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"Los hombres deberian saber que del cerebro, y nada mas que del cerebro, vienen las
alegrias, el placer, la risa y la diversion, las penas, el dolor, el abatimiento y las
lamentaciones. Y gracias al cerebro, de manera especial, adquirimos sabiduria y
conocimientos, y vemos, oimos y sabemos lo que es repugnante y lo que es bello, lo que
es malo y lo que es bueno, lo que es dulce y lo que es insipido... Y gracias a este drgano
nos volvemos locos y deliramos, y los miedos y terrores nos asaltan... Debemos soportar
todo esto cuando el cerebro no estd sano... Y en este sentido soy de la opinién de que
esta viscera ejerce en el ser humano el mayor poder.”

Hipécrates, 460-377 a. C.

"Nosotros somos la encarnacion local del Cosmos que ha crecido hasta tener
conciencia de si."

Carl Sagan, 1980



RESUMEN

La presente investigacion estudio el efecto de CD3(+)CD56(+) en células K562
in vitro y analizé la capacidad citotoxicidad, citolitica y apoptotica. Las CD3(+) y
CD56(+) no lograron crecer apropiadamente en medio sin 2-mercapto etanol en el dia
de cultivo por lo cual la curva de crecimiento de cada una se disminuia cada hora. Las
K562 tuvieron un crecimiento drastico en todos los ensayos de la investigacion. No
hubo inhibicion de K562 por CD3(+)CD56(+) con una concentracién celular baja y lo
contrario sucedié al aumentar la concentracion celular a 300 pL produciendo una
apoptosis importante y provocd la fragmentacion de DNA de las células K562. El
hallazgo demostré la importancia de la capacidad apoptotica de CD3(+)CD56(+) en las
células cancerosas. Antes de la absorbancia el conteo celular de CD3(+) fue de
2,390,000 células/mL, mientras tanto de CDS56(+) era de 840,000 células/mL. El
estudio demostré mucha importancia clinica in vitro y por lo tanto requiere ser
realizado in vivo.

ABSTRACT

The present research studied the effect of CD3(+)CD56(+) on K562 cell lines in
vitro and analyzed their cytotoxic, cytolytic and apoptotic capacity. There was no
appropriate growth of CD3(+)CD56(+) without 2-mercaptoethanol on day 1 and hence
the growth curve was in decrease every hour. The expansion of K562 was always very
drastic in all the assays during the research. There was no inhibition of K562 with low
cellular concentration of CD3(+)CD56(+). However, an apoptotic induction occurred
with 300 pLL of CD3(+)CD56(+) producing the fragmentation of the DNA of K562.
The research demonstrated the importance of the apoptotic capacity of CD3(+)CD56(+)
against cancer cells. Before the result of the absorbance the cell count of CD3(+), was
2,390,000 células/mL, while that of the CD56(+) was 840,000 células/mL. This study
demonstrated a lot of clinical importance in vitro and hence it is recommended to be
realized in vivo.
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INTRODUCCION.

El progreso cientifico en-los campos de la biologfa, la biotecnologia, ingenieria
biomédica y la medicina ha dado alas al desarrollo de prometedores enfoques para la
prevencién y el tratamiento, genéticos o celulares, de enfermedades cancerosas y en
especial, la leucemia.

La sangre humana es el tejido fluido més complejo observado hasta ahora en
todo el Universo. Hay tantas células en la sangre humana como estrellas en nuestra
galaxia. Con sus centenares de billones de células, este tejido de tan sélo 7% de peso
corporal, ha permitido a los seres humanos erigirse como la especie dominante del
planeta. Pero, ;como funciona la sangre? ;Como se forma toda esta complejidad?
¢ Como se puede reparar cuando se dafia?

{Como se podré reparar las células dafiadas debido a una enfermedad o a un

accidente? Hoy en dia no se dispone de tratamientos realmente eficaces para
enfermedades hematoldgicas como las leucemias: mielocitica aguda, mielocitica
-cronica, linfocitica aguda, linfocitica crénica, leucemia de células pilosas, etc.
La sociedad en su conjunto esta muy afectada y las enfermedades cancerosas son cada
vez mas comunes. En algunos casos existen tratamientos para paliar los sintomas, pero
nunca se ha podido detener eficazmente el proceso proliferativo de las células
cancerosas que provoca la muerte progresiva de muchas personas.

La actual investigacion en el campo de las células madre estd abriendo nuevas
posibilidades con las que luchar contra estas enfermedades. La revolucion que esta
protagonizando en el ambito cientifico ha entrado de lleno en el debate social, politico y
filosofico y promete trasladarse, en el futuro, al &mbito médico. En los tltimos afios se
esta llevando a cabo una intensa investigacion sobre las propiedades biologicas a nivel
celular y molecular de estas c€lulas y sobre sus posibles aplicaciones terapéuticas. Las
células madre encierran supuestamente un enorme potencial de reparacion. Con los
conocimientos adecuados que permitan su manipulaciéon de forma segura y controlada,
se podrd en un futuro no muy lejano, disponer de revolucionarias terapias como la
terapia celular para muchas enfermedades hoy en dia incurables, entre ellas, las
leucemias.

La leucemia es una enfermedad caracterizada por una detenciéon en la
maduracion de las células encargadas de la formacion de los constituyentes de la sangre,
con una proliferacién y crecimiento descontrolado de células sanguineas inmaduras.
Esta proliferacion se origina a nivel de la médula ésea, a partir de la cual se disemina a
la sangre y los distintos tejidos (Ersvaer et al., 2007).

La leucemia es una enfermedad maligna que afecta a los tejidos encargados de
formar sangre. Ataca principalmente a la médula 6sea, los ganglios linféaticos y al bazo.
En presencia de la leucemia, los tejidos que forman la sangre llenan al torrente
sanguineo y al sistema linfatico de globulos blancos atipicos e inmaduros. Estas células
inmaduras no pueden cumplir con su funcién de combatir infecciones. Ademas, reducen



la produccion de globulos rojos normales que evitan la anemia y de pequefios discos
llamados plaquetas que regulan la coagulacion (Ersvaer et al., 2007).

El cancer de leucemia es un complejo y heterogéneo estado patoldgico en el que
las células proliferan sin control. Es un proceso microevolucionario, que se produce en
una escala temporal de meses o afios y se postula que su origen, es monoclonal. Es una
enfermedad en la que las células individuales comienzan a prosperar en forma egoista a
expensas de sus vecinas, y que finalmente destruyen toda la sociedad celular y mueren
(Chen et al., 2007).

La leucemia se divide en dos grandes categorias: aguda y cronica. La leucemia
aguda produce una acumulacién de glébulos blancos inmaduros. Se desarrolla
rapidamente y es la més comun en los nifios y adultos jovenes. La cronica es mas
frecuente en edades medias y en los adultos y su desarrollo es lento, generalmente
durante muchos afios. En la leucemia cronica, los glébulos blancos son mas maduros.
Asimismo, se identifica a la leucemia por el tipo de glébulo blanco al que ataca. La
leucemia linfocitica o linfoblastica afecta a los gldébulos blancos que se forman en los
ganglios linfaticos y bazo, mientras que la leucemia mielocitica (también llamada
granulocitica o0 mielégena) afecta a las células que se forman en la médula ésea.

Las leucemias pueden clasificarse seglin la célula sanguinea o la linea celular
predominante en la sangre periférica. De este modo, en la leucemia mielocitica existe un
predominio de mielocitos, en la leucemia linfocitica, abundan los linfocitos inmaduros,
y en la leucemia monocitica, los monocitos inmaduros.

La mayoria de las leucemias no tienen causa conocida. La exposicion a
radiaciones ionizantes y ciertos productos quimicos como el benceno son algunos de los
factores que pueden producir la enfermedad. Se sabe que la leucemia humana de células
T es provocada por dos virus, y algunas leucemias se han relacionado con ciertas
alteraciones cromosomaticas (Jo de Mejia y Lila, 2006).

La leucemia mieloide cronica (LMC) es una neoplasia que afecta principalmente
a la poblacion adulta, su incidencia a nivel mundial es de uno a dos casos por cada 100
mil individuos (Fader et al., 1999).

En México, segun Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, la tasa de
mortalidad por esta enfermedad es de tres por cada 100 mil habitantes. Se caracteriza
por presentar leucocitosis y esplenomegalia. Esta neoplasia presenta diferentes fases:

Fase cronica: es el inicio de la enfermedad y mediante técnicas citogenéticas
convencionales aproximadamente 90% de los casos presenta el cromosoma Filadelfia
(Ph), el cual es el resultado de una translocacion entre los cromosomas 9 y 22,
origindndose diferentes rearreglos moleculares como consecuencia de los diversos
rompimientos en ambos cromosomas, de los cuales en 98% de los casos dan origen al
gen quimérico M-bcr/abl. Mediante citogenética convencional, 10% de los casos no
presentan el cromosoma Ph, sin embargo, mediante técnicas moleculares
aproximadamente 50% de ellos lo presentan (Aurich et al., 1998).

Fase acelerada: con el progreso de la enfermedad el paciente puede o no pasar a
una fase de aceleracion mieloproliferativa, antes de pasar a una fase de crisis blastica.

Crisis bléastica: en esta fase de la enfermedad, 60 a 80% de los casos presentan
otras alteraciones cromosdmicas no al azar, extras al cromosoma Ph también llamadas
alteraciones secundarias (Heim y Mitelman, 1995).

Dichas alteraciones cromosdmicas se han clasificado en ruta mayor y ruta menor
de acuerdo a su frecuencia (Mitelman et al., 1976).

En base a todos los casos reportados en la literatura mundial (mas de 1600), se
sugiere que las alteraciones cromosomicas de la ruta mayor incluyan aquellas cuya
frecuencia sea mayor o igual a 5%, las cuales son: +8, +Ph, i(17q), +19, -Y, +21 y -



7.6,7. Dado lo anterior, el paciente con LMC puede presentar o estar precedido por un
perfil citogenético asociado con una determinada fase de la enfermedad, lo cual ha dado
paso a una investigacion intensa a nivel molecular (Mitelman et al., 2002). En datos
recientes se ha encontrado que la presencia de dichas alteraciones secundarias varian
significativamente de acuerdo al tratamiento recibido durante la etapa cronica
(Johansson et al., 2002).

El primer articulo publicado que describe un caso de leucemia en la literatura
médica data de 1827, cuando un médico francés llamado Alfred-Armand-Louis-Marie
Velpeau describid el caso de una florista de 63 afios de edad con una enfermedad cuyos
principales sintomas eran fiebre, debilidad, célculos renales y hepatosplenomegalia.
Velpeau advirtié que la sangre de esta paciente tenia una consistencia semejante a la
"papilla de avena" e hipotetizd que este aspecto de la sangre era debido a los glébulos
blancos (de Vries et al 2006).

Bennett (1845) report6 una serie de casos similares de pacientes que fallecieron
con esplenomegalia y cambios "en el color y la consistencia de la sangre". Bennett
utilizé el término "leucocitemia" para describir esta condicién patolégica (de Vries et
al., 2006).

El término "leucemia" fue acufiado por Rudolf Virchow (1856), el renombrado
patologo aleman. Pionero en el uso del microscopio 6ptico en el campo de la patologia,
Virchow (1856) fue el primero en describir el anormal exceso de globulos blancos en
pacientes con el sindrome clinico descrito por Velpeau. Virchow no estaba seguro de la
causa que producia el exceso de globulos blancos, por lo que decidié utilizar el término
puramente descriptivo de "leucemia" (del griego sangre blanca), para darle nombre a
esta patologia (Mandellil et al., 2002).

Los avances en la comprension de la LMA progresaban con el desarrollo de las
nuevas tecnologias. Paul Ehrlich (1877) desarrollé una serie de técnicas de tincién de
células sanguineas que le permitieron describir en detalle y diferenciar los glébulos
blancos normales y anormales. Wilhelm Ebstein (1889) introdujo el término "leucemia
aguda" para diferenciar las leucemias progresivas de las leucemias cronicas (Gupta et
al., 2002). El término "mieloide" fue acufiado por Neumann en 1869, tras ser el primero
en determinar que los globulos blancos provenian de la médula 6sea (del griego pveAide,
myelos = médula) y no del bazo (Gupta et al., 2002).

Fue Mosler (1879) quien, diez afios més tarde, describia por primera vez una
técnica para examinar la médula 6sea y diagnosticar la leucemia (Gupta et al., 2002).
Finalmente, Naegli (1900) caracterizé los mieloblastos, que pertenecen a la estirpe
celular afectada en la LMA, y dividi6 los tipos de leucemia en mieloides y linfoides,
segun la estirpe celular sanguinea que se viera afectada (Gupta et al., 2002).

Los modelos animales de cancer han sido utilizados desde hace muchos afios en
distintas areas de la investigacion. Sin embargo, en los ultimos afios y debido sobre todo
al enorme avance en los conocimientos sobre las bases moleculares del cancer, ha
surgido la necesidad de disponer de modelos genéticamente definidos, es decir, donde
las mutaciones genéticas que predisponen o participan en el desarrollo de la enfermedad
pueden ser controladas (Mandelli et al., 2002).

Los procesos celulares de interés en cancer incluyen las sefiales mitogénicas como
factores de crecimiento y sus receptores, vias de transduccion de sefiales, regulacion de
los complejos de transcripcion, control del ciclo celular, procesos de apoptosis,
comunicacion entre células, adhesién y motilidad celular, etc. (Ocaiia et al., 2007).

Esta necesidad, combinada con el vertiginoso avance en tecnologia para la
manipulacidén genética en mamiferos y sobre todo en ratén ha conducido al desarrollo
de modelos animales modificados genéticamente, en su mayoria de origen murino, cada



vez mas sofisticados, que recapitulan muchos de los procesos que tienen lugar en la
patologia del cancer en humanos. Estos modelos estan proporcionando una visiéon mas
adecuada del proceso tumoral y permiten obtener mejores modelos experimentales para
desarrollar y ensayar nuevas terapias (Mandelli et al., 2002).

La utilizacion de este tipo de modelos experimentales es esencial para el
entendimiento de la funcién in vivo de genes implicados en el desarrollo tumoral, como
oncogenes 0 genes supresores de tumores, asi como los genes modificadores, u otras
moléculas involucradas en los diferentes procesos celulares como el control de la
proliferacién celular. La era de la gendmica ha puesto de manifiesto muchas rutas
moleculares diferentes que estan implicadas en carcinogénesis (Paterson et al., 2000).

La expansiéon de cromosoma de Filadelfia negativa, CD3(+)CD56(+) células
citotoxicas en 13 pacientes con LMC in vitro y la eficacia en vivo en inmunodeficiencia
combinada severa ha sido estudiado por Hoyle et al.,, 1998. Desarrollaron las
condiciones de cultivo para la expansion eficiente de las células efectoras citotoxicas de
las células mononucleares de la sangre periférica (PBMNCs) por el tiempo adicionado
de interferén-gamma (IFN-gamma), interleukin-2 (IL-2), y el anticuerpo monoclonal
(MoAb) OKT3. Reportaron que estas células llamadas células asesinas (NK) inducidas
por citoquinas (CIK), son compuestas principalmente de células T, y la poblacion de
células con actividad citotoxica mayor es de otro modo una poblaciéon rara de
CD3(+)CD56(+) células que expanden dramaticamente bajo las condiciones de cultivo.
Los cultivos contenian un numero variable de células T al inicio del cultivo (mediano
44%, rango 1% a 64%), aun después de 21 a 28 dias de cultivo, virtualmente todas
estas células fueron CD3(+) células T (mediano 97%, rango 90% a 99%). Los subtipos
CD3(+)CD56(+) de células expandieron significativamente (mediano 25-pliegue, rango
2.2 a 525-pliegue). Las células CIK de todos los pacientes -demostraron actividad
citotéxica contra las lineas celulares OCI-LY8 y K562 (Shamblott et al., 1998).

Ademas, Hongeng et al., 2003, estudiaron un cierto numero de pacientes
pediatricos que resistian a los tratamientos convencionales de sus malignidades.
Uno de los mecanismos de recaida es escape de la inmunidad (Reubinoff et al., 2000;
Wurmser y Gage, 2002). Segun ellos la inmunoterapia adoptiva celular con células
efectoras tiene la potencia para combatir este escape. En los adultos las celulas CD3+
CD56+, una célula asesina inducida por citoquina (CIK), aparece ser un tipo celular
efector prometedor con mayor citotoxicidad. Este tipo celular efector puede funcionar
en los nifios también.

El efecto de un injerto contra leucemia ha sido documentado para prevenir
recaida en LMC después de transplante 6sea alogeneica. Un tipo de linfocitos que puede
contribuir a este efecto son las celulas asesinas naturales (NK), que después de
activacion con interleukin (IL)-2, exhibe un rango amplio de actividad citotdxica contra
células alogeneicas y antblogas (Cervantes et al., 1996). Los mismos autores han
demostrado que la IL-2-activada NK (ANK) puede ser generada de la sangre de los
pacientes con LMC y son de origen benigno. Sin embargo, su funcién y proliferacion
disminuyen con el desarrollo de la enfermedad de LMC, sugiriendo un papel de
vigilancia tumoral.

Los estudios recientes indican que los pacientes con LMC tienen una poblacion
de células citotoxicas benignas en su sangre periférica que pueden expandir y activar en
vitro en la presencia de interleukin-2 (IL-2) dando lugar a las células citoliticas
activadas por linfoquina o LAK (celulas asesinas activadas por linfiquinas) (Cervantes
et al., 1995).

De acuerdo a los antecedentes anteriores, ninguno han trabajado sobre Terapia
Celular empleando células CD3(+)(CD56(+) en un modelo celular experimental con



leucemia inducida con células K562. Estudiar la capacidad citotoxica y citolitica de
CD3(+) y CD56(+) respectivamente contra las celulas leucemicas en modelo celular
experimental inducidas por las lineas celulares K562 y estudiar el efecto apoptético de
CD3(+)CDS6(+).

1.- CELULAS

1.1.- DEFINICION Y PROPIEDADES GENERALES.

Hasta el final del siglo XIX no se elaboré la teoria celular, que enuncia que la
célula es la unidad morfoldgica, fisiologica y genética de todos los seres vivos, y que
ademas toda célula proviene de otra. Todas las células tienen una estructura comun: la
membrana plasmatica, el citoplasma y el material genético o ADN. Se distinguen dos
clases de células: las células procariotas (sin nlcleo) y las células eucariotas, mucho
mas evolucionadas y que presentan nucleo, citoesqueleto en el citoplasma y organulos
membranosos con funciones diferenciadas (Alberts et al., 2002).

La palabra célula se empezé a usar hace unos tres siglos, cuando Robert Hooke
(1665), valiéndose de un microscopio construido por €l mismo, noté que el corcho
(médula de un arbol denominado satico) estaba formado por pequeiias cavidades a las
que llamo6 "células" (lo que significa pequefias celdas). Hoy en dia, mediante la
utilizaciéon de microscopios especiales, como el microscopio electrénico, se puede ver
dentro de cada célula, "espiar” su interior y entender su funcionamiento (Pefia, 1986).

Todos los organismos vivos estan formados por células, y en general se acepta
que ningun organismo es un ser vivo si no consta al menos de una célula. El organismo
humano, por ejemplo, estd formado por unos 200.000 millones, presentando diversas
formas y funciones, cuya finalidad comun es la supervivencia y la reproduccion (Pefia y
Dreyfus, 1990).

Se puede hacer una primera clasificacién de las células, se denomina eucariontes
a aquellas células que tienen nucleo y procariotas a las que carecen de €l. Las células
procariotas por su nombre significan antes del nicleo. Son organismos muy primitivos
que consisten en células unicas, cuando el material genético se encuentra libre en el
citoplasma sin ninguna membrana que lo aisle el nicleo celular. No estan diferenciadas
en nucleo y citoplasma. Este tipo de células estén representadas principalmente por un
determinado tipo de algas microscépicas (algas verdes y azules ¢ Ciandfitas) y por las
bacterias, pertenecen al grupo de las Moneras. El ADN de las células procariotas esta
confinado a una o mas regiones nucleares, que se denominan nucleoides, que se
encuentran rodeados por citoplasma, pero carecen de membrana. En las bacterias, el
nucleoide esta formado por un pedazo de ADN circular de aproximadamente 1 mm de
largo, torcido en espiral, que constituye el material genético esencial. Estas células son
las méas primitivas de nuestro planeta, hicieron su aparicion en los océanos hace
aproximadamente 4 mil millones de afios. El resto fosil de los organismos procariotas
de esta época forma columnas fosilizadas de aproximadamente 10 metros de alto
llamados estromatolitos, se los suele hallar en Australia (Cooper y Hausman, 2005).

Las ciandtitas, algas verde-azules, son generalmente mas grandes que las células
bacterianas, realizan la fotosintesis mediante vias metabolicas comunes a las plantas y
algas, pero no a las bacterias. Un gran niimero de células procariéticas, estan rodeadas
por paredes celulares, que carecen de celulosa, lo que las hace diferentes de las paredes
celulares de las plantas superiores. En la parte interna de la pared celular, se encuentra



la membrana plasmdtica o plasmalema, la cual puede ser lisa o puede tener
invaginaciones, llamados mesosomas, donde se llevan a cabo las reacciones de
transformacion de energia (fotosintesis y respiracion). En el citoplasma, se encuentran
los ribosomas, donde se realiza la sintesis de proteinas. Asi mismo, el citoplasma de las
células procaridticas mas complejas puede contener también vacuolas, vesiculas
(pequefias vacuolas) y depoésitos de reserva de azucares complejos o materiales
inorganicos. En algunas algas verde-azules las vacuolas estan llenas con nitrogeno
gaseoso (Lodish et al., 2004).

Las células eucariotas por su nombre significan verdadero nucleo. A este
conjunto pertenecen las células animales y vegetales, donde esta bien diferenciado el
nucleo del citoplasma. El hombre posee células eucariotas donde el material genético
esta aislado por un sistema de membranas formando el nucleo celular.

Las células son tan pequefias que no se puede medir ni siquiera con los
milimetros de la regla. Se necesitan medidas muy pequeiias. Si se corta un metro en un
millén de partes iguales se obtendré al micrén y se utiliza una letra griega (mu) m para
representar esta unidad. Una restriccion importante del tamafio celular la impone la
relacion entre el volumen y su superficie (Lodish et al., 2004).

Los materiales que entran y salen de la célula deben atravesar su superficie,
cuanto mas intenso sea su metabolismo, cantidad de actividades que realice, con mayor
velocidad debe intercambiarse estos materiales con el ambiente donde se encuentre. La
velocidad de intercambio depende de la superficie que se tenga para hacer ese
intercambio. Una segunda limitacion del tamafio celular se relaciona con la capacidad
del niacleo, centro de control de la célula, para proporcionar suficientes copias de
informacion necesaria para regular los procesos que tienen lugar en el citoplasma de una
célula. Por este motivo, la mayoria de las células metabdlicamente activas (gran
cantidad de procesos quimicos y fisicos en su interior) son pequefias. Hay cé€lulas de
formas y tamafios muy variados. Algunas de las células bacterianas mas pequefias
tienen forma cilindrica de menos de un micrén (p) de longitud. Las células de los
tejidos animales suelen ser compactas, de 10 a 20 p de didmetro (Pefia, 1983).

Cuando una célula aumenta de tamafio, aumenta mucho mas su volumen (V) que
su superficie (S) (debido a que V = 4/3pr’ mientras que S = 4/3pr?). Esto implica que la
relacion superficie/volumen disminuye, lo que es un gran inconveniente para la célula
ya que la entrada de nutrientes estd en funcién de su superficie y no del volumen. Por
este motivo, la mayoria de las células maduras son aplanadas, prismaticas e irregulares,
y pocas son esféricas, de forma que asi mantienen la relacidén superficie/volumen
constante. El aumento de volumen de la célula nunca va acompaiiado del aumento de
volumen del nucleo, ni de su dotacién cromosémica (Cooper y Hausman, 2005).

Los organismos pueden ser unicelulares y pluricelulares. Los unicelulares
constituyen los microorganismos, como por ejemplo, las bacterias: y los pluricelulares,
por el contrario, estan constituidos por varios tipos celulares, cada uno de los cuales
realiza determinadas funciones especializadas. Todas las células eucariotas,
independientemente de la funcién que realicen tienen en comun: la presencia de una
membrana plasmatica que delimita el contenido celular del medio que la rodea, una
endomatriz fluida (citosol) compuesta por una solucién de proteinas, electrolitos y
carbohidratos, en la que estd presente un sistema de endomembranas que delimitan:
compartimentos (organelos) en los cuales se desarrolla el metabolismo celular y sus
productos (inclusiones) y el mayor de los compartimentos, el nucleo que constituye por
su contenido en ADN, el centro rector de la actividad metabdlica celular y la presencia
en la matriz citoplasmatica de estructuras proteicas filamentosas (microtubulos,



microfilamentos y filamentos intermedios), que constituyen el citoesqueleto (Cooper y
Hausman, 2005).

La matriz citoplasmatica con los componentes del citoesqueleto, los organelos,
las inclusiones y el citosol, constituyen el citoplasma que se observa en las células con
la coloracion de Hematoxilina-Eosina. En el citoplasma, se produce, almacena y libera
energia; se sintetizan proteinas, lipidos y polisacéridos y se llevan a cabo otras multiples
funciones. Su organizacién, renovacion y generacion depende de la informacion
contenida en el ndcleo. El volumen del citoplasma es proporcional al del ntcleo. La
relacion nucleo- citoplasma, varia de un tipo celular a otro; en la mayoria de las células
el citoplasma excede en tres a cinco veces el volumen nuclear (Lodish et al., 2004).

1.1.1.- COMPARTIMENTACION CELULAR.

El concepto compartimentacion define el hecho de que existan distintos espacios
celulares, limitados por una membrana, que realicen distintas funciones, lo cual crea en
la célula una division del trabajo: por ejemplo, en las mitocondrias se efectia la
respiracidn; en los lisosomas, la digestion celular; en el reticulo endoplasmaético, la
sintesis de diversas sustancias; etc. Es por esto que se puede hablar de organelos
membranosos y organelos no membranosos. A partir de la utilizacién del microscopio
electronico, cambié totalmente la imagen estructural que se tenia de la célula. Esto se
debid a que en el hialoplasma, aceptado hasta entonces como un complejo coloidal, se
observaron un conjunto de estructuras, algunas rodeadas de membrana, y otras no, que
condujeron a la clasificacién que actualmente se tiene de los organelos. Los organelos
membranosos son: reticulo endoplasmatico liso y rugoso, aparato de Golgi,
mitocondrias, lisosomas y peroxisomas. Los organelos que no poseen membranosos
incluyen: ribosomas y centriolos. El limite de la célula estd determinado por la
membrana plasmatica. Los organelos son: reticulo endoplasmaético, aparato de Golgi,
mitocondrias, ribosomas, lisosomas, peroxisomas y centriolos. Las inclusiones son
lipidos, glucdgeno, caroteno, melanina y otros (Alberts et al., 2002).

A fines del siglo pasado, a partir de estudios bioquimicos y de permeabilidad, se
determind la existencia en todas las células de una estructura de naturaleza lipoproteica,
no visible al microscopio Optico, y que se denominé membrana plasmética o
plasmalema. Con el desarrollo de las técnicas de microscopia electrénica, a partir de
1950, se aprecia la membrana citoplasmatica, formada por tres laminas con un grosor de
7.5-10 nm. La estructura trilaminar formada por dos capas oscuras periféricas y una
capa central clara, no solo se observaba en la membrana plasmatica, sino que también
fue observada en las membranas de todos los organelos membranosos. El concepto de
unidad de membrana en la actualidad se ha reconsiderado debido a que la imagen
observada al microscopio electrénico corresponde mas bien a un artefacto de la técnica
empleada en la fijacién, que a la estructura de las membranas celulares, asi como, la
composicion quimica y la funcion de las membranas es diferente en las células y dentro
de una misma célula (Pefia, 1986).

En la composicion quimica de la membrana plasmatica estan presentes lipidos,
proteinas y carbohidratos. Las proporciones de estos tres elementos varian de un tipo
celular a otro. Los lipidos, mas abundantes en la membrana, son: fosfolipidos,
triglicéridos, esteroides y glicolipidos, los cuales se organizan formando una bicapa que
se corresponde con la linea central clara que se observa, al microscopio electrénico, en
la estructura trilaminar de la membrana. Las proteinas, por su parte, son moléculas
anféteras que se encuentran formando una complicada estructura tridimensional. Su



disposicion en la membrana es mas compleja que la de los lipidos, y en la estructura
trilaminar son responsables de las capas oscuras periféricas que en ellas se observan.
Los carbohidratos se localizan en la membrana unidos a los lipidos y a las proteinas
formando glicolipidos y glicoproteinas. La presencia de los carbohidratos en la cara
externa de la membrana le confiere cierta asimetria. Estos carbohidratos son la base de
una estructura filamentosa que rodea a la cara externa de la membrana plasmatica y que
se denomina cubierta celular o glicocéalix (Pefia, 1986).

La estructura trilaminar tan relativamente sencilla que se observa de la
membrana plasmatica al microscopio electrénico, no explica las propiedades
fisiologicas tan complejas que ella presenta; por lo que a partir de su observacion al
microscopio electrénico (M/E) han sido muchos los modelos moleculares hipotéticos
que se han planteado para explicar la organizacién molecular de los compuestos
constituyentes de la membrana. En estudios realizados en membranas de eritrocitos, se
determiné que la cantidad de lipidos presentes en ella eran suficientes para que los
lipidos se organizaran formando una bicapa. Singer (1970), con las técnicas de
congelacion-fractura y congelacion-grabado, planteé un modelo que respondiera a los
conocimientos que se tenian en la membrana. En esta técnica se fractura la membrana a
nivel central, separando las dos zonas proteicas. Contrario a lo que se esperaba, en la
zona de fractura se observaron unas estructuras globulosas que se hallaban encajadas en
la membrana; posteriormente fueron identificadas como proteinas globulares. Esto hizo
cambiar en cierto aspecto el concepto molecular que se tenia de la membrana en
relacion con las proteinas, y es asi que Singer y Nicholson (1972), plantearon el modelo
de Mosaico fluido (Cooper y Hausman, 2005).

