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Es realmente difusa la barrera
entre la revision de la
investigacion de frontera de un
tema especializado y una
contribucion para la
actualizacion docente. Esta
seccion recoge articulos de
revision adecuados para la

ensefanza.

Abstract

Pluripotent embryonic stem (ES) cells are derived
from the inner cell mass of pre-implantation embryos
called blastocysts, and can differentiate into all in-
traembryonic cell types. Mouse and human ES cells
can be grown undifferentiated in culture for exten-
ded periods of time with genetic stability. Human ES
cells could become a useful source for tissue aimed
for cell replacement therapies in people, because
they can produce terminally differentiated progeny.
Thus, ES cells have recently gained a lot of interest
in Medicine and Biology. In this paper, we summa-
rize the advancements in the differentiation proto-
cols to induce ES cells to become dopamine neurons,
cardiomyocytes and insulin-producing cells. We also
review the use of ES cells in animal models of Par-
kinson’s disease, heart failure and type I diabetes.
Our conclusion is that there are significant achieve-
ments in both the induction of differentiation, and in
the application of ES cells derivates in animals mo-
dels of human disease, which might allow clinical
translation in the long term.

Células troncales

Las células troncales (CT) también llamadas células
madre tienen dos caracteristicas que las distinguen
de las demas células de un organismo: son células no
especializadas que pueden auto-renovarse mediante
la mitosis y en ciertas condiciones fisiolégicas o
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experimentales pueden diferenciarse a células con
una funcién especifica como neuronas, hepatocitos,
células del cartilago, etc. (McKay, 2000).

Se han descrito dos tipos de CT, tanto en los
animales como en el ser humano: las CT embriona-
rias (CTE) y obtenidas de tejido adulto. Ambas tienen
caracteristicas y funciones diferentes. Las CT de teji-
do adulto se hallan embebidas entre las células dife-
renciadas de tejidos y 6rganos, y su papel principal
es mantener y reparar los tejidos en donde se encuen-
tran. Normalmente estas CT son multipotentes, lo
que significa que tienen cierto compromiso a formar
células del tejido en donde se encuentran. CT adultas
se han identificado en muchos tejidos como el cere-
bro, la medula 6sea, el misculo esquelético, la piel,
el intestino, etc. Sin embargo, su nimero es muy
limitado y son dificiles de encontrar. Ademas, su
rango de diferenciacion esta limitado al tipo de célu-
las de su tejido de origen: i.e. las CT neurales solo
podran diferenciarse en células del tejido nervioso:
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Wagers &
Weissman, 2004).

Células troncales embrionarias (CTE)

El desarrollo de los mamiferos inicia con el cigoto
totipotente, el cual es capaz de dar origen a todos los
tejidos embrionarios, asi como a parte de la placenta.
Después de que el cigoto comienza a dividirse y
durante la etapa de siete a ocho divisiones celulares,
se da la formacién del blastocisto, en el cual se
distinguen dos importantes estructuras: 1) el trofo-
blasto (formado por la capa externa) el cual se va
adherir a la pared uterina, y 2) la masa celular
interna, formada por células pluripotentes capaces
de formar a todos los tejidos y 6rganos del embri6n.
Es de esta ultima estructura de donde se han podido
derivar las CTE (figura 1).

En 1981, los grupos de Martin Evans y Gail
Martin aislaron por primera vez lineas celulares
pluripotentes del blastocisto de ratén, a las cuales
denominaron CTE (Evans y Kaufman, 1981; Martin,
1981). Estas células pueden ser mantenidas in vitro
sin una pérdida aparente de sus capacidades totipo-
tenciales, lo cual se puede evidenciar mediante estu-
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dios de diferenciacion en cultivo. Otra manera de
probar su capacidad de diferenciacién es mediante
el implante subcutaneo en animales inmunosuprimi-
dos, con lo que se generan teratomas (que son tumo-
res con tejidos de endodermo, mesodermo y ecto-
dermo). En el caso de las CTE de humano, éstas son
obtenidas de embriones de menos de una semana,
provenientes de las clinicas de fertilizacion in vitro,
los cuales son donados especificamente para este
objetivo por los padres, y ya no van a ser utilizados
para ser implantados (Hovatta, 2006). De esta forma,
en noviembre de 1998 el grupo de Thomson reporté
el asilamiento y cultivo de cinco lineas de CTE de
humano (Thomson et al., 1998).

