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Resumen

Durante siglos el hombre ha tratado de comprender la capacidad del cuerpo para reparar y reemplazar las
células y tejidos del organismo. Después de afios de trabajo dilucidando el como y el porqué de los mecanis-
mos de reparacion y regeneracion tisular, los cientificos se han enfocado en la investigacion de las celulas
stem. La identificacion y aislamiento de éstas a partir de numerosos tejidos embrionarios y posnatales provee
bases apropiadas para una variedad de practicas biotecnologicas denominadas medicina regenerativa ¢ in-
genieria tisular. Desde el descubrimiento de la capacidad de las células stem adultas para formar diferentes
tipos de tejidos in vivo e in vitro, como una fuente alternativa para las células stem embrionarias, se genero
un amplio potencial terapéutico para los seres humanos.

En este marco, consideramos interesante describir la biologia de las células stem, los parametros bésicos
para su clasificacion, las propiedades que permiten identificarlas y caracterizarlas ex vivo e in situ, asi como
los mecanismos moleculares y celulares involucrados en su auto renovacion y diferenciacion. Asi mismo,
analizamos la plasticidad de las células stem como su capacidad de diferenciacion en células con un fenotipo
de un tejido distinto al de su origen embrioldgico, especificamente en células hematopoyéticas y
mesenquimatosas de la medula 6sea. Por tltimo, describimos algunos marcadores moleculares que permiten
identificarlas en distintos tejidos postnatales. Este conocimiento es fundamental para continuar con el desa-
rrollo de nuevos proyectos que permitan dar nuevas luces acerca de la biologia de las células stem.
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Abstract

Stem cells biology: For centuries, the man has been seeking to understand the body’s ability to repair and
replace the cells and tissues of the organism. After years of work pursuing the how and why of tissue repair
and regeneration mechanisms, scientists have focused their attention on Stem cells. The identification and
isolation of Stem cells from a number of embryonic and postnatal tissues provides appropriate targets for
varied biotechnological practices referred to generally as Regenerative Medicine and Tissue Engineering.
Since the discovery that adult stem cells have the potential to form many different tissue types in vivo and in
vitro and can be an alternative source for embryo Stem cells offering wide therapeutic potentials for human
beings. For these reasons we considered interesting to describe the stem cells biology, the basic parameters
for its classification, the special properties are analyzed that allow to their identification and characterization
ex vivo and in situ, the molecular and cellular mechanisms involved in self renewal and differentiation. The
plasticity of the stem cells is analyzed like the property of differentiation in cells with a different phenotype
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from the one its embryonic origin, specifically in hematopoyetic stem cells and mesenchyme stem cells of

bone marrow. Finally, some molecular markers are described that allow identifying the stem cells in different

postnatal sources. It is important to continue with the studies and research with the purpose of increasing the

knowledge body on Stem cells biology.

Key words: stem cells, regenerative medicine, biology, niches, plasticity, phenotype.

Introduccion

Durante siglos el hombre ha tratado de compren-
der la capacidad del cuerpo para reparar o reempla-
zar las células y tejidos del organismo. Después de
afios de trabajo dilucidando el como y el porqué de
los mecanismos de reparacion y regeneracion tisular,
los cientificos han enfocado su atencidon hacia la
profundizacion en el conocimiento sobre células stem.
En efecto, la biologia de las células stem y su poten-
cial uso en la medicina regenerativa e ingenieria de
tejidos son objeto de intensa investigacion en muchos
laboratorios del mundo, gracias a la prometedora po-
sibilidad de ser utilizadas como agentes terapéuticos
en tejidos afectados por lesiones o entidades patolo-
gicas. En realidad, la regeneracion de estructuras
tisulares y de 6rganos lesionados en el cuerpo, cauti-
vo la imaginacion humana desde tiempos que remon-
tan a la antigua Grecia.

El remoto origen de esta temprana fascinacion se
puede observar en la mitologia griega. La hidra de
multiples cabezas casi derrota a Heracles pues le cre-
cian dos nuevas cabezas por cada una que cortara el
héroe y el higado de Prometeo encadenado devorado
por un aguila hambrienta cada noche, se regeneraba
a la mafana siguiente. Aristoteles (384 - 322 a.c.),
observaba como se regeneraban las colas de lagartos
y serpientes, asi como los ojos de las golondrinas (1).
En el siglo XVIII cientificos como Abraham Trembley,
Charles Bonnet, Peter Simon Pallas, y Lazzaro
Spallanzani; descubrieron notables habilidades de re-
generacion en una variedad de organismos como las
hidras, los gusanos de tierra, los caracoles, las ranas

premetamorficas, lagartijas y salamandras.

En el afio 1712 este concepto empezod a tomar ba-
ses cientificas cuando el investigador francés René -
Antoine Ferchault de Réaumur publicé su trabajo de
regeneracion de las extremidades y garras en el can-
grejo, en donde se describieron una serie de descu-
brimientos que causaron un gran impacto en las cien-
cias biologicas y médicas. Por esas razones, en el
transcurso del siglo XIX y parte del siglo XX la in-
vestigacion en regeneracion tisular se enfoco primor-
dialmente en la fenomenologia de la regeneracion y
sus fundamentos celulares (2).