El modelo plantea una matriz lipidica acuosa, y proteinas de tipo globular que se
disponen de dos formas: en la periferia y en todo el espesor de la membrana. Los lipidos
y las proteinas estan dispuestos en una forma parecida a mosaicos permitiendo cierto
movimiento de lateralizacion y rotacion. Las primeras que atraviesan todo el espesor de
la membrana, se denominan proteinas o integrales o extrinsecas, las otras se denominan
proteinas periféricas o intrinsecas. Este modelo hace pensar en un mar de lipidos en el
que estan incluidos "témpanos" que son las proteinas. Muchas de las moléculas de
proteinas integrales que atraviesan la bicapa lipidica, estan unidas de manera directa o
indirecta a microtiibulos y microfilamentos del citoplasma. La membrana plasmatica
presenta asimetria, que establece ciertas diferencias entre las superficies internas y
externas. La distribucion asimétrica significa la distribucién desigual de los
componentes moleculares que forman parte de la membrana, pudiéndose encontrar los
mismos formando parte de la cara protoplasmdtica y en otros casos de la cara
extracelular. Por ejemplo, los oligosacaridos unidos a glicoproteinas y glicolipidos
forman parte de la cubierta celular o glicocalix, es decir, se limitan a la cara externa de
la membrana. También, en la mitad de la superficie externa se localizan varias
moléculas receptoras, las cuales se relacionan con elementos del medio externo de la
célula (Lodish et al., 2004).

Por otra parte se ha determinado que el contenido de lipidos y proteinas de
ambas caras de la membrana es diferente. También, se han observado microfilamentos y
microtibulos unidos a proteinas de la parte citoplasmética de la membrana y que, al
parecer, controlan el movimiento de ellas. La membrana plasmaética funciona como una
barrera protectora que mantiene la integridad del protoplasma a la par que determina el
transporte de sustancias entre el medio interno celular y el medio externo. La membrana
es selectivamente permeable y muestra distintos mecanismos de transporte, los cuales
van desde la simple difusién u osmosis, hasta procesos tan complejos como son la
pinocitosis y fagocitosis. En la membrana se generan potenciales eléctricos que se



transmiten como una onda de excitacién de un punto a otro de la célula. Por ultimo, en
la membrana hay moléculas que funcionan como receptores hormonales en el
reconocimiento de determinadas hormonas hidrosolubles. Simultaneamente, la matriz
citoplasmatica o endomatriz estd formada por: componentes para las funciones
metabdlicas, enzimas solubles, que son componentes proteicos que intervienen en la
glucdlisis anaerobica, en la activacion de los aminoacidos para la sintesis proteica y en
general, en el metabolismo celular (como catalizadores bioldgicos), proteinas
estructurales, en su mayoria de forma globular y de las cuales dependen la viscosidad
celular, los movimientos internos y ameboideos, la formacién de microtubulos y 4cidos
ribonucleicos, que intervienen directamente en la sintesis proteica (Cooper y Hausman,
2005).

1.1.2.- CITOESQUELETO.

El citoesqueleto, estd constituido por microfilamentos, filamentos intermedios y
microtubulos que forman una red tridimensional de soporte al resto de las estructuras
citoplasmaéticas y que se fija a proteinas de la membrana. Mientras més caprichosa es la
forma celular, méas desarrollo es necesario en este andamiaje proteico, ya que contribuye
a la arquitectura celular, la fijacion de los organelos y a sus movimientos a través del
citosol. También facilita los movimientos celulares y el mantenimiento de las uniones
celulares. Actualmente se conocen tres categorias de filamentos. En la primera
categoria, se incluyen los microfilamentos que presentan entre 5-6 nm de didmetro y
que estan compuestos por la  proteina actina. Esta proteina fue identificada
primeramente con los musculos, actualmente se ha comprobado que estd presente en
muchos otros tipos celulares. Estos filamentos se localizan por debajo de la membrana
plasmatica y forman, junto con otros tipos de filamentos, el velo terminal. Asociados
con estos filamentos, se pueden apreciar también otras proteinas: troponina,
tropomiosina y a-actina. La segunda categoria de filamento incluye los filamentos de
miosina, que al igual que la actina se observo primero en las células musculares. Son
filamentos mas gruesos que los filamentos de actina y pueden llegar a medir hasta 10
nm de didmetro. Al igual que en el musculo forma complejos con la actina e interviene
en los movimientos celulares. El mecanismo de contraccion de filamentos se realiza por
la actina y miosina. Sistemas contractiles no musculares se han demostrado en muchos
animales, por ejemplo, en las células del epitelio intestinal se ha comprobado la
presencia de actina en las microvellosidades que se conectan a los microfilamentos y a
las proteinas de la membrana. La tercera categoria de filamentos incluye los filamentos
intermedios; estos tienen entre 7-10 nm de didmetro y se relacionan con el
mantenimiento de la forma celular, constituyendo una malla a través del citoplasma
(Pefia, 1983).

Los tipos de filamentos intermedios son: filamentos de -citoqueratina,
neurofilamentos, filamentos de vicentina, filamentos de desmina, filamentos gliales y
filamentos heterogéneos. En el nicleo, se unen a la superficie interna de la membrana
interna de la envoltura nuclear y se denominan lamina nuclear. Los microtubulos se
encuentran en casi todas las células del organismo. Son estructuras alargadas de un
didmetro de unos 25 nm y de longitud variable y que tienden a ser rectos, lo que implica
que tienen cierta rigidez, aunque son lo suficientemente flexibles para que se doblen sin
romperse. Los microtubulos ayudan a la conservacion de la forma celular, facilitan el
flujo de diversas particulas y sustancias a lo largo de las células, siendo caracteristicas
en la célula nerviosa, la cual presenta en sus prolongaciones los llamados neurotubulos,
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que son en realidad microtibulos. Otra funcién fundamental de los microtubulos es en
el movimiento y la formacién del huso mitético (Lodish et al., 2004).

1.1.3.- CENTRIOLOS.

Los centriolos, no tienen membrana. Casi siempre se presentan en pares y se
hacen visibles cuando la célula entra en division, en una posicién perpendicular entre
ambos. Son dos cuerpos pequeflos que se encuentran cerca del nucleo de las células, y
tienen la capacidad de duplicarse antes de que se inicie la division celular. De estructura
tubular y hueca, sus paredes estan constituidas por microtibulos, de los que emerge el
aparato miotico necesario para la division celular. Los centriolos son dos estructuras
cilindricas, formadas por microtubulos, que se encuentran constituyendo el centrosoma
o region perinuclear. Los centriolos miden 0,5 um de longitud por 0,25 pm de didmetro,
y presentan un extremo ocluido y otro abierto. Cada par de centriolos estan orientados
perpendicularmente. Las células presentan uno o dos centrosomas, pero hay células
poliploides (células hepaticas) que pueden presentar mds. Los centriolos vistos al
microscopio optico se observan como dos pequefios puntos, pero, observados al
microscopio electrénico se observan formados por una pared de microtubulos. Esta
pared, cuando se corta transversalmente, se aprecia que estd constituida por nueve
grupos de tres microtubulos (tripletes), los que se disponen simétricamente y
equidistantes entre si. La matriz pericentriolar es densa, y hacia ella convergen
microtubulos citoplasmaticos. Los centriolos se originan formando un dngulo de 90°
los tripletes se forman mediante un mecanismo de ensamblaje de tubulina, similar al de
la formacion de los microtubulos. Estos corpusculos desempefian una serie de
importantes actividades en la organizacion del movimiento interno de distintos
componentes de la célula. (Alberts et al., 2006).

1.1.4.- NUCLEO.

El nicleo ha sido considerado como el centro de gobierno de las funciones
celulares; suele ser la estructura mas voluminosa de las células, separada de manera
imperfecta del resto del citoplasma por una membrana que muestra grandes poros. Es el
principal organelo celular, ya que contiene el material genético constituido por ADN
junto con proteinas especiales llamadas histonas. El nucleo es generalmente grande,
posee una membrana porosa y en su interior se encuentra el ADN como una marafia de
hilos delgados, llamada cromatina. Cuando la célula comienza su proceso de division
(cariocinesis), la cromatina se condensa y los cromosomas se hacen visibles como
entidades independientes. El! cromosoma es el material hereditario cuya principal
funcién es conservar, transmitir y expresar la informacion genética que contiene. Una de
las caracteristicas de las células eucariotas es que presentan el material nuclear
organizado y delimitado por una envoltura membranosa, a través de la cual se establece
el intercambio de material con el citoplasma. Ese nicleo que se observa en la célula
eucariota en periodos de no division, se denomina Nucleo en Interfase. En el nucleo se
aprecia, limitandolo del citoplasma, la envoltura nuclear, y en el interior del micleo se
observan granulos de cromatina de diferente tamafio, uno o dos nucléolos y la matriz
nuclear. El tamafio del ntcleo es de 5-15 pm aproximadamente y aunque las cé€lulas més
grandes son las que tienen un nucleo mayor, esto no constituye una regla. Lo que si
existe para cada tipo celular es una relacién entre el volumen del nucleo y el del
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citoplasma. El niimero por células varia, aunque lo mas frecuente es la presencia de un
solo nucleo. Se pueden encontrar células con dos niuicleos, como las células hepaticas o
las cartilaginosas. Otros tipos de células presentan un mayor numero de nucleos y se
denominan multinucleadas, por ejemplo la fibra muscular esquelética. La forma del
ntcleo es variable, generalmente es de forma esférica, pudiendo presentarse de forma
ovoide, arrifionada, fusiforme o alargada y multilobulada (Alberts et al., 2006).

El interior del nicleo, por otra parte, es una estructura relativamente uniforme
cuando las células no estan dividiéndose. En cuanto a su contenido, la parte més
importante es el DNA y las proteinas que a él se asocian, asi como las enzimas
relacionadas en la duplicacion del DNA y la transcripcidn, es decir, la sintesis de las
diferentes moléculas de RNA a partir de la informacién contenida en el DNA. El DNA
forma los cromosomas, que es como se agrupa para organizar la informacién "escrita”
que contiene, en una especie de capitulos. No se conoce con precision la forma en que
los cromosomas se organizan dentro del nicleo; sin embargo, durante la meiosis, uno de
los hechos mas espectaculares es que la estructura nuclear se desintegra, y es posible
identificarlos por su forma. Durante el tiempo en que las células no estan en divisién los
cromosomas no son visibles, y parece que todos se encuentran formando una masa
uniforme y compacta en el interior del ntcleo. El nucleolo se encuentra dentro del
nucleo, un corpusculo facilmente identificable por medios Opticos. Aunque no se
conocen todas sus funciones, si se sabe que es el responsable de la sintesis del RNA de
los ribosomas el llamado RNA ribosomal y que es el principal componente de esas
particulas, que a su vez son las responsables de la sintesis de las proteinas. (Lodish et
al., 2004).

1.1.5.- EL RETICULO ENDOPLASMICO

Reticulo endoplasmaético: es una red de tdbulos y sacos planos y curvos
encargado de transportar materiales a través de la célula; su parte dura es el lugar de
fijacién de los ribosomas; el reticulo liso es el sitio donde se produce la grasa y se
almacena el calcio. El reticulo endoplasmatico esta disperso por todo el citoplasma. Los
materiales sintetizados son almacenados y luego trasladados a su destino celular. Esta
formacién se encuentra en todas las células. Consiste en un conjunto de tabulos
dispuestos en forma de red, conectados unos con otros, que se distribuyen por toda la
célula. Es posible distinguir dos tipos en esta estructura: el reticulo endoplasmico liso y
el rugoso, que se diferencian por su aspecto. Ambos presentan en la microscopia
electrénica la misma imagen tubular, pero en el liso los contornos son suaves y
continuos, mientras que en la variedad rugosa, como su nombre lo indica, existen
particulas mas o menos abundantes a todo lo largo del contorno, que no son otra cosa
que ribosomas, estructuras supramacromoleculares. Debido a que en esta estructura se
encuentran los ribosomas, y a que la variedad rugosa es mas abundante en los tejidos en
los que hay una actividad importante de sintesis de proteinas sumados a muchos otros
datos experimentales, uno de los cuales ha sido el aislamiento de los ribosomas y su
estudio se le ha asignado.como su actividad primordial la sintesis de las proteinas. En
las células hepdticas, por ejemplo, hay un equilibrio entre las dos variedades de reticulo
endoplasmico. Salvo por la ausencia de granulaciones, el reticulo endoplasmico liso
tiene la misma apariencia que el rugoso; esta estructura, en el higado, se vuelve mas
abundante cuando se administra a los animales algunas sustancias toxicas o
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medicamentos, y se aumenta su capacidad para activarlas o inactivarlas; por ello se le ha
relacionado con la capacidad de "destoxificar" algunas sustancias ingeridas, dentro de
las cuales se encuentran ciertos medicamentos. La abundancia de este sistema en
algunos tejidos, como por ejemplo en parte de la glandula suprarrenal y del testiculo,
que se encargan de producir constantemente hormonas de las llamadas esteroideas, ha
hecho suponer que tiene que ver con este proceso (Mayr, 1982).

En este sistema membranoso parece residir también una via de sintesis para los
acidos grasos, principales componentes de la mayoria de los lipidos, asi como de los
fosfolipidos. En el misculo, el reticulo endopldsmico tiene una funcidn especial, pues
requiere de una disposicion regular en relaciéon con las miofibrillas; esto, aunado al
hecho de que posee una gran capacidad para transportar calcio, asi como una gran
cantidad de evidencias experimentales de otro tipo, permite asegurar que participa en la
regulacion de la contraccion muscular. La regulacion del proceso se hace mediante el
secuestro o la liberaciéon del ion calcio al citosol, en donde se encuentran las
miofibrillas, que lo requieren para contraerse. Es necesario sefialar, ademas, que las
caracteristicas funcionales de esta estructura varian segun el tipo celular que se utilice
(Mayr, 1982).

1.1.6.- EL APARATO DE GOLGI

En aparato de Golgi varias estructuras vesiculares se apilan unas junto a otras,
generalmente cerca del nicleo celular; esta disposicidon también aparece en las células
que tienen funciones secretoras y a partir de las vesiculas grandes cercanas al nicleo,
forma, con los productos de su secrecidn, vesiculas mds pequefias que viajan luego
hasta la superficie de la célula, se funden con la membrana externa y vacian su
contenido al exterior. Esta estructura tiene también que ver con la produccion de
enzimas digestivas, y se observa con mucha claridad por ejemplo en el pancreas, en las
células de la pared intestinal y en otras glandulas. Se ha estudiado ahora este sistema
con mas detalle, y se descubrié que las vesiculas que forma pueden llevar proteinas, no
so6lo al exterior de la célula, sino también algunas que se insertan sélo en la membrana
plasmatica y en otros organelos. Asi, el papel del aparato de Golgi se vuelve una especie
de correo o sistema de distribuciéon de las proteinas de las células a los sitios donde
deben cumplir su funcion. No sélo eso, también en algunas ocasiones, las proteinas
pueden regresar de la membrana al aparato de Golgi, en una especie de ciclo, que puede
regular ciertas funciones, al modificar la cantidad de enzimas o receptores que se
encuentran en una membrana. El aparato de Golgi también se encarga de producir y
distribuir las proteinas que sintetiza a todos los organelos celulares. Una vez
sintetizadas, las procesa e incluye en vesiculas que se dirigen a los distintos organelos
de las células, a los que se incorporan para realizar funciones especiales (Guarente y
Kenyon, 2000). '

1.1.7.- LAS MITOCONDRIAS

El mecanismo de la transformacion de la energia que ileva a la sintesis del ATP,
y que se conoce como fosforilacion oxidativa, se inicid y se ha realizado principalmente
en estos organelos. Se trata de un doble saco cerrado, es decir, que tiene una doble
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membrana, la externa y la interna; entre ambas queda un espacio intermembranal.
Ademds, la membrana interna se pliega sobre si misma, y los pliegues que se forman
constituyen las llamadas crestas mitocondriales, que aumentan notablemente la
superficie de la membrana interna, muy posiblemente para darle mayor capacidad
funcional. El espacio contenido dentro de la membrana interna recibe el nombre de
matriz mitocondrial (Mazzarello, 1999).

Las mitocondrias se encargan de diferentes funciones, pero la principal de ellas
es la fosforilacion oxidativa, para realizarla cuentan con una complicada serie de
moléculas en su membrana interna, que se encargan de llevar dtomos de hidrdgenos y
electrones de diferentes sustancias que provienen de los alimentos, al oxigeno y que en
conjunto se conocen como la cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones.
En la transformacidn de la energia la funcién de las mitocondrias comprende primero la
produccidn de varias sustancias, mediante el proceso que se conoce como el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, también llamado ciclo de Krebs, en honor del cientifico que llegd
a integrarlo (Dante, 2002). Una mitocondria, para producir el ATP hace lo siguiente:

a) A partir de las diferentes sustancias que se producen en el ciclo de Krebs toma
atomos de hidrégeno o electrones para llevarlos al oxigeno mediante la cadena
respiratoria. La unién de los hidrogenos con el oxigeno da lugar a la formacién de
moléculas de agua. Ademas, durante la operacion del ciclo de Krebs, las sustancias que
provienen del metabolismo se convierten en COs.

b) La cadena respiratoria, localizada en la membrana interna de la mitocondria, toma los
hidrégenos, completos, aunque en partes de ella sélo toma sus electrones, y los une
finalmente, pero llevandolos gradualmente hacia él, con el oxigeno. De paso, la
mitocondria es entonces el lugar en que realmente se realiza la respiracidon de las
células. Incluso la respiracion de los organismos completos no es otra cosa que la suma
de la respiracién de las mitocondrias de todas sus células. El pulmén sélo toma del aire
el oxigeno que se necesita y lo envia por medio de la sangre a los tejidos y a las
mitocondrias de sus células, y recoge el bidxido de carbono que producen.

¢) Los hidrogenos (compuestos cada uno de un protén y un electron) que provienen de
la oxidacién de los sustratos, principalmente por el ciclo de Krebs, pasan a la cadena
respiratoria, para llevarlos al oxigeno, y tomar la energia derivada de ese transporte para
"bombear" protones al exterior, generando una diferencia de concentraciéon de éstos
entre el interior y el exterior. Dado que la membrana impide su regreso, la acumulacion
relativa de hidrogeniones en el exterior y su tendencia a regresar, se convierte realmente
en otra forma de energia, que puede ser utilizada por la célula de la misma manera que
un sistema adecuado aprovecha la energia de una caida de agua para convertirla en
energia eléctrica, 0 mecénica, por ejemplo.

d) La mitocondria cuenta con una proteina, la cual, tomando la energia del regreso de
los protones, es capaz de unir al adenosin difosfato (ADP), con un fosfato mds, para
formar el ATP. De esta forma, las mitocondrias, de manera asombrosa y eficiente, se
encargan de transformar la energia de los enlaces quimicos de los intermediarios del
metabolismo, en los enlaces quimicos del ATP, que representa la forma de energia que
es aprovechada directamente por la mayoria de los procesos celulares que la requieren.
Debido a esto, se dice que la mitocondria es como la "casa de méaquinas” de la célula
(Dante, 2002). Ademads, siendo la mitocondria una estructura cerrada debe contar con
sistemas adecuados para transportar del exterior las sustancias que necesita para su
funcionamiento. Cuenta con transportadores especificos y muy variados para el
movimiento de muchas sustancias, entre las que destacan, desde luego, el ADP y el
fosfato, que vienen del exterior, y el ATP, que debe salir para ser utilizado; ademads, hay
una serie muy larga de otras sustancias necesarias, no s6lo para la fosforilacion
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oxidativa, sino también para otras funciones, cada una de las cuales tiene un sistema de
transporte. La mitocondria realiza otras funciones. Una de las mds importantes es la
fragmentacion de los acidos grasos, que son moléculas largas, formadas por una cadena
de unos 16 a 18 4atomos de carbono e hidrogeno. A partir de los carbohidratos, el
material que recibe la mitocondria es el acido pirtvico (en forma de piruvato). En la
degradacién de las proteinas recibe aminoacidos, que también debe modificar para
aprovecharlos en el ciclo de Krebs; requiere entonces una gran variedad de enzimas que
transforman a todas estas moléculas en fragmentos de dos atomos de carbono, principal
fuente de alimentacién de este sistema metabdlico (Dante, 2002).

1.1.8.- LOS LISOSOMAS

Son organelos limitados por una membrana; las poderosas enzimas que
contienen, degradan los materiales peligrosos absorbidos en la célula, para luego
liberarlos a través de la membrana celular. Es decir, los lisosomas constituyen el sistema
digestivo de la célula. Los lisosomas son estructuras membranosas cerradas,
constituidas por una sola membrana, y son mas pequefios que las mitocondrias. Estos
organelos representan los elementos necesarios para degradar compuestos intracelulares
en caso necesario, al poner en libertad las enzimas que contienen, que se puede
considerar destructivas. Otro de los papeles de los lisosomas tiene lugar en algunas
células, como las amibas o algunos leucocitos, que cuando capturan por fagocitosis
alguna particula del medio ambiente, forman una vesicula de 1a membrana plasmaética a
su alrededor. Esta vesicula se cierra y luego se funde con un lisosoma, y las enzimas de
éste se encargan de digerir la particula extrafia (que puede ser una bacteria, por ejemplo)
que ha sido fagocitada (Mayr, 1982).

1.1.9.- LOS MICROTUBULOS Y LOS MICROFILAMENTOS

Estas estructuras, como su nombre lo indica, representan formaciones de
apariencia tubular o filamentosa que se encuentran en el interior de practicamente todas
las células, con caracteristicas y disposicion a veces constantes y otras veces variables;
se encuentran en el citoplasma, ya sea aislados o asociados con centriolos, cilios y
flagelos. Estan compuestos por proteinas llamadas tubulinas y tienen la capacidad de
contraerse. Estas estructuras intervienen en el movimiento celular primitivo, como por
ejemplo el de tipo amiboide de las amibas y los globulos blancos. También participan
en los movimientos del citoplasma celular, en la llamada ciclosis, o en el movimiento de
sustancias, o hasta de vesiculas dentro de las células; muchos de estos movimientos
estan dirigidos por los microtibulos. También los centriolos, que tienen una funcién tan
importante durante la divisiéon celular, pues parecen dirigirla estdn formados por
microtibulos (Horiike et al., 2001).

Durante esta etapa de la vida celular, los microtiibulos también se asocian para
constituir haces mds gruesos, que constituyen el huso acromatico. Los microfilamentos
son estructuras semejantes a los microtibulos, formados por distintos tipos de proteinas,
de las cuales las mds conocidas son la actina y la miosina, que se encuentran en el
musculo. Estas estructuras han sido objeto de muchisimos estudios, y gracias a ellas se
sabe que son las responsables de la contraccion muscular. Las fibras de actina y de
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miosina se deslizan unas sobre otras, al tiempo que rompen al ATP, y con su energia
producen el acortamiento de las fibras y de las células que las contienen (Horiike et al.,

2001).
1.1.10.- LA DIVISION CELULAR

La division celular es uno de los fendmenos més espectaculares de la naturaleza;
tanto desde el punto de vista morfologico, como del bioquimico. Antes de iniciarse tiene
lugar la duplicacion del DNA. Mediante ella se hacen dos copias idénticas del DNA, las
cuales iran a dar a cada una de las dos células hijas resultantes. También se elaboran las
proteinas que lo recubren, de modo que, antes de iniciarse el proceso visible de la
divisién celular, ya se han generado dos "juegos" de cromosomas. En el siguiente paso
se observa la fase visible del fendmeno, en el cual se distribuyen los cromosomas para
las futuras células hijas, y se divide la célula madre, ademas, produce la modificacion y
la interaccion concertada de practicamente todo el interior de la célula. La divisién
celular consiste clasicamente en: interfase: es la fase de la célula cuando no esta
reproduciéndose (Dante, 2002). Tiene varias fases:

* G; o gap o grout, que dura de 8 a 10 horas
* S: se produce la copia de la doble cadena de ADN, dura de 6 a 8 horas
* G; 0 gap o grout, dura de 6 a 8 horas

Las células que no se pueden reproducir no pasan de la fase G1

1.1.10.1.- MITOSIS

Mitosis es la division nuclear mas citocinesis, y produce dos células hijas
idénticas durante la profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. La interfase
frecuentemente se incluye en discusiones sobre mitosis, pero la interfase técnicamente
no es parte de la mitosis, mas bien incluye las etapas G, S y G del ciclo celular. Se
divide en varias fases: (Dante, 2002).

Interfase: La célula estd ocupada en la actividad metabolica preparandose para la
mitosis (las proximas cuatro fases que conducen e incluyen la divisiéon nuclear). Los
cromosomas no se disciernen claramente en el nilcleo, aunque una mancha oscura
llamada nucleolo, puede ser visible. La célula puede contener un par de centriolos (o
centros de organizaciéon de microtubulos en los vegetales) los cuales son sitios de
organizacion para los microtubulos.

Profase: La cromatina en el nucleo comienza a condensarse y se vuelve visible en el
microscopio éptico como cromosomas. El nucleolo desaparece. Los centriolos
comienzan a moverse a polos opuestos de la célula y fibras se extienden desde los
centromeros. Algunas fibras cruzan la célula para formar el huso mitético. Se produce la
copia de la doble cadena de ADN, la formacion de los cromosomas y la formacion de
microtibulos. Los microtibulos de los centriolos se pueden unir al cinetocentro (que se
encuentra en el centro del cromosoma, cerca del centrdmero), no unirse al cinetocentro
o formar el ASTER.

Prometafase: La membrana nuclear se disuelve, marcando el comienzo de la
prometafase. Las proteinas se adhieren a los centromeros creando los cinetocoros. Los
microtubulos se adhieren a los cinetocoros y los cromosomas comienzan a moverse.
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Metafase: Fibras del huso alinean los cromosomas a lo largo del medio del nacleo
celular. Esta linea es referida como. el plato de la metafase. Esta organizacion ayuda a
asegurar que en la proxima fase, cuando los cromosomas se separan, cada nuevo nuicleo
recibird una copia de cada cromosoma. Se forma la placa ecuatorial ya que todos los
cromosomas se disponen en el plano ecuatorial (en el centro).

Anafase: Los pares de cromosomas se separan en los cinetocoros y se mueven a lados
opuestos de la célula. El movimiento es el resultado de una combinacion de: el
movimiento del cinetocoro a lo largo de los microtubulos del huso y la interaccion fisica
de los microtubulos polares. El centréomero se rompe y las cromatidas (cada una de las
dos partes en que se divide el cromosoma) migran hacia los polos de la célula. Esto
ocurre porque las fibras cromosdmicas se acortan.

Telofase: Las cromatidas llegan a los polos opuestos de la célula, y nuevas membranas
se forman alrededor de los nucleos hijos. Los cromosomas se dispersan y yva no son
visibles bajo el microscopio dptico. Las fibras del huso se dispersan, y la citocinesis o
la particion de la célula pueden comenzar también durante esta etapa. Se produce la
citocinesis: division en dos de la célula.

Citocinesis: En células animales, la citocinesis ocurre cuando un anillo fibroso
compuesto de una proteina llamada actina, alrededor del centro de la célula se contrae
pellizcando la célula en dos células hijas, cada una con su nicleo.

Interfase profase Prometafase Metafase

Anafase Telofase Citocinesis

Fig. 1 Alberts et al.. 2004: Fases mitoticas de la division celular
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1.1.10.2.- MEIOSIS

En meiosis 1, los cromosomas en una célula diploide se segregan nuevamente,
produciendo cuatro células hijas haploides. Este es el paso de la meiosis que genera
diversidad genética. Las fases de la meiosis 1 y 2 son:

Profase I: La replicacién del ADN precede el comienzo de la meiosis I. Durante la
profase I, los cromosomas homdlogos se aparean y forman sinapsis, un paso que es
unico a la meiosis. Los cromosomas apareados se llaman bivalentes, y la formacién de
quiasmas causada por recombinacion genética se vuelve aparente. La condensacién de
los cromosomas permite que estos sean vistos en el microscopio. El bivalente tiene dos
cromosomas y cuatro cromatidas, con un cromosoma de cada padre. Se constituyen los
cromosomas y se produce el intercambio de material genético entre ellos
(recombinacion genética).

Prometafase I: La membrana nuclear desaparece. Un cinetocoro se forma por cada
cromosoma, no uno por cada cromatida, y los cromosomas adosados a fibras del huso
comienzan a moverse.

Metafase I: Bivalentes, cada uno compuesto de dos cromosomas (cuatro cromatidas) se
alinean en el plato de metafase. La orientacion es al azar, con cada homologo paterno en
un lado. Esto quiere decir que hay un 50% de posibilidad de que las células hijas
reciban el homdélogo del padre o de la madre por cada cromosoma. Los cromosomas se
situan en el plano ecuatorial y unen sus centromeros a los filamentos del huso
acromatico.

Anafase I: Los quiasmas se separan. Los cromosomas, cada uno con dos cromatidas, se
mueven a polos opuestos. Cada una de las células hijas ahora es haploide (23
cromosomas), pero cada cromosoma tiene dos cromatidas. Los filamentos del huso se
contraen arrastrando los cromosomas hacia los polos celulares.

Telofase I: Las envolturas nucleares se pueden reformar, o la célula puede comenzar
rapidamente meiosis II. Los cromosomas se agrupan en los polos y se produce la
divisién citoplasmatica. Las celulas hijas son haploides pues no tienen dos juegos
homélogos de cromosomas, sino uno solo. Cada uno de los cromosomas de este juego
esta constituido por dos cromatidas unidas por el centromero. Aqui termina la meiosis 1
(se completa con la citocinesis).

Citocinesis: Analoga a la mitosis dénde dos células hijas completas se forman.

La meiosis II es similar a la mitosis. Sin embargo no hay fase "S". Las cromatidas de
cada cromosoma ya no son idénticas en razén de la recombinacion. La meiosis II separa
las cromatidas produciendo dos células hijas, cada una con 23 cromosomas (haploide),
y cada cromosoma tiene solamente una cromatida.

Profase 2: se produce la duplicacion de los centriolos y la formacion del huso
acromatico.

Metafase 2: los cromosomas se disponen ecuatorialmente y sus centrémeros se fijan a
los filamentos del huso.

Anafase 2: los filamentos del huso se contraen separando las cromatidas.

Telofase 2: Finalmente, se produce la citocinesis o division del citoplasma y la divisién
celular. Durante la telofase, o fase final, la porcion ecuatorial de la célula se empieza a
estrangular para dar lugar a dos células que regresan a su estado original. No son todos
los elementos participantes provienen del nucleo de la célula, aunque parezca que el
fenémeno tiene su origen en el nicleo y que lleva a la formacién de dos nuevas células,
habitualmente con las mismas caracteristicas que la célula madre (Mazzarello, 1999).
Empieza de interfase y termina en telofase II dando cuatro celulas hijas identicas.
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Cuando ya no se requieren mas células, estas entran en un estado denominado
Gy, en el cual abandonan el ciclo celular y entran en un periodo de latencia, lo cual no
significa que entren en reposo ya que éstas células presentan un metabolismo activo,
pues si estas células reciben el estimulo adecuado abandonan el estado Gy y entran al
Gj. Algunas poblaciones celulares altamente especializadas como las fibras musculares
o neuronas al entrar en estado Gy abandonan indefinidamente el ciclo celular (Cooper,
2000).