Una vez que se obtiene una linea celular de CTE,
ésta debe de pasar una serie de pruebas en el labo-
ratorio para corroborar que tenga las propiedades
fundamentales de CTE, las cuales son mantenidas
durante meses en cultivo, asegurandose asi que se
trata de células con una capacidad de auto-renovarse
indiferenciadas en el largo plazo y se examinan sus
cromosomas para verificar si no hay alguna altera-
cion. En el caso de las células de raton, la naturaleza
pluripotente tiene que ser demostrada al ser inyecta-
das en blastocistos de la misma especie y observar su
capacidad de contribuir (es decir, diferenciarse) a
todos los tejidos del animal adulto, incluyendo los
espermatozoides y los ovocitos (Bradley et al., 1984);
como se mencioné anteriormente, también deben
probar su capacidad de formar células diferenciadas
en cultivo (Smith, 2001).

Aunado a estas pruebas, el reconocimiento de
laidentidad de las CTE se halogrado mediante el uso
de marcadores moleculares y de superficie celular
que son casi exclusivos de este tipo de células. Se ha
descrito que las CTE de ratén indiferenciadas expre-
san el antigeno especifico de etapa embrionaria
SSEA-1 (el cual es un marcador en la membrana
citoplasmica), los factores de transcripcion Oct-4,
Nanog, Sox-2, receptores de membrana gp130, ade-
mas de poseer una alta expresion de fosfatasa alcali-
na y de telomerasa (Wobus & Boheler, 2005).

Las CTE humanas comparten ciertas propieda-
des con las lineas murinas, tales como mantener un
estado indiferenciado y de auto-renovacién por pe-
riodos prolongados de cultivo, ademas de que sus
derivados clonales conservan un cariotipo normal
(Amit et al., 2000). La prueba de la pluripotencia en
CTE de ratén, como ya se ha mencionado, es la
contribucién a diversos tejidos al inyectarse en em-
briones tempranos y la generacién de ratones quimé-
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Figura 1. Obtencion de las células troncales embrionarias (ctg y su potencial de
diferenciacion. Se muestra el desarrollo embrionario normal del ratén o del humano hasta
la etapa de blastocisto. Una vez formada esta estructura, es de la masa celular interna de
donde se obtienen las células que se mantienen in vitro para obtener una linea de cTe
Posteriormente, mediante diversos protocolos de diferenciacion (ver texto), las cTepueden
adquirir los fenotipos de células funcionales diferenciadas.

ricos; sin embargo, estas pruebas no se pueden reali-
zar por razones éticas en las CTE humanas. De esta
forma, el estandar mas alto es la demostracion de que
las CTE humanas son capaces de diferenciarse a
células de las tres capas embrionarias in vitro, y la
formacion de teratomas al ser inyectadas en ratones
inmunodeficientes (Reubinoff ez al, 2000; Richards
et al., 2002).

Hasta 1987 no se sabia qué moléculas hacian que
las CTE se mantuvieran indiferenciadas. Dado que la
produccién de CTE requiere una monocapa de fiblo-
blastos embrionarios inactivados de ratdn, se sugiri6
que éstos podrian producir factor(es) critico(s) para
la auto-renovaciéon, o moléculas capaces de inhibir
la diferenciacion. De esta forma, dos grupos inde-
pendientes identificaron al factor inhibidor de leuce-
mia (LIF), como el elemento necesario para mante-
ner el estado indiferenciado de las CTE de raton
(Smith et al., 1988; Williams ef al., 1988). LIF es una
glicoproteina soluble de la familia de la Interleucina-
6, la cual actda uniéndose al receptor de membrana
gp130 para regular una variedad de funciones celu-
lares a través de la via de sefializacion de la proteina
STAT (Aghajanova, 2004). De esta manera, la ausen-
cia de LIF, la falta de fibloblastos embrionarios de
raton, o la inactivacién de STAT3 tienen como con-
secuencia que las CTE se diferencien in vitro y pier-
dan su capacidad pluripotente (Boeuf et al., 1997).

