Células madre: generalidades,
eventos bioldgicos y moleculares

Paola Andrea Acevedo Toro', Ménica Maria Cortés Marquez>

RESUMEN

Las autorrenovacion y la diferenciacion son caracteristicas de las células madre que varian
entre los diferentes tipos celulares segun el tejido en el que se encuentreny el microambiente
que las rodee. En ambos procesos intervienen inhibidores del ciclo celular, genes implica-
dos en rearreglos cromosémicos, proteinas del desarrollo esencial y vias de sefializacion
especificas. La autorrenovacion estéd regulada por diversos mecanismos, entre los cuales se
destacan las vias Wnt, Notch y Hedgehog, y los factores BMI-1, p16™, ARE NANOG, OCT3/4,
SOX2, HOXB4 y sus paralogos. Los adelantos en el conocimiento de la biologia de las células
madre y de los mecanismos moleculares que regulan la autorrenovacion y la diferencia-
cién han convertido a estas células en una importante promesa para la investigacién bésica
y aplicada.
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Summary
Stem cells: general aspects, biological and molecular events

Self-renewal capacity and differentiation are features of stem cells that vary among the
different cellular types according to the tissue in which they reside and the surrounding
microenvironment. Cellular cycle inhibitors, genes implied in chromosomal rearrangements,
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essential development proteins and specific signaling
pathways intervene in these processes. Self-renewal
is regulated by different mechanisms, the most im-
portant of which are the Wnt, Notch and Hedgehog
pathways, and the factors BMI-1, p16™2, ARE NANOG,
OCT3/4, SOX2, HOXB4 and their paralogs. Advances
in the knowledge of stem cells biology and of the
molecular mechanisms that influence their self-
renewal and differentiation have made these cells
an important promise for both basic and applied
research.
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DEFINICION Y CARACTERISTICAS

Elestudio de la biologia de las células madre naci6
en 1916 cuando Danchakoff describi6 la presencia
en la médula 6sea de ciertas células precursoras de
otras; posteriormente Maximow confirmo sus hallaz-
gos.! En general se define una célula madre, también
denominada célula troncal, como la que tiene ca-
pacidad de autorreplicarse indefinidamente por di-
vision celular (autorrenovacién) y que, cuando se
encuentra bajo condiciones microambientales ade-
cuadas, puede diferenciarse a otros tipos de células
especializadas, no solo morfoldgica sino también
funcionalmente; es asi como una poblacién peque-
fia de células madre puede en unos meses proliferar
hasta dar origen a millones de ejemplares con las
mismas caracteristicas de sus predecesoras.?

En afos recientes la transdiferenciaciéon o plastici-
dad, caracteristica especial de dichas células, las ha
convertido en un recurso extraordinariamente pro-
metedor tanto para la investigacién basica como para
las aplicaciones clinicas. El término plasticidad co-

rresponde a la capacidad de estas células de generar
grupos celulares diferentes de los de su tejido de ori-
gen; tal es el caso de las células madre hematopo-
yéticas (CMH) (hematopoietic stem cells, HSC) y
mesenquimales, que bajo condiciones experimenta-
les e incluso in vivo pueden diferenciarse hacia di-
versos linajes celulares: las CMH puedan dar lugar a
células hepdticas, nerviosas y musculares, mientras
que las células mesenquimales han demostrado,
cuando se las expone a los estimulos apropiados, la
capacidad de transdiferenciarse hacia osteoblastos
y adipocitos.®*

TIPOS DE CELULAS MADRE

Hay dos maneras de clasificar las células madre: 1)
de acuerdo con su potencial de diferenciacién en
células totipotenciales, pluripotenciales y multipo-
tenciales. 2) Segun el tejido de origen, en células
madre embrionarias y del adulto.

Son totipotenciales las células capaces de generar
un embrién completo, es decir, de dar origen a teji-
dos embrionarios y extraembrionarios; tal es el caso
de la fecundacion, proceso por el cual se genera una
célula, el zigoto, paradigma de célula totipotencial,
que dard Iugar a todas las células del embrién y pos-
teriormente a las del adulto; por lo tanto, este tipo de
células solo se puede obtener durante las primeras
fases de formacién del embrién, pues a medida que
este evoluciona dichas células se especializan y trans-
forman en otras, las pluripotenciales, capaces de ge-
nerar cualquier linaje celular, pero no un embridén
completo. Esta diferenciacién resulta de cambios en
la expresion génica; por ello las células extraidas y
cultivadas entre los 7y 14 dias posfecundacién, cuan-
do el embridn se encuentra en la fase de blastocisto,
nunca daran lugar a un embrién completo sino a
estirpes celulares especificas determinadas por los
genes que se expresen en el momento.>®

