A como anticoagulante. Se
deben obtener alrededor de 18 ml de sangre, las muestras se almacenan a
temperatura ambiente para procesarlas dentro de las 24-48 horas

siguientes.*®
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Para separar las células troncales hematopoyéticas (CD34+) de la
fraccion de células mononucleares, se debe centrifugar a gradiente con Ficoll, la
sangre obtenida del cordén umbilical.*®

Si se desea purificar una poblacion especifica de células troncales
hematopoyéticas se pueden utilizar los kits de microperlas magnéticas por
ejemplo MiniMacs.*

c. Médula 6sea completa: para obtener las células troncales se realizan
lavados de la médula 6sea que se encuentra en el fémur, el cudl se obtiene
quirdrgicamente del animal para evitar contaminacion y asi obtener un
mayor nimero de células, las células se suspenden en DMEM enriquecido
con 10% de suero fetal bovino, para después realizar una seleccion del tipo
de células que se requiera aislar, existen dos tipos de células troncales que
se pueden aislar de la médula 6sea: las células troncales hematopoyéticas y
las células troncales mesenquimales, la tecnologia que se utiliza para
separar dichas células es la seleccion celular por medio de perlas
magnéticas antes descrita, lo Gnico que puede llegar a variar es el tipo de
anticuerpos que se utilice para marcar las células.*

d. Tejido nervioso: la sustancia blanca subcortical en el cerebro adulto alberga
células progenitoras de la glia, estas células pueden ser aisladas por medio de
una seleccion celular activada por fluorescencia (FACS), ya sea por
transfeccion de proteina verde fluorescente o marcando las células
inmunoldgicamente. estas células dan origen a oligodendrocitos y en menor

cantidad también dan origen a neuronas.®'



Para obtener las células troncales de tejido nervioso se ha utilizado la
siguiente metodologia:
Se debe obtener quirtirgicamente la sustancia blanca subcortical, las muestras
obtenidas se disocian para obtener células solas utilizando soluciones de
papaina y DNasa, las células se suspenden en DMEM con factor de crecimiento
de fibroblastos 20 ng/ml (FGF) sélo 6 con neurotrofina 3 (NT-3), 2 ng/ml,
factor de crecimiento de plaquetas PDGF (20 ng/ml) se colocan en cajas de
cultivo.®!
Las células se lavan y se incuban con anticuerpo anti-A2B5 por 30 a 45 minutos
a 4° C, después se lavan 3 veces con PBS que contiene 0.5% BSAy 2 mM EDTA, y
se incuban con microperlas unidas a anticuerpos de ratén especificos contra
IgM de rata por 30 minutos a 4 °C. Las células A2BS positivas se lavan y

resuspenden para separarlas utilizando columnas de seleccion positiva.®'



7. BIOLOGIA DE LAS CELULAS TRONCALES

7.1. BIOLOGIA

Aqui la investigacion basica esta desentrafiando las moléculas que se
envian unas células a otras, y como estos “mensajes desde el exterior’ ponen en
marcha una serie de factores de transcripcion para activar genes, cuyos
productos ejercen una serie de efectos: reorganizacion de organelos vy
macromoléculas, divisiones simétricas y asimétricas, diferenciaciones, etc.' 52
1) Controles intrinsecos: Algunos de los controles intrinsecos incluyen

proteinas responsables de establecer las divisiones celulares asimétricas,
factores nucleares que controlan la expresion de los genes y modificaciones
cromosomales en células hijas troncales o no troncales y relojes internos
que de alguna manera les indican el nimero de veces que deben dividirse
antes de diferenciarse totalmente.’
Durante la division celular asimétrica las dos células hijas pueden adquirir
diferente potencial de desarrollo, ya sea, por agregacion desigual de los
determinantes del destino celular o por influencias diferenciales de su
alrededor. Las proteinas estructurales, en particular los componentes del
citoesqueleto son importantes para la divisién de los determinantes del destino
celular.3?

La proteina INSC (inscuteable) coordina al menos tres aspectos de la

division asimétrica de los neuroblastos de Drosophila: localizacién asimétrica

de los determinantes del destino celular asociados a membrana, incluyendo



Numb, la localizacion del mRNA asimétrico y la orientacion de los ejes
mitéticos, ya se ha identificado el gen Inscuteable en humanos y podria estar
implicado en la division celular asimétrica de las células troncales neurales.? 53

Existe evidencia de que los factores de transcripcion también controlan
el destino de las células troncales. Por ejemplo en la hematopoyesis un gran
nimero de factores de transcripcion han sido implicados, uno de éstos es el
SCL (stem cell leukaemia) también conocido como Tal-1, el cudl es activado
ectépicamente en varios casos de leucemias linfoblasticas de células T y es
esencial para la formacion de todos los tipos celulares de sangre en el ratén.

Otros factores de transcripcion han sido identificados con funciones
restringidas en particular para linajes diferenciados. Cada linaje es controlado
por combinaciones Unicas de factores de transcripcion, cada uno de los cudles
puede expresarse individualmente en varios linajes, en algunos casos estas
combinaciones implican la formacién de complejos fisicos.?

Datos recientes han resaltado la importancia de la familia de factores de
transcripcion Tcf (T-cell factor) y Lef (lymphoid enhancing factor) en la
epidermis y el epitelio intestinal. Ratones homocigéticos que carecen del Tcf-4
también carecieron de células troncales en el intestino delgado, mientras que
ratones mutantes homocigéticos en Lef-1 presentan defectos en la formacion
del pelo. La p-Catenina activa la transcripcion mediada por Tcf/Lef y es mas
abundante en las células troncales epidermales, la sobreexpresion de una forma
estabilizada de la B-Catenina incrementa la proporcién de células troncales in
vitro e in vivo y provoca que los queratinocitos se reviertan a un estado

pluripotencial en el cual, éstos pueden diferenciarse en foliculos pilosos o
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epidermis interfolicular, por el contrario una sobreexpresion de la p-Catenina
en el epitelio intestinal de ratones transgénicos estimula la proliferacion pero
no hay un incremento neto en el nimero celular, porque hay un incremento
correspondiente a la induccién de apoptosis.*

Relojes internos: ;qué determina el nimero de veces que la célula sufrird
divisién antes de experimentar diferenciacion terminal?, se ha despertado el
interés en el posible papel que juegan los relojes internos que controlan los
cambios a nivel de los promotores o inhibidores del ciclo celular, por ejemplo,
el inhibidor CDK p27/Kipl (p27) (cyclin dependent kinases p27) se acumula
como parte del mecanismo de regulacién y limita la proliferacion y promueve la
diferenciacion de las células precursoras de los oligodendrocitos de rata.?

Otro tipo de reloj interno es la longitud del telémero: se ha propuesto
que conforme la célula se especializa, va acortando sus telomeros, hasta que
finalmente llega a la senescencia. De hecho, en la mayor parte de los tejidos
adultos no se puede detectar actividad de telomerasa. Por el contrario, las
células troncales poseen telomeros largos y actividad telomerasa permanente
constitutiva.'*

La telomerasa es una enzima que mantiene los extremos o terminaciones
del cromosoma y se le ha conocido como la enzima que participa en la
inmortalizacién celular. La telomerasa es una enzima transcriptasa reversa
ribonucleoproteinica (integrada por ARN vy proteinas) que utiliza su
componente de ARN (complementario a la cadena sencilla telomérica
sobresaliente) como plantilla para sintetizar ADN telomérico directamente en

los extremos o terminaciones de los cromosomas. Después de agregar seis
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bases, se piensa que la enzima hace una pausa para volver a colocar
(translocacién) la plantilla de ARN para la sintesis de los siguientes pares de las
seis bases repetidas. Esta extension de la plantilla de la terminacién ADN 3'
permite la replicacién adicional de la terminacién 5' de la cadena rezagada,
compensando asi el problema de replicacion de las terminaciones del
cromosoma, (ya que con cada replicacion celular se pierde parte del ADN
telomérico).** 53

Los telomeros son elementos genéticos esenciales compuestos por
repeticiones de ADN y proteinas asociadas. Estos cubren los extremos de los
cromosomas y previenen la fusién de cromosomas vy la inestabilidad genética. El
ADN telomérico se pierde con cada replicacion y por otras causas como por
ejemplo la reparacidon fallida del dafio oxidativo del ADN, para compensar esta
pérdida los telomeros son alargados por la telomerasa. En la mayoria de las
células hematopoyéticas, la actividad de la telomerasa es estrictamente
controlada y presente en cantidades limitadas, como resultado, en los
leucocitos los telomeros se acortan con el envejecimiento. El acortamiento
progresivo de los teldmeros eventualmente resulta no solo en la disfuncién del
telémero y la apoptosis sino que también en la promocién de la inestabilidad
cromosomica. El acortamiento de los teldmeros representa un mecanismo
supresor tumoral en los mamiferos y limita el crecimiento de casi todas las
células troncales y linfocitos.** 4

Los telémeros de los cromosomas lineares consisten, en todos los
vertebrados, de una secuencia repetida de TTAGGG/CCCTAA y proteinas

asociadas. La longitud de las repeticiones varia entre los cromosomas y entre
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las especies, en humanos la longitud de las repeticiones del telémero va de 2-
15 pares de kilobases dependiendo del tipo de tejido, la edad y la historia
replicativa de las células.****

Los telémeros previenen que las terminaciones de los cromosomas
lineales presenten rupturas en la estructura del ADN y protegen las
terminaciones cromosémicas de degradacion y fusion, también juegan un papel
dentro de la meiosis y la organizacion de los cromosomas dentro del niicleo.*?
2) Controles externos: Las sefales externas que controlan el destino de las

células troncales construyen colectivamente el microambiente o nicho de las
mismas. Este nicho es importante tanto para tejidos con asimetria
poblacional y para aquellos con asimetria constante, implicando una
compleja interaccion de senales de corto y largo alcance entre células
madre, sus hijas, y las células vecinas: %
Factores secretados: El concepto de nicho fue primariamente descrito en la
hematopoyesis, donde existen sistemas que sostienen la proliferacién,
diferenciaciéon y la sobrevivencia de diferentes poblaciones progenitoras in
vitro, las cuales se descubrié que dependian de factores secretados por otros
tipos de células. En este sistema la funcién primaria de los factores secretados
parece ser selectiva, para prevenir la muerte de progenitoras comprometidas
con un linaje en especial. Por otra parte, los factores secretados juegan un
papel instructivo en la diferenciacién de las células troncales de la cresta

neural.?



Un amplio rango de factores secretados regulan la proliferacion y destino
de las células troncales. Se mencionan cuatro familias de factores secretados, la
familia de TGFB (Transforming growth factor), citocinas del tipo de la IL-6
(Interleucina 6), Hedgehog y la familia de Wnt, que presentan una conservacion
funcional notable entre las especies y entre los tejidos que se autorrenuevan a
través de divisiones asimétricas o asimetria poblacional.’?

Las proteinas de la familia Hedgehog son glicoproteinas de secrecion
que activan un complejo receptor membranario, lo que se traduce en una
sefalizacién citoplasmatica que activa los factores de transcripcion Gli, esta via
de sefalizacion ha sido el centro de atencion recientemente, la accion positiva
de esta via de sefializacion estd estrictamente regulado por varios inhibidores a
diferentes niveles.**

Por ejemplo, la sefalizacion por Hedgehog (Hh) activa un complejo receptor
que esta formado por Patched (Ptc) y Smoothened (Smo). Shh (Sonic Hedgehog)

inhibe a Ptc, el cual cuando estd encendido inhibe normalmente a Smo, la

inhibicién de Ptc por Hh activa la via de sefalizacion de Shh y resulta en la

actividad de Gli. La funcién de Ptc y otros inhibidores, es silenciar la

sefalizacion en la ausencia de ligandos Hh activos. Esto implica que la
sefalizacion mediada por Hh-gli debe estar apagada la mayor parte del tiempo
y s6lo activarse en momentos precisos y localizaciones en las cuales las sefales
de Shh actian.*

En los mamiferos existen tres miembros conocidos de la familia

Hedgehog, que son Sonic, Desert e Indian Hedgehog, varios experimentos los

han relacionado en el desarrollo de varios tejidos y 6rganos, incluyendo piel,



pulmén, cerebro, hueso y sangre. Shh es el mas ampliamente expresado,
aparentemente el mas potente, se conoce que en la médula espinal juega un
papel esencial al inducir la diferenciacién de varios tipos de neuronas y células
de la glia.’*%¢

Las proteinas Gli son factores de transcripcidon multifuncionales y sus
actividades estan intrincadamente regulados. Se pueden encontrar en el nicleo
6 en el citoplasma, donde hay componentes de un complejo multimolecular que
esta unido al citoesqueleto. El estado de sefalizacion Shh afecta directamente el
destino de las proteinas Gli.>*
La sefalizacion formada por el complejo formado por Shh-Cli parece regular
varios procesos celulares, por el momento se conoce que puede regular la
sobrevivencia de células no diferenciadas y diferenciadas, induce la
diferenciacion de la placa ventral del tubo neural en desarrollo e induce la
proliferacién de precursores neuronales dentro del cerebelo en desarrollo.%
La familia de Wnt activa la transcripcion por un complejo camino que involucra
a la B-catenina; la importancia de este camino ha sido establecida en mamiferos
dentro de la epidermis y el epitelio intestinal aunque la fuente de Wnt en éstos
tejidos aln no se conoce, también se ha involucrado a esta familia en
numerosos eventos del desarrollo animal incluyendo la proliferacion de células
troncales y la especificacion de la cresta neural.’* %7

Al menos dos miembros de la familia de proteinas de sefializacion TGFp
son importantes para la regulacion de la diferenciacion de las células troncales
de la cresta neural, en Drosophila, el TGFB pertenece a la familia de las

citocinas, se ha demostrado que el TGFB es un regulador de todos los estados



de la hematopoyesis, dependiendo del estado de diferenciacién de la célula
blanco, el microambiente local y la concentracion de TGFB, éste puede actuar
como regulador positivo o negativo de la proliferacion, apoptosis o
diferenciacion de las células hematopoyéticas.’> **

La citocina IL-6 y citocinas relacionadas, tales como la IL-11 (Interleucina 11),
LIF (leukaemia inhibitory factor), OSM (oncostatin M), CNTF (ciliary neurotrophic
factor) CT-1 (cardiotrophin), son una importante familia de mediadores
involucrados en la regulacion de la respuesta aguda a dafio o infeccion, ademas
de sus funciones en la respuesta inflamatoria e inmune, éstas citocinas juegan
un papel importante dentro de la hematopoyesis, regeneracion neuronal y del
higado, desarrollo embrionario y fertilidad.** %

Interacciones célula-célula mediadas por proteinas integrales de membrana:
Otras sefales que controlan el destino de las células troncales requieren
contacto directo célula-célula. A pesar de que la B-catenina es un componente
estructural de las uniones adherentes, se conoce poco acerca de la adhesion
intercelular como mecanismo regulador de las células troncales. Un ejemplo, de
la sefializacién local que requiere contacto célula-célula es el receptor Notch y
su ligando Delta, ambos son proteinas transmembranales. 5 La sefalizacion de
Notch en células troncales epidermales promueve la diferenciacion celular a
diferencia de otras poblaciones celulares donde tiene el papel de supresor.®'
Integrinas y matriz extracelular: La adhesiéon a la matriz extracelular es
mediada por varias clases de receptores, los mds extensamente caracterizados
son las integrinas. Una alta expresion de integrinas 1 se requiere para el

mantenimiento de las células troncales epidermales y regulan la diferenciacion
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de los queratinocitos y otros tipos de células a través de la sefalizacién por
MAP cinasas. Las integrinas mantienen a las células en el lugar correcto dentro
de un tejido y una perdida o alteracion en la expresion de éstas proteinas
asegura la salida de las células troncales del nicho hacia la diferenciacién o
apoptosis, también son receptores de sefalizacion y pueden activar
directamente receptores de factores de crecimiento. Las proteinas de la matriz
extracelular pueden modular la expresién y activacion de las integrinas p1 y la
variacion local en la composiciéon de la membrana basal podria jugar un papel
en el establecimiento y mantenimiento de la distribucion de las células
troncales epidermales. Finalmente, la matriz extracelular potencialmente puede
secuestrar y modular la concentracion local de los factores secretados
disponibles dentro del nicho de las células troncales.5?