Ademas de la dependencia de LIF, se han des-
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crito una serie de factores necesarios para que las
CTE mantengan sus propiedades pluripotenciales.
En primera instancia, un nivel regulado del factor de
transcripcion Oct-3/4, ya que un incremento en su
expresion causa la diferenciacién hacia endodermo
y mesodermo, mientras su disminucién induce la
formacion de trofoectodermo en las CTE (Niwa et al.,
2000). El regulador transcripcional Nanog también
juega un papel determinante en mantener la auto-reno-
vacion de las CTE de ratén, independientemente de
la via de LIF; ademas, la eliminacion del gen nanog
tuvo como consecuencia la pérdida de la pluripoten-
cialidad de las CTE murinas (Mitsui ef al., 2003).

En contraste con las células de raton, el LIF es
insuficiente para inhibir la diferenciacién de las CTE
humanas (Reubinoff ¢t al., 2000), las cuales deben ser
co-cultivadas con fibloblastos embrionarios de rat6n
o de humano. La(s) senal(es) producida(s) por los
fibroblastos para la auto-renovacién en un estado
indiferenciado de las CTE humanas permanece(n)
sin ser identificada(s). No obstante, recientemente se
han identificado algunos factores solubles que en
combinacién permiten la auto renovacion de las CTE
humanas (Ludwig et al., 2006).

Diferenciacion de las CTE

El método mas empleado para la diferenciacion en
cultivo de las CTE es mediante la formacion de
estructuras esféricas tridimensionales en suspension,
denominadas cuerpos embrionarios (CE), debido a
que expresan marcadores de las capas germinales
presentes en el tejido embrionario post-implantado.
Aunque la diferenciacion de los CE no asemeja en
todo al desarrollo embrionario, permite que las CTE
se diferencien en derivados de las tres capas germi-
nales embrionarias.

La diferenciacién de las CTE inicia al cultivarlas
como CE en ausencia de sefiales de auto-renovacion.
Se ha descrito recientemente que también el co-cul-
tivo con lineas celulares provenientes de células
estromales aisladas de la médula 6sea, es capaz de
diferenciar a las CTE in vitro (Kawasaki ¢t al., 2000).

Una vez que la diferenciacién comienza, células
representativas de las tres capas germinales prima-
rias se desarrollan in vitro. Inicialmente, una capa
externa de células de tipo endodermo se forma en
los CE, seguida por la formacién de un anillo ecto-
dérmico y el subsecuente desarrollo de células del
mesodermo. La transferencia de estos CE a cajas de
cultivo en donde se pueden adherir, permite la dife-
renciacion en una variedad de células especializadas

como células del miocardio, del musculo liso y es-
quelético, hematopoyéticas, pancreaticas, hepaticas,
del tejido adiposo, cartilaginosas, neuronales, etc.
Una caracteristica muy importante de las células
diferenciadas a partir de CTE es la expresion tempo-
ral de genes tejido-especificos, lo cual indica que los
procesos tempranos del desarrollo in vivo son recapi-
tulados in vitro (Leahy et al, 1999). El tiempo de
cultivo de los CE depende del tipo celular que
se quiera obtener (Keller, 1995). Los precursores de
mesodermo y ectodermo se forman en poco dias,
mientras que algunos tipos celulares del endodermo
se benefician con periodos de tiempo mas prolonga-
dos en donde los CE se vuelven quisticos (Abe ez al.,
1996; Leahy et al., 1999). También se ha descrito que
laactivina A y el factor de crecimiento transformante
B principalmente inducen un fenotipo mesodérmico;
el acido retinoico, el factor de crecimiento epidérmi-
co, las proteinas morfogéneticas de hueso (BMP) y el
factor de crecimiento fibroblastico, inducen la dife-
renciacién en ectodermo y mesodermo, mientras
que el factor de crecimiento neuronal promueve la
diferenciacién hacia derivados de las tres capas ger-
minales (Itskovitz-Eldor e al., 2000; Reubinoff et al,
2000; Schuldiner ef al., 2000).

Terapias celulares

Durante el ciclo biolégico de los seres vivos, se da
una constante reparacién de algunos tejidos median-
te la diferenciacién de CT. Sin embargo, durante el
envejecimiento esta capacidad del organismo se ve
deteriorada. La medicina regenerativa es una disci-
plina nueva que tiene como objetivo el restaurar
tejidos y 6rganos dafiados debido al envejecimiento
o a enfermedades, por medio de terapias de reem-
plazo celular. En el caso de enfermedades en donde
la causa principal es la muerte de un tipo celular
especifico, tales como la enfermedad de Parkinson,
el dano al tejido cardiaco o la diabetes tipo I, el
transplante de células podria ser benéfico para los
pacientes.