Una vez que el embridn se implanta en el Gtero y
continta su desarrollo, sus células se van especiali-
zando cada vez més, transformdndose en células
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madre comprometidas, las multipotenciales, con
mayor grado de diferenciacién puesto que llevan la
marca de un tejido concreto, es decir, solo pueden
dar lugar a tipos celulares del tejido al que pertene-
cen; un ejemplo de ellas son las CMH que dan origen
a todas las células sanguineas: glébulos rojos, gldbu-
los blancos y plaquetas.®

De acuerdo con el origen, las células madre pueden
proceder de tejido embrionario o de un organismo
adulto; de ahi que se las denomine Células madre
embrionarias (CME) (Embryonic stem cells, ESC) y
Células madre adultas (CMA), respectivamente. Las
primeras corresponden a precursores totipotenciales
con capacidad de proliferar indefinidamente in
vitro, por lo que gran parte de las investigaciones se
han centrado en la produccién de distintos tipos de
tejidos e incluso de érganos simples, asi como en la
incorporacion de genes fordneos, lo que convierte a
este tipo de células en un vehiculo idéneo para la
terapia génica paliativay en una firme promesa para
la medicina futura.”

Las células madre adultas (CMA), por su parte, co-
rresponden a progenitores multipotenciales, que
pueden renovarse constantemente y dar lugar a cé-
lulas especializadas capaces de reparar lesiones
tisulares y de renovar células seniles; asi mismo pre-
sentan una gran versatilidad bioldgica, fundamenta-
da en su capacidad de alterar drasticamente el
tenotipo en respuesta a los cambios del microam-
biente en donde se desarrollan.”

CELULAS MADRE PRESENTES EN LA MEDULA OSEA

La médula 6sea ha demostrado ser la mejor fuente
de células madre del organismo adulto; entre las més
estudiadas se destacan las células madre hematopo-
yéticas (CMH) que se caracterizan por su capacidad
de proliferacién y diferenciaciéon en progenitores
hematopoyéticos comprometidos; se pueden hallar
tanto en la médula Osea (1-3% de los mononucleares),
como en la sangre del cordén umbilical (0,2-1%) y en
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la sangre periférica (0,001-0,025%).8 Cabe resaltar que
la proporciédn de células madre entre los mononu-
cleares del cordon umbilical disminuye con la edad
gestacional, asi: de 11% a las 17 semanas desciende a
1% a las 38 semanas; sin embargo, presentan una ven-
taja competitiva sobre las CMH de la médula ésea,
pues se injertan 10 a 50 veces mejor en huéspedes
xendgenos.

Los estudios sobre la ontogenia de las CMH indican
que aparecen en el embridn entre la tercera y cuarta
semanas de la gestacion; luego migran a través de la
circulacion fetal, primero hacia el saco vitelino, lue-
go al bazo y al higado, para finalizar en el 6érgano
hematopoyético por excelencia del adulto: la mé-
dula 6sea.’

En la médula 6sea se pueden reconocer dos tipos de
CMH: en primer lugar las de largo plazo (CMH-LP)
(long-term hematopoietic stem cells, LT-HSC), que
participan en el mantenimiento del sistema hemato-
poyético durante toda la vida; asi, en los modelos
murinos, las CMH-LP cumplen un papel importante
en el éxito del trasplante hematopoyético. El otro
tipo de CMH son las denominadas de corto plazo
(CMH-CP) (short term hematopoietic stem cells, ST-
HSC), que originan los progenitores comprometidos
en el proceso de la hematopoyesis; en conjunto, las
CMH se han convertido en la base bioldgica de los
trasplantes de médula 6sea para las personas que
padecen leucemia o aplasia medular; ademas, se
usan terapéuticamente en pacientes con enferme-
dades no hematoldgicas como los infartos e isque-
mias del miocardio.'°

Sereconocen en la médula dsea otros tipos de célu-
las madre, a saber: células madre mesenquimales,
células progenitoras multipotenciales adultas (CPMA)
(multipotent adult progenitor cells, MAPC) y las de-
nominadas células madre SP(side population cells).
Las primeras, también conocidas como células
estromales, son capaces de diferenciarse a tejidos
mesodérmicos funcionales, como osteoblastos,
condroblastos, adipocitos y mioblastos; su aislamien-
to se basa en ciertos marcadores que han hecho posible
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identificarlas: SH2, SH3, CD29, CD44, CD71 y CD90;
sin embargo, no expresan antigenos de superficie ti-
picos de las CMH como CD34 y CD45.% Por su parte,
las CPMA poseen capacidades de proliferaciéon y di-
ferenciacion similares a las de las células madre
embrionarias, porque presentan gran actividad de la
telomerasa durante el tiempo de cultivo, lo que les
permite dividirse més de 120 veces sin envejecimien-
to aparente; incluso de manera similar a las células
del embrion se ha detectado activaciéon de los facto-
res de transcripcion Oct-4 Nanog y Rex-1, que son
necesarios para mantener el estado indiferenciado y
proliferativo de la célula. A diferencia de la mayoria
de las células madre, las CPMA no expresan el CD34,
pero si, aunque en niveles muy bajos, FIR-1, Sca-1,
Thy-1,y en niveles elevados marcadores como CD13,
SSEA-1 (ratédn/rata) y SSEA-4 (humano). !