Controles Homeostaticos: en su concepto original, el modelo del nicho
planteaba que cuando una célula troncal se dividia, sélo una célula hija
permanecia en el nicho y la otra debia diferenciarse a menos que existiera otro
nicho disponible. En los tejidos con divisiones asimétricas constantes es facil
observar como la salida del nicho se logra a través de la orientacion de los ejes
mitéticos. De cualquier manera en las poblaciones de células troncales del tipo
regulatorio, la idea de la competencia por el nicho es indudablemente una
simplificacién. Por ejemplo, cuando células troncales hematopoyéticas son
transplantadas de un ratén a otro, el fenotipo del injerto se determina
simplemente por la relacion de las células troncales del hospedero con las del
donador, lo cual sugiere que no hay necesidad de reducir la reserva de células

troncales del hospedero para hacer espacio para las nuevas células troncales
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transplantadas.’?

La regulacion del ndmero de células troncales depende en parte de
retroalimentacion positiva y negativa que se ha conservado a través de la
evolucion. Los mecanismos de retroalimentacién podrian involucrar factores de
transcripcion especificos inducidos en respuesta a sefales externas o a los

efectos antagonistas de diferentes sefiales externas.®
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7.2. PAPEL EN LA RENOVACION CELULAR

En reportes recientes se ha descrito que desde la vida perinatal a la
adulta van apareciendo células troncales en los tejidos somaticos, como parte
de la estrategia del organismo para su renovacion en condiciones fisiolégicas o
ante un dafo. Con esto se llegé a la conclusién aparentemente paraddjica de
que en realidad las células troncales de adulto no son células primitivas
derivadas directamente del embrién temprano, sino que son células que
aparecen mas tarde ya especializadas en poder suministrar células de repuesto
al organismo adulto.’

Hace mas de 30 anos, Altman y Das descubrieron que dos regiones del
cerebro, el hipocampo y el bulbo olfativo de las ratas adultas, contenian células
en division que se convertian en neuronas. A pesar de éstos reportes, en ese
entonces se creia que las células nerviosas en el cerebro adulto no se dividian.®?

Algunos experimentos de finales de los noventa apoyaron esta teoria,
debido a que se descubrié que las células troncales existentes en el cerebro
anterior de los mamiferos participaban en la repoblacion del subepéndimo del
ventriculo después de haberlo sometido a irradiacion generando neuronas in
vivo, dichas células al ser cultivadas en el laboratorio presentaron la habilidad
de formar neuroesferas, que es un agrupamiento de células no diferenciadas, al
ser disociadas se diferenciaron en neuronas y células de la glia, por otra parte
se encontré que en los roedores las células epéndimales que se encuentran en
la zona ventricular, actian como células troncales neurales debido a que son

fuente de nuevas neuronas que migran hasta el bulbo olfativo.®* %
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Otros ejemplos del papel que desarrollan las células troncales adultas dentro de
la renovacién celular de los tejidos, son:

Las células troncales mesenquimales se encuentran localizadas en el estroma
de la médula ésea, su papel es contribuir a la regeneracién de los tejidos
mesenquimatosos (hueso, cartilago, musculo, ligamento, tendon, tejido adiposo
y estroma). Ya se ha logrado aislar y cultivar las células troncales
mesenquimales, ademas se ha realizado la diferenciacion controlada de las
mismas hasta células con rasgos tipicos de osteocitos, condrocitos o adipocitos
(Figura 4).3

Las células troncales hematopoyéticas, dan origen a todos los tipos cle células
sanguineas como son los eritrocitos, linfocitos B, linfocitos T, Células NK,
neutroéfilos, basofilos, eosinoéfilos, monocitos, macroéfagos y plaquetas, y se ha
demostrado que una sola célula troncal hematopoyética es capaz de reconstituir

por tiempo indeterminado el sistema linfohematopoyético (Figura 4).5
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Figura 4. Diferenciacidn de las células troncales de la médula ésea
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En esta figura se muestra la diferenciacion que experimentan las células troncales de médula 6sea

y su papel dentro de la renovacién celular.

Modificado de: http://stemcells.nih.gov/infoCenter/stemCellBasics.asp



Las células troncales epiteliales del tracto digestivo que se encuentran en las
criptas profundas y dan origen a varios tipos de células: células de absorcién,
células caliciformes, células enteroendécrinas, etc.5®

Algunos estudios han sugerido una distribucion y organizacion compleja de las
células troncales que se encuentran en la piel, las cuales se localizan
especificamente en la epidermis interfolicular, en la region superior de la vaina
de la raiz externa del foliculo piloso, también conocida como la regién del
"bulge" y en la matriz germinal de los foliculos pilosos activos, la relacién entre
estos tres tipos de células troncales de la piel ain no ha sido esclarecida,
aunque existe la hipdtesis de que las células troncales de la region del "bulge”
representan la mas potente poblacion de reserva de células troncales y son
capaces de formar varias estructuras de la piel contribuyendo en la produccién
de las células de las glandulas sebaceas, las células del foliculo piloso y la
epidermis.5” 68

Una sola célula troncal adulta, deberia ser capaz de generar una linea de
células genéticamente idénticas, conocidas como clonas (autorrenovacion), las
cuales entonces daran origen a todos los tipos de células apropiadamente
diferenciados de un tejido. Recientemente se ha descubierto que clonas de
células troncales adultas tienen la habilidad de repoblar tejidos dafiados en un

animal vivo.3* %



7.3. PLASTICIDAD

No existe una definicion oficial para la plasticidad de las células troncales
adultas, se ha sugerido que ciertas células troncales adultas especificas de un
tejido o precursoras de un linaje, pueden bajo ciertas condiciones
microambientales adquirir la habilidad de dar origen a células especializadas de
otros tejidos o pertenecientes a otro linaje, lo cual se conoce como
transdiferenciacion o plasticidad." %3
esta definicion implica que:

e Se pueden derivar diferentes linajes celulares de una célula inicial

+ Todas las células diferenciadas son funcionales /n vitro e in vivo

e Al realizar implantes, las células persisten en la presencia y ausencia de
tejido dafado.

Este criterio puede utilizarse para evaluar los estudios que han descrito la

plasticidad de las células troncales. La mayoria de los estudios se han realizado

en modelos murinos y muy pocos estudios han demostrado la plasticidad de

células troncales en humanos. Muchos de los estudios se han basado en el

transplante /n vivo de células marcadas con proteina verde fluorescente o B-

galactosidasa, y la deteccion de las células del donador se basaron en la

presencia del marcador utilizado.*

Esto pone en duda la idea errénea que hasta hace poco se tenia, de que
el potencial de desarrollo de las células troncales de un tejido estaba
restringido a dar origen solamente a las células diferenciadas del tejido en el

que residen.’

45



Se mencionan 4 teorias probables de la plasticidad:*?

1.

Mdltiples células troncales especificas de un tejido pueden estar presentes
en otros 6rganos.®

La plasticidad es el resultado de la fusion de las células troncales
provenientes de un donador con las células troncales residentes de un
6rgano.*?

Las células troncales pueden experimentar desdiferenciacién o
rediferenciacion.*

Verdaderas células multipotenciales o pluripotenciales persisten en la vida

postnatal.*?

Miltiples células troncales especificas de un tejido pueden estar presentes
en otros o6rganos: Se ha demostrado que las células troncales
hematopoyéticas salen de médula dsea, circulan en la sangre periférica y se
establecen en diferentes érganos, este concepto se ha utilizado clinicamente

para transplantes a partir de sangre periférica.*

Por consiguiente, las células troncales podrian encontrarse en otros 6rganos.

Este parece ser el caso para el tejido muscular, ya que dos estudios han

mostrado que el sistema hematopoyético puede ser repoblado después de

transplantar células musculares en ratones irradiados subletalmente, ya que el

tejido muscular transplantado contenia células troncales que en origen eran

hematopoyéticas.**7°
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Otro ejemplo, es que la médula 6sea contiene células con caracteristicas de

células ovales, que son las progenitoras de las células epiteliales hepaticas y

biliares.”

2.

La plasticidad es el resultado de la fusion de las células troncales
provenientes de un donador con las células troncales residentes de un
érgano: El concepto de que la fusion celular puede cambiar el destino de las
células no es nuevo. Varios experimentos han mostrado que el destino de
una célula puede cambiarse con la formacién de heterocariones. Por
ejemplo, la fusién de un mioblasto con un fibroblasto induce a la expresion
de proteinas musculares por los fibroblastos. Esto indica que el citoplasma
de los mioblastos contiene factores que inducen la diferenciacion muscular
de células no musculares. Dos estudios recientes documentan que el
cocultivo de tejido adulto con células troncales embrionarias provoca la
fusion celular. Aunque varios estudios jn vitro han mostrado que es posible
que el linaje celular cambie sin la necesidad del cocultivo de células
troncales de adulto con células troncales embrionarias u otro tipo de células.
Ninguno de los estudios hasta la fecha pueden excluir formalmente Ia
posibilidad de la fusién celular /7 vivo para producir el fendmeno de
plasticidad. Sin embargo, puede ser posible que este mecanismo dé origen a
la plasticidad bajo situaciones extremas como falla aguda del 6rgano o
muerte tisular.”

Las células troncales pueden experimentar desdiferenciacion o
rediferenciacion: En la era de la oveja Dolly se dio a conocer que la

informacion genética de una célula puede ser reprogramada, y que las
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células somaticas pueden desdiferenciarse para volverse células troncales
pluripotenciales.** 72
Se conoce desde hace tiempo que la desdiferenciacion y la
rediferenciacion ocurren en anfibios como el Urodeles, el cual puede regenerar
completamente sus miembros. Algunos estudios sugieren que un proceso
similar aunque menos drastico ocurre en la desdiferenciacion de las células
somaticas. Por ejemplo cuando las células progenitoras de los oligodendrocitos
provenientes del nervio dptico son cultivadas en medios libres de suero y de
baja densidad, las células adquieren caracteristicas de células troncales
neurales.” Otros estudios han sugerido que las células comprometidas con la
produccién del epitelio pancredtico pueden cambiar al fenotipo hepatico
aunque las propiedades funcionales de dichas células no han sido definidas.*
Estos hallazgos sugieren que la desdiferenciacién y la rediferenciacién podrian
ser una tercera explicacion a la plasticidad de las células troncales de adulto.
Por lo que las células troncales de adulto o células progenitoras serian
reprogramadas cuando se mueven de su microambiente usual y se les introduce
a un nicho diferente que les presenta sefales para activar el programa genético
requerido para el nuevo destino de la célula .5®
Explorar los mecanismos moleculares que rodean la reprogramacion

nuclear durante el proceso de clonacién podrian ayudarnos en un futuro a
comprender la plasticidad de las células troncales adultas.
4. Verdaderas células multipotenciales o pluripotenciales persisten en la vida

postnatal: Existe evidencia que sostiene la idea de que células precursoras

de ciertas células troncales somaticas pueden persistir mas alla de la
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embriogénesis temprana. Suzuki y col., aislaron células del higado fetal de
ratones, las cuales podian expandirse /n vitro a nivel clonal y reconstituir no
solo células epiteliales hepdticas y biliares sino que también epitelio
pancreatico y gastrointestinal.”* Este experimento demuestra que las células
que preceden a las células troncales somaticas conocidas pueden persistir
mas alla del desarrollo embrionario.*
Jiang y col., demostraron que las células conocidas como células progenitoras
multipotenciales adultas (MAPC) copurificadas con células troncales
mesenquimales pueden diferenciarse /n vitro en células con caracteristicas de
linajes mesodérmicos, neuroectodérmicos y endodérmicos.”
Las MAPC pueden contribuir a la formacién de la mayoria de los tejidos cuando
son inyectadas en un blastocisto. estas células son las Gnicas en expresar los
factores de transcripcion Oct-4 y Rex-1 presentes sélo en las células troncales
embrionarias, aunque las MAPC sélo los expresan en pequefnas cantidades,
aunque no se conoce si las MAPC existen como tales /n vivo o si son el
resuitado de una desdiferenciacion de células troncales mesenquimales en
células con mayor potencial. Actualmente no existe una prueba definitiva de
gue verdaderas células troncales pluripotenciales existan /7 vivo durante la vida
postnatal.*

En los ultimos 5 afios una serie de reportes han sido publicados
sugiriendo el fenomeno de plasticidad en las células troncales de adulto, por lo
que éstos han generado gran entusiasmo en la comunidad cientifica, aunque
también cierto escepticismo debido en parte a que la mayoria de los estudios

aun necesitan ser confirmados, la baja frecuencia con la que se presenta la
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transdiferenciaciéon en las células troncales y mas probablemente por que la
mayoria de las transdiferenciaciones de linaje requieren el establecimiento de la
biologia de desarrollo y principios basicos de las células troncales.*

Muchos de los estudios han demostrado que células troncales de un tejido
especifico pueden diferenciarse en miltiples células de diferentes tejidos.
Utilizando marcaje con retrovirus muchos estudios han mostrado que las
células progenitoras adultas multipotenciales provenientes de médula ésea
pueden diferenciarse /n vitro en células del mesodermo, neuroectodermo vy
endodermo. En estudios /n vivo se ha encontrado que las células obtenidas
pueden diferenciarse en células diferentes al tejido de origen.*

Krause y col., mostraron que las células troncales hematopoyéticas no sélo
pueden dar origen a su progenie que restablece el sistema hematopoyético sino
que también pueden encontrarse en algunas ocasiones en epitelio del higado,
intestino, pulmén y piel, donde éstas adquieren morfologia y fenotipo, pero no
las funciones caracteristicas de estos tejidos epiteliales.”®

Grant y col., realizaron transplantes de células troncales hematopoyéticas en
modelos murinos letalmente irradiados y dichas células no sélo dieron origen a
células hematopoyéticas sino que también a células endoteliales de los vasos
sanguineos de la retina los cuales habian sido previamente dafiados. En
contraste con los estudios de Krause y col., los estudios de Grant y col.,
también prueban diferenciacion funcional, ya que el flujo sanguineo fue

recobrado en la retina dafiada.””
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Clarke y col., mostraron en sus estudios que el potencial de diferenciacién de
las células troncales en los tejidos de adultos, no estaba limitado sélo al linaje
celular del 6rgano en el que residian sino que también presentan un gran
repertorio de diferenciacion, en su experimento demostraron que las células
troncales neurales del cerebro adulto de ratén pueden contribuir a la formacién
de embriones quiméricos de raton y pollo, dando origen a células de todas las
capas embrionarias. Esto demostré que una célula neural de adulto tiene una
gran capacidad y podran ser potencialmente utilizadas para generar una
variedad de tipos celulares para su transplante en varias enfermedades.”
Bjornson y col., irradiaron ratones subletalmente con la finalidad de destruir su
linea hematopoyética, después fueron inyectados sistémicamente con células
troncales nerviosas marcadas genéticamente (gen lacZ). Después del
transplante, los ratones produjeron células sanguineas de los dos sublinajes,
mieloide y linfoide, asi como células hematopoyéticas inmaduras.3¢ 7

Eglitis y col., inyectaron células troncales de la médula dsea en el torrente
circulatorio de ratones irradiados, se demostré que dichas células colaboraron
en la formacion de células de la microglia y astroglia en varias regiones del
cerebro, asi como también dieron origen a nuevas células masculo-esqueléticas
en la regidn tibial anterior donde las células habian sido inducidas a degenerar,
y nuevas células ovales hepadticas las cuales son precursoras de células
hepaticas diferenciadas.?%

El grupo de Peterson usando ratones, hizo transplantes de médula ésea de
machos a hembras singénicas (para identificar a las células usaron el gen sry

del cromosoma Y como marcador) y dafié el higado de los ratones receptores
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para estimular su regeneracion, con lo cual lograron apreciar células ovales
hepaticas procedentes del donante, lo que sugiri6 que en la médula désea
existen células troncales con el potencial de generar células epiteliales de
higado.®

Como conclusion de todos los experimentos citados podemos decir, que
una célula troncal nerviosa (ectodermo) puede dar lugar a linaje sanguineo
(mesodermo), o células madre de la médula 6sea (mesodermo) pueden originar
células hepaticas (endodermo); lo cual es una auténtica sorpresa porque pone
en entredicho un dogma asentado de la embriologia, el que dice que el destino
de una célula queda sellado cuando entra a formar parte de una de las capas
embrionarias (Figura 5).'