Fig. 2: Alberts et al., 2004: La division celular y de sus fases.
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Conclusiones: Una célula humana tiene 46 en total o 23 pares de cromosomas. A
continuacion de la mitosis, las células hijas tendran cada una un total de 46
cromosomas. Después de la meiosis I, las dos células hijas tendran 23 cromosomas, y
después de la meiosis II 23 cromosomas. Esto se debe a que el niumero de cromosomas
se reduce a la mitad durante la primera division meiotica y el niimero de cromosomas
esta determinado por el nimero de centrémeros, y no el numero de cromatidas.

El proceso de meiosis produce cuatro células con cromosomas no idénticos. Esta

diversificacién ocurre durante: La profase I incluye la recombinacién del material
genético y la disposicién al azar de los pares homélogos, produciendo la diversificacion
de las células haploides resultantes.

Considerando la mitosis con Meiosis, el cromosomas homoélogos se comportan
independientemente porque el apareo de cromosomas homologos que permite
segregacion independiente e intercambio de segmentos es unico a la meiosis. En la
mitosis, los cromosomas homologos se comportan independientemente. ;
El estado de meiosis donde las células se vuelven haploide es anafase I: La separacion
de pares homdlogos ocurre en anafase I. Aunque cada cromosoma tiene dos cromatidas,
el numero total de cromosomas es 23 para los humanos después de anafase I de meiosis
I. Es importante recordar que el nimero de cromosomas esta determinado por el nimero
de centrémeros.

Uno de los mas tempranos eventos que distingue la meiosis ocurre en profase I e
involucra: el apareamiento de cromosomas homélogos es Unico a la meiosis, y permite
el intercambio de segmentos.

Meiosis 1I, més se parece a los eventos de la mitosis excepto que las células son
haploide (Si, los eventos de la meiosis II son similares a-la mitosis con células
haploides). Y durante la anafase, un cinetocoro libre, formado por la rotura de una fibra
del huso adosada, resulta en un inmediato bloqueo del proceso. Este resultado muestra
que las células tienen mecanismos para asegurar que no se cometan errores durante la
anafase: esta observacion es totalmente correcta. Los cientificos estan trabajando sobre
los mecanismos por los cuales el desprendimiento es detectado, un proceso que
probablemente involucra la fosforilacién (Alberts. et al. 2002).

1.1.10.3.- REGULACION INTRACELULAR

El control interno del ciclo celular estd a cargo de proteinas, cuyas acciones
podrian resumirse en series de activaciones e inhibiciones de otras proteinas, que son
indispensables durante las fases del ciclo. Los principales efectores de esta regulacion,
son dos: las proteinas que permiten el progreso del ciclo: 1) los complejos cdk-ciclina y
las proteinas que las inhiben y 2) dos pequefias familias de proteinas, las CIP y las INK4
(Alberts. et al. 2002). Los complejos cdk-ciclina estan compuestos por 2 tipos de
proteinas, las Cdk (cinasa dependiente de ciclina) y las ciclinas (que pasan por un ciclo
de sintesis y degradacion) (Fig. 3).
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cyclin-dependant
kinase (Cdk}

Fig. 3, Alberts. et al., 2002: cinasa dependiente de ciclina (Cdk).

Se conocen seis cdk pero solo se ha caracterizado la funcion de cuatro de ellas
(cdk 1, 2, 4 y 6) mientras que de las ciclinas sélo se conocen 4 tipos (ciclinas A, B, D y
E). La cdk fosforila aminoacidos especificos de algunas proteinas, pero sélo si esta
unida a una ciclina. Se conocen 6 distintas combinaciones de cdk-ciclina que actan en
tiempos especificos durante el ciclo (Lodish et al., 2000). (Fig. 4).

Cdk1-cyclin B
Cdk 1-cyclin A

Cdka-cyclin D
Cdké-cyclin D

Restriction
point

Cdk2-cyelin E

Fig. 4 Lodish et al., 2000: Regulacion intracelular.

2) Se sabe que las células sintetizan proteinas inhibidoras de los complejos cdk-ciclinas,
que colaboran al control del ciclo celular. Estas proteinas se han agrupado en dos: las
proteinas INK4 (inhibidoras de cinasa 4) y las CIP (proteinas inhibidoras de cdk’s). Las
INK4, se unen e inhiben sélo los complejos cdk4-ciclina D y cdké6-ciclina D, la tnica
caracterizada es la p16 (p= fosfoproteina y el nimero es su peso en kDa). Las CIP se
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unen ¢ inhiben a todos los complejos que tengan cdk 1, 2, 4 y 6, actualmente se conocen
las: p21, p27 v pS3 (Fig. 5).

cyclin

active inactive
cydin-Cdk p27-cyclin-Cdk
complex complex

Fig. 5: Albert et al., 2002: Las p21, p27 y p53

Las proteinas INK4 y CIP, llamadas en conjuntos inhibidores de edk (CKI), y
algunos factores de transcripcion (como el p53) tienen la funciéon de impedir la
proliferacion celular. La mutaciéon de los genes que las codifican y/o la pérdida de
funcion de estas proteinas, resulta en la pérdida de control sobre el ciclo celular y la
incapacidad para detenerlo, (proliferacién celular con errores). Por su accién normal, a
los genes que codifican estas proteinas se les denominaron *“genes supresores de
tumores”. Estas proteinas actian en diferentes espacios de tiempo. permitiendo o
inhibiendo el progreso adecuado del ciclo celular. Esta capacidad de orden, se debe
principalmente, a que las proteinas (por ejemplo. las ciclinas) que no se utilizan, son

eliminadas por un complejo de degradacion llamado ubiquitinaproteasoma (Alberts et
al. 2002). (Fig. 6).
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Fig. 6: Alberts et al., 2002: Ubiquitinaproteasoma.

En conclusion, el paso ordenado por cada una de las fases del ciclo celular, esta
altamente regulado por: los complejos cdk-ciclinas y sus inhibidores, entre otras
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proteinas. Ademas, para el control del ciclo celular, se postularon cuatro puntos en los
que se controla a la célula y al medio extracelular para dar lugar o restringir las acciones
propias de cada una de las fases del ciclo. Estos cuatro puntos son: un punto de
restriccion y tres puntos de control (Alberts et al. 2002).

1.1.10.4- PUNTO DE RESTRICCION.

El punto de restriceion se encuentra casi al final de G, se conoce asi puesto que
si la célula lo pasa se encuentra “comprometida™ irreversiblemente a entrar al ciclo
celular, independientemente de lo que suceda en el exterior. Es muy importante
entender, que este punto esta principalmente controlado por el medio y depende de su
capacidad de induccion, el que la célula se comprometa a completar el ciclo celular
(Fig. 7). Los responsables intracelulares del paso a través de este punto, son los
complejos cdk4 y cdk6 —ciclina D, que “liberan™ al factor de transcripcion E2F de la
proteina Rb (proteina del Retinoblastoma), las cdk tienen que fosforilar al Rb para que
libere a E2F. La fosforilacion de la proteina Rb por las cdk-ciclina. permite la liberacion
del factor de transcripcion E2F del complejo Rb-E2F. El E2F estimula la sintesis de
cdk2 y ciclina E (necesarios para el progreso de G, a S), de proteinas necesarias para la
sintesis de ADN y de €l mismo, inactivando aun mas Rbs y disminuyendo la
concentracion de p27. La inactivacion de Rb es mantenida a lo largo del ciclo por la
concentracion de distintos complejos cdk-ciclina pero, una vez que las ciclinas se
degradan, el Rb es de nuevo activo, y une al E2F (Lodish et al., 2000).

Inactive
kinase

Repressor of transcription
of proleins required
for DNA synthesis

=)
E2F
P TS Agctivator of transcription
Cakd g' Aol o proteins neaded for
DNA synthesis

Fig. 7 Lodish et al., 2000: Punto de restriccion.

El paso por esto punto es también vigilado por la pl6 (INK4), que como se
describid antes, se encarga de inhibir a los complejos cdk4, 6 ciclina D. La p16 inhibe la
unioén de la cdk y la ciclina, se interpone entre ellos, por lo que son inactivos, esto es, el
E2F no se puede liberar y en consecuencia no se pasa el punto de restriccion. La accion
de la pl6 tiene que ver con el medio extracelular, pues se sabe que si no existen
suficientes senales del exterior (mitégenos, factores de crecimiento, nutrientes, etc.) pl6
y p27 tienden a acumularse, por lo que se hacen muy activos. La fosfoproteina p27 es
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una CIP, y su importancia radica en que no sélo se encarga de suprimir la actividad de
los complejos cdk-ciclinas activos en los primeros dos puntos de control, sino que
ademas, ayuda a retirar a la célula del ciclo celular llevandola a Gy (Alberts et al., 2002).
Las siguientes preguntas surgen: ;jEl ADN ha sido replicado? (ElI ambiente es
favorable? ;El ADN estd intacto? ;Todos los cromosomas se han unido al huso
mitotico? (jEI ADN esta intacto? ;El ambiente es favorable?

Fig. 8 Alberts et al., 2002: Punto de control 1

1.1.10.5.- PUNTOS DE CONTROL

Los puntos de control son, por asi decirlo, pequenos retenes donde se revisan
distintas caracteristicas del medio y de la célula misma, la célula debe estar sana y el
medio debe ser lo suficientemente bueno para que se continué el ciclo celular. Pero
ademds de ello, los controladores implicados en estos puntos tienen la capacidad de
“llamar™ a otros a reparar, cuando por ejemplo el material genético esta dafiado, o a
terminar distintos procesos. (Fig. 8). El primer punto de control, se encuentra justo
después del punto de restriccion, aun en G; (Fig. 8). En general se podria decir que el
primer control se encarga de: 1) revisar las condiciones del medio, buscando factores
externos que induzcan el progreso del ciclo celular, 2) revisar que la célula haya crecido
lo suficiente y 3) que el material genético esté intacto (Nelson y Cox, 2000).

La buisqueda de factores externos es muy importante, pues éstos estimulan la
sintesis de proteinas como algunas c¢dk’s y ciclinas, y sin estas, la continuacion y el
control del ciclo celular serian imposibles. Participan en este puesto, el complejo cdk2-
ciclina E, que como los implicados en el punto de restriccién, también se encarga de
inactivar a Rb y de favorecer el trabajo de E2F para que estén listas las enzimas
necesarias para comenzar la sintesis de ADN en la fase S. Los encargados de la
inhibicion en este punto de control son un factor de transcripcion y una CIP: la p33 y la
p2i, en ese orden. La p33 es uno de las mds conocidas supresoras de tumores,
usualmente se encuentra en la célula pero es muy inestable en condiciones normales
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porque se encuentra unido a otra proteina llamada Mdm2, que funciona como un
“marcador” para que la p53 se degrade. Pero, si existe una lesion en el ADN, distintas
enzimas se activan, éstas ayudan a separar la p53 de su marcador, una mayor
concentracion de p53 estimula la sintesis de p21 (CIP) que se une a cdk2 vy ciclina E,
inhibiendo la accién del complejo. La célula entonces no puede entrar a S (Nelson y
Cox, 2000).
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Fig. 9 Nelson y Cox, 2000: Puntos de control 2

En la fase sin punto de control, a fase S no tiene como tal un punto de control,
aun cuando algunos autores los consideran; sin embargo es indispensable la presencia
del complejo cdk2-ciclina A para que la sintesis de ADN se lleve a cabo (Fig. 10).
Como se explicé antes, durante la fase S el ADN se replica, para ello es necesario que
se arme la maquinaria especifica. Dentro de ellas hay un conjunto de proteinas conocido
como complejo de reconocimiento del origen u ORC que reconocen secuencias bien
definidas de bases en el ADN llamadas origenes de replicacion. Durante la fase G;. se
forma el ORC, tras el cual otras proteinas (como cdc6 y mem) se unen para formar el
complejo de prereplicacién (pre-RC). El complejo cdk2-ciclina A se encarga de
deshacerse de las proteinas del pre-RC y de unir las enzimas necesarias para la
replicacion (como la ADN  polimerasa). Asi se asegura que la maquinaria de
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replicacion no vuelva a armarse hasta que se haya terminado €l ciclo y la replicacion
solo ocurra una sola vez (Alberts et. Al., 2002).

ORC {origin recognition complex)

[= DNA

Oﬂthmdm site

mri

Fig. 10 Alberts, et al. 2002: Fase sin punto de control.

Segundo punto de control se encuentra al final de Gs. Los complejos cdkl-
ciclina A y ciclina B permiten el paso a través de este punto. En conjunto la actividad de
estos dos complejos se denomin6 Factor Promotor de la Mitosis (MPF). A grandes
rasgos, el segundo punto de control se encarga de revisar: 1) que el material genético se
haya duplicado completamente, 2) que el material genético no tenga errores y 3) que ¢l
medio extracelular sea adecuado. Se sabe que una vez activado el complejo edk-ciclina,
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éste se encarga de llevar a cabo tareas indispensables durante las primeras subfases de la
mitosis. En resumen, los complejos cdk1-ciclina A y ciclina B, se encargan de inducir el
ensamble del huso mitdtico y en parte de asegurarse de que los cromosomas se unan a
éste. Se encarga ademads: de iniciar la condensacion del material genético, activando un
grupo de proteinas conocidas como condensinas, de desensamblar la envoltura nuclear
fosforilando las ldminas nucleares, de armar nuevamente el citoesqueleto celular y de la
reorganizacion del aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico. En este punto actia
también la p53, que como ya se explicé detecta alteraciones en el ADN y desencadena a
la activacion de la CIP p2] encargada de la inhibicién de cualquier complejo cdk 1.2, 4
y 6-ciclina (Alberts, et al. 2002).

La separacién de las cromdtides hermanas sucede durante la anafase. Para que
esto suceda es necesaria la actividad de varios complejos proteicos. El principal de éstos
es el complejo promotor de la anafase (APC). Este complejo es activado por la unién de
una proteina semejante a una cdk, llamada cdc20 (cde= ciclo de division celular). Una
vez activado, el APC se encarga de marcar a diversas proteinas para que se degraden,
una de ellas es la securina, que inactiva a la separasa. Esta separasa es la proteina
encargada de inactivar a las cohesinas eliminando las uniones entre las cromatides
hermanas (Alberts, et al. 2002) (Fig. 11).
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Fig.11 Alberts, et al. 2002: Separacidn de las cromatides hermanas.

Tercer punto de control se encuentra en la fase M, entre la metafase y la
anafase. Se encarga de revisar que todos los cromosomas se hayan unido al huso
mitético, Si detecta que uno de [os cinetocoros no se encuentra unido, manda una sefial
negativa al sistema de control bloqueando la activacién de protefnas implicadas en la
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separaciéon de las cromdtides hermanas. Especificamente inactiva al conjunto APC-
cdc20, lo que inhibe la liberacién de la separasa, impidiendo que las crométides
hermanas se separen hasta que la sefial desaparezca (Gilbert, 2003).

1.1.10.6.- CONTROL EXTRACELULAR DEL CICLO CELULAR.

La forma y el tamafio de un organismo estan definidos por los tres procesos
fundamentales que dan forma y tamafio al individuo: el crecimiento celular, la muerte
celular y la proliferacion celular; esta ultima es el resultado del ciclo celular que como
ya se eplicd anteriomente, esta regulado por mediadores intracelulares (ciclinas Cdk);
cabe sefialar que la entrada al ciclo celular no es un proceso auténomo de la célula, se
requiere de la activacién de estas vias (ciclinas-Cdk); a través de la sefializacidén
mediante factores solubles de naturaleza proteica denominados mitdégenos. De esta
manera las células en organismos multicelulares proliferan solo cuando se requieren
mas células. La mayoria de los mitogenos controlan la tasa de division celular actuando
en la fase G); liberan el control negativo del ciclo celular permitiendo la entrada a la
fase S. Actian uniéndose a receptores de membrana con actividad de tirosina-cinasas
los cuales activan a la proteina G monomérica Ras cambidndola de su estado unido a
GDP por GTP; esta activacion desencadena una cascada de fosforilaciones a través de
las proteinas MAPK (cinasas activadas por mitégenos). A su vez estas proteinas MAPK
transmiten el estimulo a diversas moléculas efectoras (cinasas de proteinas o factores de
trascripcioén). Esta cascada de fosforilaciones ocasiona la trascripcion de genes
tempranos (entre los que destacan los que codifican a las ciclinas de G;), algunos de
estos genes a su vez activan la trascripeién de otros genes denominados genes tardios.
De esta manera la via de sefializaciéon Ras- MAPK transmite sefiales extracelulares al
nucleo activando la maquinaria del ciclo celular (Alberts et al., 2002).

Muchos tipos celulares como los fibroblastos o las células epiteliales, requicren
de adhesion a sustratos de la matriz extracelular (fibronectina o laminina), para crecer y
proliferar en adicion de las sefiales y medio adecuados. Este requerimiento se debe a
que la unién de moléculas de matriz extracelular a integrinas (moléculas receptoras de
matriz en la membrana celular, las cuales estan unidas al citoesqueleto) activa otras vias
de sefializacion requeridas para entrar al ciclo celular, mediadas por la activaciéon de
otras cinasas (FAK, cinasa de adhesion focal). Es necesario sefialar que las células de
mamifero no se dividen infinitamente, muchas células se dividen un nimero limitado de
veces antes de diferenciarse en células altamente especializadas. Por ejemplo
fibroblastos humanos en medio de cultivo estandar se dividen entre 25 y 50 veces, hacia
el final la proliferacion se disminuye su velocidad y finalmente se detiene a este
fendmeno se le ha denominado senescencia replicativa (Gilbert, 2003).

En conclusién: El ciclo celular es un conjunto de procesos ordenados, que lleva
a cabo la célula cuando se le ha instruido el dividirse; esta dividido en interfase y
mitosis. El control del ciclo celular se presenta a dos niveles, intracelular y extracelular.
El control intracelular estd a cargo de mediadores proteicos que ejercen un control
negativo y positivo sobre el ciclo celular (cdk-ciclinas y CKI). Existen un punto de
restriccion y tres puntos de control los cuales son supervisadas por distintas
combinaciones de cdks-ciclinas. La entrada al ciclo celular no es una decision que la
célula toma individualmente; se requiere de las sefiales adecuadas (mitogenos) ya sea
del medio extracelular o de otras células. Cuando una célula no es necesaria o €s una
posible amenaza ésta puede morir por apoptosis ya sea por sefiales intracelulares o
extracelulares.
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1.1.11.- APOPTOSIS

La apoptosis 0 "muerte celular programada” es una forma de suicidio celular
genéticamente definida. que ocurre de manera fisiologica durante la morfogénesis, la
renovacion tisular y en la regulacion del sistema inmunitario. Determinados hechos
celulares pueden ser explicados por frastornos en la regulacion de los genes
responsables de la apoptosis, como es el caso de la transformacion y la progresion
tumorales (Ellis y Yuan, 1991).

Las células en un organismo forman una comunidad organizada. donde el
namero de células en esta comunidad esta estrictamente regulado; si una célula ya no es
requerida esta muere o se “suicida” por apoptosis. Este fendmeno es bastante comin
tanto en organismos en desarrollo como en adultos, lo cual podria parecer como un
desperdicio ya que por lo general las células que mueren por apoptosis son c€lulas sanas
(a diferencia de las células que mueren por necrosis): pero en realidad es un proceso
necesario para la homeostasis y la morfogénesis; por ejemplo los dedos se separan por
apoptosis del tejido que hay entre ellos en el primordio de la mano. La apoptosis a
diferencia de la necrosis es un proceso ordenado, las célula muere “limpiamente™ sin
daiiar a sus células vecinas con el contenido de su citoplasma, la célula se condensa y
reduce su tamaiio, se colapsa el citoesqueleto, la membrana nuclear se destruye, el DNA
se fragmenta y finalmente Ja superficie de la célula cambia de manera que puede ser
reconocida por células vecinas o macréfagos para ser fagocitada (Darnell, 2000). La
maquinara intracelular de la apoptosis depende de una familia de proteasas llamadas
caspasas que cortan a la proteina blanco en residuos de aspartato. Las caspasas se
encuentran en las células en forma inactiva (procaspasas) las cuales son activadas por
un corte proteolitico, estas a su vez activan otras procaspasas en una cascada de
amplificacion (Fig. 12).
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Fig. 12 Alberts, et al., 2002: Activacion e inactivacion de las procaspase.
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Las caspasas corian proteinas clave en la céhula como la laminina que al
romperse desintegra Ja membrana nuclear y degradan a la enzima que inactiva a la
DNAsa ocasionando la degradacion del material genético. La entrada a la apoptosis al
igual que la entrada a un nuevo ciclo celular €s un “todo © nada”, donde una célula que
ha iniciado este proceso no puede detenerse (Damell, 2000). El mecanisme propuesto
de la activacion de estas procaspasas gira alrededor de proteinas adaptadoras que juntan
multiples caspasas en un agregado, en este agregado as caspasas se aclivan entre si
mediante una pequefia actividad de proteasa basal; en unos momentos esta caspasas
activas desencadenan la cascada de activacién amplificando la sefial de muerte. Las
sefiales de muerte pueden originarse a dos niveles: en algunas células se puede inducir
apoptosis presentando el ligando de Fas en su membrana, el cual se une a un receptor de
muerte (Fas) en la superficie celular de la célula blanco, e} agregado de Fas y su ligando
recluta a los adaptadores que unen y activan a la procaspasa 8. La célula también en
respuesta a dafio o estrés puede activar la apoptosis, por ejemplo un dafio severo al
DNA puede inducirla mediante la p53, la cual activa fa trascripeidn de genes que
codifican para proteinas que promueven la liberacion del citocromo C de la
mitocondria, en el citoplasma se une al factor promotor de la apoptosis 1 (Apafl} el cual
agrega y activa a la procaspasa {Alberts, et al. 2002) (Fig. 13).
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Fig. 13 Alberts, et al. 2002: Activacion de la apopiosis desde el interior de la célula.
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Se considera a la apoptosis como un mecanismo fisiolégico de muerte (inherente
al desarrollo celular), que se desencadena por diversas sefiales, las cuales pueden ser
fisiologicas, o por estimulaciones exdgenes ambientales. Estas sefiales pueden actuar
sobre receptores de superficie y causar la activacion en cascada .de proteinas
citoplasmaticas; ello trae como resultado la activacion de un programa genético que
conduce, generalmente, a la nucleolisis por la accion de las endonucleasas (Silvestri et
al., 1995). Este mecanismo de muerte celular interviene en importantes fendémenos
fisiologicos como: embriogénesis, mantenimiento de la homeostasia, renovacion tisular
y desarrollo y funcionamiento del sistema inmunitario (Onishi y Kizaki, 1994).

Los trastornos en la regulacién de la apoptosis por diferentes vias, estin

presentes en la etiopatogenia de diversas enfermeddes autoinmunes,
neurodegenerativas, y también se sugiere que participen en el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Ameisen, 1992; Onishi y Kizaki, 1994).
Debido a que la apoptosis puede considerarse como un proceso de eliminacién de
células defectuosas, la desregulacion de los genes que codifican las proteinas
relacionadas con la apoptosis, puede ser la causa del desarrollo de diversos tumores
(Korsmeyer, 1992).

1.1.11.1.- RECEPTORES DE MEMBRANA CELULAR QUE MEDIAN APOPTOSIS

Un avance importante para la investigacion de la apoptosis se logroé cuando se
indentificé un antigeno (Ag) de membrana celular capaz de inducir sefiales de
apoptosis. Este receptor se denomind Fas o Apo-1, cluster de diferenciacién 95 (CD95),
y es una proteina transmembrana tipo II glicosilada de aproximadamente 43 kD que se
expresa constituitivamente en gran variedad de tejidos normales y lineas tumorales
(Tucek-Scabo et al., 1996).

El interés en este receptor aumenté cuando se demostrd, en modelos murinos,
que las mutaciones en el gen que codifica a este receptor, se relacionan con trastornos
linfoproliferativos por la incapacidad de producir apoptosis (Clement y Stamenkovic,
1994).

El Fas/Apo-1 es miembro de la superfamilia de los Factores de Necrosis
Tumoral (TNF), entre los que se encuentran los Receptores TNF tipo Iy I, el receptor
del factor de crecimiento neuronal (NGF), CD40 y CD27 (Itoh et al., 1991).

El ligando del Fas/Apo-1 es una proteina de membrana tipo II de 40 kD
miembro de la familia del TNF que estd altamente expresado en linfocitos activados
(Suda et al., 1993). La unién del Ag de membrana Fas/Apo-1 con su ligando y con
anticuerpos antagonistas, es una de las vias de inicio de sefiales para la apoptosis
(Cascino et al., 1994). Existe una relacion estrecha entre la participacién del ligando Fas
y la citotoxicidad mediada por los linfocitos T CD8+, mecanismo efector de gran
importancia en la respuesta inmune antitumoral (Kagi et al., 1994).

El papel de la interacciéon Fas/Apo-1 y su ligando en cédncer no estd bien
establecido; sin embargo, su papel en la apoptosis sugiere su participacién como
supresores del tumor. Por ejemplo, la inactivacién de las sefiales via Fas debido a la baja
expresion de este Ag en la membrana, puede llevar a la célula a una supervivencia
anormal y contribuir al desarrollo y progresién de malignidades (Owen-Schaub et al.,
1995).
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1.1.11.2.- MECANISMOS BIOQUIMICOS DE LA APOPTOSIS

Las vias bioquimicas involucradas en la apoptosis se encuentran actualmente en
investigacion. Se conoce que los linfocitos y la mayoria de las células nucleadas
experimentan ruptura internucleosomal de] DNA mediante endonucleasas Ca™ Mg*
dependiente, entre las que se encuentran Ja NUC-18, la DNAsa [ y la DNAsa II (Martin,
1993).

Sin embargo, existen multiples evidencias de apoptosis en células enucleadas,
por tanto el mecanismo apoptotico puede no interesar al nucleo. Ciertos experimentos
realizados en células enucleadas de nematodos que sufren apoptosis, han evidenciado la
existencia de mas de una via de apoptosis, donde los cambios citoplasmaticos pueden
ser decisivos. En esta especie se han definido varios genes que codifican proteinas
citoplasméticas relacionadas con la apoptosis, como la Ced-3 (ICE-enzima convertidora
de IL1 b), Ced-4 y la Ced-9. En los mamiferos existe la proteasa "ICE like" (tipo hielo)
que forma una familia de proteasas suicidas y es homologa a la proteina Ced-3 de
nematodos, también se observa homologia entre los genes Ced-9 nematodos y bcl-2 de
mamiferos, ambos inhibidores de la apoptosis (Martin, 1993; Smith et al., 1995).

1.1.11.3.- GENES INVOLUCRADOS EN LA APOPTOSIS FAMILIA DE GENES
bel-2

El bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma 2 genes) fue el primer proto-oncogen
detectado y fue asociado con procesos malignos de las células B. Durante la maduracion
de las células B puede ocurrir una traslocacidén cromosomal 14,18 en el gen bcl-2; ello
provoca un aumento en la expresion de la proteina citoplasmatica Bcl-2, que origina
inhibicion de la apoptosis en células B y da por resultado la supervivencia de la célula
transformada (Reap et al., 1995). Esta demostrado que la sobreexpresion del gen bcl-2
en linformas inducidos experimentalmente, se asocia con la proliferacion neoplésica por
los efectos inhibitorios de Bcl-2 sobre las vias de apoptosis (Munn et al., 1995). Este
gen facilita el aumento de la supervivencia de la célula transformada y de este modo
aumenta la posibilidad de futuras aberraciones genéticas que pueden conducir a la
progresion maligna (Oltvai et al., 1993; Binder et al., 1995). La expresion de este gen
en algunos tipos de cancer es un marcador de mal pronodstico (Osborne y Schwartz,
1994).

El gen bcl-2 forma parte de una familia de genes que intervienen en la
regulacion de la supervivencia de la célula. Los miembros de la familia Bcl-2 estan
integrados por: Bcl-2, Bax, Bad, Bcl-X1, Bcl-Xs, Mcl-1. El destino de una célula de
morir o sobrevivir estd determinado por las diferencias en la expresién de estas
proteinas, actuando algunas como promotoras y otras como inhibidoras de las sefiales de
apoptosis (Boise y Gonzéalez-Garcia, 1993; Boise et al., 1995).

La figura 14 muestra la regulacion de la apoptosis por la familia Bcl-2. Debe
observarse como el heterodimero Bcl-2Bax y la variante Bcl-X1 tienen efecto
inhibitorio de la muerte celular, al impedir la accidén de las proteasas cisteinas que
median sefiales de apoptosis. Sin embargo, la formacién de homodimeros Bax-Bax, asi
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como elevados niveles de Bax o Bel-Xs, pueden favorecer la muerte programada de la
célula (Cory et al., 1995; Bose et al., 1995).

Is importante destacar que Bel-2 no confiere proteccion a la célula contra la
apoptosis, ni en la seleccion negativa de células autorreactivas de] timo, ni en los
mecanismos citotdxicos de los linfocitos T citotéxicos (CTL). Tampoco se aprecia su
efecto protector sobre las células B inmaduras que sufren apoptosis por
entrecruzamiento IgM ni en la activacién de la célula via receptor Fas/ITNF (Osbome v
Schwartz, 1994; Cory, 1995).

El bel-2 se expresa de manera importante durante estadios muy tempranos de la
diferenciacion de células B y T, y también estd altamente expresado en la etapa de
diferenciacion final de los linfocitos; es por ello que las células en estadios intermedios
de desarrollo son més susceptibles a la muerte celular (Cory, 1995).
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Fig. 14 Regulacion de la apoptosis por la familia Bol-2.