Por wltimo, se encuentran las células madre SP ob-
servadas por primera vez en la médula 6sea del ra-
tén utilizando un nuevo método para identificar
CMH, basado en el andlisis por citometria de flujo de
doble Iongitud de onda, utilizando el colorante
Hoechst que emite fluorescencia azul a 450 nm y un
color rojo a 650 nm; mediante esta técnica dual se
reconocié un pequeno subgrupo de células (menos
del 0,1%) que revelaban fluorescencias roja y azul
bajas; posteriormente se demostrd que estas células
expresaban el Sca-1, antigeno encontrado en las
CMH, pero no se tefiian con el coctel de anticuerpos
dirigidos contra otros marcadores encontrados en
las CMH maduras, o cual demostré una gran activi-
dad de repoblacidén hematopoy<tica a largo plazo
en la médula 6sea del ratén. Hasta el momento se
sabe que estas células son capaces de diferenciarse
en CMH tanto en humanos como en roedores; este es
un campo poco explorado pero promisorio para di-
versas aplicaciones terapéuticas.'®!*

EL MICROAMBIENTE MEDULAR

El desarrollo de las células madre esta determinado
por un espacio especifico en la médula, denomina-

do “nicho”, en el cual confluyen elementos del
microambiente como sustancias quimicas, entre ellas
hormonas, y diversos tipos celulares (del endotelio,
adipocitos, linfocitos T, macréfagos y fibroblastos),
que intervienen en el proceso de diferenciacién ce-
Iular y ofrecen a las células el soporte fisico y el pun-
to de adherencia necesarios para sobrevivir. En el
caso de las CMH, la interaccidn con el microambiente
incluye los factores de crecimiento y la matriz extra-
celular; se ha considerado que el control derivado
de este ambiente medular es de mayor importancia
para el compartimiento de las células madre que para
el de las células mds diferenciadas.'*" El cultivo de
células madre in vitro ha sido posible gracias a la
reproduccion del microambiente; el uso de una capa
de soporte de fibroblastos mitdticamente inactivos
permite mantener lineas celulares indiferenciadas
para propositos de investigacidon; sin embargo, ocu-
rre con facilidad la diferenciacién espontdnea de
estos linajes,'® situacién que plantea la necesidad
de conocer los mecanismos bioquimicos y genéticos
reguladores de los procesos de autorrenovacion y
diferenciacién en ese compartimiento especifico; en
esa forma se daria respuesta a los interrogantes que
rodean a las células madre en relacién con los even-
tos que las definen en términos moleculares o en
cuanto a las sefiales que controlan su diferenciacion
y reprogramacion.

AUTORRENOVACION Y DIFERENCIACION

Las capacidades de autorrenovacién y diferencia-
cién son propias de los diferentes tipos de células
madre, segin el microambiente y el tejido en que se
encuentren. Diversas investigaciones han tratado de
hallar la razén por la que estas células siguen uno u
otro camino, pero aiin quedan muchas preguntas sin
resolver. Recientemente se ha podido avanzar en el
entendimiento de la biologia bésica de los mecanis-
mos de autorrenovacion, diferenciacion y prolifera-
cién celulares, asi como en dilucidar las diferentes
vias de sefializacidén que participan en estos eventos.
(Figuran.© 1).'e1°
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Figuran.° 1. Algunos factores de transcripcion involucrados en los procesos de diferenciacion y autorrenovacion de las CMH
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En términos generales los diferentes nichos pueden
modificar sus propiedades reguladoras en respuesta
a las necesidades particulares del tejido; sin embar-
go, independientemente del nicho en cuestidn, hay
mecanismos comunes de sefializacién que es muy
importante conocer y que estdn mejor caracteriza-
dos en el sistema hematopoyético; pero no ha sido
sencillo el estudio de los mecanismos moleculares
que controlan la hematopoyesis, porque no se pue-
de mantener a las CMH in vitro por largos periodos;
ademas, se presenta la dificultad de controlar la
autorrenovacion frente a la diferenciacion. !