Las observaciones de este periodo, permitieron lle-
gar a la conclusioén general de que las células
progenitoras son requeridas para la mayoria de pro-
cesos regenerativos; sin embargo, los mecanismos de
regeneracion varian segun el origen de esas células.
Se observo que en algunos casos como en los de re-
generacion de la piel, sangre, musculo y hueso en los
mamiferos, 6 durante el reemplazo de tejidos perdi-
dos en gusanos existen células de reserva denomina-
das stem cells, que solo necesitan ser activadas como
respuesta a un dafo o agresion tisular.

En otros casos, las células progenitoras pueden
originarse de novo mediante un proceso en el cual
las células totalmente diferenciadas invierten sus pro-
cesos de desarrollo normales para dar lugar a células
progenitoras en proliferacion. Este ultimo proceso
conocido como desdiferenciacion, es evidente en
vertebrados con capacidades excepcionales de rege-
neracion, como las salamandras (3). El extraordina-
rio grado de plasticidad celular permite distinguir a

los vertebrados que pueden reemplazar estructuras
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anatomicas completas, de vertebrados con capacida-
des de regeneracion mas limitadas.

Los cientificos realizan un duro trabajo para enten-
der los procesos involucrados en las vias de diferencia-
cion y de desarrollo mediante las cuales las células stem
pueden reparar los tejidos afectados reconstruyendo la
estructura y funcion. Por lo tanto, se ha despertado un
renovado interés en la regeneracion de tejidos gracias a
la investigacion con células stem y a las grandes expec-
tativas generadas en el campo de la ingenieria tisular y
la medicina regenerativa Figura 1

La primera célula stem humana fue aislada a partir
de un embrion en 1998 (4). Los estudios sobre la dife-
renciacion y utilizacion terapéutica de las células madre
0 “stem cells” en seres humanos ha generado discusio-
nes y una serie de debates éticos y politicos continuos.
Desde el afio 2001 se hicieron declaraciones conflicti-
vas que crearon confusion en la poblacion mundial en
sobre las consideraciones éticas y la factibilidad de los
tratamientos médicos con células stem (5).

Sin embargo hoy dia, en el supuesto caso de
levantar las restricciones legales y financieras,
probablemente los médicos no podran empezar a tratar
sus pacientes con las células stem inmediatamente
porqué aun existen obstaculos técnicos por superar e
interrogantes que resolver, antes de empezar a
utilizarlas con fines terapéuticos de manera exitosa.
Por ejemplo, las técnicas para manipular la
diferenciacion de las células stem hacia fenotipos
celulares especificos estan lejos de ser perfectas, ya
que existe la posibilidad de que surjan resultados
inesperados. Los aspectos éticos sobre el origen
celular se encuentran estrechamente ligados con el
potencial terapéutico.

Existen varias fuentes de células stem humanas:
embriones humanos pre-implantados (4) Figura 2,
tejido fetal humano (cordéon umbilical) (7), células
germinales tumorales humanas (6) y algunos tejidos
adultos postnatales como: medula dsea, sangre
periférica, cerebro, piel, pulpa dental, ligamento
periodontal (9- 10, 13-15).
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Figura 1. Perspectivas en la investigacion con células stem en el
area de la regeneracion e ingenieria tisular. (Tomado de whyfiles.org/
148clone_clash)

Las células stem pueden diferenciarse en cualquier
fenotipo celular, ya que poseen un elevado potencial
de proliferacion manteniéndosen al mismo tiempo en
un estado indiferenciado. Estas propiedades explican
la importancia de las células stem en ciencias basicas
biomédicas, en la medicina regenerativa e incluso en
biotecnologia para el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas como aquellas basadas en transplantes
andlogos de tejidos o biomiméticos.

La utilizacion clinica de las células stem permitiria
cubrir la creciente necesidad en el area de transplantes
celulares. De ese modo, los bancos de células stem
dedicados a la criopreservacién, permitiran al clinico
y/o al investigador facil y permanente acceso a po-
blaciones celulares bien definidas. Estas células po-
dran diferenciarse de acuerdo a las necesidades fi-
siologicas del paciente para formar lineas celulares
especificas, es decir: neuronas dopaminérgicas para
pacientes con enfermedad de Parkinson, células beta
de langerhans para pacientes con diabetes juvenil, y
cardiomiocitos para aquellas personas que han sufri-

do de infarto al miocardio, entre otros.
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Figura 2. Células stem embrionarias (ESCs), originadas de la
fertilizacion de un ovocito, donde se observa formacion del blastocisto
en cuyo interior se localiza una masa celular interna para luego
comenzar la diferenciacién a diversas lineas celulares. (Tomado de
www.virtuallaboratory.net)

Clasificacion de las células stem

Las células stem se han clasificado segun su
potencial de diferenciacion, en: 1) totipotenciales (del
latin fotus, que significa completo) hace referencia al
potencial que tienen estas células de generar un
(tejido
extraembrionario); 2) pluripotenciales, (“Pluri” del latin

embrion completo embrionario y
plures, que significa muchos o varios) que pueden
dar origen a progenitores que forman cualquiera de
las tres capas germinales embrionarias: mesodermo,
endodermo y ectodermo; pero para incluirse dentro
de esta categoria una tinica célula debe ser capaz de
diferenciarse en progenitores especializados
procedentes de cualquier capa embrionaria; ademas,
demostrar funcionalidad de las células diferenciadas
tanto in vitro como in vivo y producir un asentamiento
claro y persistente en el tejido blanco (24, 76); 3)
multipotenciales las cuales pueden dar origen a
precursores relacionados solamente con una de las
tres capas embrionarias; y por ultimo 4) unipotenciales

(del latin unus: uno) 6 células que solo pueden generar

otras células hijas que se diferencian a lo largo de
una Unica linea celular (24, 76).