1.1.11.4.- OTROS GENES EN APOPTOSIS

Es conocido que ciertos oncogenes y genes supresores de tumor influyen en el
mecanismo de muerte celular programada; tal es el caso de los genes c-myc y nur-77,
{Osbome y Schwartz, 1994; Nufez et al., 1994) que a pesar de estar asociados con la
progresion del ciclo celular participan en la induccién de apoptosis en algunas células,
también se encuentra el gen bel-2 que como ya ha sido descrito, bloquea la apoptosis
cuando es sobreexpresado (Munn et al.,, 1995) y el gen p53, cuyoe requerimiento se
produce en casos de dafio gendmico (Osborne y Schwartz, 1994). La expresi6n de estos
genes puede inducir a alguros tipos de cncer a la apoptosis. Esto sugiere que la muerte
celular programada es un mecanismo de defensa contra la transformacién maligna
(Nufiez y Clarke, 1994).
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El gen p53 ha sido llamado guardian del genoma por ser el encargado de
bloquear la division celular cuando las células han sufrido dafio en su material genético.
Este bloqueo lo lleva a cabo deteniendo las células en la fase G1 del ciclo celular, con el
objetivo de que se produzca la reparacion del DNA antes de que se replique (Cohen,
1993; Meyn, 1996). Este gen mantiene la integridad del genoma ya que estimula la
apoptosis en las células en las que el dafio en el DNA ha sido sustancial (Tanaka et al.,
1996). En diversos tipos celulares incluyendo los linfocitos, la sobreexpresiéon de pS3
conduce directamente a la apoptosis (Cory, 1995).

La pérdida de la funcion normal del gen p53 puede conducir al desarrollo de
neoplasias malignas; de hecho son muy frecuentes las alteraciones en este gen en una
variedad de canceres humanos (mas del 50 % de los tumores humanos estan asociados a
mutaciones en p53) (Cory, 1995; Meyn et al., 1996). Hay evidencias que hacen pensar
que el alto riesgo de la transformacién maligna en ausencia de p53 funcional,
probablemente origina una oportunidad reducida de reparar el DNA y una incapacidad
de eliminar por apoptosis la célula dafiada no reparada. Aunque es desconocida la base
real de la apoptosis inducida por este gen (Ashwell et al., 1994).

Los timocitos de ratén que pierden copias funcionales del p53 son incapaces de
desarrollar apoptosis luego de ser irradiados; estas células responden normalmente a
glucocorticoides y a sefiales a través del receptor (Ashwell et al., 1994).

Se ha evidenciado que los genes involucrados en una via de apoptosis no
necesariamente juegan una importante funcién en otra via. Asi por ejemplo nur77 se
requiere para la apoptosis mediada por el receptor de células T (TCR), no siendo
importante en la muerte celular por glucocorticoides o radiacién ionizante. A pesar de
esto, se ha observado en ratones deficientes de nur77, muerte celular mediada por el
receptor, sugiriéndose que, o bien este gen no es requerido in vivo para la apoptosis, o
existe un gen estrechamente relacionado con €l que puede compensar su deficiencia
(Osborne, 1996).

Estudios anteriores sugieren la influencia de la expresion de nur77 en la
proliferacion o la diferenciacion celular (Osborne y Schwartz, 1994).

El producto de nur77 es una proteina que pertenece a la familia del receptor
nuclear de hormonas esteroides y su efecto en la apoptosis esta dado porque actiia como
un factor de transcripcion que regula la expresién de genes involucrados en la muerte
celular (Nufiez et al., 1994).

Otro regulador fisiologico del ciclo celular que participa en la apoptosis es la
proteina Myc, que es producto del proto-oncogen c-myc. La sobreexpresion del gen c-
myc pudiera resultar en mitosis o apoptosis en dependencia de la disponibilidad de otros
factores que estimulan el crecimiento celular (Cohen, 1993). De esta forma la expresion
incrementada de Bcl-2 en presencia de un aumento de c-myc provoca una inhibicion de
la apoptosis mediada por c-myc, lo que explica la cooperacion que se produce entre
ambos genes en el origen de las neoplasias (Cory, 1995). Ademas del papel que juega la
apoptosis en el origen del cancer, su modulacién también pudiera influir en el
tratamiento de esta enfermedad (Nufiez y Clarke, 1994).
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1.1.11.5.- PAPEL DE LA APOPTOSIS EN EL SISTEMA INMUNITARIO

La muerte celular programada es muy importante para el desarrollo y
funcionamiento del sistema inmunitario, debido a que interviene en los eventos de
formacién del repertorio de células T y B, en los mecanismos de (olerancia central y
periférica, en la eliminacion de células autorreactivas, en el establecimiento de la
memoria inmunoldgica y en los mecanismos citoliticos de células asesinas naturales y
linfocitos T citotoxicos (Osborne, 1996).

Es conocido que el 95 % de los timocitos son ¢liminados en el timo por
mecanismos de apoptosis, proceso denominado seleccidn negativa (delecidn clonal), el
cual climina la existencia de clones T autorreactivos (Osbome, 1996; Schwartz, 1993).

También en la médula Gsea existe un proceso similar de delecidon de clones B,
autorreactivos en el estadio B inmaduro por entrecruzamiento de la inmunoglobulina de
superficie en ausencia de senales coestimulatorias (Schwartz, 1993). No obstante, la
apoptosis no se restringe a las células inmaduras.
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También los linfocitos T maduros, bajo ciertas condiciones, pueden sufrir
apoptosis, lo que corrobora su papel inmunorregulador. Entre los factores que pueden
inducir apoptosis en células maduras estan: los glucocorticoides y las radiaciones
gamma, la estimulacion del complejo TCR/CD3 por anticuerpos monoclonales,
(Osborne y Schwartz, 1994) Ags nominales y superantigenos y la estimulacion de los
receptores CD2, Fas/Apo-1 y TNF (Itoh et al., 1991; Cascino et al., 1994). Se ha
demostrado que la sensibilidad para lograr la apoptosis es més lenta en células maduras
y requiere previa activacion. La ruta que siguen los linfocitos T al ser estimulados
depende de una serie de elementos que determinan si la célula prolifera, o si muere por
apoptosis. La figura 15 muestra los diversos factores que influyen en dicha decision
(Boise et al., 1995; Strasser, 1995).

1.1.12.- EL CITOSOL

Toda la porcién citoplasmatica que carece de estructura y constituye la parte
liquida del citoplasma, recibe el nombre de citosol por su aspecto fluido. En él se
encuentran las moléculas necesarias para el mantenimiento celular. El citosol no es un
organelo, ni puede considerarse como tal; sin embargo, se debe tener presente que no se
trata de un simple ambiente inerte que sirva sélo de asiento a los organelos y otras
estructuras celulares. El citosol es en primer lugar el componente mas extenso de la
célula, y contiene una cantidad enorme de enzimas, muchas de las cuales funcionan de
manera concertada para constituir-vias metabolicas. Por otra parte, el citosol es el paso
obligado en el camino de tantos miles de moléculas que van de uno a otro componente
de la célula (Harris, 1999). Entre los caminos metabdlicos que tienen lugar en el citosol
se encuentra la glucdlisis, que es una serie larga de reacciones que convierten a la
glucosa en acido pirtivico o lactico en algunas células, o en alcohol etilico en otras, por
ejemplo, en las levaduras. Es ahi donde tienen lugar los cambios necesarios para llevar a
muchas moléculas o sus partes hacia el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. Cuando las
proteinas, o parte de sus componentes se convierten en azucares, como sucede durante
periodos de ayuno prolongados, utilizan gran parte de la misma via en un proceso que
se llama gluconeogénesis, que también tiene lugar en el citosol. La sintesis de los 4cidos
grasos sigue un camino que estd organizado como un complejo multienzimatico
(supramacromolecular) y que se encuentra en el citosol. Las fases preparatorias para
utilizar los aminoacidos en la sintesis de las proteinas se realizan en el citosol. Estos son
sélo unos cuantos de los cientos de caminos metabdlicos que siguen para producir los
varios miles de moléculas que constituyen a las células (Horiike et al., 2001).

1.2.- TEORIA CELULAR

1.2.1.- GENERALIDADES

La teorfa celular constituye una de las ideas o conceptos unificadores fundamentales en el
estudio de las ciencias biolégicas. Ha actuado como un paradigma general en la comprensién de la
construccién de los tejidos biolégicos y los organismos vivos. Para el descubrimiento de las células se
necesité de un nuevo instrumento optico amplificador, el Microscopio y en el desarrollo

intelectual de la teoria se refleja la aplicacion de un enfoque reduccionista
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(reduccionismo, la idea de que la complejidad de una estructura se puede reducir al
comportamiento de elementos mas simples que la componen) al estudio de la
organizacién estructural y funcional de los seres vivos. La teoria celular cabria
inscribirla dentro de un concepto atun més unificador en biologia, la existencia de una
gran modularidad (las estructuras mds complejas se forman a partir de la unién de
modulos més simples) que caracteriza la jerarquia de los niveles de organizacién y
funcionamiento caracteristica de muchos de los elementos estructurales (e.g. proteinas,
acidos nucleicos, etc.) que componen los seres vivos (Harris, 1999).

Los conceptos de materia viva y célula estan estrechamente ligados. La materia
viva se distingue de la no viva por su capacidad para metabolizar y autoperpetuarse,
ademdas de contar con las estructuras que hacen posible la ocurrencia de estas dos
funciones; si la materia metaboliza y se autoperpetta por si misma, se dice que esta viva
(Norbert, et al., 1996).

La célula es el nivel de organizacion de la materia mas pequefio que tiene la
capacidad para metabolizar y autoperpetuarse, por lo tanto, tiene vida y es la
responsable de las caracteristicas vitales de los organismos. En la célula ocurren todas
las reacciones quimicas que nos ayudan a mantenernos como individuos y como
especie. Estas reacciones hacen posible la fabricacion de nuevos materiales para crecer,
reproducirse, repararse y autorregularse; asimismo, produce la energia necesaria para
que esto suceda. Todos los seres vivos estan formados por células, los organismos
unicelulares son los que poseen una sola célula, mientras que los pluricelulares poseen
un nimero mayor de ellas (Horiike et al., 2001).

Si se considera lo anterior, se puede decir que la célula es nuestra unidad
estructural, es la unidad de funcién y es la unidad de origen; esto, finalmente es lo que
postula la Teoria celular moderna. Llegar a estas conclusiones no fue trabajo facil, se
requirié de poco mas de doscientos afios y el esfuerzo de muchos investigadores para
lograrlo. Quienes postularon la Teoria celular formaron parte de este grupo y entre ellos
se puede mencionar a Robert Hooke, René Dutrochet, Theodor Schwann, Mathias
Schleiden y Rudolph Virchow. Es importante hacer notar que el estudio de la célula fue
posible gracias al microscopio, el cual se inventd entre los afios 1550 y 1590; algunos
dicen que lo inventé Giovanni Farber en 1550, mientras que otros opinan que lo hizo
Zaccharias Jannsen hacia 1590 (Horiike et al., 2001).

Robert Hooke (1665), primero en utilizar la palabra "célula", hacia
observaciones microscdpicas de un trozo de corcho. Hooke no vio células tal y como se
conocen actualmente, él observd que el corcho estaba formado por una serie de
celdillas, ordenadas de manera semejante a las celdas de una colmena; para referirse a
cada una de estas celdas, €] utiliza la palabra célula. René Dutrochet (1824) fue el
primero en establecer que la célula era la unidad basica de la estructura, es decir, que
todos los organismos estdn formados por células. Mathias Schleiden (1838), un
boténico de origen aleman, llegaba a la conclusién de que todos los tejidos vegetales
estaban formados por células. Mientras tanto, otro alemdn, el zo6logo Theodor
Schwann (1839) extendié las conclusiones de Schleiden (1838) hacia los animales y
propuso una base celular para toda forma de vida. Finalmente, Rudolf Virchow (1858)
al hacer estudios sobre citogénesis de los procesos cancerosos llega a la siguiente
conclusién: "las células surgen de células preexistentes" o como lo decia en su axioma
"ommni cellula e cellula". Tanto Schleiden (1838) y como Schwann (1839) afirmaban
que el organismo era un agregado segun ciertas leyes de otros seres de orden inferior;
contra la opinién vitalista de la unidad de la vida en el cuerpo orgénico y contra la
fuerza vital unitaria. Schleiden (1838) aducia que la vida es el resultado de la
colaboracion de muchas células. Schleiden (1838), botanico, y Schwann (1839),
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zodlogo, estudiaron muchos tipos de tejidos en sus respectivos campos. Ambos llegaron
a la conclusion de que:

La célula es la unidad estructural basica de todos los organismos. La célula constituye la
unidad fundamental de los seres vivos. Todo organismo vivo esta constituido por una o
por una multitud de células. Este es el enunciado bésico de la teoria celular. La Teoria
Celular, tal como se le considera hoy, puede resumirse en cuatro proposiciones:

1. En principio, todos los organismos estan compuestos de c€lulas.

2. En las células tienen lugar las reacciones metabdlicas de organismo.

3. Las células provienen tan solo de otras c€lulas preexistentes.

4. Las células contienen el material hereditario.

Si se considera lo anterior, se puede decir que la célula es nuestra unidad estructural, ya
que todos los seres vivos estan formados por células; es la unidad de funcién, porque de
ella depende nuestro funcionamiento como organismo y es la unidad de origen porque
no se puede concebir a un organismo vivo si no esta presente al menos una célula. Por
sus aportaciones, Theodor Schwann (1839 y Mathias Schleiden (1838) son considerados
los fundadores de la Teoria Celular Moderna (Mazzarello, 1999).

1.2.2.- HISTORIA DE LA TEORIA CELULAR

La teoria celular fue propuesta en la primera mitad del siglo XIX (1838-1839)
por el botanico Jakob Schleiden (1804-1881), el zoologo Theodor Schwann
(1810-1882) y del patdlogo aleman Rudolf Virchow (1821-1902). Sin embargo, el
conjunto de observaciones y técnicas microscopicas que permitié la formulacion de la
misma tuvo un largo camino desde que en el siglo XVII Antoni van Leeuwenhoek
(1632—-1723), un apasionado cientifico amateur, aficionado que fabricaba sus propios
microscopios simples (de una sola lente) de una calidad excepcional con el que pudo
descubrir el fascinante y hasta entonces totalmente ignoto mundo de los microbios,
entre ellos las bacterias y a los que €l denomino animacules (Ledesma, 2000).

El nombre de célula se debe al cientifico britdnico Robert Hooke (1635-1702)
que lo acufié en después de que observara a través de su microscopio finas ldminas de
corcho, en la que observd la presencia de celdas o compartimentos que lo componian;
en realidad observd las paredes celulares de las células vegetales muertas. Asi, el
~ término célula procede del latin cella o cellulae que quiere decir "pequefio
compartimento” o celda pequefia. Su trabajo fue documentado en la monografia
Micrographia escrito en 1665 (Harris, 1999).

En 1838, el botanico Matthias Jakob Schleiden (1804—1881) sugiri6 que cada
elemento estructural de las plantas estd compuesto de células o de sus productos. El
zoblogo Theodor Schwann (1810-1882) al afio siguiente hizo una propuesta similar en
relacion a los animales. Las partes elementales de todos los tejidos estan formados por
células y que hay un principio de desarrollo de las partes elementales de un
organismo...y este principio esta en la formacion de las células, ambos cientificos pues
fueron los articifes de teoria celular. El patélogo aleman Rudolf Virchow (1821-1902)
y Albert Koélliker (1817—-1905) demostraron que las células proceden por escisién de
otras células pre-existentes. El aforismo de Virchow omnis cellula e cellula (toda célula
procede de otra célula) recoge esa tltima observacién (Harris, 1999).

Algunos eventos en biologia celular como linea de tiempo: 1639 Robert Hooke
observa células de corcho con un microscopio primitivo;1680 A. Leeuwenhoek (1632-
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1702) descubre espermatozoides en el semen; 1688 Redi publica su trabajo sobre la
generacion espontdnea; 1839 Johannes Miiller efectia investigaciones microscdpicas e
histologicas; 1839 Jacob Henle realiza una descripcion general de la epidermis y el
epitelio; 1839 Schleiden y Schwann proponen la Teoria Celular; 1839 Robert Remak
(1815-1865) descubrimiento de las células ganglionares del corazén humano; 1841
Albert Koelliker (1817-1905) descubre que cada espermatozoide es una célula, la célula
germinal masculina; 1852 Robert Remak demostré que el évulo es una célula; 1855
Rudolf Virchow afirma que todas las células provienen de células; 1873 Camillo Golgi
da a conocer su procedimiento de tincién de las células nerviosas y 1888 Santiago
Ramén y Cajal modifica el método de tincion de Golgi y logra esclarecer todas las
estructuras del sistema nervioso.

1.2.3.- EL IMPACTO DE LA TEORIA CELULAR EN BIOLOGIA MOLECULAR

Una de las numerosas contribuciones unificadoras de la teoria celular consistid
en dar un nuevo significado a los términos 6vulo y semen, que hasta entonces habian
sido conceptos bastante confusos. Resulta curioso que hasta 1880, aproximadamente,
siguiera existiendo mucha incertidumbre acerca del significado de la fecundacion. Para
los fisicistas (el fisicismo era la insistencia y creencia en ciertos principios dominantes
en la fisica clésica) la fecundacion no era mas que el impulso o sefial que iniciaba la
segmentacion de la célula huevo. Asi interpretaba la fecundacién Miescher (1874), el
descubridor del ADN. Con el tiempo, los citélogos como Hertwig y Van Beneden
demostraron que el espermatozoide aporta al huevo mucho.mas que una simple orden
de iniciar la primera segmentacion; también aporta el nicleo de la célula germinal
(gameto) masculina. Este ntcleo con su dotacion haploide de cromosomas penetra en el
6vulo y se suma a la dotacion haploide del mismo formando el nicleo diploide del
zigoto. Asi, la fecundacion restaura la diploidia y combina en la descendencia genes del
padre y de la madre (Mayr, 1998).

1.3.- CELULAS MADRE

El avance en las investigaciones sobre células madre estd ampliando el campo
del conocimiento acerca de como un organismo se desarrolla desde una simple célula,
hasta de qué modo células sanas reemplazan a células dafiadas. Esta promisoria area de
la ciencia esta impulsando a los cientificos a investigar las posibilidades de aplicar
terapias celulares para tratar enfermedades, las cuales son referidas como medicina
reparativa o medicina regenerativa (Nombela, 2007). La de células madre es una de las
areas mas fascinantes de la biologia actual, pero como tantos otros campos en desarrollo
de la ciencia, las investigaciones en células madre generan tantas preguntas como
nuevos descubrimientos.

Las células madre tienen dos caracteristicas importantes que las distinguen de
otros tipos de células. La primera de ellas es que son células no especializadas que se
renuevan ilimitadamente. La segunda es que bajo ciertas condiciones fisiolégicas o
experimentales, se las puede inducir a que se conviertan en células con funciones
especiales tales como células musculares cardiacas o células de pancreas que produzcan
insulina. Los cientificos trabajan sobre todo con dos clases de células madre de animales
y de seres humanos: células madre embrionarias y células madre adultas, que poseen
diversas funciones y caracteristicas.
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Se ha descubierto diversas maneras de obtener o aislar las células madre de

embriones tempranos del raton hace mas de 20 afios. Muchos afios de estudio detallado
de la biologia de las células madre del raton condujeron al descubrimiento, en 1998, de
cdmo aislar las células madre de embriones humanos y hacerlas crecer en el laboratorio.
Estas se denominan células madre embrionarias humanas. Los embriones usados en
estos estudios fueron creados con- el -propdsito -de -tratar la infertilidad mediante
procedimientos de fertilizacion in Vitro y cuando ya no fueron necesarios para ello,
fueron donados para la investigacion con el consentimiento informado del donante.
Las células madre son importantes para los organismos vivos por muchas razones. En
algunos tejidos adultos, tales como la médula ésea, musculo, y cerebro, pequefias
poblaciones definidas de células madre adultas pueden migrar y reemplazar a las células
que se pierden en diferentes 6rganos como resultado de un desgaste normal, por
lesiones o enfermedades.

Se considera que las células madre podrian en el futuro, convertirse en la base
para el tratamiento de enfermedades tales como céncer, Parkinson, diabetes y
cardiovasculares. Pero es necesario estudiar las células madre en sus laboratorios para
comprender mas sus caracteristicas esenciales y qué es lo que las hace diferentes de
otros tipos especializados de células.

En humanos se conoce desde hace afios, al igual que en ratones, la célula madre
hematopoyética de adultos, que reside en la médula 6sea y que da origen a todas las
lineas de células sanguineas € inmunes. Aunque se conocen desde hace tiempo células
madre en tejidos que, como la sangre o la epidermis, presentan gran tasa de
proliferacion, solo recientemente se han descubierto células madre en oOrganos que
normalmente tienen una baja tasa de renovacion, como es el caso del cerebro.

Asi pues, la novedad ha.consistido en reconocer la existencia de células madre
pluripotentes en otros tejidos y érganos, y aun mas interesante, que algunas de ellas
presentan la suficiente flexibilidad como para generar células especializadas de otros
linajes. Esto ha supuesto una sorpresa alentadora, ya que aumenta la perpectiva de
obtener a largo y medio plazo terapias celulares, sin los problemas éticos asociados a
destruir embriones para obtener células madre (Frederiksen et al., 1988).

Si los cientificos lograran un mayor conocimiento sobre las células madre podria
llegar a ser posible su utilizacion terapéutica, las células madre embrionarias humanas
se han estudiado desde 1998. Por lo tanto, para desarrollar tales tratamientos los
cientificos estan estudiando de manera intensiva las caracteristicas fundamentales de las
c€lulas madre, que abarcan:

1. determinar de manera precisa porqué y mediante que mecanismos bioldgicos las
células madre siguen siendo no especializadas y auto-renovables por muchos afios; y

2. identificar cuales son las sefiales que hacen que las células madre se conviertan en
células especializadas.

1.3.1.- DEFINICION Y PROPIEDADES

Las células madre o células troncales pueden definirse de forma general por sus
dos principales propiedades: su capacidad de auto-replicarse indefinidamente y su
capacidad de diferenciarse hacia miltiples tipos de célula de un organismo. Es muy
dificil, sin embargo, establecer una definicion exacta y sin ambigiiedades que contenga
todos los tipos de células madre que se conocen hasta el momento.

Una célula madre es una célula indiferenciada, inmadura, capaz de dividirse
simétrica o asimétricamente para dar lugar a varias células de las cuales alguna debe de
ser igual a su progenitora. Una célula madre puede, en principio y en las condiciones
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adecuadas, dividirse indefinidamente en el tiempo, manteniendo siempre una poblacidén
estable de células madre idénticas. Bajo las condiciones apropiadas y recibiendo los
estimulos correctos, las células madre pueden diferenciarse hacia varios, muchos o
todos los tipos de células especializadas de un organismo maduro. Dependiendo del
potencial de la célula madre (Figura 16), ésta puede clasificarse en totipotente si es
capaz de generar todas las-células del embrién ¥ del- tejido- extraembrionaric,
pluripotente si puede crear todos los tipos celulares que formaran el embrion,
multipotente si solo es capaz de generar los-tipos celulares del tejido de donde proviene
o bien unipotente si tan solo puede dar lugar a un tnico tipo celular. Su potencialidad
dependera de su origen, es decir, del estadio del desarrollo y de la zona del organismo
donde resida (Lovell-Badge 2001; McKay 2000; Temple 2001).
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Figura 16. Propiedades de auto-renovacion y potencialidad de los diferentes tipos de
células madre que podemos encontrar en el proceso de desarrollo, desde un zigofo
- hasta la formacion del tejido nervioso maduro. A medida que se avanza en el desarrollo
se van restringiendo estas propiedades y disminuye el niimero de células que las
conservan. Modificado de Gage 2000.
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Actualmente se sabe que existen células madre en todas las etapas del desarrollo
de un organismo, desde el inicio hasta su muerte. La célula madre por excelencia es el
6vulo fecundado o zigoto. Es totipotente y a partir de ella se desarrollan todas las
células que darén lugar al organismo, tanto las-células somdticas-como las germinales, €
incluidas las células extraembrionarias que formaran la placenta. A medida que el
embrién va desarrollandose, las células madre van dividiéndose, migrando y
diferencidndose en todos los tipos celulares que formaréan los distintos 6rganos. Esto lo
harén siguiendo una compleja secuencia de expresiones génicas orquestada por precisos
programas genéticos y regulados por la informacién de las células vecinas, en un patrén
espacio-temporal muy definido. En este proceso las células van especializandose cada
vez mas y su potencialidad va reduciéndose, desde la pluripotencialidad a la
multipotencialidad y asi hasta la unipotencialidad (Figura 16). En primer lugar, por
ejemplo, las células madre son confinadas a una de las tres capas germinales del
embrion: endodermo, mesodermo o ectodermo. A partir de aqui irdn especificindose a
un sistema, érgano o tejido determinado, hasta llegar a su fenotipo, posicién, morfologia
y funcién final (Shamblott, et al., 1998).

Es importante tener en cuenta que la propia definicion de célula madre o su
clasificacion en subtipos es puramente funcional y no morfolégica. Atiende a
propiedades observadas experimentalmente y bajo condiciones muy particulares. Estas
propiedades pueden ser diferentes dependiendo de si se considera a la célula en su
entorno natural in vivo, o si esta siendo cultivada in vitro, o si ha sido transplantada otra
vez in vivo en emplazamientos homotépicos o ectopicos. Uno de los principales
problemas en la investigacion en células madre, tanto sobre sus origenes, localizaciones
y propiedades bioldgicas, como sobre su manipulacion para el desarrollo de terapias, es
la falta de marcadores especificos que nos indiquen inequivocamente si una célula es
una célula madre o qué tipo de célula madre es (Shamblott, et al., 1998).

1.3.2.- TIPOS Y ORIGENES.

A lo largo de todo el proceso de desarrollo de un organismo se puede extraer
diferentes tipos de células madre que se cultivan in Vitro. Dependiendo de su origen, se
obtendran unas células con diferentes propiedades. Como regla general se puede
establecer que cuanto més primitiva sea la fuente de células madre mas potencialidad en
cuanto a proliferacion y diferenciacion tendran esas células. Cuanto mas avanzado sea
su origen, se obtendran células con capacidades mas restringidas (Gage 2000; Temple
2001).

A continuacién se detallan algunos de los tipos de células madre que se estan
investigando en la actualidad en cuanto a sus propiedades bioldgicas y su potencial
como herramientas terapéuticas para enfermedades de leucemias (Figura 17).

1.3.3.- CELULAS MADRE EMBRIONARIAS.

Las células madre embrionarias (ESC, del inglés Embryonic Stem Cells) son
células aisladas de la masa celular interna de un embrién pre-implantacional en el
estado inicial de blastocisto (Figura 17), cuando estd formado por tan sélo 100-200
células (dia 4-5 de gestacion en humanos o dia 4 en ratones). Son células



pluripotenciales, con capacidad de generar todos los tipos celulares de un organismo,
incluidas las célujas germinales, aunque no pueden dar lugar a las células de la placenta.

Las ESC de raton fueron aisladas y cultivadas por primera vez en 1981 (Evans y
Kaufiman 1981; Martin 1981). Desde entonces y sobretodo a partir del aislamiento de
las ESC humanas en 1998 (Thomson et al., 1998), este tipo de células ha sido
mtensamente investigado para conocer sus propiedades bioldgicas ¥ su potencial para el
desarrollo de terapias celulares. Han demostrado una gran capacidad de proliferacion y
auto-renovacidn in Vitro. Esto las hace especialmente interesantes para obtener grandes
cantidades de células itiles para transplantar.
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Fig. 17. Tipos de células madre segun su origen. Células madre con diferentes
propiedades han sido extraidas de diferentes origenes, cultivadas y analizadas para su
potencial neurogénica. Modificado de Dongvan y Gearhart 2001,

Por el contrario, también presentan un elevado riesgo de formacion de teratomas
si son transplantadas en estado proliferativo, lo que obliga a una maxima cautela antes
de ser utilizadas en ensayos de terapia celular para pacientes (Olsson et al,, 1997;
Bjorklund et al., 2002).

Las ESC pueden cultivarse indefinidamente sobre una capa de células soporte o
bien en flotacién, en forma de cuerpos embrioides. Presentan un cariotipo normal que
parece ser estable a lo Jarge del cultivo o después de manipulactones, aunque
recientemente se han descrito la aparicion de ciertas anomalias (Draper et al., 2004). Se
ha demostrado-su gran potencial de diferenciacion hacia todos los fenotipos posibles,
tanto in viiro como en transplantes ectépicos o en estudios de animales quiméricos
(Donovan y Gearhart 2001; Lovell-Badge 2001).

Debido a que las definiciones y clasificaciones de las células madre se basan
todavia en pruebas funcionales, hay muchas caracteristicas de las ESC humanas que no
se conocen en detalle. Para determinar la potencialidad de unas células se utilizan tres
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tipos de experimentos: la diferenciacién espontdnea o inducida en cultivo, el implante
en ratones inmunodeficientes para observar la aparicion de tumores, o bien la inyeccion
de las células en blastocistos que se dejan desarrollar hasta la formacién de organismos
quiméricos. No se puede asegurar categéricamente, por ejemplo, que las ESC humanas
posean el mismo potencial que las ESC murinas y que implantadas en un embrioén
huésped sean capaces de generar todos los tejidos de un organismo adulto, incluidos los
gametos, puesto que este experimento, por razones obvias, no se ha llevado a cabo.

1.3.4.- CELULAS EMBRIONARIAS GERMINALES.

Las células madre embrionarias, como su nombre lo indica, derivan de
embriones. Especificamente, las células madre embrionarias provienen de los embriones
que se obtienen de los huevos que han sido fertilizados in vitro en una clinica de
fertilizacién in vitro y después donados para propdsitos de investigacion con el
consentimiento informado de los donantes. No derivan de los huevos fertilizados en el
cuerpo de una mujer. Los embriones de los cuales derivan las células madre
embrionarias humanas tienen entre cuatro y cinco dias de vida y son una bola hueca
microscopica de células llamadas blastocitos. El blastocito incluye tres estructuras: el
trofoblasto, que es la capa de células que rodea al blastocito; el blastocele , que es la
cavidad hueca dentro del blastocito; y la masa interna de la célula, que es un grupo de
aproximadamente 30 células en un extremo del blastocele (Shamblott et al., 1998).

La generacion del crecimiento de las células en el laboratorio se conoce como
cultivo de células. Las células madre embrionarias humanas son aisladas transfiriendo la
masa interna de la célula a un plato de laboratorio que contenga un caldo nutriente
conocido como medio de cultivo. Las células se dividen y se extienden por la superficie
del plato. La superficie interna del plato de cultivo estd cubierta normalmente con
células embrionarias de piel de un ratdon que han sido irradiadas para evitar su division.
Esta capa protectora de células de ratén se llama capa del alimentador. Las células del
raton estan ubicadas en el fondo del plato de cultivo con el fin de dar a las células
embrionarias una superficie pegajosa a la cual se puedan unir. También, las células del
alimentador lanzan los alimentos al medio de cultivo (Shamblott et al., 1998).