Especificamente en el proceso de autorrenovacion
intervienen inhibidores del ciclo celular, genes im-
plicados en rearreglos cromosémicos, proteinas
esenciales para el desarrollo y factores especificos
como el Notch 1, Shh (Sonic hedgehog), el factor de
transcripcion Hox B4, el inhibidor de la quinasa de-
pendiente de la ciclina P21/waf 1, las proteinas Wnt,
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entre otros. Para mantener con éxito el estado indi-
ferenciado se requiere la integracion de diferentes
vias de sefializacién intrinsecas con las sefiales ex-
trinsecas emitidas desde el microambiente. Es fun-
damental comprender los mecanismos que regulan
el estado de indiferenciacién, por su importancia
para entender la biologia de las células madre v el
desarrollo del cdncer. 22

ViA WINGLESS (Wnt)

Esta via es una cascada de sefiales que dirige los even-
tos proliferativos y de diferenciacién en el desarro-
[lo embrionario y en el adulto. Sus proteinas son
hidrofdbicas, debido al palmilato unido a la cisteina
en la posicién C77 y que es vital para su funciona-
miento. Esta amplia familia de proteinas ha sido es-
tudiada especialmente en modelos murinos: en la
meédula dsea de ratones se ha descrito la expresion
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de Wnt 2B, Wnt 3A y Wnt 10B. El factor Wnt 5A, ade-
mas de ejercer su actividad en la médula, cumple un
papel preferencial en el mantenimiento de las célu-
las del estroma y, junto con el Wnt 10B, en células de
higado fetal. Todos estos factores de transcripcion
propios de las células madre interacttian con los pro-
ducidos por las células del nicho con el fin de enca-
minar a las primeras hacia la autorrenovacion o la
diferenciacion.®

En general las proteinas Wnt, secretadas al medio
extracelular, actian como ligandos que se unen a
receptores especificos de la membrana celular de
las células productorasy de células adyacentes. Exis-
te una variedad de receptores que pueden interactuar
con estos ligandos, como los pertenecientes a la fa-
milia Frizzled (Fz) y la Proteina relacionada con el
receptor de lipoproteina de baja densidad (low
density lipoprotein receptor protein, LRP); cuando
el ligando se une a LRP puede formar un complejo
tetramérico con Fz. De igual manera, las proteinas
relacionadas con Frizzled (FRP) pueden antagonizar
la accidn de las Wnt, porque se unen directamente a
ellas y bloquean su accion.®

Aunque se han propuesto diversas vias de sefializa-
cién intracelular para Wnt, la mayoria de ellas se han
estudiado principalmente en el &mbito hemato-
poyético, donde tienen un papel importante en la
produccién celular y del estroma medular. Se ha es-
tudiado la capacidad de ratones irradiados letal-
mente para reconstituir este sistema; la presencia del
factor Wnt 5A, junto con el estromay las CMH murinas,
promueve la expansion de progenitores hemato-
poyéticos indiferenciados, y también participa indi-
rectamente en la regulacién del microambiente,
porque influye en la produccién de osteoblastos que
a su vez son importantes reguladores del nicho de
estas células.!®

Los estudios de los mecanismos de autorrenovacion
de las CMH estan restringidos principalmente a la via
de la B-catenina, cuyos eventos finales son la trans-
locacion nuclear y la unidn fisica de la B-catenina

para activar el factor de transcripcion TCF/LEF (T-
cell- specific transcription factor/l[ymphoid enhancer
binding factor-1)y prevenir la diferenciacion celu-
lar, colaborando asi en el mantenimiento de la
pluripotencialidad.?”

La B-catenina actiia en el ntcleo como un coac-
tivador transcripcional de la familia TCF/LEE reem-
plazando a los correpresores de la familia del gen
Groucho (GRG), y recluta proteinas como CBP (Ciclic
AMBP binding protein), BRG1 (gen relacionado con
brama-1)y p300, que se unen a regiones promotoras
presentes en los genes que intervienen en la prolife-
racion celular para activarlos. Asi mismo, cuando
esta via no se activa, la -catenina en baja concentra-
cién se une a correpresores transcripcionales del
mismo complejo TCF/LEF para reprimir los genes
blanco de Wnt. Todo este complejo mecanismo con-
duce a inducir la proliferacién de células proge-
nitoras inmaduras, incluyendo las CMH 222