En los animales superiores, las células stem se han
clasificado en dos grupos. Por un lado, las células
madre embrionarias (embryonic stem cells o
ECS’s), originadas de la masa celular interna del
embrion en estadio de blastocisto (7-14 dias),
estructura a partir del cual se originaran las tres capas
que daran origen a todos los tejidos del cuerpo humano:
ectodermo, mesodermo y endodermo (12). Estas
células son capaces de generar los diferentes tipos
celulares del cuerpo, por ello se llaman células
pluripotenciales, pues conservan el potencial de
formar tejidos diferenciados lo que serviria para
aplicaciones terapéuticas en multiples enfermedades.
De estas células se derivaran otras multiples divisiones
celulares, las células madre organo-especificas,
estas células multipotenciales, son capaces de originar
las células de un 6rgano en el embrion y en el individuo
adulto (23).

Las

indiferenciadas que pueden estar presentes en tejidos

células stem adultas, son células
diferenciados con propiedades de autorrenovacion. Se
conoce desde hace décadas que son capaces de
especializarse en células idénticas a las del tejido de
origen (28). Generalmente se dividen y producen
cé¢lulas progenitoras o precursoras que se diferencian
en células con caracteristicas y funciones
especializadas idénticas a las de las células de un tejido
especifico. Existen en diferentes tejidos como médula
Osea, sangre y cerebro. Los estudios han sugerido
que son muy versatiles y tienen la capacidad de
diferenciarse en distintos tipos celulares (73, 74).
Dentro de estas células adultas encontramos las
células stem hematopoyéticas (HSCs), las células
stem de origen mesenquimatoso (MSCs), y células
de la sangre y la gelatina de Warthon del cordon
umbilical humano (28) Se ha comprobado que éstas
células cultivadas y sometidas a ambientes humorales
distintos pueden transdiferenciarse, es decir diferen-

ciarse y dar origen a otros tipos celulares (8).
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Propiedades de las células stem

Los principales parametros o propiedades que per-
miten clasificar las células stem como tal, estan suje-
tos a una amplia variacién y dependen en cierto gra-
do de la presencia de estas células in situ o en cir-
cunstancias experimentales, es decir in vitro. Son
basicamente tres propiedades que caracterizan a las
células stem (14, 17, 19):

Auto-renovacion (self renewal); definida como
la capacidad de generar al menos una célula hija
con caracteristicas similares a la célula de origen
(14,17, 19).

Potencial de diferenciacion; la capacidad de una
célula para diferenciarse en multiples linajes, di-
cho de otro modo, el potencial para modificar el
fenotipo de la célula de origen en distintos tipos
celulares al tejido de origen y al menos en un tipo
celular diferente al tejido de origen (14, 17, 19).
Reconstitucion funcional in vivo de un tejido en
particular, lo que significa la diferenciacion fun-
cional in vivo en células del tejido de origen em-
brionario y al menos en un tipo celular de un teji-
do diferente al tejido de origen embrionario ini-
cial (14,17, 19).

La mayoria de las células stem adultas en teoria
satisfacen esos 3 criterios fundamentales, a pesar que
el grado de auto renovacion y el potencial de diferen-
ciacion es menor que el observado para las células

stem embrionarias (62).

Moléculas asociadas a la autorenovacion.

Se han identificado genes que son necesarios para
que las células stem se puedan renovarse por si mismas,
entre ellos estan los genes Wnt, Hedgehog y Notch (75).
Existe ademas, el gen denominado unparied (upd); que
se expresa en la fuente (hub) de estas células y permite
activar la cascada de senalizacion Jak- STAT que posee
promotores de auto- renovacion. Cuando esta via es
utilizada, se activan factores de transcripcion que
controlan la sintesis de otros genes permitiendo la

regulacion de cambios en el patron celular.

En las células embrionarias de raton, la
propagacion de estas células depende de la presencia
del factor inhibidor de leucemia (LIF) este es un
receptor de superficie celular que permite activar
sefiales de traduccion (66). LIF estimula las capas de
células embrionarias y fibroblastos; y/o es una
proteina recombinante, que forma un complejo de
receptores heterodiméricos que contienen dos
moléculas relacionados a complejos de citoquinas.; el
receptor LIF (LIFR) y gp130; este se activa en
asociacion al receptor Janus Tirosina cinasa (JAK).
LIF estabiliza en asociacion con LIFR y gp130
receptores de citoquinas. La activacion resultante de
los receptores asociados a JAK quinazas causan la
fosforilacion y dimerizacion de STAT. Los dimeros
son translocados en el nucleo, donde controlan la
transcripcion de los genes que regulan la auto-
renovacion. Los signos de transduccioén y activacion
de la transcripcidon (STAT) son una familia de factores
de transcripcién que unen receptores para la
activacion de JAKs. La fosforilacion y activacion de
STAT es esencial para la auto renovacion de las
células ES; la expresion de una molécula STAT
mutante, promueve la diferenciacion (67).