Recientemente, los cientificos han comenzado a idear maneras de hacer crecer
células madre embrionarias sin las células de alimentador del raton. Esto es un adelanto
cientifico significativo debido al riesgo de que los virus u otras macromoléculas de las
células del ratén puedan ser transmitidos a las células humanas. A lo largo de varios
dias, las células de la masa interna de la célula proliferan y comienzan a apretarse en el
plato de cultivo. Cuando esto ocurre, se quitan suavemente y se transfieren a varios
platos de cultivo frescos. El proceso de volver a colocar las células en nuevos platos de
cultivo se repite muchas veces y durante muchos meses, y este proceso se llama crear un
subcultivo. Cada ciclo de creacion de un subcultivo de células es denominado pasaje.
Después de seis meses o mas, las 30 células originarias de la masa interna de la célula
producen millones de células madre embrionarias. Las células madre embrionarias que
han proliferado en el cultivo por seis 0 méas meses sin distinguir son pluripotententes se
presentan genéticamente normales y se denominan lineas celulares provenientes de
células madre embrionarias. Una vez que se establecen las variedades de células, o aun
antes de esa etapa, pueden ser congeladas y enviadas a otros laboratorios para cultivo y
experimentacion adicionales (Kanatsu — Shinohara et al., 2004).

Las células madre embrionarias germinales (EGC, del inglés Embryonic Germ
Cells) son células provinentes de embriones maés desarrollados. Se aislan de los
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precursores germinales extraidos de los primordios de las génadas de un embrién
postimplantacional de 5-10 semanas de vida en humanos; Figura 17). Estas son las
células que daran lugar, en el adulto, a los gametos. Son pluripotenciales, por lo que
pueden generar todos los tipos de células, tanto somaticas como germinales, pero no
extraembrionarias. Se han extraido EGC humanas de fetos abortados y han sido
cultivadas in vitro (Shamblott et al., 1998). Presentan, al igual que las ESC, una gran
capacidad de proliferacion y de diferenciacion, aunque sus propiedades son algo
diferentes. A diferencia de las ESC, no son capaces de desarrollar teratomas después de
su implante en ratones adultos inmunodeprimidos (Shamblott et al., 1998). Muy
recientemente se ha demostrado que es posible extraer células madre pluripotenciales
parecidas a las EGC, incluso de las goénadas de ratones recién nacidos (Kanatsu-
Shinohara et al., 2004).

1.3.5.- CELULAS EMBRIONARIAS DE CARCINOMA.

Las células madre embrionarias de carcinoma (ECC, del inglés Embryonic
Carcinoma Cells) son células que provienen de teratocarcinomas (Figura 17), tumores
complejos derivados de las gonadas adultas con mezclas de células indiferenciadas y
diferenciadas hacia cualquier tipo celular. Proceden del mismo tipo de células madre
que las EGC, los precursores de las células germinales, pero en el estadio adulto
(Kleinsmith y Pierce 1964; Stevens 1967a; Skakkebaek et al.,, 1987). Son células
pluripotenciales. En cultivo se dividen indefinidamente y pueden diferenciarse hacia
todos los tipos de células somaticas de las tres capas embrionarias, pero no pueden
generar células germinales (Kleinsmith y Pierce 1964; Stevens 1967b; Martin y Evans
1974).

La propia biologia de las células madre pluripotenciales empieza con los trabajos
de Leroy Stevens (Stevens 1967a; Stevens 1967b) sobre células derivadas de estos
tumores en ratén. Hacia mediados de la década de los 70s se propuso que células
pluripotenciales como las ECC humanas podian servir para generar todo tipo de células,
y desarrollar de este modo terapias de sustitucion celular en enfermedades donde una
poblacién concreta de células haya desaparecido. Sin embargo, su cariotipo anormal y
su procedencia tumoral instigaron a los investigadores a la bisqueda de otras fuentes de
células pluripotenciales.

1.3.6.- CELULAS MADRE DE ORIGEN FETAL Y ADULTO.

Es posible aislar células que cumplan las dos condiciones bésicas que las definen
como c€lulas madre tanto de fetos en desarrollo como de un organismo adulto.
Normalmente son consideradas como multipotenciales: pueden dar lugar solamente a
todos los tipos celulares presentes en el propio tejido al que pertenecen. Se cree que
estas células generan los llamados precursores o progenitores, que son a su vez, mucho
mas restringidos. Estos progenitores pueden dividirse, aunque no indefinidamente, y su
potencial se limita ya a unos pocos tipos de célula maduras y especializadas (Temple,
2001).

Un ejemplo de este tipo de células multipotenciales son las células madre
neurales (NSC, del inglés Neural Stem Cells). Las NSC pueden aislarse del cerebro en
desarrollo o en el adulto (Figura 17), u obtenerse a partir de ESC. Pueden ser
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expandidas en cultivo y son capaces de diferenciarse en los tres subtipos de células
neurales: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Gage 2000; Temple 2001).

Las funciones principales de las células madre adultas en un organismo vivo son
mantener y reparar el tejido en el que se encuentran. También se usa el término celular
somatica plazo madre en lugar de células madre de adultos, donde se refiere a las
células somaticas del cuerpo (no las células germinales, espermatozoides o los 6vulos).
A diferencia de las células madre embrionarias, que son definidas por su origen (la masa
celular interna del blastocisto). La investigacion sobre células madre adultas ha
generado un gran entusiasmo. Se han descubierto células madre adultas en muchos més
tejidos de lo que se creia posible. Este hallazgo ha llevado a los investigadores y los
clinicos a preguntarse si las células madre adultas podrian ser utilizados para
trasplantes. De hecho, las células hematopoyéticas adultas, o que forman la sangre, las
células madre de la médula ésea se han utilizado en los trasplantes de 40 afios. Hay
pruebas de que las células madre existen en el cerebro y el corazon. Si la diferenciacion
de las células madre adultas pueden ser controladas en el laboratorio, estas células
pueden convertirse en la base de las terapias basadas en el trasplante (Jiang et al., 2002).

1.3.6.1.- LAS SIMILITUDES Y DIFERENCIAS ENTRE LAS CELULAS
MADRE EMBRIONARIAS Y ADULTAS.

Células madre humanas embrionarias y adultas tienen ventajas y desventajas con
respecto al uso potencial de terapias basadas en células regenerativas. Una diferencia
importante entre células madre adultas y embrionarias es su capacidad diferente en el
numero y tipo de los tipos de células diferenciadas que pueden llegar a ser. Las células
madre embrionarias pueden convertirse en todos los tipos celulares del cuerpo, porque
son pluripotentes. Las células madre adultas se cree que se limitara a diferenciarse en
distintos tipos de células de su tejido de origen. Las células madre embrionarias pueden
cultivarse con relativa facilidad en el cultivo. Las células madre adultas son escasas en
los tejidos maduros, por lo que el aislamiento de estas células de un tejido adulto es un
reto, y los métodos para ampliar su numero en el cultivo de células aun no se han
resuelto. Esta es una distincién importante, ya que un gran nimero de células son
necesarias para las terapias de reemplazo de células madre (Jiang et al., 2002). Se cree
que los tejidos derivados de células madre embrionarias y adultas pueden diferir en la
probabilidad de ser rechazado después del trasplante. Aun no se sabe si los tejidos
derivados de células madre embrionarias podrian causar el rechazo de trasplante.

Las células madre adultas y los tejidos derivados de ellos, se estima que
actualmente son menos propensos para el rechazo después del trasplante. Esto se debe a
que las propias células del paciente podrian ampliarse en el cultivo. El uso de células
madre adultas y los tejidos derivados de células adultas del propio paciente madre
significa que las células tienen menos probabilidades de ser rechazados por el sistema
inmune. Esto representa una ventaja significativa, como el rechazo inmunolégico sélo
puede evitarse mediante la administracion continua de medicamentos
inmunosupresores, y las propias drogas pueden provocar efectos secundarios
perjudiciales (Jiang et al., 2002).
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1.3.6.2.- PLASTICIDAD DE LAS CELULAS MADRE ADULTAS.

Las células madre de origen adulto son células indiferenciadas aisladas de
organos o sistemas completamente desarrollados en el estadio adulto. Aunque se
encuentran en muy pocas cantidades, se ha demostrado la presencia de células madre
adultas en muchos tejidos: médula dsea, sangre periférica, musculo esquelético, higado,
pancreas, epitelio de la piel y del intestino, pulpa dental, cérnea y retina del ojo, y en el
sistema nervioso central, incluyendo el cerebro y la médula espinal. En muchos de ellos
realizan una imprescindible tarea de auto-renovacién y mantenimiento de la
homeostasis tisular. Las células madre adultas de las que se dispone de mas
conocimientos son las células del sistema hematopoyético de la médula 6sea, capaces de
regenerar completamente todas las células sanguineas y del sistema inmunitario.

Las células madre adultas, sin embargo, son muy dificiles de aislar y obtener en
grandes cantidades. Su capacidad de proliferacién in vitro es mucho mas reducida que la
de las ESC o EGC. De hecho, en numerosos estudios sobre las propiedades de
diferenciacion de las NSC o los progenitores neuronales se ha seguido la estrategia de
inmortalizar estas células mediante la insercion de oncogenes, para conservar la
capacidad de auto-renovacion en estado indiferenciado, y estudiar de esta manera su
potencial tanto in vitro como después del transplante (Martinez- Serrano y Bjorklund
1997).

El potencial de diferenciacion de las células madre adultas es también mads
limitado que el de las ESC o EGC (Temple, 2001). Sin embargo, actualmente, nuevos
experimentos estan haciendo reconsiderar el concepto de la plasticidad de las células
madre adultas, puesto que, bajo ciertas condiciones in vitro, estas células estan
demostrando una potencialidad mucho mas elevada de lo que se creia hasta ahora. Se ha
comprobado que, tanto in vitro como en transplantes in vivo, podrian generar tipos
celulares de otros Organos totalmente distintos de los de su origen, incluso de capas
germinativas diferentes a la original. Células madre de la médula 6sea, de origen
mesodérmico, han sido diferenciadas a tejido neural, cuyo origen es ectodérmico
(Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000). Por otro lado, NSC obtenidas del cerebro
adulto han generado células hematopoyéticas (Bjornson et al., 1999) o incluso muchos
otros tipos celulares en un embridon quimérico (Clarke et al., 2000). En varios estudios
se demuestra como, después de transplantadas, estas células son capaces de integrarse
en el huésped y asumir fenotipos maduros (Brazelton et al., 2000; Ferrari et al., 1998;
Kocher et al., 2001; Mezey et al., 2000; Orlic et al., 2001).

Algunas de estas observaciones, sin embargo, podrian deberse a fenomenos de
fusion celular en vez de transdiferenciacién (Alvarez-Dolado et al., 2003; Weimann et
al., 2003). Hay un importante debate, en la actualidad, sobre si lo que se observa en
estos experimentos son fendmenos de transdiferenciacion, desdiferenciacion,
programacion génica, fusion celular o varios de ellos a la vez (Wurmser y Gage 2002;
Ying et al., 2002). Hasta el presente momento, sin embargo, no se ha podido demostrar
que una sola célula madre adulta sea capaz de generar todos los tipos celulares de un
organismo adulto, tal y como lo hacen las ESC y EGC. Tampoco se sabe si esta
sorprendente plasticidad se da realmente in vivo de forma natural o si sélo son
fendmenos observables en condiciones de cultivo. De todas formas, aunque sélo se dé
ex vivo, esta sorprendente plasticidad puede ser aprovechada para el desarrollo de
terapias celulares basadas en células madre adultas.
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1.3.6.3.- PAPEL EN LA RENOVACION CELULAR DEL ORGANISMO

Se estan acumulando pruebas de que desde la vida perinatal a la adulta van
apareciendo células madre en los tejidos somaticos, como parte de la estrategia del
organismo para su renovacion en condiciones fisiologicas o ante un dafio. Esto nos lleva
a la conclusion aparentemente paraddjica de que en realidad las células madre de adulto
no son células “primitivas” derivadas directamente del embrién temprano, sino que
serian células que aparecen tardiamente, “especializadas” en suministrar células de
repuesto al organismo adulto. Un descubrimiento de mediados de los 90 parece apoyar
esto: existen células madre neuronales en el cerebro anterior de mamiferos, rodeando al
ventriculo lateral, y participan en la repoblacién de la subepéndima del ventriculo tras
irradiacion, y en los roedores son la fuente de nuevas neuronas que migran hasta el
bulbo olfativo. Ademas, en monos migran por una ruta desconocida hasta la corteza
cerebral asociaciativa (la que contribuye a los mecanismos de memoria). La identidad
exacta de las células madre neuronales estd sometida a controversia, ya que algunos las
localizan como células de la epéndima que rodean a los ventriculos, mientras que otros
las hacen coincidir con los astrocitos de la zona subventricular. Las células madre del
sistema nervioso central (SNC) pueden generar los tres grandes tipos de células del
cerebro adulto: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Pero se desconoce la
importancia y significado real de estas células madre. Puede ser que en verdad el SNC
del adulto mantenga una cierta capacidad de autorrenovacidén, como rasgo adaptativo
segun las especies. Quizd en los animales superiores la formacion local de nuevas
neuronas en ciertas estructuras cerebrales tenga algo que ver con los mecanismos de
creacion e integracién de la memoria. Ademads, hace poco se han aportado pruebas de
que los estimulos ambientales pueden intervenir en la regulacion de la formacién de
neuronas (Brazelton et al., 2000; Ferrari et al., 1998; Kocher et al., 2001; Mezey et al.,
2000, Orlic et al., 2001).

Las células madre mesenquimales (MSC) humanas estan presentes en el
estroma de la médula ésea, constituyendo una poblacién totalmente diferente de las
células madre hematopoyéticas, y su papel es contribuir a la regeneracion de los tejidos
mesenquimaticos (hueso, cartilago, musculo, ligamento, tendén, tejido adiposo y
estroma). Se han aislado y cultivado MSC humanas, y lo que es mejor, se ha logrado su
diferenciacion controlada hasta células con rasgos tipicos de osteocitos, condrocitos o
adipocitos, respectivamente (Wurmser y Gage 2002; Ying et al., 2002).

1.3.7.- TERAPIAS DE SUSTITUCION CELULAR.

La terapia con células madre esta en la vanguardia de la investigacion biomédica
actual. Cada vez hay maés evidencias de que la célula madre tumoral puede estar
implicada en el origen del cancer como se propone en el modelo jerarquico. La célula
madre puede transformarse en maligna por procesos de pérdida de la divisién
asimétrica, transferencia genética horizontal, fusién celular, factores microambientales.
Conocer mejor como se produce esta transformacién permitird disefiar abordajes de
terapia celular mas seguros y nuevos tratamientos especificos contra estas células madre
tumorales (Jordan et al., 2006).

Las terapias de sustitucion celular son el objetivo mas comun de la mayor parte
de investigacién actual en células madre, si bien son, a priori, las que representan un
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reto mas importante. A grandes rasgos, se basan en la diferenciacion del tipo adecuado
de célula madre hacia el fenotipo celular que se desee, de una forma controlada,
homogénea y en las cantidades suficientes, para transplantarlas en la zona donde se
espera que reemplacen la funcion de las células anormales.

Una terapia de sustitucion celular se basa en los siguientes procesos (Figura 18):
1.- Obtencién y aislamiento de las células madre con las propiedades celulares
adecuadas a partir de la fuente que se considere optima.
2.- Expansion de estas células en estado indiferenciado hasta conseguir la cantidad
suficiente que se necesite.
3.- Diferenciacion eficaz y controlada hacia el tipo de células especializada que se
precise para el tratamiento. Este proceso debe ser lo mas eficaz y homogéneo posible.
Puede ser necesaria una completa especializaciéon o simplemente una restriccion parcial
de los progenitores.
4.- Transplante de las células de la medula 6sea para, integrarse en el tejido y desarrollar
su funcién correctamente. Para garantizar el éxito de la terapia puede resultar
imprescindible realizar exdmenes importantes antes del transplante.

1.3.7.1.- OBTENCION Y MANIPULACION DE CELULAS MADRE.

Existen distintas fuentes de células madre con diferentes propiedades de
replicacion y diferenciacion. Los principales tipos de célula que se han investigado para
su posible aplicacion en terapias de sustitucion para enfermedades hematoldgicas son
las ESC y otras como, las NSC en ¢l caso de las enfermedades neurodegenerativas y
lineas de células inmortalizadas.

Hasta el momento han sido extraidas ESC de blastocistos de ratén, mono y
hombre (Reubinoff et al., 2000, Thomson et al., 1995; Thomson et al., 1996; Thomson
et al., 1998). Pueden ser expandidas en cultivo durante largo tiempo. ESC humanas, por
ejemplo, han sido cultivadas durante més de 2 afios duplicando su poblaciéon més de 300
veces (Odorico et al., 2001). EGC humanas, por el contrario, so6lo se han cultivado hasta
unas 70-80 duplicaciones (Shamblott et al., 2001). Poco se conoce de los factores que
mantienen las células madre en estado indiferenciado y proliferante. Normalmente las
ESC se cultivan sobre una capa de fibroblastos embrionarios murinos (MEF)
mitéticamente inactivados (Evans y Kaufman 1981; Martin 1981; Reubinoff et al.,
2000; Thomson et al., 1998) y con la presencia de suero fetal bovino (FCS).

Estos fibroblastos secretan factores solubles que inhiben la diferenciacion
espontanea y mantienen las ESC en estado indiferenciado (Smith et al., 1988). Uno de
estos factores es el factor inhibidor de la leucemia (LIF) (Williams et al., 1988). Las
ESC murinas, a diferencia de las humanas, pueden ser cultivadas en presencia de LIF,
que sustituye la accién de la capa de fibroblastos (Reubinoff et al., 2000; Thomson et
al., 1998; Xu et al., 2001). Si las ESC son cultivadas en flotacién forman los llamados
cuerpos embrioides, agregados clonales compuestos de mezclas de ESC indiferenciadas,
progenitores, y células diferenciadas espontdneamente hacia toda clase de fenotipos.
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Blastocisto Adulto

OBTENCION DE
CELULAS MADRE

Fig. 18. Fases de un ensayo de ferapia de sustitucion celular en modelos
experimentales. Las células madre se pueden obtener de diferentes fuentes, se
expanden, se diferencian hacia el tipo celular adecuado y se transplanian en un animal
adullo.

1.3.8.- DIFERENCIACION DE CELULAS MADRE.

El principal reto para la futura aplicacién de las terapias de sustitucion celular es
el control sobre la diferenciacién de las células madre. Cada enfermedad necesita
reemplazar un tipo concreto de céjulas. Es necesano, por lo tanto, el desarrollo de
procedinmientos que conduzcan eficazmente a las células madres hacia los tipos
especificos de células que se precisen en cada caso.
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La mayor parte de datos obtenidos hasta el momento a partir de transplantes de
todos los diversos tipos de células madre nos indican una clara necesidad de una
diferenciacién previa al transplante (Bjorklund y Lindvall 2000; Donovan y Gearhart
2001; Rossi y Cattaneo 2002; Temple 2001).

(Coémo se puede dirigir 1a diferenciacioni de 1as células madre 7 vifro? Las ESC
siguen procesos de diferenciacion espontanea cuando se las cultiva en forma de cuerpos
embrioides, o cuando se les retiran los factores que las mantienen indiferenciadas, como
el LIF o la capa de fibroblastos de soporte (Donovan y Gearhart 2001). La adicién de
acido retinoico (RA) las induce a adquirir fenotipos celulares (Bain et al., 1996;
Dinsmore et al., 1996, Okada et al., 2004).

En el transplante e integracién funcional, el wltimo paso de una terapia de
sustitucion celular es el transplante de las células manipuladas in vitro directamente en
la zona donde se espera que realicen su accion terapéutica. Para garantizar el éxito de la
terapia hay que asegurar, en primer lugar, la supervivencia de las células implantadas.
En los transplantes de tejido fetal es comun una supervivencia del 5-10% del numero
total de células transplantadas (Brundin et al., 2000). En segundo lugar, es necesario
asegurar la conservacion del fenotipo adoptado previamente in vitro.

Dependiendo del tipo de leucemia que se pretende revertir, los requerimientos
después del transplante pueden ser aun mas complicados (Bjorklund y Lindvall 2000;
Rossi y Cattaneo 2002). En algunos casos sera suficiente que las células transplantadas
conserven el fenotipo adecuado.

1.3.9.- EL DEBATE SOBRE EL USO TERAPEUTICO DE LAS CELULAS MADRE

El uso terapéutico de las células madre ha surgido, en los tltimos afios, como un
nuevo modo de la medicina: sustituir o regenerar aquellas células destruidas por la
enfermedad degenerativa (diabetes juvenil, Parkinson, esclerosis multiple, etc.) o a
causa de un accidente, como el infarto de miocardio o la lesion de la médula espinal
(Bradley y Robertson, 1986). Esta investigacion surge y da sus primeros pasos en un
contexto muy complejo: el hecho de usar inicialmente como fuente de células madre, las
que forman la masa interna del embriéon humano de cinco dias (Robertson, 1986). En
principio, aquellos embriones que son calificados como 'sobrantes' de la practica de las
técnicas de reproduccion humana asistida. Y por ello, este campo biomédico de una
excepcional importancia, ha estado envuelto en el debate sobre la investigacion
destructiva de embriones humanos y sobre el destino de los que estan crio conservados
(Bradley y Robertson, 1986; Robertson, 1986). Con frecuencia, se reduce y desvirtua la
problematica cientifica y ética en un simple “embriones humanos” para curar las
enfermedades degenerativas: si 0 no' (Smith, 1992). Pero la cuestion no es esa.

Una investigacion para estudiar enfermedades y buscarles soluciones no puede,
ni ética ni técnicamente, tener como material de partida el que con lleve destruccion de
vidas humanas. La ciencia estd a otro nivel mucho mas avanzado. Un ser humano, de
menos o de mas de 14 dias, implantado en el utero materno o congelado, deseado para
procreacion o abandonado, es un ser humano que nadie puede arrogarse el poder de
matarlo para usarlo como medio (Keller, 1995; Robertson, 1997), por muchos
beneficios para la humanidad que se deriva de ello. Esta no es una cuestion de prejuicios
religiosos. Ni la investigacion biomédica debe dejarse manipular de opciones o
presiones politicas, o intereses meramente economicos. Ha pasado el tiempo de los
discursos demagogicos que usan la sensibilidad de todo buen nacido hacia el dolor ajeno.
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Si hace unos pocos afios podria caber alguna duda de la necesidad de estas preciadas y
polémicas células hoy se sabe, con rigor cientifico, que no hay enfermos cuyas vidas
estén dependientes de que se permita legalmente descuartizar embriones para que les
sean suministradas, injertadas o inyectadas estas células (Gardner y Brook, 1997).

Las cuestiones que se han ido planteando estan resueltas afortunadamente y son
de hecho una esperanza fundada de curar esas enfermedades graves; en este campo se
ha traspasado ya el ambito de la mera promesa o aspiracién utopica (Gardner y Brook,
1997). En primer lugar, se cuenta con la presencia en la sangre y en la médula 6sea, en
la grasa y en todos los 6rganos y tejidos del organismo (Dani et al., 1998), con células
madre capaces porque esa es su funcion propia y natural de regenerar o sustituir
aquellas células destruidas o dafiadas (Nichols et al., 1998). En los tres tltimos afios, y
con una frecuencia casi semanal, ha ido conociéndose cdmo son y como funcionan estas
células propias y en muchos casos qué se tiene que hacer para que se sitiien en su lugar
propio y cumplan su funcién. Pacientes con infarto o con la enfermedad de Parkinson
estan siendo ya curados con éxito gracias a sus propias células madre (Raz et al., 1999).
Ciertamente queda mucho por saber de ellas y de su eficacia a largo plazo, pero hoy por
hoy su uso no ha presentado ain ningin problema. También es bien cierto que los
trabajos pioneros con las células madre procedentes de embriones han sido muy utiles
para poner en el tapete estas nuevas terapias. Tras varios afios de trabajo quedan muy
claras las tres conclusiones siguientes (Nichols et al., 1998; Raz et al., 1999).

En primer lugar, los experimentos con embriones de ratones han puesto de
manifiesto que estas células madre embrionarias no pueden ser transferidas a ningin
paciente: son tan poco 'domesticables' que producen tumores en el organismo en que se
introducen y actian en ¢l demasiado por libre (Blau, 2001). No vale la pena, ni tiene
sentido, seguir por esa via de convertir células embrionarias en células del tipo
diferenciada e inmadura que ya de por si tiene el cuerpo y las tiene ademads situadas en
su sitio.

En segundo lugar, si merece la pena continuar investigando con ellas y
sacdndoles sus valiosos secretos. Pero esa investigacion puede hacerse en células
animales y en ultimo caso de los cadaveres de los embriones sobrantes, que Ia reforma
actual de la ley permitird para llevar a cabo los proyectos para los que sean
imprescindibles. Y por Gltimo, aquellas investigaciones que exijan que las células sean
del tipo embrionario y ademas humano (y ademas sin el riesgo de que tengan defectos
genéticos por proceder de embriones deprogenitores con problemas de esterilidad), hoy
se puede ya ir a ellas con paz: hay capacidad de conseguirlas sin producir ni destruir
embriones. Afios de fuerte esfuerzo han dado sus resultados. Ha habido reportes de las
impresionantes fotos de células de diversos tejidos derivadas de las del tipo madre
embrionarias de una partenogénesis; sin tocar un embriéon humano (Raz et al., 1999).

Aun sigue sumida en la demagogia la necesidad de llevar a cabo el eufemismo
acientifico de la clonacién terapéutica. No existe hoy por hoy ninguna posibilidad de
clonar un mono y menos ain un ser humano (Soria et al., 2001). Va siendo hora de
llamar a las cosas por su nombre; y pasar el nicleo de una célula a otra, sin mas
reprogramacion del material genético (Nagy et al., 1993; Udy et al., 1997), no es clonar
es simplemente hacer una transferencia nuclear. Hay investigaciones a fondo para
producir células del tipo deseado manipulando células y no manipulando seres
humanos. Los primeros descubrimientos en esta linea estan ya conseguidos. De esta
forma, para aquellas enfermedades degenerativas, por ejemplo en la ceguera de la
retinosis pigmentaria, que no pueden ser curadas con las células propias del paciente se
empieza a contar con material celular sano hibrido: mitad suyo y mitad ajeno (Brustle et
al., 1999).
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1.4.- LEUCEMIA
1.4.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS

En la década del '60, representaba una enfermedad mortal con un 80% de
fallecimientos a los 6 meses de diagnosticada la enfermedad. Posteriormente, gracias a
un mayor conocimiento del desarrollo tumoral, se desarrollaron efectivos esquemas de
tratamiento con un indice de curacién entre un 50 y 70% de los casos.

Para poder defenderse, el cuerpo tiene soldados que a toda hora lo recorren y
estan alertas para entrar en accién en cuanto aparece alguna sefial de peligro. Estos
soldados, los globulos blancos, estan en la sangre y tienen una vida muy corta
(Hampson et al., 2007).

Apenas algunas horas y es por eso, que el organismo necesita fabricarlos en forma
permanente para mantenerse en Optimas condiciones. Dentro de ese ejército que es el
sistema inmunologico, la médula 6sea es el 6rgano encargado de generar a los soldados
y ponerlos a trabajar. Pero, a veces es invadida y el sistema colapsa.

La médula dsea activa se localiza en el interior de algunos huesos (en los adultos, gran
parte del interior 6seo estd ocupado por grasa) y tiene la mision de producir las células
de la sangre (Ersvaer et al., 2007).

Cuando estd invadida por células atipicas que ocupan el espacio y crecen sin
regulacién en forma ilimitada, no puede funcionar normalmente. Y a este tipo de cancer
se le llama leucemia. Es decir que, la leucemia o cancer de la sangre se produce porque
en la médula dsea hay otras células que invaden y no permiten que fabrique globulos
blancos. En algunos casos, cuando la leucemia es de peor prondstico o vuelve a
producirse después de haber sido combatida mediante quimioterapia, el tratamiento que
se propone en la actualidad para tratar de salvar la vida de la persona es el transplante de
médula 6sea (Terapia Celular), (Ryningen et al., 2006).

Generalmente las células cancerosas estan definidas por dos propiedades
hereditarias:

1. Ellas y su progenie se reproducen a pesar de las restricciones normales.
2. Invaden y colonizan territorios normalmente reservados para otras células.
La combinacion de estas caracteristicas es lo que hace a los cénceres especialmente
peligrosos (Jo de Mejia y Lila, 2006).

En los ultimos 50 afios la ciencia médica ha desarrollado tratamientos cada vez
mas efectivos para las victimas de la leucemia, que incluyen nuevas drogas, terapias
transfusionales, tratamientos de apoyo y antibidticos, asi como el trasplante de células
progenitoras periféricas (cominmente conocido como trasplante de médula 6sea). Con
el mejor tratamiento disponible, el 75% de las victimas jovenes de la mas comun de las
leucemias infantiles (leucemia linfoblastica) estd sin enfermedad por lo menos cinco
afios después de que la leucemia le fue diagnosticada y de haber terminado con el
tratamiento. Este es un hito al cual muchos médicos consideran una sefial de cura. Las
perspectivas para los adultos con leucemia también estdn mejorando debido al avance
en los tratamientos. Cada dia aumentan los informes de tratamientos exitosos a
pacientes adultos con leucemia, con sobrevidas a mas de cinco afios (Greer, 2004).

A medida que avanza la enfermedad, la funcién de la médula 6sea se deteriora 'y
las células normales de la sangre se reducen dréasticamente y, si la enfermedad no es
controlada, las células anormales se incrementan y son transportadas al cuerpo por el
torrente sanguineo. Sin controlar, la leucemia puede producir infecciones debido a la
falta de globulos blancos normales capaces de combatirlas, anemia grave por la falta de
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gldbulos rojos capaces de transportar oxigeno y moretones y hemorragias debido a la
falta de plaquetas (Mandellil et al., 2002).

Hay formas de leucemia menos comunes que afectan a otro tipo de células
sanguineas. La leucemia monocitica afecta a los monocitos (grandes glébulos blancos
barredores que forman parte del sistema inmunoldgico), la eritroleucemia ataca a los
eritrocitos (células primitivas parientes de los glébulos rojos) que se encuentran en la
médula Osea. Sin embargo, el diagnoéstico y tratamiento de los distintos tipos de
leucemia es parecido (Greer, 2004).