Esta via también presenta una retroalimentacién
negativa que desestabiliza la B-catenina por unién
de los productos del gen supresor de tumor axinay
del gen APC (Adenomatous polyposis coli), después
de lo cual, la quinasa caseina 1 (CK1) y la quinasa
glicégeno sintasa-3B axina (GSK3B) fosforilan se-
cuencialmente la B-catenina en el extremo amino-
terminal; especificamente, la CK1 fosforila en el
aminodcido Ser 45, dando paso a GSK3B para
fosforilar en otros 3 aminodcidos (Thr 41, Ser 37y Ser
33) y tinalmente dar [ugar al complejo E3-ubiquitina-
ligasa que marca la -catenina para que sea degrada-
da por el proteosoma. La translocacién nuclear es
un suceso contrario a los anteriores pasos, en el cual
se transfiere la proteina citoplasmaética Dishevelled
(DVL) ala membrana celular cuando los ligandos Wnt
se unen con su receptor; este paso lleva a la disocia-
cién del complejo GSK3B y axina evitando la
fosforilacion de la -catenina y su posterior degrada-
cion; de esta manera se acumula la f-catenina y es
translocada al nacleo.***! (Figura n.° 2)
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Figuran.®2.ViaWingless.
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A.Via activada: la proteina citoplasmatica DVL se activa por un mecanismo desconocido cuando Wnt se une con su receptor. DVL es movilizada a lamembrana celular, lo
cual permite que GSK3[3 se disocie de la axina y evite la fosforilacion de la [3-catenina para que pueda translocarse al nticleo. En el niicleo, la (3-catenina acttia como un coactivador

transcripcional asocidndose con los factores de transcripcion de la familia TCF/LEF.

B. Via no activada: en ausencia de estimulacion, la proteina (3-catenina es desestabilizada por un complejo citoplasmético compuesto por los productos del gen supresor de
tumoraxina y APG; este paso da lugar ala fosforilacion de la [3-catenina en cuatro residuos conservados del extremo amino-terminal y crea un motivo de reconocimiento para
el complejo E3-ubiquitina-ligasa, el cual esta compuesto por la proteina (3-TRCP que marca ala 3-catenina con moléculas de ubiquitina para ser degradada por el proteosoma.
Fz (Frizzeld), LRP (proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad), DVL (Dishevelled), GSK3 (proteina quinasa glicdgeno sintasa-33), APC (adenomatous

polyposis coli), B-TRCP (proteina que contiene la repeticion 3-transducina).

Esta cascada de sefalizacién también cumple un
papel importante durante el desarrollo embriona-
rio, la morfogénesis y la migracién, proliferacion y
diferenciacién celulares. Estudios recientes la impli-
can ademads en la proliferacién de las CMH en célu-
las madre embrionarias y neuronales; incluso se ha
demostrado que el tratamiento in vitro de células
madre epidérmicas con la proteina Wnt3a estimula
la proliferacion e inhibe la diferenciacién
celulares. 33
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ViA NOTCH

Esta via la conforman principalmente cuatro protei-
nas llamadas Notch 1, 2, 3 y 4, que interactian en
vertebrados con diversos ligandos (Delta, Delta like,
Jagged 1y Jagged 9).** Estructuralmente las protei-
nas Notch son del tipo transmembrana que poseen
un dominio extracelular encargado de la unién al
ligando y la activacion de la via; estos receptores
requieren una serie de clivajes por parte de [os miembros
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de la familia de proteasas ADAM (A disintegrin and
metalloproteinase protein), asi como un clivaje
transmembrana I[levado a cabo por la -secretasa o
presenilina que da Iugar a la translocacién nuclear
del dominio intracelular de Notch (DICN). EI com-
plejo ligando-receptor favorece la liberacién del
DICN, que contiene sefiales de localizacién nuclear
y secuencias OPA (opacity associated adhesin pro-
teins) ricas en glutamina que funcionan como acti-
vadores de la transcripcién. 3¢3° Una vez que se pre-
senta la liberacién del DICN se activa la molécula
CSL (abreviatura de Chisel) para mediar la trans-
duccién de sefales hacia el niicleo y el complejo se
une a secuencias promotoras en el ADN para regular
la expresion de algunos genes blanco como en el
caso del gen HES (Hairy/enhancer of split) que regu-
la negativamente la expresion génica especifica de
linaje.*

In vitro se ha demostrado que la sobreexpresion de
Notch 4 inhibe la diferenciacién de células epiteliales
normales de la gldndula mamaria; in vivo, esta mis-
ma proteina cumple una funcién importante en el
desarrollo y la carcinogénesis mamarios.* Otros es-
tudios sustentan el papel de las proteinas Notch en la
autorrenovacién de las CMH; usando genes Notch
reporteros se demostrd que esta via se encuentra ac-
tiva en dichas células madre y que al irse diferen-
ciando las células hematopoyéticas la expresion del
gen reportero presenta una baja regulaciéon y solo
una pequefia fraccion de las células maduras mues-
tra actividad reportera in vivo; lo anterior sugiere la
importancia de esta via para el mantenimiento del
estado indiferenciado de las CMH.*' Puede concluir-
se que en cualquier tipo de célula madre la activa-
cion de Notch conduce a la supresion transcripcional
de los genes especificos de linaje, de tal manera que
inhibe la diferenciacién y favorece la autorre-
novacion.