Debido a que la plasticidad de las células troncales puede ser causada
por procesos de desdiferenciacion y rediferenciacion, los estudios dirigidos al
entendimiento de los mecanismos genéticos que rodean éstos procesos seran
invaluables. Por lo que un mejor entendimiento de los factores que gobiernan el
proceso de plasticidad deberian mejorar los métodos que inducen Ila
desdiferenciacion y rediferenciacion, lo cual haria a este fendmeno clinicamente

mas relevante.®
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Figura 5. Plasticidad de las células troncales de adulto
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8. USOS ACTUALES Y POTENCIALES DE LAS CELULAS TRONCALES

8.1. TERAPIAS CELULARES Y TRANSPLANTES

Existen varias maneras en las cuales las células troncales pueden ser
utilizadas dentro de las areas de investigacidn basica y clinica. Aunque existen
varios obstaculos que hay que superar antes de explotar los usos potenciales
de las mismas. El estudio de las células troncales ha ayudado a obtener
informacién acerca de los complejos eventos que ocurren durante el desarrollo
de los organismos superiores, se han utilizado para probar nuevos farmacos,
para conocer las sefales que controlan la diferenciacion de las células
troncales, pero tal vez una de las aplicaciones mas importantes de las células
troncales es la generaciéon de células y tejidos que pueden ser utilizados en
terapias y transplantes. Las células troncales podrian ser manipuladas para
diferenciarse en tipos especificos de células, ofreciendo la posibilidad de una
fuente renovable para células de reemplazo y tejidos para el tratamiento de
enfermedades como el Parkinson, Alzheimer, dafio y degeneracion del tejido
nervioso, diabetes, artritis reumatoide, entre otras.*

Actualmente el transplante de las células troncales hematopoyéticas es
un tratamiento reconocido para los pacientes que presentan enfermedad
severa, ya sea, hereditaria o adquirida del sistema hematopoyético. El objetivo
de dicho transplante es reemplazar, transitoria o permanentemente, parcial o

completamente, un sistema hematopoyético lesionado o enfermo. El nuevo
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sistema hematopoyético puede ejercer la funcion deficiente o ausente hasta
momentos antes del transplante, proporcionar un producto del metabolismo
faltante, o poner bajo control, junto con otros esquemas una enfermedad
gracias a la competencia inmunitaria.*

El transplante de células troncales hematopoyéticas se estd realizando
como parte del tratamiento en enfermedades congénitas, anemia aplasica,
leucemias, enfermedades linfoproliferativas, tumores sélidos y enfermedades
autoinmunes severas refractarias al tratamiento, aunque antes de tomar la
decision de llevar a cabo un tratamiento con células troncales se deben tomar
varias consideraciones, como las complicaciones que se pueden presentar antes
y después de realizar el transplante.**%

Las células troncales hematopoyéticas pueden obtenerse principalmente
de médula ésea, sangre periférica, y en ocasiones de sangre del cordén
umbilical .**

Uno de los primeros usos clinicos de las células troncales hematopoyéticas fue
para el tratamiento de neoplasias sanguineas, principalmente la leucemia aguda
y la leucemia mielocitica cronica, que generalmente son el resultado de una
proliferacion no controlada de leucocitos; en el caso de la leucemia mielocitica
cronica ademas de un alto conteo leucocitario existe la presencia de una
anormalidad citogenética de las células troncales contenidas en la médula ésea
producida por una translocacion en el oncogén Abelson, las células troncales
hematopoyéticas que se utilizan para el transplante son obtenidas de un
donador cuyos antigenos leucocitarios humanos (HLA) son idénticos o lo mas

parecido posible a los del paciente. El sistema de los HLA es heredado en 6
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cromosomas y lo ideal es que el donador sea un HLA idéntico, generalmente un
hermano o hermana del paciente, aunque ésto no siempre es posible y en
ocasiones el donador puede ser un HLA compatible aungue no esté relacionado
con el paciente o bien se pueden utilizar células troncales de cordén umbilical.?

Se menciona que los transplantes también pueden ser autdlogos, las
células del paciente son obtenidas y preservadas antes del tratamiento con
quimioterapia o radioterapia y una vez que se ha dado por terminado el
tratamiento y los residuos del mismo son desechados por el organismo las
células del paciente vuelven a reintroducirse, este tipo de transplante se ha
utilizado para reemplazar las células sanguineas dafadas por la quimioterapia,
ya que ésta ataca a las células que presentan divisidon celular rapida, aunque lo
mas recomendable es que los transplantes sean alogénicos, ya que ofrecen mas
ventajas: la seguridad de un transplante libre de contaminantes como células
neoplasicas, se ha demostrado que los productos de la leucoferesis de
pacientes con cancer de seno, mieloma miltiple y linfoma pueden contener
cantidades significantes de células neoplasicas, lo cual puede provocar una
recaida del paciente, ésto se puede evitar obteniendo purificados, ya sea de
sangre periférica o médula 6sea que contengan Unicamente células CD34+
Thy-1+, aunque otra de las ventajas de los transplantes alogénicos es lo que
recientemente se ha descrito como efecto transplante versus leucemia, que esta
relacionado con la actividad antitumoral mediada por células inmunitarias

contenidas en el transplante de células troncales del donador.**
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Desarrollo del transplante

El transplante o terapia con células troncales se desarrolla en varias fases:*
I. Acondicionamiento

I1. Obtencidn de las células troncales hematopoyéticas

II1. Aceptacion del transplante

IV.Restablecimiento de la hematopoyesis

I. Acondicionamiento

Es la fase de preparacidon antes de recibir el transplante y consta de dos
objetivos:

1. Reduccién o eliminacién de la enfermedad problema (Ej.: leucemia)

2. Inmunosupresion del paciente para evitar el rechazo del transplante

La intensidad del acondicionamiento es realizada segun la naturaleza y el
estado de la enfermedad, los factores de riesgo y el grado de
histocompatibilidad, el acondicionamiento no es necesario en caso de déficit
inmunitario severo o en caso de transplante idéntico, mientras que un
acondicionamiento intensivo es necesario en casos de leucemia avanzada o
transplante histoincompatible.**

Generalmente para las leucemias se administra ciclofosfamida e irradiacion de
todo el cuerpo 6 ciclofosfamida y busulfan; para el caso de linfomas y
neoplasias solidas, consiste en quimioterapéuticos combinados; para los
mielomas se usa melfalan; para las anemias apldsicas y las enfermedades

autoinmunes se usa ciclofosfamida e inmunoglobulinas anti-linfocitos T.

57



Un acondicionamiento de baja intensidad se basa comunmente en una
combinacion de fludarabine con & sin inmunoglobulina anti-linfocitos T e
irradiacion de baja intensidad de todo el cuerpo 6 quimioterapia en dosis muy
pequefias.*

IL. Obtencidn de las células troncales hematopoyéticas

Las células troncales hematopoyéticas para el transplante pueden obtenerse de:
Médula ésea, la obtencién de médula 6sea de un donador debe ser realizada en
un quirdéfano donde el donador es sometido a anestesia epidural o general y
multiples aspirados son realizados en la parte posterior de la cresta iliaca para
colectar una cantidad suficiente de células de médula dsea. Se pueden obtener
alrededor de 500 a 1500 ml de contenido en humanos. En muy raras ocasiones
han existido muertes relacionadas con complicaciones asociadas con la
anestesia general durante el procedimiento; por otro lado en los pacientes que
reciben anestesia epidural las complicaciones pueden ser dolores de cabeza y
acumulacién de liquido en la zona epidural. Pueden existir otras complicaciones
que incluyen infecciones bacterianas locales o sistémicas originadas en el sitio
de colecciéon, dafo del nervio cidtico por una puncidon inadecuada y
contusiones.*

Con la nueva tecnologia, ya no es necesario obtener las células troncales
hematopoyéticas de la cavidad de la médula 6sea, la fuente alternativa es la
sangre periférica. El donador del cual se obtendran las células troncales de
sangre periférica debe ser sometido a un tratamiento con el factor estimulante
de las colonias de granulocitos o G-CSF. Como ya se menciond en los métodos

de obtencidn, este factor promueve la movilizacion de las células troncales de la
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médula dsea, apareciendo éstas en circulacion de 4 a 5 dias después del
tratamiento, desafortunadamente con la administracion del G-CSF algunos
donadores desarrollan fiebre, dolores dseos y una gran leucocitosis, por lo que
someter a los donadores a este tratamiento debe ser considerado.*

Las células troncales hematopoyéticas para el transplante son
administradas al paciente por via intravenosa, y éstas encuentran su camino
hacia la médula ésea gracias a unos receptores denominados "homing
receptors”. Una vez que se localizan en la médula ésea las células troncales
hematopoyéticas comienzan a dividirse, la reconstitucion de los conteos
sanguineos requiere alrededor de 2 a 4 semanas para los eritrocitos,
trombocitos y granulocitos; para la reconstitucion inmunitaria se requiere mas
tiempo. La enfermedad transplante contra paciente 6 mejor conocida como
Graft versus Host disease (GvHD) puede retardar la recuperacion inmunitaria
durante afos.*

La enfermedad GvH es una de las mayores complicaciones después de un
transplante alogénico, ya sea de médula dsea o de células troncales
hematopoyéticas de sangre periférica. Esta enfermedad se presenta cuanto los
linfocitos T reactivos del donador presentes en el transplante reconocen como
extrafios antigenos principales y de menor importancia de histocompatibilidad
en los tejidos del paciente 6 receptor, también existe la activacion de células
inflamatorias efectoras, asi como la secrecion de moléculas citopaticas
(citocinas como el factor de necrosis tumoral, TNF), las cuales inducen lesiones
en piel, tracto gastrointestinal, higado, pulmon y sistema inmune. A pesar de

que la enfermedad GvH puede tener complicaciones graves, hay un aspecto
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positivo, debido a que mientras los linfocitos T del donador atacan los tejidos
del paciente, también atacan frecuentemente a las células neoplasicas
residuales. Esto se observé por primera vez en la leucemia aguda y a éste
fendmeno se le conoce como Graft versus Leukemia 6 transplante contra la
leucemia (GvL), actualmente también se observa en otros tipos de neoplasias de
tumores sélidos.**

III. Aceptacion del transplante

La siguiente fase dura hasta la aceptacion del transplante, su desarrollo
se determina dia a dia segln la respuesta de la enfermedad de base o motivo
del transplante, el grado de acondicionamiento, la aplasia, la anemia
secundaria, la susceptibilidad a las infecciones y el ataque hacia algunos
6rganos.**

IV.Restablecimiento de la hematopoyesis

Esta etapa puede desarrollarse sin problemas o puede marcar el inicio de
una larga y dificil fase post-transplante con la presencia de GvHD vy
complicaciones en algunos o6rganos, asi como infecciones multiples. Una vez
hecho el transplante se debe monitorear al paciente cuidadosamente y se deben
llevar a cabo controles anuales que serviran para detectar complicaciones
tardias.*

Las complicaciones como resultado de un transplante con células
troncales hematopoyéticas son frecuentes y a menudo severas, dichas
complicaciones pueden agruparse en tempranas que se presentan durante los
primeros 100 dias post-transplante y las tardias se presentan meses o afos

después del transplante.*
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Las complicaciones post-transplante mas comunes son las siguientes:
Problemas relacionados con la enfermedad de base, en la fase temprana se
relacionan con la toxicidad del tratamiento hacia los érganos y en la fase tardia
se relacionan con la recaida del paciente, la mayor parte de las recaidas se
manifiestan dentro de los dos primeros afios después del transplante, aunque
no existe un tiempo limite, pueden pasar afios. En los casos de recaida se
puede realizar un retransplante 6 administrar linfocitos del donador para
reforzar el efecto GvL.**

Aplasia, la cual puede ser tratada de diferentes formas. La produccién
deficiente de eritrocitos puede ser compensada con transfusiones, una
recuperacion tardia puede ser corregida administrando eritropoyetina, la
produccion deficiente de trombocitos puede ser corregida de igual manera por
medio de transfusion de trombocitos, por otra parte el tratamiento paliativo en
el caso de la defensa inmunitaria del paciente es mas complicado. La
prevencion de infecciones es fundamental en estos casos, se recomiendan
medidas extremas de bioseguridad, asi como también la administracion de
antibidticos para la prevencion de las infecciones.*

Complicaciones del acondicionamiento, los farmacos que se utilizan para el
acondicionamiento actdan de forma fundamental sobre las células en
crecimiento, inhibiéndolo o produciendo dafio sobre el ADN, lo cual induce a
mecanismos de apoptosis o muerte celular afectando a células progenitoras 6
troncales de todos los tejidos.*

Las complicaciones del acondicionamiento mas frecuentes son la aplasia
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medular, esterilidad, mucositis y dafio de los 6rganos, la intensidad de la
toxicidad esta relacionada con la intensidad del acondicionamiento con
variaciones individuales.**

La aplasia medular es consecuencia directa del dafo que causan los
quimioterapéuticos sobre las células troncales y progenitoras que residen
dentro de la médula dsea. La aplasia medular puede ser total, afectando a las
células que producen los hematies, los leucocitos y las plaquetas, 6 parcial si se
ve afectada solamente una o dos de las lineas celulares.®”

La Esterilidad se debe a que los agentes quimioterapéuticos provocan una
alteracion de la capacidad para generar espermatozoides (espermatogénesis)
que puede llegar a la oligoazoospermia (disminucién del ndmero de
espermatozoides ) y esterilidad. Sin embargo, no existe un trastorno asociado
a la secrecion de hormonas sexuales masculinas, ya que las células de Sertoli y
Leydig (células del testiculo que producen hormonas masculinas) son bastante
resistentes a la accion de la quimioterapia.®

En el caso de las mujeres la esterilidad se relaciona con la atrofia del ovario por
destruccion folicular, con pérdida del ciclo menstrual transitoria o
definitivamente, dependiendo de la edad de la enferma y la dosis acumulada del
citotoxico recibida. Cuando la alteracion es definitiva se produce una alteracién
de los niveles hormonales femeninos hasta niveles parecidos a los que se
presentan después de ia menopausia. Los sintomas pueden ser iguaimente ios
propios de la menopausia.®

La mucositis es una inflamacién de la mucosa del tracto digestivo y aparece

alrededor de una o dos semanas después del inicio del tratamiento con
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radioterapia 0 quimioterapia, es a menudo severa, en ocasiones requiere de
tratamiento con opiaceos, ademads de que vuelve el proceso de alimentacion
transitoriamente imposible.*

El dafio en drganos es consecuencia del dano endotelial, como por ejemplo:
enfermedad venosa oclusiva del higado, oclusion de venas intrahepaticas,
hemorragia alveolar difusa, cistitis hemorragica, neumonia intersticial
idiopatica, lesiones vasculares microangiopaticas. La frecuencia y la severidad
de los sintomas es mayor con transplantes alogénicos que con autélogos y son
exacerbados por la presencia de GvHD ¢ infecciones virales, bacterianas o
micosis.**

Reacciones inmunoldgicas, el rechazo al transplante es un problema
relativamente pequeno, es mas frecuente después de un acondicionamiento de
baja intensidad, y lo peor que puede pasar en este caso es que el paciente
regrese al estado en que se encontraba antes del transplante.*

En el caso de que se presente rechazo al transplante después de un
acondicionamiento estandar pueden desarrollarse consecuencias severas, ya
gue sino se vuelve a transplantar al paciente se corre el riesgo de aplasia
medular irreversible. La reaccion GvH aguda después del transplante es mas
frecuente y se manifiesta con un estado febril, erupcién cutanea localizada o
generalizada predominando en las manos, plantas de los pies y rostro, los
sintomas gastrointestinales pueden ser diarrea acuosa a sanguinolenta
relacionada con el dafio a la mucosa intestinal, nauseas, vomito, dolores
abdominales e ictericia. Para prevenir la GvHD aguda se utilizan medicamentos

inhibidores de la calcineurina (ciclosporina, tacrolimus), metotrexato,



inmunoglobulinas anti-linfocitos T, anticuerpos anti-CD52 ¢ deplecion de
linfocitos T. El tratamiento consiste en el uso de esteroides, refuerzo de la
inmunosupresion, y de medidas de soporte.*