La leucemia fue descubierta en el mundo hace casi 200 afios, por lo que puede
considerarse un problema reciente comparado con otros grandes flagelos de la
humanidad. Desde su descripcion inicial, las leucemias han sido foco de una
impresionante investigacion médica, debido a varias razones: sus dramaticas
manifestaciones clinicas, su frecuencia e impacto en la nifiez, su hallazgo en animales,
la sencillez de los andlisis de la sangre periférica y de la médula ésea que permitieron
comprender mejor la hematopoyesis, y su forma de tratamiento, adaptada
posteriormente a otros tipos de neoplasias en el ser humano. Sin embargo, el aspecto
cumbre de su estudio fue el descubrimiento, hace 30 afios, de que la variedad maés
comun en el nifio, la leucemia linfocitica aguda, podia curarse en al menos la mitad de
los casos (Aur et al., 1971), la primera vez que esto se conseguia en una neoplasia
generalizada.

La leucemia fue descubierta casi al mismo tiempo por dos médicos brillantes
que llevaron a cabo estudios cuidadosos, tanto en sus enfermos como en autopsias
(Dameshek y Gunz, 1964).

El primero en describir esta enfermedad fue Velpeau en 1827, el cual observé un
paciente de 63 afios con fiebre, debilidad y un crecimiento descomunal del abdomen. El
encontrd en la autopsia un higado y un bazo enormes (el bazo pesé 4 kilos), y la “sangre
era como una papilla de avena que recordaba la consistencia y el color de las levaduras
del vino tinto” (Velpeau, 1827).

Por otra parte, Barth (1856) estudié en 1839 un paciente cuya sangre fue
analizada por Donné (1844), el cual observd en la autopsia al microscopio, unos
“glébulos mucosos muy parecidos a las células del pus”. De acuerdo con esta secuencia,
Donné habria sido la primera persona que describié microscopicamente las células
leucémicas. Los estudios iniciales de pacientes vivos con leucemia se hicieron en 1845
por tres investigadores de la época: Virchow (1845) en Alemania, el cual llamo a la
enfermedad sangre blanca y fue el primero en proponer que el problema no era
infeccioso sino una patologia diferente que afectaba a ciertos 6rganos, y Bennett (1845)
y Craigie (1845) en Escocia, los cuales reconocieron también la entidad como un
problema propio de los gldbulos blancos. Virchow (1856), quien llegaria a ser uno de
los grandes hombres en la patologia mundial, introdujo dos afios después el término
leucemia, el cual ha perdurado hasta nuestros dias, dado que el nombre de leucocitemia
propuesto por Bennett (1852) prevalecid solo por corto tiempo. Virchow diferencié en
su trabajo la leucemia de la leucocitosis, describiendo a la vez dos tipos de leucemia: el
esplénico, asociado con esplenomegalia, y el linfatico, donde se presentaba aumento de
tamafio de los ganglios linfiticos. Afios después, en 1857, hubo otros aportes
novedosos. Friedreich (1857) describié por primera vez una modalidad de leucemia que
llamé aguda, y Neumann (1878) establecié la existencia de la leucemia mielogena,
conceptos novedosos para aquel tiempo.

Es importante aquilatar el trabajo de estos pioneros en el descubrimiento de la
leucemia, sobre todo porque cientificamente, la clasificacion y el estudio de la leucemia
no pudieron visualizarse sino hasta que se conocié la tincion de Erlich (1891) en 1891,
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la cual permiti6 diferenciar las distintas etapas madurativas de los leucocitos e
identificar las diferentes variantes de las células leucémicas. Resulta también interesante
conocer que desde 1903 la leucemia se clasificaba en aguda (linfocitica, mielocitica,
monocitica o eritroleucemia) y en crénica (linfocitica o mielocitica) (Reschad y
Schilling-Torgau 1913). Sin embargo, no fue sino hasta 1930, al comenzar a realizarse
en Europa los aspirados de médula dsea, que empezaron a comprenderse mejor las
alteraciones morfoldgicas de las células madres que producen esta enfermedad

(Clemmensen, 1974).

1.4.2.- ETIOLOGIA

Desde las descripciones de Virchow (1845) hasta nuestros dias, la etiologia de la
leucemia ha sido un aspecto controversial entre diversos investigadores, y sus causas
han pasado por diferentes etapas: infecciosa, genética, fisica o quimica. En el momento
actual, después de arduas discusiones entre diversos grupos, deberia concluirse que
todos los enfoques podrian tener algo de cierto y que la verdadera etiologia de la
leucemia es probable que se encuentre en la interaccion de varias de esas causas.

1.4.2.1.- ETIOLOGIA INFECCIOSA

Desde los primeros casos en el mundo se llegd a definir que las células
leucémicas son distintas a las de los procesos inflamatorios o infecciosos. Pese a ello, el
interés sobre este punto se ha mantenido hasta el presente, sobre todo porque algunos
investigadores han demostrado la presencia de virus como agentes causales de las
leucemias humanas y de los animales (Gross, 1951). En 1951, Gross (1951) demostro6
un virus en una leucemia de los ratones, y posteriormente se aislaron virus en las
leucemias de los gatos, monos, ganado vacuno y la leucemia humana T linfocitica
(Rickard et al. 1969, Miller et al. 1969, Kawakami et al. 1972, Poiesz et al. 1980).
Todos esos virus fueron clasificados como retrovirus. Por otra parte, dos virus ADN del
grupo del Herpes se han asociado con leucemia: el de la enfermedad de Marek en los
péjaros (Churchill y Biggs 1967) y el de Epstein-Barr en la leucemia/linfoma tipo B en
los nifios africanos (Linfoma de Burkitt) (Epstein et al. 1964). A pesar de estos
informes, la causa infecciosa en otros tipos de leucemia continta considerandose una
hipotesis.

1.4.2.2.- ETIOLOGIA GENETICA

Esta posibilidad fue sugerida por Hartenstein (Engelberth-Holm, 1876) en 1896,
el cual estudid una vaca y su ternero con leucemia. Durante los afios treinta se
presentaron informes de leucemia en ratones y su progenie (Slye, 1931), lo cual hizo
que en afios posteriores se encontraran tres familias con miembros que padecian
leucemia (Ardashnikov, 1937), observandose incluso varios casos en gemelos
(MacMahon y Levy 1964). Sin embargo, un estudio en Boston en 1957 no encontrd
ninguna relacidén entre parientes (Steinberg, 1957), aunque estudios més recientes
confirmaron que los hermanos de un nifio con leucemia tienen de 2 a 4 veces mas
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probabilidades de desarrollar leucemia que el resto de la poblacion infantil (Miller,
1971, Draper et al. 1977). La posibilidad de que el gemelo de un paciente leucémico
desarrolle leucemia se encuentra cercana al 25% (Zuelzer y Cox 1969), habiéndose
también identificado un mismo rearreglo genético (inmunoglobulina de cadena pesada)
en las células leucémicas de gemelos siameses con leucemia linfocitica aguda (Pombo
de Oliveira et al., 1986). En 1993 se identifico el arreglo genético MLL, que involucra
la translocacién t(11;19)(q23;p13), en tres pares de gemelos afectados con LLA tipo T,
cuyas caracteristicas fenotipicas incluian CD2+, CD3+, CD7+ (Ford et al,, 1993). A
pesar de que desde 1930 se informd leucemia en el sindrome de Down (Brewster y
Cannon 1930), no fue sino hasta 1957 cuando se hizo un estudio amplio sobre esta
relacién (Krivit y Good 1957). Ademds, durante los afios sesenta comenzé a
relacionarse la leucemia infantil con la inmunodeficiencia primaria, con alteraciones
cromosdmicas y con otros tipos de cancer (Miller, 1967), descubriéndose en esa época
el cromosoma Filadelfia en la leucemia mieloide cronica (Rowley, 1973). Otro hallazgo
importante dentro de las alteraciones genéticas de las leucemias, fue el descubrimiento
del homoélogo humano del encogen abl del virus de la leucemia murina. Este gen
compromete a los cromosomas 9 y 22, produciendo el gen hibrido BCR-ABL, el cual se
encuentra caracteristicamente en la leucemia granulocitica cronica (De Klein et al.,
1982). También es relevante citar que los sindromes de Bloom y de Scwachman, las
anemias de Fanconi y de Diamond-Blackfan y la neurofibromatosis, entre otras
patologias, presentan un riesgo aumentado de desarrollar leucemia (Baruchel et al.
1999).

1.4.2.3.- ETIOLOGIA FiSICA

La historia de Maria Curie y la leucemia que ella misma desarrolld, siempre se
han asociado a la radiacién recibida por la investigadora durante sus largos afios de
estudio. Aun asi, no fue sino hasta 1944 cuando esta relacion empezo a preocupar a los
radidlogos (March, 1944). Los estudios en los sobrevivientes de las bombas atémicas en
Japon y las investigaciones subsiguientes en casos de accidentes nucleares, demostraron
con claridad que la radiacién ionizante en nifios puede ser causa inequivoca de leucemia
(Simpson et al. 1955). La perspectiva de que los campos electromagnéticos, generados
por las lineas eléctricas de alto voltaje, aumenten el riesgo de leucemias, se presento6
como una posibilidad en 1979, pero fue descartada en un trabajo posterior (Campion,
1997). Sin embargo este punto continuia en discusion.

1.4.2.4.- ETIOLOGIA QUIMICA

Aunque a partir de 1928 se habia empezado a sospechar de las sustancias
quimicas como origen de leucemia en adultos con trabajos riesgosos, poco a poco se
han incluido otras posibilidades, como la de nifios que por viajar en los autos de sus
padres con las ventanas cerradas se convierten en fumadores pasivos. Con el
advenimiento de la quimioterapia se empezaron a descubrir casos de segundas
neoplasias después de los tratamientos anticancerigenos, tanto en nifios como en
adultos. En la actualidad, los agentes alquilantes, el etopdsido y el tenipdsido (Tucker
et al., 1987) también se incluyen como causas etiologicas de leucemia. Sin embargo,
todavia se siguen investigando cuéles sustancias quimicas podrian producir leucemia de
novo en nifios. Como ya se menciond, la etiologia de las leucemias requiere mayor
investigacién y no serd nada sencillo poder definir muchos casos que presenten esta
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patologia, ya que es probable que un buen numero de pacientes tenga etiologias
combinadas.

1.4.3.- DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS

Los andlisis de sangre periférica, médula ésea y liquido cefalorraquideo, con la
ayuda de tinciones citoquimicas, son la base del diagnostico y clasificacion de las
leucemias (Bennet et al. 1985). Empero, las variaciones morfologicas de las células
leucémicas comenzaron a plantear una serie de dificultades diagndsticas en cuanto a su
identificacion precisa, haciéndose necesario realizar otros estudios para clasificar las
distintas variantes de ella, entre los cuales pueden citarse los andlisis cromosdémicos, la
citoquimica y el inmunofenotipo, que junto con la edad del paciente, el nimero de
leucocitos y la invasion inicial a otros 6rganos, permiten definir los factores de riesgo de
cada paciente. Otra tecnologia que ha ayudado a los pacientes leucémicos han sido los
equipos de aféresis, ya que gracias a ellos se consiguié por primera vez transfundir
leucocitos, plaquetas o eritrocitos en forma exclusiva. En la actualidad, la citometria de
flujo, la citogenética y los estudios de biologia molecular, junto a los andlisis
tradicionales ya citados, son las principales ayudas para definir el diagndstico y evaluar
el prondstico y seguimiento de los pacientes con leucemia.

1.4.4.- SINTOMATOLOGIA DE LAS LEUCEMIAS

Los sintomas de las leucemias agudas son la fiebre irregular, el sangrado
espontdneo por las encias, membranas mucosas o bajo la piel, y anemia de rapida
evolucion. Las leucemias mielocitica cronicas se caracterizan ademads por el aumento
del bazo, y las leucemias linfociticas crénicas por la tumefaccién de los ganglios
linfaticos (Reiter et al., 2004). La deteccién temprana de la enfermedad es de vital
importancia para el tratamiento. Los sintomas al comienzo de la leucemia son: facilidad
para que se formen hematomas, sangrar sin coagular, fiebre alta, continua debilidad,
fatiga cronica, dolor de huesos y articulaciones e infecciones recurrentes (Reiter et al.,
2004).

1.4.5.- TIPOS DE LEUCEMIA
1.4.5.1.- LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA (LLA).

El nombre alternativo es leucemia linfocitica aguda de la infancia. Es una
enfermedad maligna progresiva, caracterizada por un gran nimero de células blancas
sanguineas inmaduras semejantes a los linfoblastos que se pueden encontrar en la
sangre, la médula 6sea, los ganglios linféticos, el bazo y otros dérganos. La leucemia
linfocitica aguda (LLA) es la causante del 8§0% de las leucemias agudas de la infancia,
con un méaximo de incidencia entre los 3 y 7 afios. Asimismo, se presenta en personas

-adultas con un promedio del 20% de todos los casos de leucemias. En la leucemia
aguda, las células malignas pierden su capacidad para madurar y especializarse
(diferenciacion) en sus respectivas funciones; ademads, se multiplican rapidamente y



58

reemplazan a las células normales. La insuficiencia de la médula 6sea ocurre cuando las
células malignas reemplazan a los elementos normales de ésta, lo que hace que las
personas sean mas susceptibles a las hemorragias e infecciones a medida que las células
sanguineas normales se reducen en cantidad. La mayoria de los casos parecen no tener
causa aparente; sin embargo, se cree que las irradiaciones, algunas toxinas como el
benceno y ciertos agentes quimioterapéuticos pueden contribuir a la induccién de la
leucemia. Las anomalias en los cromosomas también pueden jugar un papel en el
desarrollo de la leucemia aguda. Los factores de riesgo para la leucemia aguda son: el
sindrome de Down, un familiar con leucemia, la exposicion a irradiaciones, los
quimicos y los medicamentos. La incidencia de esta condicion es de 6 de cada 100.000
personas (Greer, 2004).

1.4.5.2.- LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA (LLC).

Es la malformacién de los glébulos blancos conocidos como linfocitos,
caracterizada por un aumento lento y progresivo de estas células en la sangre y en la
médula dsea. La leucemia linfocitica cronica (LLC) afecta los linfocitos B y produce
inmunosupresion, insuficiencia de la médula dsea e infiltracion de células malignas
(cancerosas) a los organos. Por lo general, los sintomas y el curso de la enfermedad
avanzan gradualmente. La LLC se presenta en personas mayores; el 95% afecta
individuos por encima de los 50 afios. Muchos casos son detectados mediante examenes
de sangre de rutina en personas que no presentan sintomas. La causa de LLC es
desconocida. No se ha determinado relacion con la radiacién, quimicos carcindgenos, ni
con virus. Se ha notado una incidencia aumentada de LLC en personas con ciertas
enfermedades autoinmunes. La incidencia incrementa con la edad en proporcion de 15
de cada 100.000 personas hacia los 70 afios de edad (Greer, 2004).

1.4.5.3.- LEUCEMIA MIELOCITICA CRONICA (LMC).

Actualmente, la Leucemia Mieloide Croénica (LMC), enfermedad maligna de la
sangre y médula 6sea, afecta a mas de 6 mil mexicanos, de los cuales aproximadamente
40% desconoce padecer la enfermedad, situacion que retrasa el diagnostico y limita la
esperanza de vida en quienes la padecen. Los nombres alternativos son: Leucemia
granulocitica crénica; leucemia mielégena crénica. Es un cancer maligno de la médula
6sea que causa crecimiento rapido de las células formadoras de sangre, conocidas como
precursoras mieloides, en la médula dsea, sangre periférica y tejidos del cuerpo.
Ademas la leucemia mieloide crénica (LMC) es un desorden mieloproliferativo de
multiples lineas, clonal, que se origina en una Unica célula madre hematopoyética
anormal. Implica lineas mieloide, monocitica, eritroide, megacariocitica y linfoide B, y
algunas se extienden a la linea linfoide T (Fialkow, 1981). A pesar de que la
enfermedad se describié primero en la literatura inglesa en 1845, el primer hecho
destacado sobre su estudio no tuvo lugar hasta 1960 cuando Nowell y Hungerford
descubrieron en células de leucemia una anormalidad citogenética constante,
denominada mas tarde cromosoma Philadelphia (Ph) (Nowell y Hungerford, 1960).
Posteriormente, se estableci6 que el cromosoma Ph estaba asociado con hechos
genéticos que causaban LMC y, de este modo, dicha enfermedad se convirti6 en el
primer cancer humano en el que una anormalidad citogenética especifica podia ser
vinculada a su patogénesis. Después hubo un rapido progreso en la comprension de la
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biologia molecular de la LMC, y algunos de los cambios fundamentales de la fase
cronica de la LMC, que ocurren a nivel de DNA, han sido actualmente elucidados
completamente.

Hasta los 80, la LMC ha sido considerada inexorablemente fatal. Después, y
de forma gradual, se fue viendo claramente que el trasplante alogénico de células madre
(SCT) hemopoyéticas podia curar algunos (pero no todos) de los pacientes sometidos a
este tratamiento. Al mismo tiempo, se demostré que interferon alfa (IFNa) podia
suprimir la proliferacién de células de LMC y prolongar la supervivencia. A finales de
los 80, se introdujo como tratamiento para pacientes que habian recidivado, después de
SCT alogénico, una inmunoterapia adoptiva con linfocitos alorreactivos (Mughal y
Goldman, 1995). Mas recientemente, el inhibidor de la tirosina quinasa, STI 571, se ha
mostrado muy prometedor en estudios iniciales, pero aun no se ha definido su papel en
el tratamiento de pacientes recién diagnosticados. Por lo tanto, la decisién de cémo
tratar mejor al paciente con LMC, recién diagnosticado, ha llegado a ser sumamente
compleja.

Caracteristicamente, la LMC es una enfermedad bifasica o trifasica,
presentandose la mayoria de pacientes en la fase “crénica” (FC) estable inicial, que dura
tipicamente 3 a 6 afios. La historia natural de la LMC implica una progresioén
espontdnea hacia una fase mas avanzada, término que incluye fase de aceleracion y
crisis blastica. Aproximadamente la mitad de los pacientes en fase cronica se
transforman directamente en crisis blastica, y el resto lo hacen después de un periodo
intermedio de fase de aceleracion de duracion variable. En la enfermedad avanzada, las
células de LMC fracasan en la maduracion y, cuando ocurre la crisis bléstica, las células
predominantes en sangre y médula-se parecen a mieloblastos (transformacién blastica
mieloide) o linfoblastos (transformacién blastica linfoide) hallados en pacientes con
leucemias agudas.

1.4.53.1.- BIOLOGIiA MOLECULAR.

El cromosoma Ph es una anormalidad citogenética adquirida, presente en todas
las células de LMC (Fig. 19). Se forma como resultado de una translocacion reciproca
de material genético del brazo largo de un cromosoma 9, y del brazo largo de un
cromosoma 22, referido como t(9;22) (q34;q11). Esta translocacién da como resultado
una yuxtaposicién de secuencias 3’ del gen protooncogén ABL (Abelson), normalmente
presente en el cromosoma 9, con las secuencias 5’ del gen BCR (breakpoint cluster
region) truncado, que permanece en el cromosoma 22. Este hecho genera el gen
quimérico de fusién BCR-ABL (Deininger, 2000).

El clasico cromosoma Ph puede ser identificado en alrededor del 85% de
pacientes que cumplen criterios hematolégicos de LMC. En un 5% adicional de
pacientes, la translocaciéon es compleja, implicando generalmente tres o mas
cromosomas, que incluyen el 9 y el 22. En aproximadamente un 10% de pacientes, no
se puede identificar, mediante citogenética convencional, ninglin cromosoma Ph; dentro
de esta cohorte, un 40% tiene un gen quimérico BCR-ABL oculto, localizado
generalmente en un cromosoma 22 aparentemente normal, pero localizado muy
ocasionalmente en el cromosoma 9. El restante 6% de pacientes son Ph-negativa, BCR-
ABL-negativo, y algunas de estas mutaciones han sido identificadas en otros genes
(Groffen y Heisterkamp, 1997). Es probable que estos ultimos pacientes tengan un
curso clinico mas agresivo que aquellos con enfermedad Ph-negativa, BCR-ABL-
positivo. A medida que la enfermedad progresa, los pacientes Ph-positiva pueden
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adquirir alteraciones citogenéticas adicionales, incluyendo duplicacién del cromosoma
Ph, trisomia 8 y iso-cromosoma 17q. Mutaciones o deleciones de genes supresores del
tumor, tales como pl6 y TP53, también pueden contribuir a la progresion de la
enfermedad (Sawyers, 1999).

El gen de fusion BCR-ABL transcribe un mRNA que codifica una proteina que
tiene una actividad tirosina quinasa muy superior que la proteina ABL normal.
Dependiendo de la localizacion del punto de ruptura en el gen BCR, la proteina de
fusion puede variar en tamafio, desde 190 kD hasta 230 kD. Han sido identificadas tres
localizaciones separadas, de puntos de ruptura, en el gen BCR, y se han denominado, de
manera bastante confusa, M-BCR, m-BCR y p-BCR, respectivamente (Melo, 1996).

La ruptura en la principal region de ruptura (M-BCR) siempre tiene lugar en el
intrén entre exones el3 y el4 (referidos previamente como exones b2 y b3) o en el
intron entre exones el4 y el5 (previamente b3 y b4). Por el contrario, la posicion del
punto de ruptura en el gen ABL es altamente variable y puede ocurrir en casi cualquier
posicion rio arriba del exén a2. La mayoria de pacientes con LMC con el clasico
cromosoma Ph, expresan una proteina de 210 kD (p210BCR-ABL). En contraposicion,
una ruptura en el primer intrén del gen BCR, en un area denominada breakpoint cluster
region (m-BCR) menor entre exones el y e2, da como resultado la transcripcion de un
ela2 mRNA, que codifica una proteina de 190 kD (pl190BCR-ABL). Esto se halla en
aproximadamente dos tercios de pacientes con leucemia aguda linfoblastica Ph-positivo
(Abuja, 1991).

La tercera ruptura en el gen BCR ocurre entre exones €19 y €20, en un area
denominada breakpoint cluster region (n-BCR) micro. El mRNA producido, el9a2,
codifica una proteina mas larga de 230 kD (p230BCR-ABL), que se halla en aquellos
casos muy raros de leucemia neutrofilica cronica asociada a cromosoma Ph (Pane et al.,
1996).

El cromosoma Philadelphia (cr. Ph) es la primera anomalia citogenética asociada
a una hemopatia maligna, la leucemia mieloide crénica (LMC). Resulta de la
translocacion reciproca t(9;22)(q34;q11), y da lugar a la formacién del gen hibrido
BCR/ABL. El producto de este gen es la proteina de fusién andmala p210bcr-abl,
responsable de la desregulacion de la actividad tirosina cinasa del gen ABL que se
considera el mecanismo central en la patogenia de la LMC.

Tres regiones del gen BCR contienen los distintos puntos de rotura del cromosoma 22:
la M-ber (major Breakpoint Cluster Region), la m-ber (minor) y la p-ber (micro). En el
95% de LMC la translocacion afecta la regién M-ber que comprende los exones 12 a 16
(el2-e16). En la mayoria de éstas, la rotura ocurre en el intrén 13 6 14, dando lugar las
variantes génicas el3a2 y el4a2 (=b2a2 y b3a2) que codifican la proteina andémala
p210bcr-abl. Sin embargo, el 0,5% de las LMC cr. Ph+ son BCR/ABL- al estudiarse por
técnicas de PCR con cebadores especificos de M-ber. Esto se debe a que la rotura puede
producirse en la regiéon m-ber, dando lugar a la variante ela2 que codifica otra proteina
anémala de 190 kDa (p190bcr-abl). Estos casos presentan cuadros algo distintos de la
LMC clasica, intermedios entre LMC y leucemia mielomonocitica crénica, cursando
con monocitosis y displasia. Se han descrito otras variantes BCR/ABL, como la que se
deriva de la rotura en m-ber (e19a2), que codifica una proteina de 230 kDa (p230bcr-
abl). Los pacientes cursan, en estos casos, con un cuadro similar al de la leucemia
neutrofilica cronica (LNC-like), aunque deben considerarse afectos de LMC.

Aunque el gen BCR/ABL se considera un marcador de LMC, no es exclusivo de esta
entidad. Existe un grupo de leucemias agudas linfoblésticas de novo {LAL) en el adulto,
mas frecuente en la LAL-B comun, que presenta la variante de tipo m-bcr responsable
de la p190bcr-abl. También en algunas leucemias agudas linfoblasticas de tipo T, en



61

leucemias agudas mieloides (LAM), y en casos aislados de sindromes miclodisplasicos
en transformacion aguda, se ha podido detectar la presencia del gen BCR/ABL asociado
a proteinas p210bcr-abl & p190bcr-abl (Abuja, 1991; Pane et al., 1996).
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Fig 19 Representacion esquemdtica de varios puntos de ruptura en los genes ABL y
BCR, y proteinas codificadas en leucemias BCR-ABL positivos.

Los distintos puntos de ruptura dentro de M-BCR dan como resultado dos
transcripciones de BCR-ABL quimérico, ligeramente distintas. Una ruptura que tiene
lugar en el intrdn entre exones el3 y €14 origina un mRNA el3a2 (o b2a2), mientras
que una ruptura en el intron entre exones €14 y e15 produce un mRNA el4a2 (b3a2). La
mayoria de pacientes con LMC tienen transcripciones el3a2 o eld4a2, pero en
aproximadamente un 10% de los casos estan presentes ambas transcripciones. El tipo de
franscripcion de BCR-ABL no tiene ninguna importancia pronodstica significativa,
excepto por un recuento de plaquetas més elevado en pacientes con francripciones
el4a2 (Shepherd, 1995).
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Se ha centrado mucho la atencién en determinar qué papel juegan varias
proteinas BCR-ABL en la patogenia de la LMC. Actualmente, se han implicado tres
posibles mecanismos, que no son necesariamente exclusivos mutuamente (Faderl,
1999). Estos son activacion constitutiva de la sefial mitogénica, adhesion reducida de
células a estroma y matriz extracelular, y apoptosis reducida. A pesar de que se sabe
mucho sobre las interacciones andémalas entre la oncoproteina BCR-ABL y otras
moléculas citoplasmaticas, los detalles precisos de los pasos a través de los cuales esta
mediatizada la sefial proliferativa defectuosa, tales como los pasos RAS-MAP quinasa,
JAK-STAT y PI3 quinasa, son incompletos.

Las células madre hematopoyéticas normales sobreviven, pero deben mantenerse
en estado de reposo (o fase GO profunda), como resultado de la proliferacion de células
de LMC. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias, estas células normales pueden ser
inducidas a proliferar, lo cual proporciona la base para el autoinjerto como tratamiento
de la LMC. También existe evidencia de una subpoblaciéon profundamente quiescente
de células progenitoras primitivas que son Ph-positiva (Holyoake, 1999). Esta  podria
ser una razon por la cual farmacos citotoxicos ciclo-activos solos, incluso a dosis altas,
suelen fracasar en la erradicacion del clon de la LMC. La progresién hasta fases
avanzadas viene anunciada a menudo por células Ph-positiva que adquieren cambios
cromosomicos adicionales, presumiblemente como resultado del incremento de la
inestabilidad genética. Recientemente, ha sido demostrado que la longitud del telémero
en células Ph-positiva se acorta, y la enzima, telomerasa, necesaria para mantener la
longitud del telémero, no esté regulada a medida que la enfermedad del paciente entra
en fases avanzadas (Briimmendorf, 2000). Por lo tanto, la longitud del telébmero parece
tener algunas implicaciones pronésticas. Los pacientes en fase crénica que tienen
telomeros mas largos tienden a irles mejor, particularmente en relacién a la respuesta a
IFN-a (Iwana, 1997).

1.4.5.3.2.- CARACTERISTICAS CLINICAS Y DIAGNOSTICO.

La mayoria de los pacientes presentan tipicamente astenia y anorexia o
trastornos abdominales debidos a esplenomegalia, pero el 30-40% de pacientes son
asintomaticos, y el diagndstico se realiza a partir de un andlisis de sangre de rutina. El
hallazgo fisico principal es un bazo palpable, que se observa en hasta tres-cuartos de
pacientes. Hepatomegalia y linfadenopatia son poco comunes. Ocasionalmente, algunos
pacientes tienen “cloromas” o “sarcomas granulociticos” con depdsitos subcutaneos de
leucemia extramedular. A diferencia de los pacientes en FC, los que estan en fase
avanzada estan a menudo sintomaticos, con fiebre, dolor 6seo, hemorragia y sudacién
excesiva. No es infrecuente el dolor esplénico debido a infarto esplénico (Sokal, 1984).

El diagnéstico de LMC se realiza frecuentemente por las caracteristicas de la
extension de sangre periférica y biopsia de médula ésea. El andlisis citogenético para
detectar la presencia del cromosoma Ph es de confirmacion. Estudios moleculares para
evidenciar el producto BCR-ABL proporcionan una confirmacion adicional. Sangre
periférica generalmente muestra una leucocitosis que implica células en todos los
estadios de diferenciacién, dentro de la linea mieloide (Fig. 20). Basofilia es una
caracteristica diagnodstica importante, ya que su ausencia sugiere otras alteraciones
mieloproliferativas, sobre todo si tanto el cromosoma Ph como el gen BCR-ABL estan
ausentes. También puede estar presente eosinofilia, pero no tiene ninguna relevancia
diagndstica (Hasford, 1998).



Existe una monocitopenia relativa, a pesar de que los valores absolutos pueden
estar incrementados en correspondencia con la Jeucocitosis. Esto diferencia la LMC de
la leucemia mielomonocitica crdnica. Son frecuentes trombocitosis con anisocitosis de
plaquetas y células rojas nucleadas. La médula dsea es marcadamente hipercelular, con
pérdida de los espacios grasos normales y un incremento de la relacion miefoide
eritroide debido a la predominancia de células mieloides, en particular neutréfilos y
mielocitos. En los precursores no existen caracierfsticas de maduracion anémala. Los
megacariocitos estan aumentados y pueden formar grupos, siendo mienos acusados que
los que se observan en la trombocitemia esencial. La fibrosis reficulinica suele estar
ausente o ligeramente aumentada en el momento del diagnéstico (Hasford, 1998).