VIA HEDGEHOG

Esta via de sefalizacion fue identificada primero en
Drosophila y hasta el momento se sabe que tres de

sus ligandos son relevantes en mamiferos: Sonic
hedgehog (Shh), Desert hedgehog (Dhh) e Indian hed-
gehog (Ihh), los cuales se unen a la proteina de
interaccion Hedgehog 1 (Hip1)y ala proteina Patched
(Ptch), receptores transmembrana importantes para
la activacién de la cascada.®

En ausencia del ligando, Ptch se une a la proteina
Smo (Smoothened) e inhibe su funcién; una vez que
se presenta la interacciéon ligando-receptor, Smo
puede activar la transcripcion de los factores Gli 1,
Gli 2y Gli 3 que posteriormente se translocan al nt-
cleo para controlar la transcripciéon de genes blanco
importantes en el control de la proliferacion celular,
tales como los que codifican para las ciclinas Dy E y
para la proteina Myc, asi como también componen-
tes de la via del factor de crecimiento epidérmico y
la angiogénesis, como es el caso del Factor de creci-
miento derivado de plaquetas y el Factor de cre-
cimiento endotelial vascular.*®

La presencia del ligando también acttia en el cito-
plasma, en donde las quinasas transfieren grupos
tfosfato a regiones ricas en serina y treonina de la pro-
telna quinasa Fused (Fu), el supresor de Fused (Su-
Fu)y la proteina Costal 2 (Cos 2). A su vez, estas pro-
teinas forman un complejo de alto peso molecular
anclado a los microtibulos del citoesqueleto. En
ausencia del ligando, la proteina quinasa A (PKA)
fosforila al factor de transcripciéon Ci (Ci155) que
posteriormente es destruido por el proteosoma; este
paso permite la liberaciéon de un péptido presente
en la regidbn amino-terminal del mismo factor (Ci75)
que funciona como represor de la transcripcion.
Todo lo contrario sucede en presencia del ligando:
el complejo citoplasmatico se disocia de su anclaje
(Ios microttbulos) y Ci155 se transloca al ntcleo para
activar la expresion de genes como ptc, dpp (Deca-
pentaplegic), wg (Wingless), produciendo una res-
puesta final de inhibicién de la via; de esta manera
presenta una retroalimentacién negativa.?’

Estudios recientes han demostrado que la via
Hedgehoges necesaria para el mantenimiento de las
células madre hematopoyéticasy neuronales; ademas,
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dicha via promueve la proliferacién y superviven-
cia de estas células in vivo. En Drosophila esta casca-
da favorece la autorrenovacion de las células madre
de ovario, aumentando su proliferacién.*-°

La importancia de esta via radica también en el desa-
rrollo embrionario y la morfogénesis; la ausencia de
Ptch1 y Gli 2 produce defectos durante la etapa em-
brionaria e hiperplasia mamaria en los seres hu-
manos; el uso de Shh recombinante estimula la
formacion de tejido mamario, que puede ser inhibi-
do a suvez por accion de la ciclopamina, un inhibidor
de Smo; estos estudios sugieren el papel de Hedgehog
en la autorrenovacién de las células madre de
mama.’"»

Asi mismo, la sefializacidn ejercida por esta via esta
implicada en la carcinogénesis: la presencia de mu-
taciones en algunos oncogenes que intervienen en
la cascada, tales como Smo, Shh, Gli 1 y Gli 2, se ha
asociado con el desarrollo de algunos tipos de can-
cer entre ellos el meduloblastoma, carcinomas
basales de la piel y cdncer de mama.>*>®