Uno de los problemas mas importantes en el
campo de los transplantes es la falta de tejidos y
o6rganos, los cuales se obtienen de cadaveres. Otro
gran problema es la falta de tratamientos para el
reemplazo, reparacién o mejora de la funcién biolo-
gica de tejidos dafados, lo cual ha llevado a una
busqueda intensiva de fuentes alternativas de células.
Las células donadoras para este tipo de terapias
pueden provenir de tejidos aut6logos (del mismo
individuo), alogénicos (misma especie) y xenoinjer-
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tos (diferente especie). En estas terapias se han utili-
zado lineas celulares y CT derivadas del adulto. Una
fuente alternativa y prometedora para la generacién
de células para este tipo de terapias son las CTE,
debido a las propiedades que ya se han mencionado
en esta revision, con las cuales se podria generar in
vitro una cantidad muy importante de células. Sin
embargo, la habilidad que tenemos a la fecha para
cultivar, multiplicar y manipular estos tipos celulares
es limitada y sé6lo se pueden usar en protocolos para
un tratamiento especifico (Gage, 1998).

El poder diferenciar CTE a multiples linajes
celulares abre la posibilidad de desarrollar nuevos
conocimientos, no sélo en el campo de la Medicina,
sino en el estudio del desarrollo embrionario de los
mamiferos in vitro, como puede ser el analisis de
los eventos que regulan las etapas tempranas tanto
de induccién como especificacion de los diferentes
tipos celulares. Los experimentos que nos brinden
este tipo de informacién son dificiles de realizar en
el embrién de ratén y no se pueden realizar en el de
humano. Asimismo, el sistema de diferenciacion de
las CTE puede ser visto como un modelo novedoso
y que aporta conocimientos valiosos para la obten-
ci6on de fuentes ilimitadas de células para estudios de
farmacos en células humanas, o para generar tejidos
que podrian ser utilizados como fuentes de transplante
en el tratamiento de un amplio espectro de enferme-
dades. Nos enfocaremos principalmente en tres areas
que han mostrado avances en la diferenciacion y el
transplante de células diferenciadas originadas de CTE.

Uso terapéutico de las CTE en la

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por
rigidez, bradicinesia, temblor en reposo e inestabili-
dad en la postura y afecta a miles de personas en todo
el mundo. La sintomatologia de la EP es causada por
la pérdida selectiva y progresiva de las neuronas
dopaminérgicas (NDA) localizadas en la sustancia
nigra pars compacta del mesencéfalo. Esta disminucion
en las NDA conlleva una reduccién en la cantidad
del neurotransmisor dopamina (DA) liberado en el
cuerpo estriado en el cerebro, lo que provoca los
signos caracteristicos de estos pacientes (Greenamy-
re & Hastings, 2004; Meissner et al., 2004).

La generacién de NDA a partir de CTE de ratén
ha sido llevada a cabo por varios grupos de trabajo
incluyendo el nuestro (Kawasaki et al., 2000; Lee et
al., 2000; Chung et al., 2002; Kim et al., 2002; Diaz
et al., 2007). Luego de la diferenciacién dopaminér-
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gica, las NDA se transplantaron en ratas en las que se
caus6 la muerte de las NDA endégenas para simular
la EP. El transplante de NDA en estos animales
ocasion6 la recuperacién de parametros bioquimi-
cos, farmacolégicos y conductales en los animales
lesionados hasta por ocho meses después del trans-
plante (Kim ez al, 2002; Rodriguez-Gomez et al,
2007).

Recientemente el grupo de Roy transplant6
NDA derivadas de CTE humanas mediante un pro-
tocolo similar al descrito, en ratas lesionadas con
6-hidroxi-DA y observé una mejoria en la funcién
motora (Roy et al., 2006). Todavia no hay datos de
ensayos clinicos de transplante de NDA humanas,
debido sobre todo a que existe la posibilidad de la
formacion de teratomas si se inducen en el transplan-
te de CTE indiferenciadas como se observo en un
modelo animal (Bjorklund et al., 2002). Los ensayos
de bioseguridad son un requisito indispensable para
asegurar que no hay riesgos intrinsecos al usar CTE
humanas.