Cuando un transplante es exitoso no se presentan complicaciones
posteriores, por lo que el objetivo de monitorear a los pacientes anualmente es
detectar complicaciones tardias siendo la mds comun la GvHD croénica, las
manifestaciones de esta enfermedad pueden variar y pueden ser discretas o
extremadamente masivas y severas. Las manifestaciones se concentran
principalmente en la piel y las mucosas presentindose resequedad,
liquenificacién, etc., aunque pueden estar implicados otros 6rganos, ademas se
pueden presentar sintomas de fatiga, dolores articulares, dolores musculares.*
Dentro de los 6rganos mas afectados se encuentra el higado que puede
presentar desde alteraciones leves en pruebas de laboratorio o el sindrome de
desaparicion del ducto biliar, la bronquiolitis obliterante es la complicacién mas
grave que generalmente provoca la muerte del paciente,*

La enfermedad GvH crdnica esta ligada a un retraso en la reconstitucion
de la inmunidad y el tratamiento de dicha enfermedad consiste en provocar
inmunosupresion por lo que la reconstitucion de la inmunidad se retrasa adn
mas, y el riesgo de contraer infecciones secundarias es mayor por lo que éstas
se deben identificar y tratar a tiempo, las infecciones mas comunes son las
causadas por neumococos, Herpes virus, cytomegalovirus y Aspergillus.*

Dentro de los dafos a largo plazo ocasionados por el acondicionamiento
se encuentran, la esterilidad, las cataratas y la osteoporosis, en nifios hay

retraso del crecimiento, ausencia del desarrollo de la pubertad entre otros



problemas endécrinos.**
Existen ventajas y desventajas del uso de células troncales hematopoyéticas
provenientes de sangre periférica o el uso de médula dsea:

Los pacientes transplantados con células troncales provenientes de
sangre periférica presentan implantacion mas rapida de las células troncales en
la médula ésea y recuperacién hematopoyética mas temprana que aquellos a los
que se les transplantdé médula dsea, aunque en algunos estudios se muestra
que la incidencia de la enfermedad transplante versus hospedero (GVH 6 Graft
versus Host) ya sea, en presentacion aguda o cronica, es mayor en los pacientes
que han sido transplantados con células troncales de sangre periférica.*

Por otra parte se ha demostrado que el transplante con células troncales
hematopoyéticas contenidas en sangre periférica comparado con el transplante
de médula 6sea permite una reduccion en la recaida de los pacientes después
del transplante ésto aunado al mejoramiento del efecto transplante versus
tumor, aungue un incremento en la sobrevivencia de los pacientes no ha sido
demostrado.*®

Efecto Graft versus Tumor

Recientemente los investigadores han reconocido que un efecto
antineoplasico puede ser inducido por parte de linfocitos T contenidos en el
transplante de células troncales  provenientes de  donadores
inmunocompetentes en el caso de pacientes afectados con neopiasias
sanguineas. La observacion de un menor riesgo de reincidencia en pacientes
con leucemia que presentaron el efecto GvH, ya sea de forma aguda o crénica y

el resultado que presentaron los pacientes con reincidencia de leucemia
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mieldgena crénica hacia un estado de cura después de la infusidn de linfocitos
provenientes del donador del que se obtuvieron las células troncales para el
primer tratamiento, confirma lo que se habia especulado por anos, es decir, la
existencia de un efecto antineopldsico inmunomediado por las células del
donador, a este efecto se le conoce actualmente como Graft versus leukemia.*'
El efecto Graft versus tumor que se presenta después del transplante alogénico
con células troncales y es sin duda una de las modalidades mas potentes de
inmunoterapia que se usan actualmente. La naturaleza curativa de esta
inmunoterapia en el caso de las neoplasias sanguineas ha conducido a explorar
el uso del transplante alogénico de células troncales como tratamiento de
tumores sdlidos refractarios o reincidentes.*

Actualmente existe evidencia confirmando la existencia del efecto Graft versus
tumor (GvT) en neoplasias no hematolégicas.®

Eibl y col., reportaron el caso de una mujer que presentaba cancer de seno la
cual fue tratada con quimioterapia ablativa de la médula y un transplante
alogénico con células troncales de un hermano HLA idéntico, el efecto GvT fue
deducido al presentarse la involucion de una extensa drea de metastasis en el
higado, que ocurrié al mismo tiempo que se presenté la enfermedad GvH en su
presentacion aguda, aunque éste es un caso aislado y se requiere de realizar
éste tipo de tratamiento con mas pacientes para asegurar su eficiencia.®

Se sabe que los efectos toxicos asociados con el acondicionamiento
mieloablativo son uno de los mayores problemas relacionados con la
mortalidad y morbilidad causadas por el transplante alogénico mieloablativo de

células troncales. Esto ha llevado a los investigadores a disefiar regimenes de
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acondicionamiento de menor intensidad para probar la hipétesis del efecto GvT
y saber si éste por si s6lo es suficiente para inducir la remisién (cura) total en
las neoplasias sanguineas. Para facilitar el implante de las células del donador
estos regimenes de baja intensidad usan potentes agentes inmunosupresores
que presentan considerablemente menos toxicidad que sus predecesores
mieloablativos.®

Los resultados de algunos ensayos clinicos han confirmado que los
efectos GvT generados con el método no mieloablativo pueden ser curativos
para una variedad de neoplasias sanguineas. El perfil de seguridad mejorado y
los éxitos preliminares en pacientes con neoplasias sanguineas ha despertado
el interés de investigar si esta variante de transplante con células troncales
puede ser utilizada también en neoplasias solidas, por lo que se han realizado
algunos experimentos en pacientes, que padecian tumores metastasicos
refractarios a la tipica quimioterapia citotoxica, aln en dosis altas.®

Al realizar el transplante de células troncales hematopoyéticas utilizando
un régimen de acondicionamiento de baja dosis o baja intensidad, se obtiene
una inmunosupresion suficiente para asegurar tanto el implante de las células
del donador como el efecto GvT, este régimen de baja intensidad o no
mieloablativo evitara la toxicidad asociada a un acondicionamiento de altas
dosis.
Existen varios acercamientos de este método no ablativo que actualmente estan
siendo investigados y probados en pacientes con carcinoma renal metastasico,
al parecer este procedimiento ha sido tolerado bien, aunque la incidencia de

complicaciones relacionadas con el transplante, incluyendo rechazo del
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transplante, GvHD y mortalidad relacionada con el transplante varia.*?

Childs y col., reportaron que el transplante no ablativo de células troncales
puede inducir la regresidn sostenida de carcinoma renal en pacientes que no
presentaron respuesta a la terapia convencional, realizaron el estudio en 19
pacientes los cuales recibieron un acondicionamiento con ciclofosfamida y
fludarabina, seguida de una infusion con células troncales hematopoyéticas
obtenidas de sangre de un hermano o hermana HLA idéntico, se usd
ciclosporina para prevenir la GvHD, 10 de los pacientes presentaron regresion
de la metastasis 3 presentaron una remision total y 7 remisién parcial, la
regresion de la metdstasis fue lenta y como consecuencia de la suspension de la
administracion de la ciclosporina y el establecimiento completo y quimerismo

de los linfocitos T del donador.*?
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9.2. TERAPIAS EXPERIMENTALES CON CELULAS TRONCALES

9.2.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

En la actualidad la mayoria de los tratamientos para el cerebro o la

médula espinal dafiados intentan atenuar los sintomas y limitar el dafio, pero
recientes investigaciones que involucran los mecanismos de regeneracion del
sistema nervioso central, hacen mencién del descubrimiento de células
troncales en el cerebro adulto que pueden dar origen a nuevas neuronas y
células de la glia, ésto ha despertado el interés por descubrir la manera de
reparar el sistema nervioso dafado.**
La investigacion de las células troncales para el tratamiento de desdrdenes del
sistema nervioso tales como el mal de Parkinson, es una de las areas en las
cuales existe evidencia de terapia celular basada en reemplazar 6 devolver la
funcién perdida.**

La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo
caracterizado por la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra del mesencéfalo y una reduccion en la dopamina estriatal. Los
pacientes al inicio de la enfermedad responden al tratamiento con medicaciones
dopaminérgicas como la levodopa, pero con el tiempo su efectividad va
disminuyendo porque la conversion a dopamina dentro del cerebro se ve
interrumpida progresivamente por la degeneracidon continua de las terminales
dopaminérgicas, por lo que se empezaron a buscar otras terapias para restaurar

el sistema dopaminérgico danado, tales como el transplante de células o tejidos
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que sintetizan catecolaminas, algunos de los ensayos clinicos que se realizaron
se basaban en el uso de tejidos fetales de la sustancia negra, los pacientes
presentaron un alivio sintomatico pero existieron dificultades técnicas y éticas
en la obtencion de tejidos apropiados y suficientes para esta terapia.®

Por lo que se pensd en utilizar las células ES, hace algunos afios se
establecieron lineas celulares de humanos y su habilidad para diferenciarse en
diversos linajes celulares incluyendo el linaje neural, ha sido demostrada /in vivo
e in vitro por Schuldiner.®®
Se han realizado algunos experimentos en modelos animales de la enfermedad
de Parkinson, como por ejemplo:
Jong-Hoon y col., reportaron que las células troncales embrionarias pueden
generar eficientemente células precursoras del mesencéfalo y neuronas
dopaminérgicas. El analisis funcional de las neuronas derivadas a partir de
células troncales embrionarias fue probado por medio de examenes
anatomicos, neurogquimicos, electrofisiolégicos y de conducta. Las células
positivas a tirosina hidrolixalasa (TH+) derivadas de células ES liberaron
dopamina, la cual se extendia por los axones hasta el area del striatum en
modelos animales (ratas) de la enfermedad de Parkinson, formando asi
conexiones sinapticas funcionales, modulando conductas inducidas espontdnea
y farmacolégicamente. Los datos obtenidos comprobaron que las neuronas
dopaminérgicas derivadas de células troncales embrionarias sobreviven y llevan
a cabo su funcion después de realizar el transplante en la zona del cuerpo
estriado lesionada.””

Por otra parte en experimentos hechos con neuronas dopaminérgicas
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provenientes de mesencéfalo fetal al ser transplantadas en la zona intraestriatal
en ratas parkinsoneanas inervaron el cuerpo estriado y mejoraron la asimetria
motora.®®

A pesar de que se han presentado resultados que alientan el desarrollo de
estrategias que involucran el desarrollo de neuronas por medio del uso de
células ES para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas, se requiere de
realizar mas estudios, ya sea en modelos animales roedores o primates para
comprobar la seguridad y eficacia de éstas células.®”

No solo se realizan investigaciones para curar el mal de Parkinson, también
algunos investigadores intentan encontrar la manera de reparar la médula
espinal dafiada.

La desmielinizacion contribuye a la pérdida de la funcién como consecuencia de
dano en el sistema nervioso central. Mejorar la remielinizacion por medio de
transplante de células productoras de mielina puede ofrecer un acercamiento
importante para el restablecimiento de la funcion neurolégica.®®

Liu y col., reportaron que al inducir células ES de ratén con acido retinoico se
pueden obtener cultivos de oligodendrocitos, y éstos son capaces de mielinizar
axones /n vitro. Para probar si las células ES pueden sobrevivir, migrar y
diferenciarse en células maduras productoras de mielina en areas con
desmielinizacion del sistema nervioso central en animales adultos, las células
ES fueron transplantadas hacia el interior de las columnas dorsales de la médula
espinal de ratas adultas 3 dias después de que se les practicé un tratamiento
quimico para inducir la desmielinizacion, y lo que se encontré fue que en el

area de desmielinizaciéon, gran cantidad de células ES sobrevivieron y se
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diferenciaron principalmente en oligodendrocitos maduros que fueron capaces
de mielinizar los axones.

Por otra parte cuando células de oligosfera (fase intermedia de diferenciacion
entre células ES y oligodendrocitos) fueron transplantadas en la médula espinal
de ratones mutantes deficientes en mielina, los oligodendrocitos derivados de
células ES migraron hacia los tejidos del raton receptor, produciendo mielina y
mielinizando los axones. Lo que demuestra que los oligodendrocitos derivados
de células ES son capaces de mielinizar axones /n vitro y de reemplazar la
mielina perdida en el sistema nervioso central de adultos, estos estudios
representan un acercamiento en el tratamiento de las enfermedades
desmielinizantes por causa primaria o secundaria del sistema nervioso central
adulto.'*®

Se han realizado una gran cantidad de experimentos en modelos murinos con la
finalidad de descubrir la manera de encontrar terapias eficientes para restaurar
la funcién después de un dafo en el sistema nervioso central.

Saporta y col., sugieren que las células troncales de cordén umbilical
contenidas en la sangre de cordéon umbilical al ser inyectadas (previamente
marcadas) via intravenosa pueden ser benéficas al contrarrestar los efectos
ocasionados por el dafo en la médula espinal, ya que se observo que las células
migran al sitio de lesion y participan en el proceso de recuperacion de las

lesiones causadas por algun tipo de trauma.'”
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Embolia

Hoehn y col., realizaron la observacion de la migracion celular /in vivo
permitiendo el monitoreo de la dinamica celular dentro de individuos animales,
en periodos prolongados, utilizaron células ES que expresaban la proteina verde
fluorescente (GFP), las cuales fueron marcadas a su vez por un proceso de
lipofeccion con un medio de contraste utilizado en la resonancia magnética
para después ser implantadas en el cerebro de ratas.

Una isquemia local fue inducida 2 semanas antes de la implantacion de las
células ES en el hemisferio contralateral sin dafo. Se realizé la resonancia
magnética permitiendo la observacion de las células implantadas con el
contraste observado con el tejido del animal receptor, el cual fue confirmado al
registrar la presencia de la GFP, durante 3 semanas las células migraron a lo
largo del cuerpo calloso hasta las paredes ventriculares, y poblaron
masivamente la zona dafada que se encontraba en el hemisferio opuesto a la
zona de implantacion. Lo cual permite concluir que las células ES migran hacia

las dreas de lesion.'?
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8.2.2. DIABETES

Debido a la destruccién autoinmune de las células B pancredticas
productoras de insulina en pacientes con Diabetes tipo 1 y en los pacientes con
diabetes tipo 2 que presentan una secrecidon insuficiente de insulina, los
diabéticos dependen de la sustitucién de insulina exdgena a lo largo de su vida.
Se han establecido terapias alternativas para los diabéticos, una de las cuales es
el transplante de islotes pancreaticos humanos, pero esta terapia se ve limitada
por la falta de donadores disponibles. La intensa bisqueda para encontrar
nuevas fuentes de células B, ha llevado a centrar las esperanzas en las células
troncales de humanos, siendo que las células productoras de insulina pueden
ser generadas de las células ES 6 bien de las células troncales de adulto, aunque
ambos tipos de células difieren en cuanto a disponibilidad, expansion /n vitro,
potencial de diferenciacion y la capacidad para producir tumores.'?