OTROS FACTORES INVOLUCRADOS
EN EL PROCESO DE AUTORRENOVACION
BMI-1, p16 "2 y ARF

El factor BMI-1 regula la expresién de p16™&4 y ARE
genes supresores de tumores identificados como
biomarcadores del envejecimiento celular; la expre-
sién anormal de ambos se asocia con interferencia
de la autorrenovacién en CMH murinas, puesto que
detiene la proliferacién y lleva a la apoptosis; sin
embargo, el papel de estos dos genes en el control
del ciclo en las células madre parece depender de su
tipo. En general, actian como reguladores de las pro-
teinas retinoblastoma (Rb) y p53, respectivamente,
controlando la diferenciacion, senescencia y super-
vivencia. Estudios recientes han demostrado que
mediante retroalimentacién negativa este factor re-
gula la expresién de p16™4y ARF que se encuentran
sobrerregulados en CMH y células madre neuronales
(CMN) de ratones deficientes en BMI-1.%°%°
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BMI-1 hace parte del grupo Polycombo (PcG) de
modificadores epigenéticos de la cromatina; se lo
identificd originalmente como un protooncogén
necesario para el mantenimiento y control de la dife-
renciacion de las CMH murinas. Los genes PcG inter-
vienen en el silenciamiento de otros genes y ejercen
su funcién formando complejos proteicos multi-
meéricos con actividad enzimética; la identificacion
de diversas histonas deacetilasas y metilasas en di-
chos complejos sugiere que el PcG genera cambios
epigenéticos que contribuyen al silenciamiento de
genes involucrados en la diferenciacién celular,
de tal manera que su funcién es favorecer el proceso
de autorrenovaciéon.®!

La deficiencia de BMI-1 resulta en una pérdida pro-
gresiva de CMH y en defectos en las células madre
neuronales (CMN) (Neuronal stem cells, NSC), pues-
to que también se ha demostrado que es necesario
para llevar a cabo eficientemente la autorrenovacion
de dichas células en los sistemas nerviosos central y
periférico. Los estudios de repoblacién competitiva
muestran que diez semanas después del trasplante
de médula 6sea en ratones Bmi-1 -/-, se presenta una
disminucién de las CMH, debido a su incapacidad
para autorrenovarse.® También se ha demostrado que
se requiere BMI-1 para la proliferacion de las células
madre leucémicas y su desregulacion se ha asocia-
do con la aparicidon de ciertos tipos de cancer en
humanos: meduloblastoma, neuroblastomay linfo-
ma difuso de células B, lo cual abre la posibilidad de
estudiar blancos terapéuticos dirigidos a controlar
la actividad de este factor.®>®

HOXB4 y proteinas paralogas

Los genes Hox codifican para factores de transcrip-
cién que regulan la embriogénesis y la hemato-
poyesis. Esta gran familia de proteinas estd compuesta
por 39 miembros que poseen una secuencia de 60
aminoéacidos altamente conservada que actiia como
un dominio de unién al ADN.55:
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De todos los genes Hox, el factor de transcripcion
HoxB4 fue el primero en ser asociado con el meca-
nismo de autorrenovacién; es asi como la sobreex-
presion de este factor en la médula dsea se relaciona
con expansién de las CMH, in vivo e in vitro, o cual
ha demostrado su funcién en la autorrenovacion de
dichas células; ademas solo se encuentra una alta
expresion en las células hematopoyéticas primitivas
que declina al ocurrir la diferenciacién especifica
de linaje.’"**De manera similar Daga y colaborado-
res mostraron que las células CD34 positivas expre-
san el factor de transcripciéon HoxC4 y que su
sobreexpresion induce la proliferacién de progeni-
tores multilinaje; los datos reportados hasta el mo-
mento indican que la combinacién de HoxB4 y
HoxC4 se asocia con la expansién de las CMH.™

La activacién de HoxB4 esta a cargo del factor de
transcripcién nuclear trimérico Y (NFY) en coopera-
cién con el factor USF1/2. Los estudios realizados en
ratones deficientes en HoxB4 muestran un desarro-
llo hematopdyetico normal; estos resultados apor-
tan evidencia de que los parélogos de los genes Hox4
son capaces de compensar la pérdida de funcion del
HoxB4, pues poseen una estructura proteica idénti-
ca ala de este factor y ademaés contienen secuencias
HxRE1 y HxRE2, que son sitios de unién para NFY y
USF1/2."

NANOG, 0CT3/4Y SOX2

Nanoges un factor de transcripcién que contiene un
dominio homeobox y su actividad es esencial para
el mantenimiento in vitro e in vivo de las CMHy de
las células madre embrionarias (CME); ademas, du-
rante la diferenciacion se presenta una baja regula-
cién de este factor cuya ausencia en ratones resulta
en una diferenciacién primitiva del endodermo. 7

En su conjunto los factores Nanog, Oct3/4 y SOX2
regulan la autorrenovacién y la pluripotencia espe-
cialmente en las CME; sin embargo, hasta el presente
no se han dilucidado por completo los mecanismos

de accién de estos factores ni como se controla su
expresion; algunos informes sugieren la intervencion
de Oct3/4 y SOX2 como reguladores de Nanog, pues
poseen sitios de unién a la regién promotora de este
factor; sin embargo, el gen Nanog no es el tinico re-
gulado por el complejo Oct-Sox, sino que se han
identificado sitios de unién para estos dos factores
en las regiones promotoras de los genes Fgf-4, Utf-1y
Fbx-15.7>7