Uso terapéutico de las CTE como fuente de
obtencion de cardiomiocitos

Se ha reportado que los cardiomiocitos pueden ser
transplantados tanto en corazones adultos normales
o lesionados y que estas células transplantadas pue-
den formar un sincicio con los cardiomiocitios hos-
pederos. Por otra parte, se ha demostrado que las
CTE pueden diferenciarse en cardiomiocitos funcio-
nales in vitro los cuales pueden formar injertos intra-
cardiacos cuando son transplantados (Germani et al.,
2007). De esta forma, las CTE pueden ser una fuente
para terapias de reemplazo al sustituir las células
danadas en enfermedades cardiacas tales como el
infarto del miocardio. Los cardiomiocitos han sido
derivados a partir de CTE en varios laboratorios. Los
analisis moleculares y electrofisiolégicos han indica-
do que se pueden diferenciar a células del atrio,
ventriculo y sistemas de conduccién del corazén.
Ademas, estas células al diferenciarse reproducen
tanto al desarrollo embrionario, como la expresién
de genes de los cardiomiocitos terminalmente dife-
renciados (Alperin et al., 2007).

Como se mencion6 anteriormente, es indispen-
sable la presencia de factores de crecimiento para la
diferenciacion de CTE humanas hacia cardiomioci-
citos, tales como el factor de crecimiento transfor-
mante b, las proteinas BMP, factores de crecimiento
fibroblastico y la familia de WNT (Wei et al., 2005).
No se sabe con certeza cuales son los mecanismos
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involucrados en esta diferenciacion; sin embargo, se
ha sugerido la participacién fundamental de las vias
de senalizacion de las proteinas BMP y Notch para
la induccién hacia mesodermo de las CTE y su
posterior diferenciacion hacia cardiomiocitos (Yuasa
et al., 2005).

La primera demostracién de la diferenciacion de
CTE de ratén hacia células de musculo cardiaco fue
hecha por el grupo encabezado por Field, en este
trabajo los cardiomiocitos fueron inyectados en el
miocardio del ventriculo de ratones adultos y encon-
traron que las células sobrevivieron por lo menos
siete semanas sin encontrar la formacién de ningun
tumor (Klug ez al., 1996). Posteriormente el grupo de
Min reporté una mejoria en la funcién ventricular
izquierda de ratas con infarto del miocardio después
de transplantar células derivadas de CTE. Asimismo,
estas células expresaban marcadores de miocardio-
citos como la actina, la cadena pesada de la miosina
y la troponina I (Min ez al., 2002).

Por lo que se refiere al uso de CTE humanas y su
diferenciacion hacia cardiomiocitos, el grupo de
Murry transplant6 CTE humanas en el miocardio
de ratones inmunodeficientes. Encontraron la for-
macién de tejido miocardico de origen humano y
angiogénesis. Estas células podian proliferar hasta un
mes después de ser transplantadas (Laflamme ez al,
2005). En este mismo contexto, el grupo de Gepstein,
generd cardiomiocitos excitables a partir de CTE
humanas y observaron una integracion estructural,
eléctrica y mecanica cuando eran co-cultivadas con
células cardiacas de rata in vitro, que al transplantar-
las en cerdos con un bloqueo cardiaco completo, se
integraban y podian conducir los impulsos eléctricos
hacia el ventriculo (Kehat ez al., 2004).

Recientemente, el grupo de Fleischmann deter-
miné en un modelo animal de infarto de miocardio
el tipo celular mas adecuado para realizar terapias de
reemplazo en el corazén. Comparé dos poblaciones
de cardiomiocitos obtenidos de diferentes tipos de
CT: de la medula 6sea adulta (las cuales han sido
sugeridas como una fuente para terapia de reempla-
zo celular) y CTE. Encontraron que sélo las CTE
tenian el potencial de restaurar la funcién contractil,
mientras que las CT de la medula 6sea de la tibia no
tuvieron efectos benéficos en la funcion cardiaca.
Ademas, estas ultimas no contribuyeron a la genera-
cion de nuevo musculo cardiaco, liso o células endo-
teliales (Kolossov et al., 2006).