Soria y col., desarrollaron un método para obtener células productoras de
insulina a partir de células ES de raton, la metodologia que utilizaron para
seleccionar las células que producian insulina fue la siguiente y consiste en
transfectar las células ES con un gen quimérico formado por la fusién funcional
del promotor de la insulina acoplado a un gen de resistencia a la neomicina.
Asi, aquellas células que contengan el complejo de transcripcién que activa la
expresiéon de dicho gen tendran también activada la expresién del gen de
resistencia a la neomicina, las células clonadas fueron cultivadas bajo varias
condiciones, las que fueron cultivadas en bajas concentraciones de glucosa se

diferenciaron y fueron capaces de responder a los cambios en la concentracion
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de glucosa, aumentando la secrecion de insulina, las células productoras de
insulina fueron implantadas en el bazo de animales diabéticos, respondiendo
favorablemente al normalizar los niveles de glucemia a la semana del
tratamiento. El método descrito previamente ha permitido la obtencion de una
linea celular que no sélo contiene insulina, sino que posee secrecion regulada
de la misma.'®

McKay y col., han descrito una serie de experimentos en los cuales inducen a las
células ES de ratén a diferenciarse en estructuras productoras de insulina
similares a los islotes pancreaticos.'®

Cultivaron las células ES y las dejaron crecer hasta formar cuerpos embrioides,
después seleccionaron una poblacidn celular dentro del cuerpo embrioide que
expresa un marcador de las células neurales, la nestina y utilizando una técnica
de cultivo, se obtuvieron células que formaban la estructura del islote
pancredtico, y eran capaces de responder a concentraciones normales de
glucosa, secretando insulina aunque la cantidad de insulina fue menor a la

normalmente secretada por los islotes.'®
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8.2.3. INFARTO AL MIOCARDIO

La oclusion de los vasos coronarios seguida de la isquemia al miocardio
rapidamente resulta en la necrosis coagulativa del miocardio, tras la formacién
de una cicatriz, cuando la circulacién sanguinea regresa al miocardio, existe
una rapida aparicion de una banda de contraccién necrética y una intensa
inflamacion, las células inflamatorias, son criticas para la eficiente reparacion
de la pared ventricular, mediando un proceso que consiste en la resorcién del
material necrético, formacién de una cicatriz y angiogénesis. Esta eficiente
reparacion permite la funcion ventricular a pesar de la pérdida de algunos
miocitos, es bien conocido que los miocitos no tienen la capacidad de dividirse,
por lo que los miocitos danados no son remplazados normalmente y en su
lugar se forma una cicatriz. A raiz de los estudios hechos con células troncales
se ha sugerido que las células troncales podrian ser utilizadas para regenerar
las células del miocardio.'%®
Jackson y col., transplantaron células troncales hematopoyéticas conocidas
como poblacién lateral (SP 6 side population) en ratones letalmente irradiados e
inducidos a isquemia del miocardio ocluyendo la arteria coronaria por 60
minutos seguido de la reconstitucion del flujo sanguineo. Las células
transplantadas (CD34/low, c-Kit*, Sca-1*) o su progenie migraron al misculo
cardiaco isquémico y a los vasos sanguineos, para diferenciarse en
cardiomiocitos y células endoteliales.'®

Las células SP fueron purificadas de un raton transgénico que expresa el

gen lacZ. Los cardiomiocitos derivados de los ratones donadores fueron
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encontrados principalmente en la regién que rodeaba al infarto, y expresaban el
gen lacZ y actinina, las células endoteliales derivadas de las SP expresaron lacZ
y Flt-1 que es un marcador propio de células endoteliales, las células marcadas
se encontraron principalmente en vasos pequenos adyacentes a la zona de
infarto.'%¢

Por otra parte Orlic y col., investigaron el potencial de las células troncales de
médula osea para diferenciarse en cardiomiocitos, dentro de un miocardio
danado por isquemia. Los infartos fueron producidos por ligacién de la arteria
coronaria izquierda. La zona de infarto fue tratada con células troncales Lin- y
c-kit aisladas de médula 6sea obtenida de ratones machos transgénicos que
expresan la proteina verde fluorescente (eGFP), se administraron dos
inyecciones dentro del miocardio sano adyacente a la zona de infarto, 5 horas
después de la oclusion realizada sobre la arteria coronaria. Nueve dias después
del transplante los corazones mostraron una banda de miocitos positivos a la
GFP y al cromosoma Y, dentro del miocardio dafiado. Los miocitos positivos a la
GFP también fueron positivos a miosina cardiaca y a la actina sarcomérica.'®’

En otro experimento investigaron la habilidad de las células troncales de
médula 6sea que habian sido movilizadas por medio de inyecciones a base del
factor de células troncales 6 SCF y el factor estimulante de las colonias de
granulocitos G-CSF, para migrar hacia el area de infarto y promover la
reparacion del mismo .'%®

A los 27 dias después del tratamiento con las citocinas mencionadas y de la
induccion de infarto por la oclusion de la arteria coronaria izquierda, las células

movilizadas de la médula 6sea habian regenerado el miocardio en la zona de
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infarto, contribuyendo también a la regeneracion de arteriolas, por medio de
células endoteliales y de musculo liso.'%®

La reparaciéon del miocardio infartado por medio de la movilizacién a
base de citocinas resulté en el mejoramiento de la funcién cardiaca y mayor
sobrevivencia. La eyeccion del ventriculo izquierdo fue mayor en los ratones

tratados con las citocinas que en grupo control.'%
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9. REPROGRAMACION DIRECTA DE CELULAS SOMATICAS

Las metodologias que actualmente se describen para reprogramar células son:

1. Reprogramacion de las células somaticas por medio de transferencia
nuclear

2. Reprogramacion de células somaticas por medio de hibridacién celular

3. Regulacién de la modificacion epigenética

1. Reprogramacion de las células somadticas por medio de transferencia
nuclear, la transferencia nuclear de las células somaticas dentro de un
ovocito no fertilizado es una de las posibilidades para acercarse a la
produccién de células totipotenciales, a esto se le conoce como embriones
clonados. La produccién de animales clonados tuvo lugar hace mas de 30
anos y se realizé por primera vez en anfibios, las ranas clonadas fueron
producidas por transferencia nuclear de las células del endodermo intestinal
de renacuajos a ovocitos anucleados (Gurdon, 1962). Lo importante de este
proceso fue la exitosa reprogramacion de la célula somatica llevada a cabo
por el citoplasma del ovocito, mas recientemente la capacidad de
reprogramacion celular ha sido demostrada en mamiferos con la clonacion
de ovejas, vacas, ratones y cerdos.’? 109112

Dentro del area biomédica esta técnica ofrece ventajas invaluables, ya que

ofrece la oportunidad de producir células ES derivadas del blastocisto clonado

por células somaticas, el genotipo de estas células seria idéntico al de la célula
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somdtica por lo tanto el sistema inmune del donador sera completamente
tolerante a las células ES obtenidas del blastocisto clonado, de esta manera se
podria llevar a cabo lo que se conoce como clonacién terapéutica.''® "4
Las células somaticas altamente diferenciadas normalmente son incapaces de
transformarse en células troncales pluripotenciales por induccion extrinseca.
Sin embargo la produccion exitosa de animales clonados a partir de células
totaimente diferenciadas, demuestra que los ovocitos no fertilizados de
mamiferos contiene factores muy importantes que son capaces de reprogramar
los nicleos de células totalmente diferenciadas en  células troncales
totipotenciales 6 pluripotenciales.'™
2. Reprogramacion de células somaticas por medio de fusion celular, similar a
la produccion de animales clonados por medio de transferencia nuclear, el
estado epigenético del nlcleo de una célula somdtica puede ser
reprogramado hereditariamente por una célula troncal pluripotencial por
fusion de dos tipos celulares.'"
Tada y col., describen la produccién de células hibridas por fusion de las células
gonadales primordiales, derivadas de células troncales germinales y linfocitos
T, la metilaciéon de (imprinted genes) heredados o no heredados, y secuencias
repetidas dispersas por el genoma son borradas, ademas la expresion genética
especifica de cada tejido se pierde y el nlcleo de la célula somatica adquiere
propiedades similares a las de las células troncales pluripotenciales, que se
observa por la habilidad de diferenciarse en las tres principales capas
embrionarias del desarrollo embrionario.''?

La hibridacion de los linfocitos T con células ES también lleva a la adquisicién
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de la habilidad de diferenciarse en varios tejidos. Asi pues, ambos tipos de

células troncales pluripotenciales conservan la capacidad comin de

reprogramar el nucleo de células somaticas, por medio de la accién de factores
transactuantes (transacting factors). Sin embargo, es de hacer notar que el
patron de metilacion alelo especifica asociado con varios genes heredados

(imprinted) se mantiene en el nicleo de células somaticas de las células

hibridas con células ES.'"?

Cuando las células ES son fusionadas con linfocitos T marcados con un

transgén inactivo de Oct4-GFP, el cual es un marcador ideal para identificar

células troncales totipotenciales y pluripotenciales, el gen Oct4 es reactivado a

las 48 horas, este intervalo sugiere que existe replicacion de ADN y que la

division celular puede ser un requerimiento central para inducir la reactivacion.

Es asi, que la reprogramacion nuclear de las células somadticas puede ser

inducida no sélo por factores presentes en el citoplasma del ovocito, sino que

también por factores transactuantes (transacting factors) derivados de las
células ES 6 de ias células troncales germinales.''?

3. Regulacion de la modificacion epigenética, la modificacion epigenética
consiste en el encendido y apagado de genes codificados por el ADN
cromosomal durante la diferenciacion celular. El estatus epigenético de las
células troncales y de las células somaticas en diferentes estados de
desarrollo es modificado al de célula troncal totipotencial o pluripotencial, si
es estimulado por factores intrinsecos y extrinsecos.''?

Recientes descubrimientos concernientes a las modificaciones epigenéticas

revelan que la metilacion del ADN, la acetilacion de histonas, y la remodelacién
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de la cromatina estan intimamente relacionadas para regular la activacion y
represion transcripcional gen- especifica.'’?

La metilacién del ADN asociada con la represion transcripcional es una de las
modificaciones epigenéticas mejor conocidas y es heredable a través de las
divisiones celulares, la metilacion del ADN es crucial para la regulacion
apropiada de la expresion genética, alterando la accesibilidad de la maquinaria
de transcripcion a los genes.''®

Importantes progresos se han realizado para entender el mecanismo de
remodelacion de la cromatina por medio de las interacciones de la metilacién
del ADN y la desacetilacion de las histonas.'"

En general la acetilacion de las histonas a través de la accion de las
acetiltransferasas de histonas se correlaciona con la activacion de los genes,
por el contrario la desacetilacién mediada por las desacetilasas de histonas
actian apagando los genes.'"?

Una vez que se conozcan los factores extrinsecos e intrinsecos que gobiernan la
diferenciacion durante la etapa embrionaria y la desdiferenciacién de las células
somaticas al someterlas a clonacidn, se podra desprogramar y reprogramar a
voluntad las células somaticas sin tener que recurrir a la transferencia de

ntcleos con la consecuente destruccion de embriones.''?
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10. RECONSTRUCCION DE TEJIDOS Y ORGANOS CON CELULAS

TRONCALES

El concepto de producir 6érganos o tejidos para un reemplazo debido a un
dafio o pérdida radica en la base de diversas practicas biotecnoldgicas a las
cuales se les conoce como ingenieria de tejidos 0 ingenieria tisular. El uso de
células troncales de adulto puede alterar significativamente la perspectiva de la
ingenieria de tejidos. La restauracidon exitosa a largo plazo de tejidos
autorrenovables como por ejemplo la piel, dependen del uso de células
troncales que como ya sabemos tienen la caracteristica de ser autorrenovables.
La identificacidn y aislamiento de las células troncales de varios tejidos provee
una estrategia adecuada para futuras terapias génicas.''®
La ingenieria de tejidos en el sentido clasico se basa en el uso de células
especificas de organos para sembrarlas en un andamiaje ex wvivo. Los
"andamiajes" son estructuras porosas, biocompatibles y degradables, que se
fabrican, ya sea, con materiales naturales como el colageno y la fibrina, o bien,
con polimeros sintéticos como son el poliglicolido, polilactido y el coglicolido
polilactico. Pueden ser laminas esponjosas, geles 6 estructuras altamente
complejas con poros intrincados y canales fabricados utilizando materiales
procesados con nuevas tecnologias. Todos los andamiajes utilizados en la
ingenieria de tejidos estdn disefados para degradarse lentamente después de
ser implantados en el paciente y asi ser reemplazados paulatinamente por

nuevo tejido.''& "7
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Cada dia es mas amplia la lista de tejidos que pueden ser creados a través de la
tecnologia de la ingenieria tisular, ésto debido en gran parte a los recientes
progresos en el drea de la biologia de las células troncales y el reconocimiento
de las propiedades Gnicas con las que cuentan estas células. No obstante,
algunos estudios experimentales prometen grandes avances en la ingenieria
tisular basada en el uso de células troncales.''®

Algunos de los tejidos que actualmente pueden ser construidos utilizando
células troncales son por ejemplo las superficies epiteliales como la piel, la
cornea y las membranas mucosas, también se pueden disefar tejidos

pertenecientes al sistema miusculo esquelético.''®

10.1. RECONSTRUCCION DE PIEL

La restauracion permanente de tejidos como la epidermis, se caracterizan
por una alta y continua autorrenovacion, es decir, requiere de células troncales
que son autorrenovables. Las células progenitoras representadas en un cultivo
de queratinocitos presentan un pequefio compartimiento de células troncales
autorrenovables a largo plazo, que es necesario para la restauracion completa y
permanente, y bajo condiciones clonogénicas forman diferentes tipos de
colonias (holoclones, meroclones y paraclones) que varian significativamente en
su capacidad de autorrenovarse y de generar epidermis diferenciada.

Los holoclones presentan mayor capacidad reproductiva, bajo condiciones
estandar, menos del 5% de las colonias formadas por células de un holoclon

terminan diferenciandose.''s "8
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Los paraclones producen exclusivamente células con vida replicativa corta (no
mas de 15 generaciones de células), para después diferenciarse.''®

Los meroclones producen una mezcla de células con diferentes potenciales de
crecimiento y presentan un estado transicional entre los holoclones y los
paraclones. La incidencia de diferentes tipos clonales se ve afectada por la
edad, siendo asi que las células provenientes de la epidermis de donantes de
mayor edad dan origen a un menor nimero de holoclones y mayor nimero de
paraclones.''®

Sélo los holoclones son el producto de verdaderas células troncales, conocidas
por su capacidad de autorreplicarse, lo cual no se atribuye ni a los meroclones,
gue es una poblacion de células que se amplifican transitoriamente, ni para los
paraclones wuna poblacién de células progenitoras senescentes o
diferenciadas.''®

En teoria una poblacion pequena pero purificada de células troncales
productoras de holoclones es lo Unico que se necesita para generar
transplantes 0 injertos de epidermis.

La identificacion de un marcador para células troncales de queratinocitos es una

nueva herramienta en la produccién de epidermis.''®
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10.2. RECONSTRUCCION DE TEJIDOS A PARTIR DE CELULAS TRONCALES

MESENQUIMALES.

Las células troncales mesenquimales han sido obtenidas de la médula
6sea del paciente con la finalidad de expandirlas en cultivo y después inducirlas
a diferenciar en células que ayuden a reparar el hueso, cartilago 6 tendén
lesionado.""”

1) Hueso
En casos de lesiones extensas de hueso causadas por accidentes, reseccion por
tumores, o por enfermedades sistémicas, el implante autélogo de hueso para la
reparacion del dafio es un tratamiento estratégico. El transplante autélogo de
hueso trabecular es uno de los medios mas efectivos para reconstruir el area de
lesion, en el cual las células troncales mesenquimales y su progenie
diferenciada se ubican en la lesion, aunque este proceso presenta varias
desventajas como la calidad y cantidad de tejido que se puede obtener y el
dolor durante la recuperacion. Por lo que se ha optado por nuevas estrategias
como la ingenieria tisular.''®
Las células troncales mesenquimales se utilizan en la ingenieria de tejidos
aplicada a la construccion de huesos, en la que se realizan dos estrategias
diferentes:
a. Se utilizan las células troncales mesenquimales como "fabricas celulares que
liberardn proteinas” por medio de la insercion de genes (células

transgénicas), las cuales se implantaran en los sitios de lesion.'"®
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b. O bien, se utilizan las células troncales mesenquimales como células
multipotenciales, y se permite su "diferenciacion osteogénica" in wvitro
suplementando el medio de cultivo, con acido ascérbico, dexametasona y
glicerofosfato.'"®

Durante la diferenciacién osteogénica la morfologia de las células troncales

mesenquimales cambia de una forma elongada a una forma cuboide. Se forman

agregados estructurales y las células expresan marcadores moleculares
especificos para la formacion de hueso, como por ejemplo el factor de
trascripcion cbfa-1 y se induce la produccién de las proteinas de la matriz
extracelular como la osteonectina, osteocalcina y la colagena de tipo I. Las
células troncales mesenquimales obtenidas para cultivo deben combinarse
apropiadamente con transportadores antes de su transplante, esto permite
proveer a las células un andamiaje tridimensional en el cual pueda establecerse
una red vascular en la que las células troncales mesenquimales o progenitoras
puedan diferenciarse hasta formar hueso. Varios materiales han sido generados

y perfeccionados incluyendo la hidroxiapatita fosfato tricdlcico, acido

poliglicélico y acidos polilacticos. La mayoria son efectivos para ayudar a la

regeneracion del hueso, ya sean solos o en conjunto con factores de
crecimiento.'"?