Se piensan que las células mas cercanas a la fuente
o “hub” reciben altos niveles de unparied para acti-
var STAT, generando la expresion de genes especifi-
cos de la célula stem. En contraste, las células que se
encuentran distantes de su fuente no producen la ac-
tivacion de unpaired para estimular STAT e instan-
taneamente ellas se diferencian (64).

En el 2002, se descubrio el gen denominado HOXB4
el cual junto con el gen Notch esta involucrado en la
produccion de células stem hematopoyéticas. En este
reporte, los investigadores lograron obtener la expansion
de células stem hematopoyéticas hasta 40 veces,
determinando que el mecanismo mediante el cual el
HOXB4 particip6 en la expansion, fue por la expresion
de los genes NOD/SCID, activados por la via de Wnt (&
- Catenina), concluyendo que el papel de este gen es

critico, lo que genera grandes esperanzas en su desarrollo
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para aplicaciones terapéuticas, en especial en cancer
(31, 65).

Moléculas asociadas a la diferenciacion.
Durante el proceso de diferenciacién de las célu-
las stem se activan factores de transcripcion que van
a realizar interacciones con otros factores derivados
de las células del nicho, asi como estos factores son
capaces de controlar la auto renovacién también pue-
den controlar el destino, cada linaje esta controlado
por la combinacion determinada de estos factores los
cuales se pueden expresarse de forma diferente (77).
En estudios recientes realizados en ratones, se ha
observado que los factores SCI/Tal-1 son esenciales
en la formacion de todos los linajes celulares de la
hematopoyesis. (77) , En epitelio intestinal y epidermal,
se han reportado factores como Tcf/Lef que son ac-
tivados por la via de la 4 - Catenina. El factor Tcf-4
es mediador de sefiales que permiten la formacion y
el mantenimiento de las criptas intestinales (nicho in-
testinal). Mutaciones en la 3-catenina producen com-
plejos Tcf-4 / B - catenina constitutivamente lo cual
acelera la proliferacion de las células madre (60, 77))
Se ha reportado, que durante el desarrollo embrio-
nario se presenta expresion de la molécula Zac-1 en
células stem progenitoras, con expresion muy amplia
e intensa en las diversas matrices germinativas (zo-
nas de alta actividad mitdtica), concretamente a lo
largo del tubo neural y en los diversos neuroepitelios
cerebrales. Entre E12 y E18, muchas células Zacl-
positivas, localizadas en la capa celular mas interna
del lumen del tubo neural, expresan Nestina (proteina
de los filamentos intermedios del tipo VI, que se ex-
presa en las células madre/progenitoras del
neuroepitelio mas primitivo) y GFAP (proteina de los
filamentos intermedios de la clase-I11, que se encuen-
tra expresada en las células madre/progenitoras
neurales (78-80).
Ademas, muchas de las células ventriculares y
subventriculares que expresan Zacl también expresan

PCNA, la cual se acumula durante la fase G1del ciclo

NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA ISSN:1794-2470 VOL.3 No. 3 ENERO- JUNIO DE 2005:1-120

celular, alcanza su maximo durante la fase S y baja
sus niveles durante la fase G2/M (81), mientras que
algunas células Zacl-positivas en la zona ventricular
y en el tubo neural expresan FORSE-1, que marca
regionalmente subpoblaciones especificas de células
progenitoras del sistema nervioso central durante el

desarrollo embrionario (82).

Nichos de las células stem

En reportes recientes se han caracterizado
pequeiias zonas donde reside el control de la actividad
de las células Stem en los diferentes 6rganos del
cuerpo (60). Se ha sustentado que las células stem
son controladas por un medio ambiente Unico y
especifico denominado “nicho”. Gracias a estudios
recientes se ha empezado a unificar el concepto de la
regulacidn celular y molecular de éstas células (60).

El nicho es un mecanismo mediante el cual se
regula la division y la diferenciacion. En donde las
células del nicho bordean la membrana basal sefializan
las células stem para bloquear la diferenciacion y
regular la division. Cuando un linaje prevalece (células
pobremente mitdticas) las células stem se dividen y
una de las células hijas mantiene la conexidn con el
nicho, mientras que la otra llega sola y comienza a
diferenciarse. Cuando prevalece el mecanismo de una
poblacion (células altamente mitdticas). La division
celular puede ser simétrica o asimétrica segun lo
determinen los factores locales y la matiz extracelular
MEC (Figura 3).