Todos estos resultados validan el uso potencial
de los cardiomiocitos derivados de las CTE para la

terapia cardiaca; a pesar de esto, no se han podido
establecer protocolos de diferenciacién que generen
una poblacién pura de cardiomiocitos.

Uso de las CTE en la diabetes

La diabetes representa uno de los objetivos mas
atractivos para la terapia celular utilizando CTE o sus
derivados (revisado en Diaz ¢t al., 2005). Esta enfer-
medad crénica es caracterizada por una falla en la
homeostasis de la glucosa, resultando en una varie-
dad de complicaciones. La diabetes tipo I resulta de
la destruccién autoinmune de las células b pancrea-
ticas residentes en los islotes de Langerhans (Bach,
1994). El reemplazo de las células b en estos pacien-
tes podria proporcionarles una cura total, siempre
que se pueda controlar la reaccién inmune que oca-
sion6 la muerte de las células pancreaticas originales.

La formacién de las células b pancreaticas en el
embrién involucra la expresion de factores transcrip-
cionales que dirigen a las células precursoras end6-
crinas a madurar hacia células que producen insuli-
na. Como las CTE son pluripotentes, se ha reportado
que la diferenciacion de CTE murinas in vitro genera
solamente el 0.1% de la poblacién total de células con
caracteristicas similares a las células productoras de
insulina (Shiroi ez al., 2002). Sin embargo, este porcen-
taje se incrementa si se selecciona a las células pro-
genitoras. De esta forma, se han descrito varios proto-
colos para la generacion de células de islote pancreatico
a partir de CTE en cultivo. El primero, un protocolo
de cinco pasos, es una adaptacion del protocolo que
se utiliza para la diferenciacién hacia linaje neuronal
e involucra al factor de crecimiento fibroblastico.

De este modo, se obtuvieron agregados de célu-
las que asemejan a los islotes pancreaticos, que con-
tenian células inmunorreactivas a insulina, glucagon
o somatostatina capaces de secretar insulina en res-
puesta a una concentracion elevada de glucosa. Sin
embargo, el contenido de insulina era bajo, ademas
cuando se probé su funcién iz vivo en un modelo de
ratones diabéticos inducido por estreptozotocina, las
células transplantadas no pudieron corregir la hiper-
glicemia (Lumelsky et al., 2001). Un estudio posterior
no pudo reproducir estos resultados (Rajagopal et al,
2003), lo que hace evidente que factores aun no
controlados pueden interferir en el protocolo de
diferenciacion.

De hecho, trabajos posteriores han postulado
que la secrecion de insulina por estas células puede
ser un artefacto. Dado que los cultivos de CTE des-
critos anteriormente contienen neuronas y es posible
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que algunas de las células productoras de insulina
detectadas sean derivadas del linaje neuronal. Ade-
mas, se ha planteado la posibilidad de que células
inmunorreactivas a insulina no la produzcan, sino la
tomen del medio del cultivo (Rajagopal et al., 2003;
Sipione et al., 2004; Paek et al., 2005). Estas células
derivadas de CTE podrian liberar insulina al medio
cuando las células sufren apoptosis o estrés (Rajago-
pal et al., 2003).

Blyszczuk y colaboradores modificaron este pro-
tocolo cultivando CTE en presencia de activina B,
exendina-4 y nicotinamida, lo cual desarroll6 pobla-
ciones celulares que expresaban el gen de insulina I.
Ademas, estas células eran positivas para el péptido
C, lo cual indica que la insulina detectada era produ-
cida por estas células; y al ser trasplantadas, estas
células pudieron normalizar los niveles de glucosa
sanguinea en el modelo de ratén diabético inducido
por estreptozotocina (Blyszczuk et al., 2003).