Las células troncales mesenquimales parecen ser poderosas candidatas
para aplicarse en la ingenieria tisular de hueso. Con la edad avanzada se ha
encontrado que el promedio de produccion de las células troncales
mesenquimales de médula dsea y las células progenitoras decrece, por lo que

esto da como resultado una disminucion en la capacidad de asegurar la
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autorregeneracion en el caso de dafos o enfermedades del sistema musculo-
esquelético, asi pues, la ingenieria tisular puede resolver este problema por
medio del aislamiento y expansion /n vitro de las células troncales
mesenquimales, sin que pierdan su habilidad de diferenciarse en osteoblastos
sin considerar la edad del paciente, una vez realizada la expansioén in vitro las
células son colocadas sobre un andamiaje apropiado y colocadas en el drea de
lesion, esto resulta en la reparacién efectiva en lugares donde la superficie de
lesion es amplia y seria imposible que fuera reparada unicamente por las
células residentes.''®

2) Cartilago

En estudios recientes, el transplante autdélogo de células troncales
mesenquimales fue utilizado para reparar lesiones del cartilago de la rodilla en
humanos que sufrian osteoartritis, se cultivaron las células troncales
mesenquimales de cada paciente se cultivaron, se embebieron en un gel de
colagena y se transplantaron en el area donde se encontraba la lesion del
cartilago articular, (condilo medial del fémur) y se recubrieron con periosteo
autélogo, a diferentes tiempos después del transplante se obtuvieron biopsias
de del tejido reparado por medio de artroscopia y se analizaron
histolégicamente. Aproximadamente 6 semanas después del transplante, las
areas de lesion o dano fueron cubiertas con un tejido de coloracién de blanco a
rosa, a las 42 semanas las lesiones fueron cubiertas por tejido blando y
parcialmente con cartilago de tipo hialino. A pesar, de que el transplante de
células troncales mesenquimales resulté en un mejor desarrollo del tejido, los

beneficios clinicos no fueron significativos.'?
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En un futuro la regeneracién del cartilago podria llevarse acabo por
medio de terapias celulares o terapias génicas, ya que al ser implantadas las
células troncales mesenquimales dentro de las areas de lesién, éstas se
diferencian en condrocitos, esto es importante para areas de lesion amplias.
Hasta la fecha no se ha logrado la restauracién completa del cartilago y se
requiere de la integracion de cartilago nuevo dentro del tejido adyacente del
hospedero y se requiere también de la completa diferenciaciéon hacia
condrocitos maduros. Esto podria lograrse usando una combinacién de terapia
celular y/o génica basada en células troncales mesenquimales, con el uso de un
grupo seleccionado de citocinas que participan en la diferenciacién, como TGF-
B1, TGF-B2, TGF-B3 (transforming growth factor) y otros factores como los
BMP-2, BMP-6, BMP-7 (bone morphogenetic protein) pueden mejorar la
formacion de tejido.""®
3) Tendén
Algunos estudios realizados dentro de la ingenieria tisular han mostrado que
suspendiendo células troncales mesenquimales sobre gel de colagena vy
envolviéndolas alrededor de una sutura (por ejemplo: acido poliglicélido) se
produce el alineamiento de las mismas; la contraccién de las estructuras en el
medio de cultivo, permite obtener una forma apropiada que servird para
implantarlas en el tenddn lesionado.'?'

Los analisis bioquimicos e histologicos después de utilizar esta técnica
revelaron un mejoramiento en las propiedades biomecanicas, arquitectura del

tejido y funcionamiento del tendon. Aunque encontrar la forma de lograr la
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recuperacion completa de la lesiones en los tendones necesita mayor

investigacion para mejorar la calidad de la reconstruccién.'??
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11. CELULAS TRONCALES Y SU RELACION CON CANCER

Debido a que las células troncales normales y las células neoplasicas
comparten la habilidad de autorrenovacién, se podria pensar que las células
neoplasicas se apropian de la maquinaria de division celular propia de las
células troncales la cual permite su autorrenovacion. Algunos resultados
muestran que las vias de sefalizacién clasicas relacionados con las células
cancerigenas pueden también regular el desarrollo de las células troncales
normales. Por ejemplo, la prevencion de la apoptosis por la sobreexpresion del
oncogén bcl-2 resulta en un incremento en el nimero de células troncales
hematopoyéticas /n vivo sugiriendo que la muerte celular juega un papel
importante en la homeostasis de las células troncales hematopoyéticas. Otras
vias de sefalizacién asociadas con la oncogénesis, tales como Notch, Sonic
hedgehog (Hh) y Wnt, regulan la autorrenovacion de las células troncales.'?

En general las proteinas de la familia Wnt interfieren en el desarrollo de varios
organismos pero se ha descubierto que pueden contribuir a la oncogénesis
cuando se altera su regulacién.'??

La activacién aberrante de las proteinas de la familia de Wnt y la
B-catenina se ha asociado con un gran nimero de neoplasias y frecuentemente
se correlaciona con la sobreexpresion & amplificacion del oncogén c-myc,
paraddjicamente con el potencial de transformacién celular que posee el
oncogen c-myc, se encuentra la habilidad que presenta de también inducir a la
apoptosis. Se encontré que el complejo de sefalizacion formado por Wnt y la B-

catenina suprimen la apoptosis al inhibir la liberacién inducida por el c-Myc del
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citocromo C y la activacion de las caspasas. En algunos estudios realizados in

vitro se encontré que Wnt y c-myc se coordinan para inducir la transformacion

celular.'®

Es probable que la via de sefalizacion mediada por Shh-Gli sea
importante en la iniciacién y/6 mantenimiento de los tumores esporadicos que
se derivan de tejidos y grupos celulares que usan esta via de sefializacién para
proliferacion celular durante su desarrollo normal. Por ejemplo, los genes de

Shh y Gli se expresan en los pulmones, esto se ha comparado en ratones con

mutaciones en Gli 2/3, los cudles presentan defectos en el desarrollo pulmonar,

y es probable que esta via permanezca activa en el individuo adulto, como hasta

poco después del nacimiento. Asi como en los pulmones, la via de sefalizacion

de Shh-Gli esta activa durante el desarrollo de la préstata y consecuentemente
los carcinomas de prostata la expresan, lo que es indicativo de la presencia de
su actividad.*®

No se puede asegurar si las vias de sefalizacion que normalmente
regulan la autorrenovaciéon de las células troncales pueden conducir a la
carcinogénesis cuando se altera su regulacion, de ser asi las células troncales
serian el blanco de transformacion en ciertos tipos de cancer.'?

Existen dos razones para pensar que éste puede ser el caso:

1. Las células troncales tienen la maquinaria para la autorrenovacion activada,
mantener esta autorrenovacion es mas simple que encenderla de nuevo en
una célula que presenta mayor grado de diferenciacién, se requieren menos
mutaciones para mantener la autorrenovacion que para activarla

ectopicamente.'??
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2. Por medio de la autorrenovaciéon las células troncales frecuentemente
persisten por largos periodos, en lugar de morir después de periodos cortos
como muchas células diferenciadas en tejidos altamente proliferativos. Esto
significa que hay una mayor oportunidad de que se acumulen mutaciones en
células troncales individuales que en la mayoria de las células
diferenciadas.'??

La mayoria de las células no pueden proliferar al menos que presenten

mutaciones que prevengan la apoptosis o la diferenciacion. Pero en el caso de

las células troncales 6 células precursoras con programas de largos periodos de
proliferacién, un sélo cambio puede permitir el mantenimiento de la
hiperproliferacion y por consiguiente la iniciacion del tumor.*s

Para la mayoria de las neoplasias, la célula blanco que sufre las mutaciones

transformantes es desconocida, sin embargo, existe evidencia de que ciertos

tipos de leucemias aparecen por mutaciones que se acumulan en las células
troncales hematopoyéticas, como es el caso de la leucemia mieloide aguda, en
la que la anormalidad cromosémica mas frecuente esta relacionada con una

translocacion.'?
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11.1. CELULAS TRONCALES DEL CANCER Y ORGANOGENESIS ABERRANTE

La investigacion basica del cancer se ha enfocado en identificar los
cambios genéticos que preceden al cancer. Esto ha permitido incrementar el
entendimiento de las vias de sefalizacion moleculares y bioquimicas que estan
involucradas en la oncogénesis y la transformacion maligna, pero durante este
proceso el entendimiento de la biologia celular se ha quedado rezagado.'?

Un tumor canceroso puede definirse como un crecimiento aberrante
iniciado por una célula neoplasica que adquiere la capacidad de proliferar
indefinidamente, a causa de mutaciones acumuladas. Algunos autores
mencionan que un tumor canceroso es la formacion anormal de un érgano, por
lo que se considera que los principios bdsicos de la biologia de las células
troncales podrian ser aplicados para entender mejor como se desarrollan los
tumores neoplasicos. De hecho, varias observaciones han sugerido que existen
analogias entre las células troncales normales y las células neoplasicas, ya que
ambas tienen un extenso potencial de proliferacion y presentan la habilidad de
dar origen a nuevos tejidos, normales o anormales, y éstos estan compuestos
de combinaciones celulares heterogéneas, con diferentes caracteristicas
fenotipicas y diferentes potenciales proliferativos. Debido a que la mayoria de
las neoplasias tienen un origen clonal, las células neoplasicas deben dar origen
a progenies con diversos fenotipos incluyendo células neoplasicas con potencial
proliferativo indefinido, asi como, células neopldsicas con potencial

proliferativo limitado 6 sin potencial proliferativo presentando diferentes



grados de diferenciaciéon celular, como sucede en el caso de las células

troncales normales,'?



12. USOS DE LAS CELULAS TRONCALES EN LA MEDICINA VETERINARIA

12.1. ANIMALES TRANSGENICOS

El término de animal transgénico se aplica al animal en el cual se ha
realizado una modificacién genética deliberadamente, por medio de la
transferencia y adicion de ADN exdgeno en su genoma, involucrando cada
célula del organismo, incluyendo las células germinales.'?

La creacion de animales transgénicos se ha vuelto una técnica fundamental para
el estudio de la fisiologia celular dentro de un animal, permitiendo la
investigacion de las funciones de las proteinas, la especificidad tisular de la
regulacion genética, la insercion de mutagénesis y el desarrollo de modelos
animales de enfermedades para probar farmacos y tratamientos con células
troncales.'?

Actualmente, el ratén es el modelo animal mas accesible para la aplicacion de
los métodos transgénicos, debido a que es mas sencilla la manipulacién del
genoma de esta especie, cuentan con un periodo corto de crianza, los costos de
mantenimiento son bajos comparado con animales mas grandes, y a que existe
mayor conocimiento de la genética de los ratones. Ademas el raton ha sido
seleccionado recientemente como un organismo modelo en el cual cada gen
sera secuenciado. Aunque el pequefio tamafio de estos animales ha provocado
retos en el disefio y aplicacion de la instrumentacion para las medidas

fisiolégicas, esta desventaja normalmente se balancea con todos los beneficios
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que ofrece esta especie para la realizacion de experimentos en animales
transgénicos.'?’

Hoy en dia es posible introducir transgenes en ratas o en animales de talla
grande, los modelos experimentales de organismos mas grandes que los
ratones ofrecen la ventaja de que la apreciacion fisiolégica es mas sencilla, asi
como, también es mas facil observar el fenotipo adquirido después de la
manipulacién genética.'®’

Existen dos técnicas basicas para manipular el genoma.

1. Integracion cromosomal al azar.

2. Recombinacién homéloga de ADN exégeno

1. La integraciéon cromosomal al azar.

Se basa en la integracion de ADN en localizaciones no especificas de los
cromosomas, este método se lleva a cabo a través de la microinyeccion de ADN
exégeno en el pronicleo de embriones de una célula (ovocitos
fertilizados=cigoto). Los ovocitos fertilizados o cigotos una vez que fueron
microinyectados se implantan en hembras seudogestantes y la descendencia
resultante se monitorea por ejemplo con PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) para identificar a aquellos animales en los cuales el transgén
(fragmento de ADN que se va a transferir) ha sido establemente insertado

dentro de un cromosoma hospedero (Figura 6).'?7
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Figura 6. Integracion al azar de ADN exdgeno'?’

INTEGRACION AL AZAR DE ADN EXOGENO A
LOS CROMOSOMAS DEL HOSPEDERO

Construccion del transgen

Pr Regidn codificante de proteina

{

Microinyeccién
de ADN

Ovocito
Fertilizado

f

Ratén
transgénico

Procedimiento para integrar ADN exdgeno al gendma de manera aleatoria.

Esta técnica se ha aplicado también en animales de produccién aunque la
proporcion de animales sobrevivientes resultado de esta técnica es menor que
en el caso de los ratones. Este método presenta desventajas importantes en
todas las especies, ya que no se puede predecir los efectos que causara el sitio
de incorporacion del transgén y el numero de copias del transgén en la
expresion genética conduce a la necesidad de probar multiples lineas para
asegurar la expresién apropiada del transgén, por otra parte esta técnica estd

restringida a la adicién de material genético.'?®
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Estas desventajas han sido parcialmente superadas en los ratones por
medio del desarrollo de una ruta alternativa de la transgénesis a través del uso
de células troncales embrionarias de raton, estas células pueden ser
genéticamente modificadas /n vitro para después inyectarlas dentro de
embriones, donde continuaran con su desarrollo normal, formandose animales
quiméricos, que contaran con el nuevo genotipo, el cual sera transmitido a su
descendencia.'?®
La integracion al azar de un transgén se utiliza cominmente para los siguientes
propositos:

a. Con la finalidad de forzar la expresion de una proteina recombinante, para
alterar la fisiologia y/o morfologia de un animal.

b. Para el analisis de los mecanismos transcripcionales de control involucrados
en vias de sefalizacién regulatorias.

En la mayoria de las aplicaciones de esta técnica, no se intenta modificar los

genes enddgenos. Para expresar una proteina recombinante en un animal, el

ADN exdgeno o transgén que se va a inyectar consiste en al menos dos

médulos, una region transcripcional regulatoria seleccionada para dirigir la

expresion del gen exdgeno en una célula 6 tejido especifico y la regiéon que

codifica la proteina exégena para su expresion.'?’

Para alterar el fenotipo de un animal: el transgén puede codificar una proteina

nativa, asi que el experimento muestra las consecuencias de la produccién

anormal de la proteina en una célula que normalmente la expresa

(sobreexpresion). En otros experimentos, el disefio es expresar una proteina en

un tipo celular que normalmente no la produce (produccion ectépica).'*’
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Otra aplicacion comin de la técnica de integracion cromosomal al azar de los
transgenes es para identificar elementos que controlan la transcripcion, tales
como los promotores, reforzadores y regiones controladoras de locus, que
responden a sefiales de desarrollo o estimulos fisiolégicos. En esta aplicacién la
region codificante también conocida como gen reportero, esta ligado al
segmento de ADN que se cree contiene los elementos reguladores de interés

(sitios de unién para factores de transcripcion). Los genes reporteros, codifican

proteinas inocuas bioldgicamente que son faciles de detectar por anilisis

histolégicos o bioquimicos convencionales.'?’

2. La recombinacién homologa de ADN exégeno, esta tecnologia se basa en el
uso de las células troncales embrionarias, consiste en la habilidad que
presenta la maquinaria celular para unir dos fragmentos de ADN que
comparten tramos de secuencias muy similares 6 idénticos, este mecanismo
por medio del cual se desarrolla la recombinacién homéloga en los
mamiferos ain no ha sido esclarecido.'®

La eliminacidén o sustitucion de genes en células ES por medio de la

recombinacién homdloga, consiste en un intercambio entre el gen a modificar y

el ADN exdgeno. Estas manipulaciones pueden ser usadas para:'?®

a. Inactivar la expresion de un gen.'#

b. Modificar su esquema de expresién.'??

c. Alterar su producto.'®®

d. Para reestablecer la actividad de un loci mutante no funcional dentro del

genoma.'**
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Por este método es posible reemplazar una proteina propia de un animal, por
ejemplo la albaumina sérica por su contraparte humana o eliminar los genes que
codifican para las enzimas responsables de las reacciones alérgicas que la leche
bovina produce en algunos seres humanos. La recombinacién homdloga de
ADN exodgeno, se distingue de la integracion cromosdmica al azar, en que
permite crear cambios muy precisos dentro del genoma.'?’