Se ha estudiando durante los ultimos afios acerca
de la identificacion de nichos, aunque primero deben
ser identificadas las células stem y sus marcadores
especificos para luego determinar el medio ambiente
en que reside y sus interacciones con las demas
células, factores locales y MEC. Un nicho puede
persistir aun en ausencia de células stem residentes y
regular la actividad de células exdgenas competentes.
En contraposicion, el destino de las células que se

separan es irrelevante para el nicho(60)
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Figura 3. Estructura del nicho. Las células del nicho que bordean la
membrana basal mediante moléculas sefial bloquean la diferenciacion
oregulan la division de células stem (Tomado de Nature, 2001. 414)

Es asi como las células stem aparecen cuando el
nicho adquiere la capacidad de “secuestrar”,
preservar y controlar las células embrionarias
indiferenciadas que presentan un medio ambiente con
las caracteristicas requeridas. El nicho posee
propiedades reguladoras y vias de sefializacion
importantes para definir el destino celular. Estos
nichos se pueden encontrar en diferentes tejidos
especificos en donde las células stem son reconocidas
por marcadores, dependiendo del linaje. Cada una de
estas células, es localizada por vias de sefializacion
intramolecular y factores locales en la MEC, actuando
por dos mecanismos basicos: 1) un linaje especifico,
en donde hay divisiones de células stem especificas,
por ejemplo, una célula stem en el nicho encuentra
contacto con el estroma; esta se localiza
asimétricamente y orienta su division para asegurar
que solo una hija herede la caracteristica de célula
nicho y se fije en ese microambiente celular, 2) si
continua la divisién celular una nueva célula hija
adquiere informacion sobre- heredada y se relocaliza,
al alejarse de las células estromales y sus sefiales, se
dirigen a diferenciarse. Estos dos mecanismos pueden

ser diferentes dependiendo del linaje (60).
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Plasticidad de las células stem

En los ultimos afios, han sido publicados diversos
articulos en los cuales se demuestra que las células
stem aisladas de varios tejidos cuentan con una
capacidad de diferenciacion en células maduras de
un tejido distinto al de origen; propiedad que ha sido
denominada “plasticidad de células stem” (19).
Figura 4.

La mayoria de estudios han sido realizados en
modelos animales (murinos) y en muy pocos se han
empleado células humanas. Gran parte de estos
trabajos fueron realizados con base en transplantes
in-vivo de células marcadas genéticamente, en donde
la deteccion de células donantes fue realizada con la
identificacion de la presencia del cromosoma Y o en
la del gen marcado (2, 19).

Al analizar los resultados de dichos estudios,
podemos decir que la plasticidad de las células stem
in vitro depende de las caracteristicas fenotipicas de
las células obtenidas, para asi poder definir el estado
de diferenciacion en otras células diferentes al tejido
de origen. Sin embargo, aun no se logra demostrar
que esas células diferenciadas obtenidas posean
caracteristicas funcionales iguales a la linea celular
descrita. Finalmente, en otros estudios se realizaron
transplantes tanto a partir de poblaciones celulares
no purificadas como de células purificadas hasta
obtener una homogeneidad parcial; razon por la cual
fue imposible evaluar el origen (a partir de un clon de
cé¢lulas stem) de las células diferenciadas y de las

células con caracteristicas de un segundo tejido.

Plasticidad de células hematopoyéticas
de la Medula 6sea.

Cerca del 80% de los estudios que reportan la
plasticidad de las células stem adultas se realizaron
con medula 0sea, o bien con sangre periférica o medula
osea enriquecida. Para células stem hematopoyéticas
se reporto la diferenciacion de las mismas en células
hematopoyéticas diferenciadas; pero al mismo tiempo

en células con caracteristicas de musculo esquelético,
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Figura 4. Diferenciacion de células stem adultas (ASCs). Las ASCs
pueden dividirse indefinidamente y generar distintos fenotipos
celulares con funciones propias de cada tejido. (Tomado de Stem
cells basics. www.nih.gov).

musculo cardiaco, endotelio, neuroectodermo, epitelio
y células endodérmicas como: hepatocitos, epitelio
gastrointestinal, y epitelio pulmonar. En todos esos
estudios, en donde se transplantaron células de sangre
periférica o de medula 6sea, no se realizaron cultivos
in vitro, por lo cual no se logroé determinar si las
células que poseian plasticidad celular podian
experimentar auto-renovacion (19).

Ademas se reportd que en transplantes de
poblaciones celulares mixtas obtenidas de animales
“wild type” 6 de animales transgénicos se detecta por
coloracion de X — Gal el gen de la Beta galactosidasa
o el gen marcado con la proteina verde fluorescente
incrementada (eGFP). Incluso en otros estudios donde
se emplearon células stem hematopoyéticas
enriquecidas se logro la formacion de células
hematopoyéticas y de hepatocitos a partir de injertos
o transplantes de multiples células. Por lo tanto, el
criterio de diferenciacion en multiples lineas celulares
no se ha analizado hasta el momento.

La excepcion se aplica a los trabajos publicados por
Krause y col (29), porque se aislaron las células
CD34+Scal+ que experimentaron “homing”, se
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transfirieron a un segundo receptor para demostrar la
diferenciacion en células hematopoyéticas y epiteliales.
De hecho, las células stem hematopoyéticas
transplantadas dieron origen a células localizadas en el
endotelio de la retina y a células hematopoyéticas
derivadas del mismo progenitor.

Los estudios que definen la plasticidad basados en
la adquisicion de caracteristicas morfoldgicas y
fenotipicas de tejidos no hematopoyéticos, deben de-
mostrar que cumplen con el criterio denominado di-
ferenciacion funcional in vivo, pues el grado de colo-
nizacion de las células stem en los tejidos no
hematopoyéticos presenta un porcentaje bajo. Enton-
ces, con tan solo la adquisicion de las caracteristicas
fenotipicas, como la expresion de distrofina y de al-
bumina, no se puede demostrar la funcionalidad de
las células individuales transplantadas.