Se ban tlevado a cabo varios esfuerzos para establecer criterios definibles en ¢l
momento del diagnostico, que pueden ayudar a pronosticar la supervivencia de cada
paciente en particular. El método utilizado mas frecuentemente es ¢l propuesto por
Sokal y colegas (1984), segun el cual los pacientes pueden ser clasificados en varias
categorias de riesgo, basandose en una formula matematica que tiene en cuenta edad del
paciente, tamaifio del bazo, parcentaje de blastos en sangre y recuento de plaguetas en el
momento del diagnostico (Sckal, 1984). La estratificacién de los pacienies en las
categorias de riesgo buenao, intermedio y pobre, puede ayudar en el proceso de decision
respecto a opciones de tratamiento apropiadas. Sin embargo, desde un punto de vista
clinico, el mejor indicador prondstico parece ser la respuesta al {ratamiento inicial con
interferén alfa (JFN-a); los pacientes que logran un grado de respuesta citogenética
tienen mejor supervivencia (Hasford, 1998).
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Fig. 20, Exfension de sangre periférica de un paciente con LMC, en fase crénica.

1.4.5.3.3.- ESTRATEGIA TERAPEUTICA

Los progresos recientes en el tratamiento de pacientes con LMC han hecho que
las decisiones para cada paciente en particular sean mas complicadas. A pesar de que
algunos pacientes con LMC pueden curarse mediante SCT alogénico, es necesario
valorar cuidadosamente los riesgos asociados con el mismo. El momento preciso del



64

trasplante es aun objeto de controversia. Los resultados de aloinjerto han mejorado en
los tltimos afios, pero las opciones terapéuticas distintas al trasplante también lo han
hecho considerablemente. De este modo, IFN-a induce un control hematoldgico en una
proporcion significativa de pacientes y proporciona alguna mejoria en la supervivencia,
especialmente en aquellos pacientes que logran un grado de respuesta citogenética, en
comparacién con hidroxiurea. Sin embargo, es raro conseguir una remision molecular
con IFN-a. La llegada de STI 571 abre una perspectiva de mas progreso. Por lo tanto, es
prudente discutir con el paciente las ventajas relativas de los distintos tratamientos, en el
momento del diagndstico y de la estrategia de tratamiento propuesta (Allan, 1995).

1.4.5.3.4.-TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS MADRE.

El SCT alogénico, utilizando células madre derivadas de sangre o médula 6sea
de un hermano donante HLA-idéntico, llevado a cabo en la fase cronica, ofrece a una
proporcidén substancial de pacientes con LMC, la probabilidad de una supervivencia
libre de leucemia a largo plazo (LFS) y la posibilidad de curaciéon (Goldman et al.,
1986; Gratwohl et al.,, 1993). Datos recogidos por el International Bone Marrow
Transplant Registry (IBMTR) mostraron una LFS a los 5 afios del 55-60% (Horowitz,
2000). La probabilidad de recidiva a los 5 afios fue del 15%. Los pacientes mas jovenes
responden mejor que los mas mayores y los resultados generalmente son mejores
cuando el SCT se realiza en fases iniciales de la LMC. Actualmente, los otros
determinantes principales de supervivencia estan razonablemente bien caracterizados
(Gratwohl, 1988). Estos comprenden grado de histocompatibilidad entre donante y
paciente y duracién de la fase crémica. Gratwohl et al., disefiaron un modelo de
evaluacion de riesgo que incluye estos cuatro factores principales que podrian tener un
efecto en la probabilidad de supervivencia después del trasplante. Atribuyeron una
puntuacion para cada uno de estos factores y concluyeron que para pacientes con todos
los factores favorables, LFS a los 5 afios es del 70-80%, mientras que para aquellos con
muchos factores de pronésticos pobres es del 15-20%.

Es posible que las pautas cito-reductoras utilizadas previamente al trasplante y
las medidas preventivas de la enfermedad del injerto contra el huésped (GVHD)
también influencien en el resultado. También es importante el estatus de
citomegalovirus (CMV) de los pacientes; no es infrecuente que pacientes CMV
seropositivo reactiven el mismo, lo cual puede causar infeccidon clinicamente
significativa. Esto puede estar asociado con un riesgo incrementado de mortalidad,
especialmente en pacientes receptores de células madre de donantes no relacionados
(Craddock et al., 2001). Las ventajas relativas de utilizar células madre derivadas de
médula 6sea o sangre periférica aun no se han establecido por completo. Células madre
derivadas de la sangre dan como resultado un prendido mds rdpido del injerto,
facilitando aparentemente un mayor efecto del injerto contra la leucemia, en
comparacion con las células madre derivadas de la médula (Elmaagacli et al., 1994). Sin
embargo, parece existir una incidencia mas alta de GVHD importante después de
aloinjertos de células madre de la sangre. También ha habido cierta preocupacion acerca
de que el tratamiento previo con IFN-a podria afectar adversamente los resultados de un
aloinjerto posterior (Horowitz et al., 1996). Mas recientemente, un estudio alemén llegd
a la conclusion de que si IFN-q era interrumpido mas de 90 dias antes de SCT, no se
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observaban efectos adversos significativos (Hehlmann, 1999). No se sabe si el
tratamiento previo con STI 571 podria tener riesgos similares.

En familias tipicas, de Europa y Norteamérica, solo cerca del 30% de pacientes
tienen uno o mds hermanos genéticamente idénticos en cuanto a HLA y, utilizando
limites de edad convencionales, el 50% de pacientes seran demasiado mayores (>55
afios) para un trasplante. De este modo, sélo el 15% de todos los pacientes seran
elegibles como donantes para trasplantes. Por lo tanto, los esfuerzos se han centrado en
investigar donantes voluntarios apropiados, no relacionados (VUD), y en condicionar
mejor las pautas en un intento de reducir la toxicidad. Histéricamente los resultados de
VUD-SCT han sido inferiores a los de SCT con hermano HLA-pareados, debido a un
porcentaje incrementado de fracaso del injerto, GVHD y TRM. Resultados actuales de
VUD-SCT del grupo de Seattle para pacientes con un perfil favorable sugieren una LSF
del 74% a los 5 afios, en pacientes que estan por debajo de los 50 afios de edad, y son
trasplantados dentro del afio del diagnéstico (Hansen et al., 1998). Estos y otros
resultados parecidos han llevado a un mayor perfeccionamiento en la busqueda de
VUDs apropiados para hacer mas disponible el SCT (Szydlo et al., 1997). Técnicas mas
nuevas para tipificacion molecular de genes clase I deberian mejorar las posibilidades
de hallar HLApareados fenotipicamente o donantes insuficientemente pareados
aceptables (Spencer et al., 1995).

1.4.5.3.5.- TRASPLANTE DE CELULAS MADRE CON
CONDICIONAMIENTO DE BAJA INTENSIDAD (O NO MIELOABLATIVO).

En las pautas de condicionamiento utilizadas convencionalmente para pacientes
sujetos a SCT alogénico se han empleado dosis mieloablativas de quimio-radioterapia
disefiadas para erradicar de forma permanente la hematopoyesis maligna en el paciente,
y facilitar el injerto de células madre del donante. Estas pautas estan asociadas con
toxicidad, dando como resultado un TRM significativo, particularmente en pacientes
mayores de 50 afios de edad, y en aquellos con condiciones de co-morbilidad.
Recientemente, se ha observado que es probable que el potencial curativo del aloinjerto
sea resultado, en gran parte, de un efecto leucemia —versus— injerto (GVL), mediado
inmunolégicamente. Esto sefiala un avance apasionante en nuestra comprension de
como funciona realmente el SCT (Barrett y Malkovska, 1996).

La evidencia mas convincente de un efecto GVL proviene de la observacion de
que las infusiones de leucocitos de donante (DLI) pueden reinducir remisiones en
pacientes que han recidivado después de un SCT alogénico (Dazzi et al., 2000). Este
efecto ha sido mas notable en pacientes con LMC y mieloma multiple, pero también se
observa en otras hemopatias malignas. Estas observaciones conducen al desarrollo de
pautas de condicionamiento de intensidad reducida, que son no-mieloablativas, pero aun
inmunosupresivas (Slavin et al., 1998). Sin embargo, a pesar de que estas pautas son
bien toleradas, estan asociadas con un riesgo significativo de GVHD, que sigue siendo
una causa significativa de mortalidad y morbilidad. Los pacientes que son quimeras
mixtas pueden experimentar menos GVHD en comparacioén con quimeras plenas, pero
estos pacientes también pueden tener un potencial disminuido para el efecto GVL,
necesario para el control a largo plazo de las células malignas. Los estados quiméricos
mixtos pueden ser modificados por manipulacién inmune, con DLI o suspendiendo la
profilaxis de GVHD (Barrett y Childs, 2000).

Aun debe trabajarse mucho para determinar la pauta de condicionamiento no
mieloablativa 6ptima para cada paciente en particular, en términos de eleccién del
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farmaco, dosis administrada y combinaciones de farmacos (Champlin et al., 2000). Con
una mejor comprension de los mecanismos de GVHD y el papel de la depleciéon de
células T, probablemente sera posible definir y expandir las poblaciones de células T
que atacan el tejido tumoral, mientras se excluyen aquellas poblaciones de células T que
atacan el tejido normal. En el momento actual existen varias cuestiones no resueltas,
algunas de las cuales son: jcudl deberia ser el limite superior de edad para trasplantes no
mieloablativos de células madre (NMSCT)?, jes esencial la radioterapia para la pauta
de condicionamiento?, jes necesaria la globulina antitimocito (ATG)?, ;deberia ser
utilizada la deplecién de células T?, en caso afirmativo, ;como?, ;cémo monitorizar el
quimerismo pos-NMSCT?, ;como deberia monitorizarse la enfermedad minima residual
(MDR)?, jcuales son las indicaciones reales de DLI?, ;pueden utilizarse linfocitos T
citotoxicos especificos (CTL)?. También serd importante definir de forma mas precisa
las terminologias utilizadas de “condicionamiento convencional” “condicionamiento

reducido”, “condicionamiento minimo”, “mini-SCT”, “STC con condicionamiento de
baja intensidad” y “SCT no mieloablativo”.

1.4.5.3.6.- TRATAMIENTO DE RECIDIVA DE LMC POST SCT.

; La mayoria de pacientes que recidivan post alo-SCT lo hacen dentro de los 3
primeros afios. La recidiva tiende a seguir una progresion ordenada, inicialmente con un
incremento del numero de transcripciones BCR-ABL mediante PCR, seguido de
recidiva citogenética y después, recidiva hematoldgica y clinica (Mughal et al., 2000).
Por lo tanto, la monitorizacion molecular de los receptores de alo-SCT es importante.
Para pacientes con recidiva molecular se puede inducir remision mediante retirada de la
inmunosupresion o mediante transfusion de linfocitos de donante (DLI). La DLI puede
inducir remisiones en el 60-80% de pacientes con recidiva molecular o citogenética
(Dazzi et al., 2000; Dazzi, Szydlo y Cross, 2000). Estos resultados importantes dan més
soporte al concepto de que un efecto GVL juega un papel importante en la curaciéon de
la LMC, después del aloinjerto. Actualmente, el beneficio potencial de afiadir IFN-a a
DLI esta siendo evaluado. Pacientes que no entran en remisién con DLI pueden ser
candidatos para un segundo alo-SCT, pero el riesgo de TRM es relativamente alto. La
LFS alos 4 afios, de un segundo alo-SCT, esta alrededor del 30%.

Aun se especula sobre los mecanismos por los cuales los linfocitos T ejercen un
efecto GVL. Es posible que liberen citoquinas, tales como interleuquina-2, IFN-a o
transformen el factor-a de crecimiento, que suprime selectivamente la proliferacion de
células Ph-positivas. Es posible que células T o células naturales asesinas actien
directamente contra las células de leucemia. Quizas la posibilidad mds atractiva es que
reconocen aloantigenos tejido-especificos en células mieloides del huésped, tales como
antigenos de histocompatibilidad menores o antigenos del tumor 1 de Wilms (Pinilla-
Ibarz et al., 2000; Gao et al., 2000). Muy recientemente, se observd que PRI, una
proteinasa derivada de péptido, es un antigeno importante para la respuesta inmune del
linfocito T citotoxico contra la LMC (Molldrem et al., 2000).

1.4.5.3.7.- TRASPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS MADRE.

A pesar del notable éxito asociado con SCT alogénico, la mayoria de pacientes
de LMC no son elegibles para este tratamiento. En comparacion con el tratamiento con
hidroxiurea, la mayor parte de pacientes tratados con IFN-o sélo logran una
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prolongacion marginal de la supervivencia. El SCT aut6logo, siguiendo a una dosis
elevada de quimioterapia, tiene un TRM relativo y estd disponible para muchos
pacientes. Analisis retrospectivos sugieren, pero sin demostrarlo, que el autoinjerto con
células madre derivadas de sangre o médula puede prolongar la supervivencia
(McGlave et al., 1994; Mughal et al., 1993).

Se reconoce que algunas células madre Ph-negativas sobreviven en el momento
del diagnostico en la mayoria de pacientes, dando soporte a los esfuerzos que se estan
haciendo para desarrollar técnicas que favorecen la reconstitucién con hematopoyesis
Ph-negativa. El grupo Genoa es pionero en procedimientos por los cuales células madre
Ph-negativas son recogidas durante la fase de recuperacion después de quimioterapia
intensiva, y ha demostrado resultados exitosos con injerto, resultando en hematopoyesis
Ph-negativa (Carella et al., 1997). Sin embargo, en la mayoria de casos la
hematopoyesis Ph-positiva recidiva. Esto debe ser debido a células Ph-positivas
residuales en el paciente o en el material autoinjertado, y ha proporcionado la razén
fundamental para técnicas de purgado. Se han desarrollado varios métodos in vitro ¢ in
vivo con distinto éxito. La nueva generacion de estudios de purgado in vitro, utilizando
inhibidores de la tirosina quinasa, dirigidos contra el gen BCR-ABL, tal como STI 571,
pueden mostrar mas eficacia. A pesar de que la posibilidad y seguridad clinica de estas
estrategias de autoinjerto distintas han sido demostradas, el papel terapéutico preciso del
autoinjerto sigue siendo poco claro. Actualmente, estan desarrollandose ensayos
prospectivos randomizados para establecer el valor del autoinjerto en el tratamiento de
pacientes con LMC.

En conclusion, los avances terapéuticos de la pasada década han hecho bastante
complejo el enfoque del manejo de los pacientes con LMC. Es prudente discutir las
ventajas relativas de varias opciones terapéuticas con el paciente en el momento del
diagnodstico, y desarrollar una estrategia terapéutica para intentar equilibrar la
supervivencia probable del paciente con opciones distintas a trasplante contra la
probabilidad de curacion después de un SCT alogénico. Los estimulantes resultados
preliminares obtenidos con STI 571, y avances en inmunoterapia adoptiva para activar
la respuesta inmune leucemia-especifica, prometen hacer las decisiones terapéuticas
incluso mas complejas, en un futuro proximo. En el momento presente, en pacientes
mas jovenes (por ejemplo, <50 o <55 afios) es razonable basar una estrategia terapéutica
en la decision de si recomendar un SCT alogénico pronto, después del diagnéstico, u
ofrecer un ensayo de IFN-o0, o IFN-o mds citarabina, o la posibilidad de STI 571 antes
del aloinjerto. Por lo tanto, un enfoque es definir una cohorte de pacientes en donde el
riesgo de TRM sea lo relativamente bajo, como para que uno pueda recomendar
razonablemente un SCT alogénico como tratamiento principal, y definir otra cohorte
para la cual no deberia ser considerado el SCT alogénico en ninguna circunstancia. Esto
dejaria una cohorte intermedia en la que la conveniencia de un trasplante temprano es
incierta. Razonablemente, dichos pacientes podrian recibir un ensayo inicial de ITFN-a
(0, a su debido tiempo, de STI 571) y proceder a un alo-SCT sdlo si se considera que ha
fracasado el ensayo terapéutico. Actualmente, los pacientes de mas de 60 afios de edad
se incluirian, indudablemente, en la categoria de “no alo-SCT”, pero esto puede cambiar
en un futuro cercano si la experiencia adicional confirma la seguridad y eficacia del
SCT mieloablativo con condicionamiento de baja intensidad. Por ultimo, uno puede
especular que el alo-SCT convencional podria ser reemplazado en el futuro por un
programa de tratamiento inicial con STI 571, en combinacién con otros farmacos,
seguido de inmunoterapia para etradicar la enfermedad residual.



68

1.4.5.4.- LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA (LLC).

Es la malformacién de los gldébulos blancos conocidos como linfocitos,
caracterizada por un aumento lento y progresivo de estas células en la sangre y en la
médula dsea. La leucemia linfocitica cronica (LLC) afecta los linfocitos B y produce
inmunosupresién, insuficiencia de la médula dsea e infiltracion de células malignas
(cancerosas) a los 6rganos. Por lo general, los sintomas y el curso de la enfermedad
avanzan gradualmente. La LLC se presenta en personas mayores; el 95% afecta
individuos por encima de los 50 afios. Muchos casos son detectados mediante examenes
de sangre de rutina en personas que no presentan sintomas. La causa de LLC es
desconocida. No se ha determinado relacion con la radiacion, quimicos carcindgenos, ni
con virus. Se ha notado una incidencia aumentada de LLC en personas con ciertas
enfermedades autoinmunes. La incidencia incrementa con la edad en proporcién de 15
de cada 100.000 personas hacia los 70 afios de edad (Greer, 2004).

1.4.5.5.- LEUCEMIA DE CELULAS PILOSAS (LCP)

También se llama Reticuloendoteliosis leucémica. Es una malignidad poco
comun que se origina en los tejidos productores de la sangre. La leucemia de
células pilosas se caracteriza por la reduccién de todas las lineas celulares de la
sangre, que son: glébulos blancos, globulos rojos y plaquetas. En la sangre
periférica y en la médula 6sea se pueden encontrar las células pilosas y es comun el
agrandamiento del bazo y del higado. Las personas afectadas por este tipo de
leucemia tienen un mayor riesgo de contraer enfermedades infecciosas, debido a la
disminucion de la resistencia del organismo contra ellas. De igual manera, hay un
incremento en la tendencia al sangrado, como consecuencia de la disminucion en el
conteo plaquetario. La causa de esta enfermedad y los factores de riesgo son
desconocidos, afecta 5 veces mas a los hombres que a las mujeres y la edad media
de inicio es de 55 afios. La incidencia es de 4 de cada 100.000 personas (Greer,
2004).

1.5.- LINEAS CELULARES
1.5.1.- PROPIEDADES DE K562

La linea celular de K562 es derivada de una paciente con leucemia mieloide
cronica (LMC) en crisis blastica, también conocida como eritroleucemia humana. La
linea celular K562, una linea eritroleucémica sensible a actividad NK. La linea
eritroleucémica K562 es la diana de eleccidon en ensayos estandar de citotoxicidad
mediada por células NK. Entre sus caracteristicas fenotipicas estd la expresion de
CD32 como unico receptor para Fc de inmunoglobulinas (Andersson et al., 1979).
La expresion de este RFcyIl puede interferir en ensayos en los que las células NK
efectoras estén tratadas con mAb completos o incluso fragmentos F(ab')2
tedricamente purificados. Para obviar estas interferencias, se ha descrito el empleo
de aclarubicina, que disminuye transitoriamente la expresion de CD32, aunque su
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alta toxicidad hace practicamente inviable su utihizacidn. La K562 carece de los
marcadores de inmunoglobulinas B, virus de Epstein-Barr (EBV) y ¢l genoma
nuclear de antigeno asociado, y los receptores para EBV (Bntten el al., 2002). A
diferencia de las lineas B, pero al igual gue las lineas T, las células K562 son
rapidamente lisadas. Por otra parte, la K562 carece de antigeno T, de alta
sensibilidad a Ja radiosensibilidad vy la inhibicion del crecimiento de la timidina. Las
células no contienen N APase, un enzima que se encuenira en todas las lineas
derivadas de células linfoides y en enfermedades linfoproliferativas. Por
microscopia electronica de barrido, se observan células a ser relativamente suave y
redondeado, con un pequeiio niumero de corto microveifocidades indiferenciada
parecido a las células leucémicas. K562 es fueriemente positiva para
inmunoglobulina Fe (fragmento cristalino), receptores y pinocitosis (Burger et al,,
1992).

El anticuerpo para ef antigeno CD36 identifica una isoforma de Ja molécula
de adhesién neural (NCAM), un producto de procesamienio alternativo y
glicosilacion heterogénea, tiene pesos moleculares comprendidos entre 135 v 220
kd. En las células hematopoyéiicas, la isoforma de 140 kd se expresa
exclusivamente en una subpoblacton de linfocitos que muestran actividad citotdxica
natural (NK). Pricticamente todas las células capaces de inducir {a citotoxicidad no
mediada por TCR en sangre periférica expresan CD56. Esta subpoblacidn consta
tanto de células citotdxicas naturales (CD3-/CD56+) como de un pequefio subgrupo
de células T CD3(+) CDS6(+). CD56 no se expresa en olras poblaciones de
linfocitos T o B, monocitos, granulocitos ni eritrocitos (Clark et al., 2001). Las
células K562 1inducen la liberacidn celular provocando asi su proliferacion y
crecimiento. La caracteristica principal de K362 es la actividad antiinflamatoria
pofente asociada con la inhibicidon de las funciones de PMN. Tiene ausencia total en
superficie de moléculas HLA, las que la convierten en una diana extremadamente
sensible a la lisis mediada por las células NK en todos los ensayos de citotoxicidad
reaiizados (Leary ef al,, 1987).

Fig. 21  Morfalogia de K562 (Tomada bajo microscopio en el laboratorio de
Medicina Molecular de la UPAEP).
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1.5.2.- CULTIVO DE CELULAS TUMORALES K562

La linea K562 fue cultivada y mantenida en crecimiento logaritmico en el medio
de cultivo RPMI 1640, suplementado.con 7,5% de suero bovino fetal y 50 p g/mL de
gentamicina. La linea fue mantenida a una temperatura de 37° C, en un ambiente
humedo, con 95% de aire y 5% de CO;. La linea K562 crece en suspension. Se cuenta
las células usando un hemocitometro. Cada pozo de una placa de 96 pozos recibe 160 p
L de medio conteniendo el niimero de células (Gao et al., 2004). El nimero de células
por pozo de las K562 es 3,000 y el nimero de celulas por 38mL es de 712,500. Tabla 1.

Tabla 1. Namero y concentracion de células por pozo.

Lineacelular N*de células/pozo N® de células/38 mL

Colo-205 2 500 593 750
Ks62 3000 712 500
3T3 3500 831 250

Caracteristicas: K562 es sensible a N.K. (células de leucemia mielomonocitica, linea

eritroide).

Reactivos: Medio de cultivo completo (medio RPMI 1640 + Hepes + antibidtico),

células tumorales de ambas lineas, suero bovino fetal (SBF).

Materiales: Placas de cultivo, pipetas.

Me¢étodo: Trabajar en condiciones estériles; flamear todo antes de hacer ninguna

operacion, Tubos Falcons, pipetas, bocas de Placas y taponcs.

Preparar medio completo al 10 % 6 20 % de Suero Bovino Fetal (SBF).

Tomar las placas de cultivo de la incubadora, cerrando los tapones antes de sacarlos.

Encender el mechero.

Tomar placas de cultivo nuevo si lo que se desea es expandirlos.

Abrir las placas y agitar con pipeta suavemente para homogeneizar.

Extraer una alicuota del 50 % del volumen total y desechar, o bien, colocar en otra

placa si se quiere expandir el cultivo.

Sustituir la alicuota tomada por 5 6 6 ml de medio completo y si se ha realizado otro

cultivo, completar el volumen hasta 10 6 15 ml con medio completo.

8. Guardar las placas en la incubadora en posicion vertical; o en horizontal si lo que se
quiere es aumentar la velocidad y el rendimiento del cultivo.

9. Desenroscar los tapones para permitir el intercambio de oxigeno con la atmdsfera de
la incubadora.

10. Cambiar los cultivos de medio en dias alternos. (Lunes, Miércoles, Viernes).

Observaciones: Si el medio posee un color amarillo intenso, es indicativo de un buen

crecimiento y condiciones Optimas.

Si el medio tiene un color blanquecino y turbio, es indicativo de posible contaminacién

microbiana o micética. El siguiente procedimiento es observar las células al

microscopio y en caso de existir contaminacion, destruir el cultivo.

El medio de cultivo de la linea celular K562 puede presentar una serie de agregados,

que se forman de modo natural al crecer las células, se puede disgregar agitando un

poco el medio (Rowley et al., 1981).
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Fenotipos: CD3-, CD13+, CDI19-, CD34-, CD41(+), CD42+, CD45+, CD71+,
GlyA(+), (CD7+ (25%), CD1-, CD2-, CD4-, CD5-, CD7-, CD8-, CD28-, CD56-,
CD57-, TCRa/b-, TCRg/d- CD10-, CD19, CD20-, CD21-, CD22-, CD80+, CDg6-,
CD13+, CDI14-, CDI15+, CD33+, CD9+, CD36-, CD41(+), CD42b-, CD61(+),
CD235a+, PPO-, vIWF-, CD34-, CD38-, CD45+, CD71+, HLA-DR-, TdT-, CD11b(+),
CD44+, CD34+, CD25-, CD117(+), CD122+, CD132+, EPO-R+ (Drexler, 2000) y
CD65+ (Lozzio, 1979).

1.5.2.1.- MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR K562

Siempre para mantener lineas celulares se debe de tener cuidado, de ser posible
uso de guantes, cubre boca y bata. Lavarse bien las manos antes y después de elaborar el
experimento.

e Observar las células al microscopio y verificar que el medio no se encuentre
contaminado, verificar la viabilidad (morfologia) y la viabilidad de las células

(morfologia).

e Colocar el medio de cultivo con la suspension celular en un tubo Falcon de
15ml.

o Centrifugar pero antes de realizar este procedimiento se deberd de equilibrar en
peso o volumen los tubos.

e Centrifugar las células a 1000 o 1500 rpm por aproximadamente 5 o 10 min.

e Después de este paso se obtendra dos fases una con medio de cultivo que
contiene restos celulares y también una pastilla que contiene a las células y esta
se obtiene por sedimentacién de la suspensién celular.

e Colocar en el tubo con la pastilla aproximadamente 3ml de medio de cultivo
IMEM o RPMI 1640-FBS 10% y antibiético antimicdtico 1%) y resuspender
mecéanicamente (con una pipeta de Sml) por aproximadamente 20 veces con la
finalidad de que toda la solucién sea homogénea.

¢ Colocar en una placa de petri (grande) esteril aproximadamente 8ml de medio de
cultivo IMEM o RPMI 1640-FBS 10% y antibidtico antimicoético 1%) y colocar
un ml de la suspensién celular que se tiene en el tubo Falcon que contiene los
3ml con las células.

e Colocar en la caja petri los datos de registro de las células (fecha, nombre de la
linea celular, numero de pasaje (numero de veces que se han recambiado las
células), y nombre o iniciales de quien hizo el experimento).

¢ No tirar la resuspencion celular con que queda en el tubo Falcon con 2ml en el
fregadero, dejarlo en un vaso de precipitado para su esterilizacion.

e Guardar la placa de petri en la incubadora a una temperatura de 37°C y una
atmosfera de 95% y 5% de CO2.

e Repetir este proceso cada vez que se requiera tomando en cuenta los
experimentos.
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1.5.3.- PROPIEDADES DE CD3

En la inmunologia, la T CD3-co-receptor de la célula (CD significa grupo de
diferenciacién) es un complejo de proteinas y se compone de cuatro cadenas distintas.
En los mamiferos, el complejo contiene una cadena de CD3y, una cadena de CD39, y
dos cadenas de CD3¢. Estos asociados de las cadenas con una molécula conocida como
receptora de células T (TCR) y la cadena { para generar una sefial de activacién de los
linfocitos T. El TCR, { cadena y las moléculas CD3 en conjunto constituyen el
complejo TCR. El CD3y, CD3%, y CD3e cadenas estin muy relacionadas con las
proteinas de la superficie celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas que
contiene un unico dominio de inmunoglobulina extracellular (Clark et al., 2001). El
CD3y, CD39, y CD3¢ cadenas estan muy relacionadas con las proteinas de la superficie
celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas que contiene un unico dominio de
inmunoglobulina extracelular (Abbas y Lichtman, 2003). La regidén transmembrana de
las cadenas CD3 estd cargado positivamente, una caracteristica que permite a estas
cadenas a asociarse con las cadenas de carga negativa TCR (contiene residuos de
aspartato en la regién transmembrana) (TCRa y TCRP). Las colas intracelular de las
moléculas CD3 contienen un motivo conservado solo conocido como firosina
immunoreceptor motivo basado en la activacion o del ITAM, para abreviar, que es
esencial para la capacidad de sefializaciéon del TCR (Andersson et al., 1979). La
fosforilacion de los ITAM en la cadena CD3 hace CD3 capaz de enlazar un enzima
llamado ZAP70 (zeta proteina asociada), una quinasa que es importante en la cascada de
sefializacion de las células T. El anticuerpo para el antigeno CD3 es especifico para la
cadena épsilon de las cinco cadenas que forman el componente CD3 del complejo TCR
(Britten et al., 2002). El peso molecular de esta cadena es de 20 kd. Es un antigeno pan-
linfocitario T especifico de linaje que se encuentra presentes habitualmente en la
superficie celular de timocitos maduros y de linfocitos T maduros en reposo y activados
de sangre periférica (tanto poblaciones inductoras como supresoras/citotoxicas) (Kindt,
et al., 2008). CD3 es un marcador de células T, para distinguir una de linfocitos de un
linfocito B. Normalmente las celulas se ven doblemente tefiidas con CD3CD4 o
CD3CD8 para diferenciar, contar y los subconjuntos de celulas T. Un recuento de CD4
normal es de unos 500-1500 y el porcentaje sobre un 35- 50% (Lozzio, 1981). Las
células asesinas naturales (del ingles, Natural Killer o NK), son una clase de linfocitos
cuya funcién es eliminar a células transformadas o infectadas por virus (Cremer et al.,
1994). Fenotipicamente, se caracterizan por presentar una molécula de superficie
denominada CD56. Se pueden distinguir dos grupos, aquellas que presentan una gran
cantidad en la membrana celular (CD56 bright) y aquellas cuya expresién es menor
(CD56 dim). El fenotipo bright esta relacionado a la produccién de citocinas; mientras
el fenotipo dim est4 relacionado a la actividad citotdxica. La funcién principal de CD56
es la adhesion celular, sin embargo, también es expresado por diferentes células
tumorales lo que sugiere cierta participacion en la biologia tumoral. Dentro de los
factores que pueden modificar tal expresion estan: la edad (Chidrawar, 2006), el sitio de
residencia y el estado hormonal (Thiery et al., 1982).
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1.5.4.- PROPIEDADES DE CD56.