La aplicacion mas interesante de la recombinacién homédloga de ADN exdgeno
es la creacion de los animales knock-out y knock-in. La recombinacién
homdloga también se ha utilizado para producir los llamados anticuerpos
humanizados a partir de ratones, estos anticuerpos podrian servir en nuevas

terapias contra el cancer.'®®
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12.2. ANIMALES KNOCK-OUT

La mas interesante y compleja aplicacion de la recombinacién homéloga
de un transgén es utilizada para producir la deficiencia de una proteina en
especifico, por medio de la interrupcion de regiones transcribibles (exones) de
un gen endégeno especifico. A esta aplicacion se le conoce como "gen knock-
out". El genoma de los mamiferos cuenta con dos copias de cada cromosoma
excepto por los cromosomas X y Y en los machos, pero sélo una copia del gen
de interés (el alelo blanco) es interrumpido inicialmente.'?’?

Para crear un animal knock-out, se debe construir un rastreador de genes 6
vector, que esta formado basicamente por tres partes:

1) Un plasmido

2) marcadores de seleccién

3) Secuencia de ADN que se va a introducir (construccion de ADN)

El plasmido provee la estructura para llevar a cabo la manipulacién del ADN
dentro de las células, cuenta con un marcador de seleccion, el cual se flanquea
en las terminaciones 5'y 3' con secuencias que son idénticas y colineares con
las secuencias enddgenas del "gen blanco”. El gen de resistencia a la neomicina
(neo) es comlinmente utilizado como marcador de seleccidn, éste permite el
monitoreo del ADN que se ha introducido a las células, por medio de
electroporacién que es un método que permite hacer las membranas celulares
temporalmente mas permeables, para "seleccionar” las células transfectadas

con las secuencias de ADN exogeno (construccion de ADN), se puede utilizar
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geneticina la cual mata a las células que no han integrado la construccion de
ADN gue contiene el gen neo, o bien se pueden identificar las recombinaciones
homdlogas con las técnicas del PCR y Southern blotting.'2 30

Las secuencias de ADN de la construccion, que son idénticas a aquellas del gen
blanco se les conoce como dominios homoélogos y participaran en el proceso de
recombinacion.'?®

Basicamente existen dos tipos de vectores para formar alelos knockout, estos
vectores proveen una sola herramienta para modificar el gen de interés Jn
vitro.'?

El primer tipo de vector se disefa de tal manera que después de la linearizacién
con enzimas de restriccion para introducir el ADN dentro de las células, éste
permanezca colinear con las secuencias endoégenas del alelo de interés. Cuando
ocurre la recombinacion homodloga el vector reemplaza las secuencias
enddgenas, por lo que a este vector se le conoce como vector de reemplazo.
Las secuencias que yacen fuera de los dominios homoélogos son excluidos de la
integracion durante el proceso de recombinacion homéloga. El segundo tipo de
vector se lineariza de tal forma que al emparejarse el vector con las secuencias
endogenas se produce la insercién del ADN exdgeno, esto da como resultado la
duplicacion parcial del alelo blanco, a este vector se le conoce como vector de
insercion.'?®

Existe un grupo de "recombinasas especificas de sitio" que son enzimas que
catalizan la recombinacion entre dos secuencias de ADN, si estos sitios son
disenados apropiadamente en el vector, la recombinacion sitio especifica puede

provocar la expresion adecuada del transgén 6 ADN exdgeno insertado. Las



enzima mas utilizada es la Cre, que proviene del bacteriéfago P1, y recombina
el ADN entre dos sitios de reconocimiento para loxP de longitudes de 34 bp.'?®
Las células que fueron transfectadas con el ADN exdgeno se introducen en
blastocistos, éstos se transfieren en hembras seudogestantes, para completar
su desarrollo embrionario, lo cual resulta en la formacidon de animales
quiméricos, algunos presentan tejidos derivados del blastocisto original
(genotipo wild type) y otros tendran tejidos derivados de las células ES
manipuladas (genotipo alterado).'?”

Los animales quiméricos que se obtuvieron se cruzan entre ellos por varias
generaciones hasta obtener animales homocigéticos knock-out.

Esto permite el andlisis de animales heterocigéticos portando un sélo alelo
(alelo nulo), el cual, puede o no, producir un fenotipo anormal.
Haploinsuficiencia es un término que se usa cuando se presentan
anormalidades y éstas resultan de la mutacién de sélo una de las dos copias de
un gen cualquiera. Si los animales heterocigéticos "nulos" son viables y fértiles,
el apareamiento de dos animales "nulos" heterocigdticos generara crias en las
cuales un promedio del 25% tiene dos copias del alelo modificado
(homocigético nulo -/-) y por lo tanto son completamente deficientes en la
proteina codificada por este gen, la mitad de las crias seran animales
heterocigdticos nulos (+/-) como los padres, y el 25% restante serda normal
(+/+ 6 tipo siivestre “wiid type”). Los porcentajes de los genotipos
representados en la descendencia de tal apareamiento pueden variar, por
ejemplo si el gen problema es esencial para el funcionamiento embrionario y la

vida fetal.'?”



12.3. ANIMALES KNOCK-IN

Otra importante variacién del uso de la recombinacion homéloga para producir
animales transgénicos, es el acercamiento relacionado con la introducciéon de
un nuevo gen en el mismo locus, a esto se le conoce como knock-in. Esta
estrategia puede ser utilizada para insertar un gen reportero, por ejemplo: una
proteina verde fluorescente 6 el gen B-galactosidasa de Escherichia coli (LacZ),
la expresion del mismo depende de los mismos controles regulatorios que
fueron colocados en el gen que fue reemplazado. Esto es muy atil para poder
marcar un tipo celular en particular o para facilitar los estudios de la regulacion
del gen. Alternativamente al reemplazamiento del gen puede usarse para
determinar el grado de la redundancia funcional entre las dos proteinas 6 para
examinar el fenotipo producido por reemplazar una proteina normal con una

forma mutante.'?’
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12.4. APLICACIONES DE LOS ANIMALES TRANSGENICOS DENTRO DE LA

BIOMEDICINA Y LA AGRICULTURA.

Algunas aplicaciones potenciales dentro del area de los animales de
produccién involucrarian la intervencion en complejas rutas metabélicas, donde
el objetivo principal seria lograr un cambio fenotipico predeterminado, lo cual
representa un reto adicional, por que seria necesario predecir exactamente las

consecuencias fenotipicas de una sencilla modificacion genética.'?®

12.4.1. EXPRESION DE PROTEINAS

Las aplicaciones mds directas de la transgénesis en los animales de
produccioén son aquellas en las que los objetivos sean simplemente obtener
mayores cantidades de proteinas recombinantes. No es sorprendente, por lo
tanto que las aplicaciones transgénicas mas exitosas a la fecha estén
relacionadas con la expresion de proteinas terapéuticas humanas en la leche
de vacas, cabras y borregas transgénicas.'?®
Existe la produccién comercial de farmacéuticos obtenidos a partir de fluidos
corporales de animales transgénicos, se ha centrado la atencion en la glandula
mamaria, aunque otros fluidos corporales presentan beneficios particulares
para ciertas aplicaciones. Por ejemplo, la hormona de crecimiento humana ha
sido expresada por el epitelio de la vejiga de ratones bajo el control del
promotor murino denominado uroplakin. Las ventajas de la produccion a partir
de la vejiga podrian incluir la habilidad de obtener el producto de todo tipo de

animales y en cualquier etapa de sus vidas y es muy pequefa la cantidad de
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proteina de las cuales la proteina recombinante necesitaria ser purificada.'?'
Se han creado cerdos transgénicos que expresan hemoglobina humana en su
sangre, como un substituto libre de células para el plasma humano, aunque
este método ha sido obstaculizado por la dificultad de separar la hemoglobina
humana de la porcina.'?®

Por mucho la fuente mas factible de la cual se pueden obtener proteinas
recombinantes es la leche. La leche es un fluido menos complejo que la sangre,
ésto realza las perspectivas para la rapida purificacion de proteinas
recombinantes, ademas las proteinas de la leche estan presentes en el sistema
circulatorio a niveles muy bajos & casi imperceptibles, asi se minimizan los
problemas que se podrian ocasionar en la salud del animal como consecuencia
de altos niveles circulantes de proteinas activas metabdlicamente.'??
A diferencia de los productos derivados de la fermentacion, las proteinas
recombinantes producidas en la glindula mamaria son modificadas
posteriormente de una manera que casi mimetiza su modificacion en humanos,
son mas semejantes y estables, tienen una alta actividad biolégica y no son
inmunogénicas en los pacientes.'?
La produccion de proteinas farmacéuticas en la glandula mamaria de animales
transgénicos principalmente en ovejas, cerdas y ratones, se estd
comercializando rdpidamente por ejemplo, se ha logrado generar a-1
antitripsina que es una proteina del plasma que inhibe a la elastasa, enzima
clave de la respuesta inflamatoria, que puede conducir a la destruccién masiva
de los tejidos, por lo tanto la a-1 antitripsina es una buena opcién para el

tratamiento del enfisema, la fibrosis quistica y otras condiciones en las cuales el
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tejido conectivo es afectado irreversiblemente. McCreath y col., realizaron una
estrategia de flanqueo de genes para insertar el transgén que codifica para la a-
1 antitripsina, permitiendo asi la alta expresion de la proteina en la leche de
una oveja transgénica.'*?
Los factores de coagulacion como la antitrombina Ill, el factor VIl y IX, el
fibrindgeno para el tratamiento de desdrdenes de la coagulacion, y la proteina C
para el tratamiento de codgulos, también se menciona el potencial que tendrian
los animales transgénicos para producir anticuerpos recombinantes, ya que
podrian ser producidos a grandes escalas, lo cual seria de gran ayuda debido a
su utilizacion como agentes terapéuticos.'33 3
Las proteinas recombinantes antitrombina Il y la a-1 antitripsin provenientes
de animales transgénicos se encuentran actualmente en ensayos clinicos fase
Il y Il respectivamente y esta primera generacioén de animales transgénicos han
iniciado esta nueva industria, conocida en inglés como "biopharming”.'#®
Muy relacionado con el "biopharming"” es la idea de la modificacion genética de
las proteinas de la leche que podrian ser utilizadas para mejorar las
propiedades nutricionales e industriales de la leche, el principal objetivo
nutricional es la humanizacién de la leche de bovino para el mercado de la
formula infantil. Se ha desarrollado ganado bovino lechero transgénico que
transporta el cADN para la lactoferrina humana, la glicoproteina mas importante
dei suero de ia ieche humana, ia iactoferrina también desempena ei papei de
transportar el hierro y ayuda a la proteccion contra las bacterias.'?

Otras aplicaciones de la transgénesis para alterar las propiedades

industriales de la leche incluyen la modificacion del contenido de caseina por
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medio de la introduccién de copias adicionales de genes que codifican para las
proteinas B-caseina y x-caseina con la finalidad de alterar las propiedades de
coagulacién de la leche, alterando la proporcién de residuos hidrofébicos
mejorando sus propiedades de emulsificacion y el grado de maduracion del
queso.'3®

Un aspecto desalentador de la transgénesis en los animales de
produccion es que a pesar del amplio rango de oportunidades que presenta,
existen sélo unos cuantos ejemplos practicos. Esto se ha atribuido en parte al
relativamente bajo valor de los productos agricolas en comparacion con los
biomédicos y en parte al conservasionismo inherente de la industria agricola.'?®
Por otra parte se debe considerar el tiempo y dinero que se requiere para
generar un nimero suficiente de animales modificados genéticamente, por otra
parte la mas grande barrera que se debe superar radica en el hecho de que la
producciéon de la leche por medios transgénicos y destinada para consumo
humano, ain no es ampliamente aceptada por los consumidores y en varios

paises esta prohibido por la ley.'?
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12.4.2. MODELOS ANIMALES

En el caso de los ratones las células ES permiten recrear eficazmente,
lesiones genéticas que se asocian con enfermedades genéticas en los humanos.
La produccion de modelos murinos con genes flanqueados se ha convertido en
rutina. En los animales de produccion la factibilidad de la ingenieria de animales
modelo puede ser sensible al valor agregado de un modelo de animal de
produccion sobre su correspondiente modelo murino y para una amplia
aplicacion se requiere el desarrollo de la técnica de flanqueo de genes en lineas
celulares de animales de produccién.'?”

Con los modelos animales en general, el fenotipo resultante usualmente se
puede anticipar, aunque las diferencias entre especies frecuentemente
confunden estas expectativas, ya que no siempre se expresan los signos de las
enfermedades de la misma manera; por ejemplo: los modelos murinos de la
fibrosis quistica fallan al no presentar la misma patologia pulmonar
caracteristica de esta enfermedad en humanos.'*’

Mientras es claro que la mayoria de los modelos murinos han sido invaluables
en el estudio de enfermedades humanas, es igualmente cierto que para ciertas
enfermedades, los modelos murinos presentan serias limitaciones.'’

Algunos de los animales de produccién comparten con el humano similitudes
en la anatomia, tamafo, fisiologia y tiempo de vida, lo cual frecuentemente les
permite ser mejores modelos que los ratones. El cerdo ha sido particularmente
util en el pasado como modelo de la falla renal, infartos al miocardio,

hipercolesterolemia y aterosclerosis.'?® 38
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En el caso de la fibrosis quistica existe la evidencia de que los ovinos
representan mejor la enfermedad que los ratones. En humanos la fibrosis
quistica se caracteriza por infecciones pulmonares recurrentes y destruccién
pancredtica, los modelos murinos de la fibrosis quistica que se han creado con
mutaciones en el gen CFTR, teniendo como resultado defectos en el gen
regulador de la conduccién transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR) no
reproducen la enfermedad, sélo presentan signos leves de enfermedad en las
vias aéreas y su funcién pancreatica es normal, por el contrario la mayoria de
estos modelos animales mueren por obstruccidn intestinal.'*”

Por otra parte, la proteina ovina CFTR es 95.3% similar a la secuencia de
aminoacidos en la proteina de los humanos y tiene un patron de expresion muy
similar, ademas el pulmdn de los ovinos comparte similitudes anatomicas,
funcionales y electrofisiologicas con el del humano. Al menos un grupo se ha
interesado en la blsqueda de un CFTR mutante en rebafios comerciales en
Nueva Zelanda,'*®

La transgénesis basada en células troncales de animales de produccion y la
posibilidad del flanqueo genético en estas especies abre nuevas oportunidades
para la ingenieria de modelos animales de talla grande. Los ovinos podrian ser
un ejemplo de animales knock out para el estudio del gen CFTR, una ventaja
importante de los modelos animales creados es que una 6 dos de las
mutaciones que comunmente ocurren en los pacientes afectados con la fibrosis
quistica puede ser imitada especificamente.'

Una de las limitaciones generales para crear animales de produccion knock out

es que en la mayoria de los casos sdlo los animales knock out homocigéticos
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son utiles, esto representa problemas al intentar diseminar los genotipos a los

que se les ocasiono la pérdida de funcién, dentro de poblaciones comerciales.'?3

12.4.3. XENOTRANSPLANTES

El xenotransplante se refiere a cualquier procedimiento relacionado con el
uso de células, tejidos u érganos provenientes de animales para su transplante,
implante 6 perfusion en humanos.'?®

Se sabe que existen muchas personas que requieren recibir el transplante
de algun 6rgano, y también se conoce la escasez de érganos disponibles, por lo
que una de las opciones que se ha considerado es la de desarrollar cerdos
modificados genéticamente, de esta manera sus organos serian aceptados por
el sistema inmune humano.'®
El epitope principal que conduce al rechazo hiperagudo de los xenotransplantes
en humanos es un azlcar residual producido por la accién de la enzima «1,3
galactosil transferasa. Esta enzima se encuentra inactiva en humanos y en
primates del viejo mundo pero es funcional en todas las demas especies de
mamiferos. La union de los anticuerpos xenoreactivos después del
xenotransplante activa la via del complemento lo que induce a lisis celular casi
inmediata (en minutos). Dos estrategias transgénicas para solucionar el
problema de rechazo hiperagudo son; bloquear la via del complemento o
reducir los niveles del epitope xenoreactivo principal, Gal «1,3 Gal.'¥
Se han producido dos lineas transgénicas de cerdos que portan los transgenes
que codifican para dos de los tres reguladores principales de la activacion del

complemento: el factor del decaimiento humano del inglés human decay
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accelerating factor (hDAF) y el CD59 humano.'**'*! En estudios de perfusién, los
corazones genéticamente modificados son protegidos de la accién del
complemento y después se les transplanta a "monos cinomolgus”, los
corazones que expresaban hDAF presentaron un incremento en el nivel de
sobrevivencia.'*

Por otra parte, ratones que presentan una disfuncion en el locus de la «l,3
galactosil transferasa, por medio de flanqueo genético son totalmente viables, y
se han realizado varios intentos para reducir la actividad de esta enzima en
cerdos por medio de transgénesis aditiva.'?® '4?