Los estudios efectuados por Lagasse y su equipo
(29) demostraron el reemplazo por hepatocitos fun-
cionales posterior a la inyeccidn sistémica de células
de medula 6sea murina enriquecidas con células ma-
dre hematopoyéticas. Un estudio realizado por Orlic
y colaboradores (24) demuestra en un modelo murino
de isquemia del miocardio, que el transplante de célu-
las stem hematopoyéticas enriquecidas en el area
infartada permite la colonizacion de las células deri-
vadas de la medula 6sea que presentan caracteristi-
cas de cardiomioblastos (cardiomiocitos inmaduros).
En este estudio, se demostr6 una significativa mejo-

ria en la funcion cardiaca.

Plasticidad de células stem mesenqui-
matosas de la medula 0sea.

La médula 6sea contiene células stem hematopo-
yéticas y también células stem mesenquimatosas, que
pueden cultivarse in vitro durante varios pasajes e incluso
pueden diferenciarse en células de tipo mesodérmico
como; osteoblastos, condroblastos, adipocitos,
fibroblastos y mioblastos esqueléticos. Incluso, las células
stem mesenquimatosas logran diferenciarse in vivo en
el mismo tipo de células. Asi mismo, reportes recientes
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nos muestran que las células stem mesenquimatosas
pueden adquirir caracteristicas distintas al origen
mesodérmico como células endoteliales, neuroectodermo
y endodermo.

En algunos estudios, se demostrd que las células
stem con plasticidad tienen una actividad de auto re-
novacion. Para demostrar la diferenciacion en multi-
ples lineas celulares a partir de una célula Stem, se
analizo la derivacion clonal de la progenie diferencia-
da, mediante diversas estrategias que permiten aislar
la progenie celular como:

Ring - cloning: enfoque experimental que no
demuestra totalmente que las células stem origi-
nan una progenie multiple, porque las células stem
mesenquimatosas son bastantes moviles en culti-
vo por lo cual varias células individuales podrian
contribuir a formar la colonia aislada en un anillo
(ring) determinado.

Estrategias de asilamiento de células unicas.
Estrategias de marcaje retroviral

Pocos estudios, han analizado la funcionalidad de
células diferenciadas en otro tipo de linaje celular dis-
tinto al mesodermo.

Reyes y col. (68) describieron células stem
progenitoras adultas que se diferenciaron bajo la
presencia del factor de crecimiento endotelial vascular
VEGTF, en células con morfologia y funcion similar a
células endoteliales in vitro e in vivo. Otro estudio
realizado por Schwartz y su grupo nos muestra como
las células stem multipotentes adultas se diferenciaron
en presencia del factor de crecimiento fibroblastico 4
(FGF 4) y de factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
en células hepaticas que secretan albumina, urea y
demuestran actividad del citocromo p-450 inducida por
fenobarbital. Del mismo modo, los estudios que
demuestran que las células stem mesenquimatosas se
diferencian en células con morfologia y fenotipo de
neuronas y glia, deben ademas probar que esas células

poseen caracteristicas electro fisioldgicas de neuronas.
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Plasticidad de otros tejidos.

Ademas de las demostraciones de la existencia de
plasticidad en las células derivadas de medula dsea,
esta propiedad de las células stem se ha descrito in-
cluso en células derivadas de otros 6rganos como el
musculo y el tejido nervioso. Jackson y colaborado-
res (40), reportan el transplante de células muscula-
res o de células satélite (side population cells), que
dan origen in vitro a células hematopoyéticas des-
pués de irradiacion para lograr deplecion total. Otro
investigador, denominado Gussoni (69); demostro que
las células satélite del musculo pueden reconstituir el
sistema hematopoyético en ratones irradiados
letalmente. Sin embargo, estudios posteriores reali-
zados por Kawada y su equipo (70), consideraron la
aparente plasticidad de las células musculares por la
presencia de células hematopoyéticas en el tejido mus-
cular. Existen publicaciones cientificas como las del
grupo de Bjornson y el de Shih (71) en las cuales se
demuestra que las células stem nerviosas murinas
cultivadas in vitro durante varios pasajes pueden di-
ferenciarse en células hematopoyéticas.

En ambos estudios se logro establecer el primer
criterio para considerarlas como células stem, a pe-
sar de no haber realizado marcaje retroviral o aisla-
miento de células Uinicas para demostrar en realidad
que las células obtenidas dentro de las esferas
neurales se derivaron de una célula stem. Tampoco
se presentaron resultados en los cuales se hubieran
tratado animales con aplasia medular; ni utilizaron en-
sayos de repoblacién competitiva para demostrar la
funcién in vivo de células hematopoyéticas.

De otra parte, Toma y col (72) describieron unas
células aisladas de dermis de raton y humano cultiva-
das durante varios meses, que se diferenciaron en
células con caracteristicas fenotipicas de neuronas y

glia, asi como adipocitos y musculo liso in vitro (48).
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Explicaciones posibles sobre plasticidad.