Oct 3/4 regula los genes “corriente abajo” mediante
la unién a secuencias de repeticion AGTCAAAT pre-
sentes en las regiones promotoras de algunos genes;
este factor acttia junto con SOX 2, un miembro de la
familia SOX de los factores de transcripciéon HMG
box; ambos factores ejercen un papel esencial en la
autorrenovacion y presentan una alta expresiéon en
la mayoria de las lineas de células madre embrio-
narias.®® El incremento en la expresion de Oct 3/4
promueve la formacién de mesodermoy endodermo
y la baja regulacion resulta en diferenciacion hacia
trofoectodermo; por su parte, la pérdida de SOX2
también contribuye al desarrollo de endodermo
extraembrionario.® Oct 3/4, al igual que otros facto-
res que intervienen en el proceso de autorre-
novacion, se encuentra implicado en la tumorogé-
nesis, especificamente en las células germinales adul-
tas; la expresiéon andmala de este factor en ratones
adultos conduce a la aparicion de lesiones displasicas
en la piel y el intestino. Estos hallazgos abren un nue-
vo panorama a la comunidad cientifica y el esclare-
cimiento de estos mecanismos de regulacidén en el
proceso de autorrenovacion se ha convertido en un
punto clave para entender la carcinogénesis y sus
alternativas terapéuticas.®

DIFERENCIACION

Al igual que las propiedades de autorrenovacion, se
ha estudiado ampliamente el proceso de diferencia-
cion de las células madre en especial mediante
ensayos con células madre hematopoyéticas. El pro-
ceso de diferenciacion estd regulado por un conjunto
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de factores transcripcionales; la sefializacion ejerci-
da por estos factores activa una serie de genes espe-
cificos directores de un linaje determinado; el mejor
ejemplo de este mecanismo son las CMH, en las que
se destacan dos categorias: la primera incluye el fac-
tor de transcripcion de la célula madre de leucemia
(stem cell leukemia), el factor de transcripcion GATA-
2y el factor-1 de transcripcién de leucemia mieloide
aguda (AML-1) que influyen directamente en la dife-
renciacion de todos los linajes hematopoyéticos; la
segunda comprende los reguladores del desarrollo
especifico de linaje como el GATA-1 (por la secuen-
cia guanina-adenina-timina-adenina) y el PU-1; sin
embargo, la diferenciacidn no es exitosa si no inter-
vienen los factores estimulantes y las citoquinas que
pueden variar dependiendo del linaje (eritroide,
mieloide, linfoide, monocitico o megacariopoyé-
tico).®5:%

Se han propuesto varias teorias para explicar el pro-
ceso de diferenciacién de las células madre; entre
ellas estd su irreversibilidad, basada en anélisis de
redes aleatorias (random networks); también se ha
descrito la diferenciacién celular como un fenéme-
no adaptativo, cuyo modelo involucra cambios en
la expresion génica de estas células.' Estos aportes
han sido de gran utilidad para investigaciones
posteriores que se han enfocado en las vias genéticas
implicadas en el proceso de diferenciacién: los fac-
tores GATA 1 y PU-1 han sido considerados media-
dores importantes en la diferenciacion de las células
madre hematopoyéticas; asi mismo, se ha conside-
rado que la relacion dindmica entre los genes OCT4,
SOX2y Nanog es de gran relevancia en el proceso de
diferenciacion de las células madre embrionarias.
En el caso especifico de la diferenciacion de las cé-
[ulas madre hematopoyéticas, el microambiente
medular y las vias de sefalizacidn celular juegan un
papel relevante; se han hecho numerosos ensayos in
vitro para estudiar el papel de las interleuquinas (IL)

en este proceso, en particular la IL-3, la IL-6 y la IL-
1 1.87‘88
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En conclusién, el conocimiento generado a partir
del comportamiento bioldgico y las vias implicadas
en los procesos de autorrenovacion y diferenciacion
de las células madre, permite la apertura de un pa-
norama alentador en la investigacion basica y apli-
cada; asi mismo, las propiedades exclusivas de estas
células las hacen ver como muy promisorias en la
terapia de diferentes enfermedades; sin embargo, la
mayoria de los resultados obtenidos bajo condicio-
nes experimentales in vitro todavia no han sido
confirmados in vivo; por otra parte, es importante
resaltar que algunos de los mecanismos moleculares
estudiados requieren mayor profundizacién en el
campo experimental.
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