Se han generado ratones y cerdos transgénicos que expresan la enzima fucosil
transferasa, la cual normalmente no se expresa en estos animales, y su
expresion conduce a la reduccion de los niveles del epitopo Gal « 1,3 Gal. A
pesar de que este método puede controlar la respuesta hiperaguda, no previene
el rechazo eventual mediado por linfocitos T, por lo que se deben mejorar los
medios de supresion inmunolégica o por medio de otras estrategias, en un
futuro se podria realizar la humanizacion del complejo principal de
histocompatibilidad porcino, pero esta clase de estrategias dependera de
avances futuros dentro de la ingenieria cromosomal.'2% 140

Se han discutido los riesgos que se pueden presentar tras el xenotransplante,
ya que estudios /n vitro han demostrado que las células humanas pueden
infectarse con retrovirus endégenos porcinos, pero no se sabe si esto sucede jn
vivo. Por ejemplo se han transplantado islotes pancreaticos provenientes de
cerdos a pacientes humanos y no se ha presentado evidencia de infeccion

viral.'?8
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12.4.4. MEJORAMIENTO ZOOTECNICO

Dentro del area de la agricultura, la primera aplicacion de la tecnologia
de transgénesis aditiva para mejorar el desempefio de los animales de
produccién fue la introduccion de genes extra de GH en un intento de mejorar
la velocidad de crecimiento y la conversion alimenticia de los cerdos. Los
cerdos resultantes de esta aplicacidn mostraron un mejoramiento en la
conversion alimenticia y contenido de grasa, pero también sufrieron una
variedad de defectos debilitantes asociados con la falta de control de la
expresion del transgén. Desde entonces las aplicaciones potenciales de la
transgénesis en la produccién animal han sido ampliamente revisadas, pero
raramente se han llevado a la practica.'?®
Otros experimentos desarrollados son los ovinos disefiados para mejorar la
produccién de lana, por medio de la transferencia de genes bacterianos que
sintetizan cisteina, por la adicion de genes que codifican proteinas del tipo de la
queratina de la lana, que mejora la ultraestructura de la fibra, o por medio de la
expresion del factor de crecimiento - 1, del tipo insulinico en los foliculos
pilosos.'®
Otra aplicacién dentro del area zootécnica es la resistencia a las enfermedades,
se han desarrollado cerdos que expresan bajos niveles del gen Mx1, el cual esta
asociado con la resistencia a la influenza, se ha sugerido que altas expresiones

de este gen podrian ser letales.'??
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Se ha reportado la produccién de ovinos que presentan interrupciones en uno
de los alelos del gen PrP, que codifica para la proteina pridnica (Prion). Los
priones son un tipo "relativamente nuevo" de agentes infecciosos que causan
encefalopatia espongiforme en los humanos y los animales.'?’

Los ovinos y los bovinos tienen genes PrP funcionales, cominmente se utilizan
estos animales para generar productos biomédicos tales como la gelatina,
colagena y cada vez mas proteinas humanas como resultado de modificacion
genética, por lo que seria apropiado producir poblaciones resistentes a los
priones.'?’

Un programa exitoso de transgénesis en animales de produccidn se basaria en
el control estricto de la regulacion del transgén, en general las aplicaciones
zootécnicas de la transgénesis han sido obstaculizadas por la ineficiencia en la
produccion de animales transgénicos fundadores, los cuales expresen
apropiadamente el transgén y de esta manera se podria diseminar el ganado
transgénico a poblaciones comerciales.'?

En los Gltimos afos se ha logrado ampliar el entendimiento de la expresion
génica y hasta este momento parece posible que en el futuro varios de los
problemas asociados con la expresidon inapropiada de los transgenes seran

superados.'?®
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13. CONCLUSIONES

Durante los ultimos 20 afos los estudios realizados sobre las células
troncales han permitido descubrir desde principios basicos de biologia celular
hasta los usos potenciales de las mismas, aunque ain queda mucho por
descubrir en cuanto a su biologia basica, de esta manera se podria lograr
obtener el maximo de su potencial, ya que dia a dia se encuentran nuevas
aplicaciones en diversas dreas de las ciencias basicas y aplicadas, por otra parte
podrian descubrirse nuevas fuentes de obtencidon y localizacién de células
troncales.

Aln existen varios aspectos que se desconocen en cuanto a la manera de
lograr diferenciar las células troncales embrionarias de manera controlada a
tipos especificos de células. Por otro lado, debido a su origen, existen ciertos
problemas éticos que han impedido que su uso terapéutico sea aceptado. Por lo
que se refiere a las células troncales de adultos, se les han descubierto
propiedades que eran totalmente desconocidas y que han puesto en entredicho
dogmas de la biologia celular y la embriologia. El llegar a conocer
completamente los mecanismos por los cuales se llevan a cabo los fenémenos
de la plasticidad y reprogramacion de las células somaiticas, generara
informacién invaluable a nivel basico y clinico: Por ejemplo, los principios
basicos de la biologia de las células troncales podrian aplicarse a entender
mejor la oncogénesis. Y tal vez en un futuro, al alcanzar ese nivel de
entendimiento, el uso de las células troncales embrionarias como terapia, lo

cual es muy controvertido, resulte reemplazado por el uso de células troncales
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de adultos.

La terapia con células troncales hematopoyéticas es un area que se ha
desarrollado ampliamente desde que se iniciaron los transplantes de médula
6sea, pero aln se debe buscar la forma de mejorar 6 hacer mas eficiente esta
terapia por ejemplo; se podria buscar la forma de separar el efecto que se
conoce como "graft versus tumor" de la enfermedad "graft versus host", para
evitar todos los efectos nocivos de dicha enfermedad, también se deberia
disminuir el uso de los medicamentos que se emplean para el
acondicionamiento tratando de encontrar la manera de evitar los rechazos a los
transplantes.

Dentro del area de la Medicina veterinaria se ha reportado la obtencién de
células troncales de varias especies aunque hasta la fecha, no se ha logrado
obtener los mismos resultados que con las células troncales de ratén, como por
ejemplo; no se ha logrado producir animales transgénicos por medio de células
troncales, por otra parte se ha observado que los animales de produccion
quiméricos no transmiten esta caracteristica a su descendencia, esto no se ha
resuelto debido tal vez a la falta de interés y a que son relativamente pocos los
grupos de investigacion involucrados en esta area a diferencia del gran interés
gue existe en el area de la biomedicina, y porque se podria considerar que los
costos para producir animales de produccién transgénicos es elevado, algo que
resulta interesante es la produccion de ciertas proteinas logradas a partir de
animales transgénicos, ya que de esta manera se podrian producir en mayor
proporcion, por ejemplo en el ganado lechero. Sin embargo la barrera mas

grande que se debe superar es el hecho de que la utilizacién de transgénicos
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para consumo humano, aun no es ampliamente aceptada por la comunidad en
general, e incluso hay paises donde esta prohibido por ley, por ello uno de los
puntos importantes es el informar a la poblacidon de los beneficios reales que
ofrece el uso de transgénicos, asi como las medidas de seguridad que se toma
al usarlos. Esto a su vez permitira que haya una mejor y mas eficiente
legislacién al respecto.

Existen grupos de investigacion que actualmente estin realizando
experimentos de terapia génica en animales de compafia utilizando como
vectores las células troncales, estos grupos trabajan en asociaciéon con
hospitales importantes y se espera que los conocimientos adquiridos a partir de

la experimentacion en animales puedan ser aplicados en los seres humanos.

Considerando los usos y aplicaciones actuales y futuros de estas células,

se puede concluir que este tema es de gran importancia no sélo dentro del area

médica, sino también dentro del area veterinaria.
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14. GLOSARIO

ADN Recombinante: moléculas de ADN creadas por la fusion de ADN de
diferentes fuentes. Es la tecnologia empleada para empalmar ADN de diferentes
fuentes y para amplificar el ADN heterogéneo resultante.

Alogénico: variacion de los alelos en miembros de la misma especie.

Apoptosis: muerte celular programada, es el método normal por el cual se
desechan las células danadas 6 no necesarias.

Asimetria poblacional: en este proceso una célula troncal da origen a células
hijas que cuentan con la probabilidad finita de ser, ya sea células troncales 6
células progenitoras comprometidas en cierta ruta de desarrollo, cominmente
una célula troncal da origen a otra célula troncal y a una célula hija
comprometida, pero la asimetria en este caso se presenta segun bases
poblacionales y no en sentido individual. La asimetria poblacional facilita la
respuesta a las necesidades fisiologicas, de los individuos.

Asimétrica constante: es el proceso mediante el cual una célula troncal da
origen a una célula troncal hija y a otra célula que experimentard division
celular.

Caspasas: es una familia heterogénea de cisteina proteasas cuya caracteristica
en comun es su aptitud de desdoblar proteinas después del residuo aspartato.
Estas son parte de las vias de sefalizacién y se organizan en una cascada

jerarquica.
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Cateninas: proteinas asociadas con el dominio citoplasmatico de una
glicoproteina (uvomorulin) e implicadas probablemente con la unién al
citoesqueleto (alfa-catenina, beta-catenina y gamma-catenina).

Células alimentadoras: (capa alimentadora): son células que han sido tratadas
previamente con la finalidad de impedir su division celular, también liberan al
medio de cultivo importantes factores de crecimiento que permiten a las células
troncales embrionarias crecer y permanecer no diferenciadas.

Citocromos: son hemoproteinas cuya forma caracteristica de actuar implica la
transferencia de equivalentes reducidos asociados con un cambio reversible en
el estado de oxidacion del grupo hemo.

Clona: es una réplica genética exacta de una molécula de ADN, célula, tejido,
6rgano 6 un organismo animal o vegetal completo. Es un organismo que tiene
el mismo genoma nuclear que otro organismo.

Elemento potenciador 6 estimulador: secuencia de ADN que esta limitado por
proteinas reguladoras que estimula el indice de transcripcion de un gen que
puede estar a miles de pares de bases de la secuencia del elemento
potenciador.

Estado epigenético: cambio en alguin caracter morfologico como resultado de
influencias localizadas diferentes al patron normal ¢ usual que ocurre después
de que el desarrollo de un orgasnismo es iniciado, es un término que se usa en
relacién a los cambios que resultan de estudios embrioldgicos de los animales.
Factores de transcripcién: son proteinas de las células eucariontes que regulan
la transcripcion de otros genes uniéndose a secuencias regulatorias del gen,

interactuando con la ARN polimerasa.
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Factores transactuantes: la expresion genética se regula por la interaccién de
proteinas especificas (factores transactuantes), con secuencias cortas de
nucléotidos, en la region promotora del gen.

Flanqueo de genes 6 Gene targeting: es la inactivacion selectiva de un gen. Esta
estrategia se utiliza para delinear 6 delimitar la funcién de un gen. Es una
técnica para colocar una nueva secuencia de ADN en una posicion
predeterminada y precisa de un cromosoma.

Heterocariéon: es una célula que tiene dos 6 mdas nucleos diferentes
genéticamente.

Lipofeccion: procedimiento mediante el cual ADN exdgeno es introducido a
células eucariontes por medio de liposomas.

Locus (loci, plural): es una posicion especifica de un gen u otro marcador
cromosomal.

Marcador de seleccion: es un gen que permite la presencia de un vector (que
porta el gen exdgeno) para ser identificado en células eucariontes o
procariontes, por ejemplo el gen neo (resitencia a la neomicina) y el gen amp
(resistencia a la ampicilina). Sélo las células que portan el marcador de
seleccion pueden crecen en la presencia del farmaco apropiado (los antibiéticos
neomicina 6 ampicilina, respectivamente).

Metilaciéon: es un proceso bioquimico que involucra la adicion de grupos
quimicos metilo (-CH3) al ADN. La metilacion puede ser una sefial para un gen

6 una seccion de un cromosoma para apagar la expresién del gen e inactivarlo.
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Molécula de senalizaciéon: son moléculas producidas y liberadas por células que
afectan la actividad de otras células, las moléculas de sefializacién permiten a
las células comunicarse entre ellas.

Oncogén: es un gen cuyo producto proteinico causa crecimiento celular
incontrolado. Las células normales se dividen bajo un programa especifico
Ilamado ciclo celular que esta controlado por varios genes.

Probe: cualquier bioquimico marcado de alguna forma, la cual permite utilizarlo
para identificar 6 aislar un gen, ARN 6 proteina.

Proteina recombinante: es una proteina creada usando la tecnologia del ADN
recombinante.

Region promotora: se define como el estiramiento del ADN en direccion
contraria al gen y que es reconocida por la ARN polimerasa. Las regiones
promotoras se identifican por su observada funcién bioldgica.

Regiones controladoras de locus: son secuencias, que tienen un efecto
activador dominante sobre la transcripcion en los dominios largos de
cromatina.

Singénico: literalmente significa del mismo genotipo.

Southern blotting: es un procedimiento utilizado para la identificacion de ADN
por medio de la transferencia de un fragmento aislado en un gel de agarosa a
un papel de nitrocelulosa, dénde dicho fragmento puede ser hibridado con una
secuencia complementaria "probe”.

Transfecciéon: es el acto de introducir ADN exdgeno dentro de una célula

huesped.
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Transformacion celular: proceso genético que resulta en una alteracién
heredable de las propiedades de una célula. En el caso de células cultivadas, la
transformacion frecuentemente se refiere a la adquisicibn de nuevas
propiedades, tales como expansion celular indefinida en medio de cultivo.
Transgénesis: método por el cual se pueden introducir genes exdgenos (no
propios) dentro del genoma de un organismo.

Transgén: es un gen exdgeno que se introduce en una célula o en un organismo
completo, con fines tereapéuticos 0 experimentales.

Tratamiento  mieloablativo:  tratamiento basado en  medicamentos
quimioterapéuticos (agresivos y toxicos para la médula dsea) que se utiliza
antes de realizar transplantes de médula 6sea, con la finalidad de evitar el

rechazo al transplante.



15. ABREVIATURAS

TGF (Transforming Growth Factor): factor de crecimiento transformante.

BMP (Bone Morphogenetic Protein): proteina morfogenética de hueso.

LIF (Leukemia Inhibitory Factor): factor inhibidor de la leucemia.

SCL (Stem Cell Leukaemia): leucemia célula troncal.

Tcf (T-cell factor): factor de células T.

Lef (Lymphoid enhancing factor): factor de incremento linfoide.

CDK p27/Kipl (Cyclin Dependent Kinases p27): Ciclina dependiente de cinasas
p27.

CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor) factor neurotrofico ciliar.

PTC (Primitive Teratocarcinoma Cell): células primitivas de teratocarcinoma.
DTC (Differentiated Type Cells): células con tipo diferenciado.

ES (Embryonic Stem): células troncales embrionarias.

EDTA: Etilen diamino tetracetato de sodio.

TDGF-1 (Teratocarcinoma-Derived Growth Factor-1): factor de crecimiento
derivado de teratocarcinoma.

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) medio Eagle modificado por
Dulbecco.

CPD-A (Citrate/Phosphate/Dextrose/Adenine) citrato, fosfato, dextrosa,
adenina.

MAPC  (Multipotent  Adult Progenitor Cells): células progenitoras
multipotenciales adultas.

HLA (Human Leukocyte Antigen): Antigeno leucocitario humano.

TNF (Tumor Necrosis Factor): factor de necrosis tumoral.
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GvT (Graft versus Tumor): transplate contra tumor.

GvH (Graft versus Host): transplante contra hospedero.

GvHD (Graft versus Host Disease): enfermedad transplante contra hospedero.

GvL (Graft versus Leukemia): transplante contra leucemia.

GFP (Green Fluorescent Protein): proteina verde fluorescente.
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