Hasta el momento, se mencionan cuatro posibles
teorias sobre la plasticidad descrita para las células
stem.

1. Las células stem migran y se encuentran en dife-
rentes tejidos que no estan relacionados unos con
otros. Se han visto células stem hematopoyéticas
(HSC) en musculo; también se observan célu-
las ovales en médula 6sea. Un tipo de linaje no
es el que causa la diferenciacion de las células
stem (una célula madre no es que causa toda la
diferenciacion en un linaje). La presencia de
multiples células madre en diferentes tejidos son
las que permiten la plasticidad.

2. Se detecta plasticidad cuando hay una fusion de
células transplantadas con células de un huésped
de diferente linaje; ocurre transferencia de infor-
macion genética de la célula transplantada a la
célula derivada del huésped. En diferentes estu-
dios, cocultivaron células stem embrionarias (ES)
con células adultas. La informacion genética de
las ES fue transferida a la célula adulta (53,54);
este fendbmeno es raro y ocurre en condiciones
especiales dando como resultado células que son
tetraploides. No se han publicado estudios que
aclaren que el fendmeno de plasticidad se pre-

de Ila

transdiferenciacion. Algunas circunstancias en

sente o0 provenga a partir
donde se puede ver el mecanismo en condicio-
nes selectivas que permitan la diferenciacion de
estas células, se encuentran donde la plasticidad
es vista en tejidos que “toleran” tetraploidias como
miocitos, hepatocitos y células de Purkinje y otras
en donde la frecuencia de transdiferenciacion se
encuentra disminuida. En los estudios, Ying y col
(58) y Terada y col (57), no se logré6 demostrar
como es el fendomeno de fusion celular in vivo, en
donde se describen la mayoria de fendmenos de
plasticidad.

3. Esta teoria surge desde la clonacion de la oveja

Dolly (59) indicando que una célula adulta de una
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especie mamifera, puede ser reprogramada para
adquirir capacidad pluripontente cuando se intro-
duce su nucleo dentro del citoplasma en un évulo
no fertilizado. La de-diferenciacion y re- diferen-
ciacién se piensa que ocurre en anfibios y peces
para regenerar sus miembros espontaneamente.
Se detecta plasticidad por via de rediferenciacion
o via de reprogramacion nuclear. Las células stem
que son mas diferenciadas experimentan
reprogramacion genética cuando son removidas
de su habitat natural y son introducidas, dentro
de un nuevo microambiente celular.

Hay cambios que se desconocen en factores del
citoplasma del embrion que reprograman el nacleo de
la célula somatica del donante durante un transplante
nuclear.

Los mecanismos moleculares que ocurren en la
reprogramacion nuclear son los que permiten inducir
la plasticidad y el linaje. Se cree que en anfibios y
peces cuando han perdido una parte de su cuerpo, las
células del blastoma se diferencian o rediferencian
para generar muchos y variados tipos celulares que
se requieran para la construccion de un nuevo tejido
o parte de este (10).

La via de sefializacion de los receptores de acido
retindico y Sonic Hedgehog (Shh) juegan un papel
importante en la reprogramacion genética requerida
para esta formacion. Los genes especificos homeobox
y junto con el gen msx1 estan relacionados en la de/
re diferenciacion, cuando se inducen o se expresan

en lineas celulares mamiferas.

Aislamiento y caracterizacion de células
stem

Durante las ultimas décadas se han venido
desarrollando y perfeccionando los métodos de
aislamiento de células stem pluripotenciales; se han
utilizado células derivadas de tejido fetal de cadaver
y otras obtenidas de embriones. El aislamiento de este
tipo de células stem, ha demostrado que poseen

caracteristicas muy semejantes en sus capacidades



BIOLOGIA DE LAS CELULAS STEM: 95 - 108

basicas aunque con sutiles diferencias. No se ha
establecido de manera contundente cual de ellas ha

tenido mejor comportamiento clinico.

Marcadores de células stem

En los ultimos afios, las investigaciones han arrojado
descubrimientos acerca de la existencia de células stem
en diferentes tipos de tejidos; esto hace pensar en una
técnica que permita detectar este tipo de células.

Una célula stem se puede encontrar en 100.000
células adultas circulando en sangre, ademas de que
estas morfoldgicamente son indiferenciadas. Sin
embrago, gracias a los marcadores moleculares se ha
facilitado el trabajo en el laboratorio de investigacion
para la deteccion de estas células. Los tipos de
marcadores que se utilizan, son especificos de la célula
y se encuentran en su superficie celular.

Estos marcadores, in vivo codifican para proteinas
especializadas que actiian como receptores y tienen la
capacidad de sefializacion o adhesion. Hay muchos
tipos diferentes de receptores que difieren en estructura
y afinidad. Normalmente estas células usan estos
receptores, como via de sefializacion con otras células
y responder a sefiales extrinsecas; estos receptores
celulares acttian como marcadores de células stem.