Un segundo método para la generacion de es-
tructuras con apariencia de islotes, fue el desarrollar
una poblacién heterogénea derivada de CTE, para
posteriormente ser inducidas por suero. Este método
ha producido un niimero escaso de células que mues-
tran caracteristicas de células tipo b como la presen-
cia del péptido C y de granulos de insulina dentro de
la célula (Kahan et al., 2003). Para tratar de enrique-
cer a las células tipo b de este tipo de cultivos, se ha
desarrollado la estrategia de seleccién basada en la
expresion del gen que confiere resistencia a neo-
micina dirigido por el promotor de insulina. La
seleccion de los cultivos permiti6 el aislamiento de
clones secretores de insulina que contenian a la
hormona en niveles similares a los encontrados en
islotes pancreaticos de animales normales. Cuando
estas colonias se inyectaron a ratones diabéticos,
corrigieron los niveles de glucosa sérica de esos
animales hasta por 12 semanas. Sin embargo, mas
alla de este tiempo un nimero significativo de ani-
males regresaron a sus niveles hiperglicémicos, indi-
cando que las células son incapaces de proporcionar
una recuperacion a largo plazo (Soria et al., 2000).
De manera similar, la seleccion de linaje utilizando
CTE que expresan el gen de resistencia a neomicina
dirigido por el promotor del gen nkx6.7 pudo ser
aprovechada para generar células productoras de
insulina, las cuales normalizaron la glicemia hasta 16
dias después de ser transplantadas en animales dia-
béticos (Leon-Quinto et al., 2004).

Por otra parte, estudios iniciales con CTE huma-
nas indican que la diferenciacién in vitro genera el
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1% de células secretoras de insulina que muestran
caracteristicas de células endoécrinas pancreaticas
(Assady et al., 2001). Recientemente se ha descrito
otro protocolo para la diferenciacioén de células pro-
ductoras de insulina a partir de CTE humanas, el cual
se basa en el protocolo de cinco pasos descrito
anteriormente, en donde los CE son cultivados en
medio libre de suero adicionado con fibronectina,
para posteriormente cambiarse a medio N2 adicio-
nado con FGF-2. Al final de esta etapa se retira el
FGF-2, se adiciona nicotinamida y la concentracién
de glucosa es reducida en el medio. Finalmente, las
células se disocian y crecen en suspension, lo cual
resulta en la formacién de cimulos con una alta
secrecion de insulina (ademas de encontrarse gluca-
g6én o somatostatina), lo cual sugiere una similitud
con células pancreaticas inmaduras (Segev et al,
2004). Recientemente, un protocolo similar produjo
células que secretan insulina i vivo al ser transplan-
tadas en ratones diabéticos, con la consecuente co-
rreccion de los altos niveles de glucosa (Shim et al,
2007). En este estudio, la remocién del transplante
ocasioné que los animales se volvieran diabéticos
nuevamente, estableciéndose de este modo que las
células transplantadas eran las secretoras de insulina.

Perspectivas

Aunque los datos mencionados anteriormente nos
dan una idea de la capacidad de las CTE de ratén y
humano para diferenciarse en NDA, cardiomiocitos
y células b pancreaticas, todavia no es claro si la
progenie derivada de las CTE humanas podrian tener
una funcién a largo plazo en el cuerpo humano. Sin
embargo, el potencial de desarrollo in vitroy el éxito
de las CTE en modelos animales demuestran el
potencial uso de células derivadas de CTE humanas
como una fuente para terapias de transplante en el
humano. Antes de emprender esta ardua tarea, se
deben vencer un numero de obstaculos, como son
la derivacion eficiente de CTE humanas en la ausen-
cia de células animales y comprender los cambios
genéticos y epigenéticos que ocurren durante los
cultivos in vitro. Debemos contar con métodos efi-
cientes para la purificacion de células diferenciadas,
ya sea mediante la manipulacion genética (si las
células son modificadas debemos tener extremo cui-
dado en vigilar los posibles cambios en el cariotipo
y su capacidad para diferenciarse en el fenotipo
deseado), o mediante la utilizacion de marcadores de
superficie. Asimismo, las células una vez transplan-
tadas deben de ser funcionales dentro del organismo.
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Finalmente, debemos asegurarnos de que no hayala
formacion de tumores derivados de CTE y que exista
la inmunocompatibilidad entre donadores y recep-
tores. En el largo plazo, probablemente se pueden
realizar transplantes de células diferenciadas a partir
de CTE clonadas mediante la transferencia nuclear
de una célula somatica de pacientes. El donador de
la célula somatica podria ser el propio paciente o un
familiar cercano que sea histocompatible. Este pro-
cedimiento no asegura que las células transplantadas
vayan a sobrevivir y continuar funcionando por
periodos prolongados, pero seria un gran avance en
cuanto a la disponibilidad de células humanas para
transplantes con lo que no se dependeria de donado-
res cadavéricos o xenoinjertos. v
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