Cada tipo de célula como por ejemplo las células
hepaticas tiene ciertas combinaciones de receptores
en su superficie lo que la hace distinguible de otros
linajes celulares. Los tres tipos de células stem mejor
caracterizados son las células stem embrionarias
(ESCs), neurales (NSCs) y hematopoyéticas (HSCs).
Pero células como las de intestino, piel, musculo e
higado no han podido ser identificadas exactamente.
Se han detectado mas o menos 600 genes expresados
en ESCs NSCs y HSCs mediante ensayos de ADN e
hibridizacion. Se han detectado para ESCs la presencia
de 1787 genes y la presencia de diferentes marcadores
62) Tabla 1.

Para identificar los marcadores de las células stem
se usan nombres cortos basados en moléculas que estan

unidas a los receptores de superficie de la célula. Por
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ejemplo, el receptor celular que se encuentra cerca al
antigeno 1 en su superficie es identificado como Sca-1
(antigen stem cells 1). Para identificar un tipo de célula
Stem, se utiliza la combinacidon de varios marcadores
celulares que reflejan la presencia (+) o ausencia (-);
un ejemplo de esto, es un tipo de célula Stem derivada
de médula 6sea llamada “Side Population™, se
describe como (CD34 low/-, c-kit+,Sca-1 +). Las
células con caracteristicas pluripotentes persisten
después del desarrollo embrionario; las ES pluripotentes
se pueden identificar por el factor de trascripcion oct-
4. Este gen es expresado en la pregastrulacion de
embridn, y es un receptor de células embrionarias de
la masa celular interna del blastocisto y el carcinoma
de células embrionarias (62).

Por muchos afios, se han desarrollado varias
técnicas para la sefializacion de estas moléculas; estas
se basan en detectar el marcador especifico por medio
de un componente fluorescente que es activado en
presencia de un haz de luz ultra violeta. La técnica
de FACS (fluorescent activate cells sorting) utiliza
un instrumento que permite la suspension de miles de
células marcadas en donde se hacen pasar por un
aguja pequeiia célula por célula; luego estas son
atravesadas por un una luz laser que excita las
moléculas fluorescentes, unidas a los marcadores
especificos, produciendo una sefial eléctrica que es
procesada por un software generando una grafica en
donde identifica la poblacion de células detectadas
dependiendo de su carga eléctrica. Otra técnica, es
la identificacion de genes y factores de trascripcion
estos son unicos en las células stem. Para esto, se
utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
que detecta la presencia de genes que son activos y
juegan un papel en la especializacion de la célula. Estos
se conocen como marcadores genéticos.

Recientemente, los nuevos avances en ingenieria
genética utilizan la fluorescencia pero no dependiente
de marcadores de superficie. La importancia de esta
nueva técnica es que permite ver el camino de la célula

stem a una célula diferenciada o especializada. Esta
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Tabla 1. Algunos marcadores utilizados para la identificacion de células stem. Los genes y marcadores detectados pueden ser utilizados
para identificar células stem en poblaciones aisladas, aunque es necesario establecer las regiones genémicas que regulan su expresion
para en un futuro poder entender como se realizan las conexiones reguladoras utilizadas por las células stem.

Tipo - Marcadore
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técnica, consiste en insertar un “gen reportero’
llamado green fluorescent protein (GFP)2 o proteina
fluorescente verde. Este gen solo es activado cuando
las células son indiferenciadas y comienzan a
especializarse, al ser activado este gen en el momento
de la diferenciacion emite un color verde. Las
limitaciones de esta técnica es que se puede marcar
otro tipo distinto de células que atin no a han sido
estudiada o identificada. Por ende, el uso de
marcadores continia siendo el mejor método en el
mundo de la biologia celular. Existe diversidad de
marcadores especificos dependiendo del tipo de célula
Stem que se quiera identificar Tabla 1.

Las células stem despiertan la promesa de regene-
rar las partes del cuerpo lesionadas o que presenten
alteraciones irreversibles e incluso para tratar enfer-
medades que desafian los tratamientos farmacolégicos.
Los pacientes hoy en dia estan impresionados por los

reportes de las células con propiedades casi milagro-

Recapior de suparficis calular de médula dsaa; idamifica HSC y MSC. winculado con en la estimulacdn da
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sas, pese a que muchos estudios cientificos publicados
han sido refutados posteriormente, e incluso otros da-
tos se han distorsionado a medida que se generan de-
bates sobre la posibilidad de derivar algunas de estas

células aisladas de embriones humanos.

Conclusiones

Las células stem se consideran importantes para
estimular la regeneracion de los tejidos en el indivi-
duo adulto. Ampliar el conocimiento sobre la biologia
de las células stem, especificamente de los mecanis-
mos moleculares y celulares involucrados en las pro-
piedades de auto renovacion y diferenciacion es im-
prescindible para su uso en medicina regenerativa e
ingenieria de tejidos, lo que abre la prometedora posi-
bilidad de ser utilizadas como estrategias terapéuti-

cas especificas para reemplazar tejidos afectados de
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acuerdo a las necesidades fisiologicas del paciente

en particular. Todavia existen conflictos bioéticos,

religiosos y politicos, ademas de obstaculos técnicos

por superar ¢ interrogantes cientificos que resolver

antes de empezar a utilizar las células stem para apli-

caciones terapéuticas de manera exitosa en el ser

humano. Por estds razon es importante continuar con

los estudios e investigaciones con el fin de ampliar el

conocimiento acerca de la biologia de estas maravi-

llosas células.
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