También se llama Leu-19, NKHI y molecular de adhesién celular neural,
NCAM. El antigeno CD56, una glicoproteina de 200-220 kDDa en superficie de la célula,
identificado como una isoforma de las moléculas de adhesion neural (NCAM), se ha
encontrado  frecuentemente vy se expresa en linfocitos, varias neoplasias
hematopoyéticas incluyendo las leucemias micloides agudas {LMA) (Thiery et al.,
1982).

En su esfructura moiecular hay NK y lJas células T que expresan
predominantemente la isoforma 140 kDa de Ja N-CAM. El dominio extracelular de la
N 140 kDa y la glicoproteina CAM contiene 682 aminoacidos, compuesto de 5 C2, de
dominios superfamiliar de Ig v dos fibronectina dominios de tipo IIl. Hay 6 sitios
potenciales de N-glicosilacion ligados (Thiery et al., 1982). El dominio citoplasmatico
es de 139 aminoacidos. En la expresion principal de CD56 celular , es el marcador
prototipico de las células NK humanas que también esta presente en un subconjunto de
c€lulas CD4 +y CD8 +, células T en sangre periférica (Rutishauser et al., 1983 ), y se
expresa en forma vanable en el cultivo in vitro de clones de células T. CD56 también
esta presente en el cerebro, cerebelo, la corteza neuromuscular y en ciertas leucemuas,
los carcinomas de pulmén de células pequeias, de los nervios derivados de tumores,
mielomas y leucennas mieloides (Lanier et al., 1989).

El anticuerpo para el antigeno CD56 identifica una isoforma de la molécula de
adhesiéon neural (NCAM), un producto de procesamiento alternativo y glicosilacion
heterogenea, tiene pesos meleculares comprendidos entre 135 y 220 kd (Hercend et al.,
1985). En las céiulas hematopoyélicas, la isoforma de 140 kd se expresa exclusivamente
en una subpoblacion de linfocitos que muestran actividad citotdxica natural (NK)
(Cunningham et al., 1987). Précticamente todas las células capaces de inducir la
citotoxicidad no mediada por TCR en sangre periférica expresan CD56. Esta
subpoblacién consta tanto 'de células citotdxicas naturales (CD3-/CD36+) como de un
pequefio subgrupo de células T CD3(+)CD56(+). CD56 no se expresa en otras
poblaciones de linfocitos T o B, monocitos, granulocitos ni eritrocitos. En cuanto a su
funcion, en el sistema nervioso, hay prucbas de adherencia, tanto homofilos vy
heterdfilos por NCAM que estd implicada en el desarrolio neuronal y ha sido
demostrado de manera convincente con las células hematopoyéticas (Barton et al.,
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1988). No hay consenso sobre el papel de Ja N-CAM en funcion de las células T o NK,
aunque ha habido informes de participacion en la adhesién homofilica.  Secretan
citokinas (tnf-a, gm-csf, ifn-y) (Hemperly et al., 1990).
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Fig. 23 Morfologia de CD36

1.6.- TERAPIAS CELULARES BASADAS EN CELULAS MADRES
(CD3(+)CDS6(+) PARA LA LEUCEMIA MIELOCITICA CRONICA (LMC).

1.6.1.- GENERALIDADES

Desde hace tiempe es conocido que diversos tejidos son capaces de aulorrepararse

incluso de autorregenerarse. Sobre esta base se ha vemido llevando a cabo un intenso trabajo
de imvestigacion en los Ultimos afios, con el {in de crear substlitutos biologicos con la
capacidad de restaurar, conservar ¢ mejorar la funcion de tejidos dafiados.
Estos esfuerzos se han encaminado en diferentes direcciones: Ultilizacidn de tejidos que, una
vez extraidos del donante, directamente se trasplantan en ¢l receptor (cldsicos trasplantes de
cormea, piel, hueso, segmentos vasculares, valvulas cardiacas, fascias y tendones, etc);
Desarrollo de técnicas de terapia celular que permiten crear nuevos tejidos a partir de la
diferenciacion celular (células precursoras se diferencian a células mas maduras, ya con la
forma celular definitiva del tejido a regenerar) o del cultivo y expansion celular (células
maduras se extraen del organismo y se cullivan y someien a técnicas de expansion, s decir,
se multiplican en el laboratorio). En los casos de diferenciacién, como fuente celular se
pueden utilizar células madre embrionarias (células troncales toti o pluripotenciales
embrionarias) o ¢€lulas madre adullas con diferentes grados de diferenciacion: células
pluripotenciales, células precursoras de la serie celutar de la sangre u otras células precursoras
de otras estirpes celulares y combinacién de estas técnicas de cultivo, expansion y
diferenciacion con la utilizacién de matrices y/o biomoléculas de soporte, lo que se ha
denominado ingenieria tisular (Cassileth, 1998).

La wvtilizacion de las células como alternativa terapéutica en las patologias humanas
estd desarrollandose de forma considerable. Actualmente existen multiples lineas de
investigacién centradas en este objetivo, tratar pacientes. La mayor parte de los
procedimientos de Ia terapia celular deben considerarse dentro del ambito experimental. Para
que una ferapia celular sea considerada como de uso clinico debera demostrar su eficacia y
seguridad (Cassileth, 1998).

La actualizacion reciente define los medicamentos de terapia celular somdtica como la
utilizacion en seres humanos de células somaticas vivas, tanto autdlogas (procedentes del
propio paciente), como alogénicas (de otro ser humano) o xenogénicas (de animales, cuyas
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caracteristicas biologicas han sido alteradas sustancialmente como resultado de su
manipulacion para obtener un efecto terapéutico, de diagnostico o preventivo por medios
metabolicos, farmacoldgicos e inmunoldgicos. Dicha manipulacién incluye la expansion o
activacion de poblaciones celulares autélogas ex vivo (Gage, 1998).

Uno de los mejores efectos clinicos de la Terapia Celular es el retraso del
envejecimiento de los tejidos corporales y por consiguiente una mejor salud. La Terapia
Celular es la via directa hacia la revitalizacion. Las famosas Clinicas de Rejuvenecimiento en
Suiza han utilizado por més de cuarenta afios esta terapia para revitalizar el organismo, dar
nuevas energias y curar o controlar algunas enfermedades, especialmente las cronicas y
degenerativas como el cancer. En México la Terapia Celular se esta aplicando desde hace
varios afios con muy buenos resultados. Las células que se implantan son las mismas usadas
en Suiza y otros paises de Europa. Son elaboradas en Alemania por los Laboratorios
Cytobiofarm GmbH. Es un tratamiento de alta tecnologia que no debe considerarse rutinario
ni aislado, tiene sus indicaciones precisas y cuando estd bien indicado los resultados son
excelentes (Parson, 2004).

Por definicién es un tratamiento medico-biolégico basado en los principios
fundamentales de la célula y ejerce su accion terapéutica en los defectos biologicos
celulares, mediante la aportacion de los elementos organicos e inorganicos que la
misma célula utiliza para elaborar sus propias proteinas de acuerdo a su mandato
genético. Esto se cosigue por el implante via intramuscular de multiples micro colgajos
provenientes de los distintos tipos de tejidos y organos fetales o juveniles de origen
bovino. El laboratorio aleman Cytobiofarm GmbH, que es el distribuidor mas grande de
estas células a nivel mundial, las obtiene de tejidos fetales, usualmente de ovejas
creadas genéticamente para este fin. Los tejidos celulares seleccionados se suspenden en
una solucién salina especial. El implante usualmente se aplica en forma subcutanea
profunda en la regién cuadrante superior de los gliteos (Gage, 1998). No requiere
hospitalizacion, aunque si es prudente descansar en casa el dia del implante. La
aplicacion es por medio de una inyeccion implante. Los tejidos celulares seleccionados
se suspenden en una solucién salina especial. Antes de la aplicacion de la Terapia
Celular, se hace la historia clinica del paciente y de acuerdo a las deficiencias
funcionales que se encuentren, asi serdn los tejidos celulares a implantar. Si se
encuentra deficiencia a nivel gastrointestinal se podria implantar células de: higado,
pancreas, mucosa intestinal e intestino grueso.

Las veces de la aplicacion dependen de la deficiencia a corregir. Para una
revitalizacion en la cual se emplea seis tejidos, se puede implantar cada afio pero si es
para el manejo de céncer, los implantes pueden ser mensuales. Es necesario hacer cierta
preparacion ante de implante. Ante todo es indispensable hacer una buena historia
clinica del paciente. Asimismo, es conveniente hacer una desintoxicacion bioldgica para
que el organismo esté lo més limpio posible para recibir las células a implantar.

La Terapia Celular es muy empleada a nivel mundial por su efectividad
histérica. Por ejemplo cuando el Papa Pio XII estaba enfermo y desahuciado, fue
llamado el Dr. Paul Niehans para que diera su opinion sobre esta grave situacion. El
Profesor Niehans estaba usando la Terapia Celular desde 1925. Se indico Terapia
Celular al Papa Pio XII y sali6 de su gravedad, recuperandose a corto plazo. El Profesor
Paul Niehans fue incorporado por el Papa a la Prestigiosa Academia Cientifica del
Vaticano. Desde entonces, a principios de 1950, por este afortunado acontecimiento, la
Terapia Celular es muy conocida e indicada en todo el mundo, especialmente en
Europa. Con el paso de los afios, los adelantos cientificos han mejorado la calidad y
pureza de los tejidos celulares que actualmente se implantan. Es una terapia que, si esta
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indicada de acuerdo a la historia clinica del paciente, puede ser empleada a cualquier
edad (Gage, 1998).

1.6.2.- BREVE HISTORIA DE LA TERAPIA CELULAR.

El Doctor Paul Niehans de Suiza fue el creador de la terapia celular en su forma
actual, ya que no descubri6 nada nuevo pues la terapia celular era practicada en la
antigiiedad en su forma original. Se encuentra mencionada desde el afio 1550 A.C. en
una coleccién de recetas denominada “Papyrus Ebers” del famoso Medico Suizo
Paracelsus que vivio en el sigo XVI, viene el lema: “igual se cura con igual”, “corazén
cura corazon, rifiébn cura rifion” sobre el cual esta basada la terapia celular y otros
métodos de tratamiento como la homeopatia (Gage, 1998).

Hunter (1771) confirmé el efecto regenerativo de la implantacion de tejidos de
testiculos en gallos castrados. Bown-Seguard (1889) informé a la sociedad bioldgica
de Paris sobre los efectos positivos que resultaron de las inyecciones de un preparado
de tejido testicular obtenido de cachorros de perro y aplicados sobre su misma persona.
En 1927, El cirujano Suizo Paul Niehans es el primero en realizar un transplante de
tejidos de las células acidofilicas del lobulo anterior de la glandula pituitaria de un
becerro a enanos adolescentes, obteniendo un aumento de hasta 32cms. Practico con
éxito implantes en amenorrea primaria y diabetes. Patl Niehans (1931) practica el
primer implante-inyeccion de tejido paratifoideo a una paciente con tetano
postoperatorio con células obtenidas previamente de una ternera. El éxito obtenido con
este paciente condujo a Niehans a abandonar su practica como cirujano y dedicarse de
lleno a la terapia celular (Gage, 1998). En 1931, comenzé Niehans con la implantacion
de células frescas llamadas vivas, en las cuales se considera intacta la estructura y el
contenido bioquimico de las mismas. En 1955 el equipo de Dr. Niehans resuelve el
problema de riesgos de las células frescas y la falta de controles analiticos, logrando las
células liofilizadas (desecadas), en igualdad de condiciones que las células frescas, es
decir con las mismas caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas intactas de una célula
fresca. Niehans como mas tarde escribié: "Pensé que el efecto seria de corta duracion, al
igual que el efecto de una inyecciéon de hormonas, y que yo tenga que repetir la
inyeccion”.

En 1958 se funda la Asociacidon Internacional de Investigaciéon de la Terapia
Celular, cuya sede esta ubicada en Frankfurt (Alemania), teniendo pleno reconocimiento
por la OMS.

Thorne (1967), publicéd la versiéon en inglés y actualizaciéon de Niehans "obra
original” (de Investigaciones Celulares y terapia celular), que también incluye
documentos de investigadores de Alemania, Austria, Grecia y Espafia.

En la década de 1970, en la Universidad de Heidelberg, Dr. Lettre y Schmidt
demostraron por radiactivos la inyeccién de células fetales en el drgano diana, es decir,
corazén a corazon, el higado para el higado. Este hito de investigacion hizo mucho para
demostrar que el material celular animal fue transportado por el huésped humano a la
sangre homologa de drganos y tejidos (Gage, 1998).

A fines del decenio de 1980, el doctor Mitchell Golbus, de la Universidad de
California en San Francisco, ha intentado sin éxito con el trasplante de tejidos de
adultos en los fetos humanos para curar enfermedades genéticas. En 1983, la
Asociacién Americana para la Paralisis, en un convenio fue informado que las células
tomadas de fetos humanos abortados que se inyectan en animales han proporcionado
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pruebas de ser 1itil en la reparacion de la médula espinal en pacientes accidentados y
enfermedades degenerativas. En enero de 1988, Los Angeles Times informé sobre la
labor del Dr Kevin Lafferty (1988), de la Universidad de Colorado Medical Center, que
vieron buenos resultados en 6 de 17 pacientes diabéticos tratados con implantes de
células de péancreas fetal. El “Times” también informé de que alrededor de 200
pacientes en todo el mundo habian recibido las células de higado fetal, sobre todo para
restablecer la pérdida de médula 6sea como resultado de la terapia del cancer. Por otra
parte, Robert P. Gale (1986), de UCLA, ha implantado células de higado fetal en seis de
las victimas de radiacion de la (entonces) Union Soviética, del desastre nuclear de
Chernobyl.

En octubre de 1991 y como seguimiento en febrero de 1992, los investigadores
norteamericanos, presentaron con éxito informes sobre los principios de feto-feto-a la
terapia celular con una anomalia genética grave, llamado Sindrome de Hurler. Se
establecio en 1992, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (International Society
for Cellular Therapy) (ISCT) como una sociedad profesional que representa a los
cientificos y los médicos que trabajan en el ambito de la manipulacion de injerto de las
células madre hematopoyéticas. Tiene mas de 4100 miembros en representacion de
todos los principales centros de transplante de médula 6sea de células madre. ISCT ha
elaborado el primer borrador de las normas de células hematopoyéticas para la
recoleccion y procesamiento (Gage, 1998).

La American Society for Blood and Marrow Transplantation (ASBMT) se formé
en 1993 como una organizacion profesional que representa los médicos e investigadores
que participan en el area clinica en el transplante de celulas progenitoras
hematopoyéticas. La sociedad tiene mas de 1000 miembros predominantemente en los
Estados Unidos y Canadd. ASBMT ha desarrollado el primer proyecto de las normas
para el trasplante de células hematopoyéticas. En diciembre de 1994, ISCT y ASBMT,
fusionaron sus normas en un solo documento que abarca todos los aspectos de la
terapia de células hematopoyéticas (recopilacion, procesamiento y trasplante). Las dos
sociedades de hecho trabajan con el fin de desarrollar un voluntario trabajo de
inspeccion y programacion de acreditacion sobre la base de las normas comunes (Gage,
1998).

Para reconocer la importancia de desarrollar el consenso del injerto a las normas
de transformacion, se formé 1994, América del Norte Grupo de Tareas (NATF),
consistente de todas las principales organizaciones profesionales interesadas en la
terapia de células hematopoyéticas, incluyendo de hecho, ISCT y ASBMT. La primera
edicion del hecho de Normas fue publicada en septiembre de 1996. Hubo un consenso
general sobre las normas en que no debe haber conflicto entre las organizaciones de
normalizacion. La primera edicion del hecho de Normas fue publicada en septiembre de
1996. El Programa de Inspeccion y Acreditacion fue desarrollado por el doctor Phyllis
Warkentin (1996), el director médico de la Fundacion de la Acreditaciéon de Terapia
Celular (Foundation of the Accreditation of Cellular Therapy) (FACT). La primera
inspeccion se inicié en septiembre de 1997 con los primeros programas de acreditacién
otorgado en 1998 (Gage, 1998).

En Espafia por ejemplo, en 8 de Noviembre de 2004, tanto el Laboratorio de
Terapia Celular y Medicina Regenerativa en Sevilla como el Banco de Células Madre
en Granada, las primeras lineas celulares procedentes del Instituto Karolinska de
Estocolmo llegaron al Banco de Células Madre de Granada. Este paso abre la puerta al
inicio de las investigaciones con células madre en Andalucia. El banco es el primero
espafiol y el tercero europeo de caracter publico. Las lineas celulares son cultivos de
células madre ya establecidos que han mantenido sus propiedades a lo largo de un afio
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como minimo. Las células procedentes de Karolinska estan estables mas de dos afios. Se
sabe que no tienen aberraciones cromosdmicas y que son pluripotenciales, es decir, a
partir de las progenitoras celulares embrionarias se pueden obtener otro tipo de células.
Andalucia, Valencia y Catalufia son las comunidades involucradas en las
investigaciones con células madre embrionarias (Cassileth, 1998).

El gobierno de la Generalitat anuncié que para finales de 2005 acabard el
edificio del Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona (CMRB). Mientras tanto
crearan un banco de lineas celulares en unas dependencias del Parque de Investigacion
Biomédica de Barcelona que podra estar funcionando a finales de afio. En 23 Marzo de
2005, las terapias celulares son la esencia de algunas de las investigaciones llevadas a
cabo en los laboratorios espafioles. Como quedé reflejado en el simposio "Del trasplante
de organos a la terapia celular”" celebrado a comienzos de marzo muchos de estos
trabajos destacan el potencial poder de las células madre para curar determinadas
patologias. Por lo general, se trata de ensayos en fases tempranas cuya viabilidad se
desconoce (Cassileth, 1998).

1.6.2.1.- HISTORIA DEL INSTITUTO CATOLICO DE TERAPIA CELULAR

1983: En St Mary's Hospital de la Catolica Medical Center, en Corea de Sur, es

logrado el primer transplante alogénico de médula 6sea entre hermanos para la

leucemia. »

1992: Es establecido el Trasplante-de la‘médula 6sea-en-el Centro Catolico Medico.

1994: Se cred el Banco de Médula Osea en el marco del trasplante de la médula 6sea.

1999: Se hicieron 1000 casos de trasplante de células madre hematopoyéticas en el St
Mary's Hospital.

2002: Tuvo lugar el primer congreso Internacional de la Terapia Celular con células
madre en el Instituto Catolico.

2003: Se realizaron 2000 casos de trasplante con células madre hematopoyéticas en el
St. Mary's Hospital.

2003: Hubo el segundo simposio internacional sobre células madre en el Instituto
Catolico.

2004: Fue el establecimiento de la comision para la vida en la Arquididcesis de Setl y
el Instituto Catdlico de Terapia Celular (Sylvester y Longaker, 2005).

1.6.2.2.- HISTORIA DE LAS CELULAS MADRE

El uso de la medicina de células madre fue utilizado por primera vez en 1956 por
el Dr. E. Donnall Thomas, un especialista en trasplante de médula 6sea. Administrd los
donantes de células madre adultas a un paciente con leucemia que entré en remision
completa. Dr. Thomas y Joseph E. Murray son co-ganadores del Premio Nobel 1990 de
Fisiologia de Medicina por sus contribuciones a los descubrimientos sobre las células y
los trasplantes de 6rganos en el tratamiento de enfermedades humanas.

Células madre de sangre del cordon umbilical se han utilizado en el tratamiento de los
canceres de la sangre y / o enfermedades de la sangre desde 1988. Ese mismo afio,
Elaine Gluckman sustituye sangre del cordén umbilical para un trasplante alogénico de
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médula ésea para tratar la anemia de Fanconi, una rara enfermedad de la sangre
recesivo. El infantil sigue siendo completamente libre de la enfermedad. También en
1988 en la Universidad de Wisconsin, James Thomson aisl6 las primeras células madre
embrionarias de un blastocisto de un dia de nifio de cinco afios de huevos fertilizados in
vitro. Este descubrimiento provocé una multitud de estudios cientificos, documentos de
investigacion, y acalorados debates sobre las cuestiones éticas en torno a la destruccion
de embriones para fines médicos. En 2001, se elaboraron protocolos de tratamiento que
permite la eliminacion de las células blancas de la sangre del cordén umbilical, lo que
hace el tratamiento seguro, sin riesgo de injerto versus huésped (Garrido, 2003).

Catherine Verfaillie (2002) de la Universidad de Minnesota demostré que las
células madre CD34+ de médula 6sea podrian repoblar todas las células de un ratén en
desarrollo. Este estudio le pide mas estudios con células madre adultas para generar
mucho mas que so6lo las células de la sangre. Quedd probado que hay un gran potencial
para las células madre adultas para tratar una amplia gama de enfermedades de la
sangre, cancer, enfermedades degenerativas y lesiones. Los estudios fueron liberados
mas tarde y demostraron que las células madre adultas tienen el poder para reconstruir
todas las células del cuerpo, no sélo las células de la sangre (Garrido, 2003).

En 2004, la Universidad de Duke publicé datos de un estudio en humanos y
confirma el estudio de Verfaillie. En el estudio aparece el tratamiento del corazén de un
nifio que recibidé células madre CD34 + derivadas de donaciones de sangre de cordén
umbilical (Sylvester y Longaker, 2005). No so6lo la investigaciébn muestra la
diferenciacion de las neuronas y otros tipos de células, sino también demostrd que las
células madre de la sangre del cordon umbilical:

* Migran a la localizacion de la enfermedad,
o Tienen la capacidad de diferenciarse en células especializadas del corazén e
injertan la obtencién de beneficios clinicos.

1.6.3.- LAS CELULAS DEL CORDON UMBILICAL PUEDEN SER
UTILES EN EL TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA.

Las células sanguineas del cordén umbilical obtenidas en el momento del
nacimiento contienen células madre no diferenciadas. Estas células se almacenan en
bancos de sangre especiales en todo el mundo para que posteriormente se puedan
utilizar en tratamientos de trastornos sanguineos como la leucemia. Uno de los estudios
examiné la capacidad de estas células para tratar una amplia gama de enfermedades,
incluidas las de origen infeccioso y genético. Las principales modificaciones del saber y
de las evoluciones técnicas, las cuales aumentan las capacidades de accién en biologia y
recurren a la idea de que se hace del hombre, se sitiian, por una parte, en el dominio de
la genética y, por otra parte, en el de la embriologia y de la terapia celular. Si se suele
tener mezclar ambos ejes del saber, son para el profesional que lleva a cabo estas
investigaciones, ejes destacadamente diferentes, aunque algunos de los problemas éticos
originados por ellos se sitlen en la convergencia entre esas técnicas y competencias. Se
empieza, por lo tanto, a discutir de la modificacion de las posibilidades medicas, tanto
como sobre las interrogaciones que crean los progresos realizados en el conocimiento
del programa genético del ser humano gracias al programa genoma que le es consagrado
(Kawano et al., 1998).
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1.6.4.- LA TERAPIA CELULAR Y LA INVESTIGACION SOBRE EL EMBRION

Se habla, entre los grandes progresos médicos de mafiana, por una parte, de las
repercusiones de la genética, del desciframiento de los genomas; por otra parte, de la
medicina regeneradora. Ahi se trata del concepto de una medicina que escogeria como
objetivo curar numerosas  enfermedades, particularmente vinculadas al que células
mayores tengan funciones alteradas o degeneradas, por células jovenes, totalmente
funcionales, toleradas por la persona curada. En principio, estas células podrian
proceder de dos fuentes: del embrién y de los tejidos diferenciados (Carella et al.,
1998).

En todos los tejidos diferenciados, que se trate de un recién nacido, de un feto o
de un adulto, aun bastante mayor, persisten, en el corazén de los tejidos, células que son
capaces de regenerarlos. Desde ya tres o cuatro afios, se sabe que en realidad estas
células regeneradoras hacen mdas que reparar sencillamente los tejidos a los que
pertenecen. Asi, una célula progenitora de la piel puede no sélo estar al origen de piel
sino también de neuronas, gracias a las que en el futuro se podria quizas tratar
enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Parkinson o de
Alzheimer. En la médula 6sea, se encuentran células capaces de reparar la sangre
fabricando globulos rojos y glébulos blancos, tanto como células que podrian regenerar
corazon, hueso, tendones, higado, tejidos nerviosos y quizds de cualquier otro tipo
(Carella et al., 1998; Khouri et al., 1998). Por supuesto queda aun mucho trabajo que
hacer para transformar esa posibilidad tedrica en realidad terapéutica pero ya existe ahi
una auténtica esperanza, tanto mas cuanto que ningtin problema ético se plantea aqui.

La segunda fuente de células: los embriones. Los embriones de mamiferos,
cualesquiera que sean, se desarrollan hasta una estadio en la que tienen la forma de una
cavidad hueca en el centro de la cual se encuentra un pequefio cumulo de células
llamada masa celular interna, a expensas de de la cual el embrién propiamente dicho se
desarrollara. El resto del huevo participard a la formacién de la placenta y de las
membranas. Si se sacan, destruyendo el embridn, estas células madre embrionarias, son
capaces de multiplicarlas y cultivarlas durante mucho tiempo. Sin embargo, en algunas
condiciones de cultura esas células son capaces de dar todos los tejidos del organismo.
Pueden transformarse en células secretoras de insulina que podrian curar a un diabético;
en células secretoras de dopamina cuyo trasplante se indicaria para mejorar a personas
atacadas por la enfermedad de Parkinson; en células del corazén con el potencial de
reforzar un corazén debilitado por un infarto de miocardio, etc. De modo que ahora se
llevan investigaciones paralelas para tratar de transformar estas posibilidades en
realidades (Carella et al., 1998; Khouri et al., 1998). Queda ain mucho trabajo por hacer
con una u otra de esas estrategias. Las células madre llamadas adultas son
probablemente poco numerosas, no se sabe muy bien reconocerlas, a veces son dificiles
de cultivar y su nombre podria menguar con la edad. En cuanto a las células madre
embrionarias tienden, cuando no son diferenciadas, a provocar un tipo de cancer, un
teratoma. El trasplante de tales células embrionarias indiferenciadas a una persona, no
s6lo no la curard, sino que provocard la apariciéon de un tumor embrionario. Por lo
demaés, se dista atin mucho de saber controlar, seglin la enfermedad que se trata de curar,
la diferenciacién en masa de las células embrionarias en un tipo dado de células
secretando por ejemplo insulina para el diabético, en cardiomeiosis para el infarto de
miocardio, en neuronas dopaminaenérgicas para la enfermedad de parkinson, etc.
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1.6.5.- EL. CLONAJE O LA CLONACION TERAPEUTICA

La fabricacion de embriones humanos por clonaciéon podria tener dos
indicaciones, dos finalidades, la primera terapéutica y la segunda reproductora. En aquel
caso, se trata de obtener células embrionarias idénticas al nivel genético y
probablemente pues inmunoldgico a las de un enfermo a la espera de trasplantes
celulares para una gran diversidad de enfermos: afecciones neurodegenerativas tales
como las enfermedades de Parkinson o de Alzheimer, cénceres, diabetes, insuficiencia
hepatocelular, quemaduras etc. La realizacién de un programa tal necesitaria por parte
de los biologos un dominio preciso de la diferenciacion de células troncales aisladas de
un embrién clon. En el futuro, una persona atacada por una enfermedad de Parkinson o
por una diabetes pediria a su esposa, a su hija, una donacién de ovocitos o los obtendria
por parte de donantes remuneradas o no (Shortman y Caux, 1997). El médico
reemplazaria el nicleo de esos 6vulos por el de una célula cualquiera de la persona que
curar y cultivaria el embrién clonado, creado asi durante seis o siete dias en las
condiciones del laboratorio hasta su transformacion en blastocitos. En este estadio, las
células de la masa celular interna constituyen, los precursores del feto propiamente
dicho. Ahi se sitia el origen de las células madre embrionarias. Si es posible mandarles
que se diferencien, al actuar sobre las condiciones de cultivo, en células del cerebro o
del pancreas, se podria pues trasplantarlas al enfermo para tratar su enfermedad de
Parkinson o su diabetes. En principio, el éxito del trasplante deberia ser perfecto ya que
las células trasplantadas seran esencialmente idénticas a las de la persona receptora.

Es de notar que la descripcion que acaba de hacerse de un protocolo de
clonacioén con objetivo terapéutico en el hombre queda hasta hoy muy académico. En
efecto, varios grupos de investigaciones trataron de reproducir la clonaciéon por
transferencia nuclear en primates no humanos (monos macacos rhesus), pero sin éxito.
Segun algunos resultados comunicados por periodistas cientificos, los embriones
clonados ya obtenidos degeneran muy rdpidamente, después de algunas divisiones
solamente; a su nivel se acumulan anomalias cromdsomicas cuya causa no se entiende.
Estos resultados negativos hacen muy improbable el éxito de eventuales intentos de
clonacién humana, si se realizaban hoy. Se reafirmé ese analisis a fines del mes de
noviembre de 2001 por el muy mediatico anuncio segtn el cual la sociedad americana
de Advanced cell Technology(Tecnologia de Célula Avanzada) se habia adelantado en
la puesta a punto de las técnicas de clonacion con objetivo terapéutico (Shortman y
Caux, 1997). Si se repara mas en los detalles (The Journal of Regenerative Medecine
del 25 de noviembre, una publicacién en linea en Internet), la transferencia de los
nucleos de fibroblastos dentro de los ovocitos humanos seguia siendo un fracaso
mientras que la inyeccion de células ovéricas del cimulo permitia dos de cada 71
tentativas obtener embriones de cuatro células y una vez un embrién de 6 células. En
todos los casos, el desarrollo de estos embriones era espontineamente abortivo en 24
horas o menos. Cuando se recuerda que las células madre embrionarias se ven aisladas
de un blastocito, a saber en un estadio del desarrollo que corresponde al sexto o séptimo
dia después de la fecundacion, o sea a mas de cien células, se realiza lo lejos que esta de
obtener un embriéon humano que se puede utilizar para la clonacién humana, que sea
terapéutica o reproductiva (Shortman y Caux, 1997).

Sin embargo, corre el rumor en los medios especializados de que investigadores
chinos habrian conseguido, de manera reproductible, embriones humanos clonados y
susceptibles de desarrollarse hasta el estadio de blastocitos y ser pues la fuente de
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células madre embrionarias. Si es exacta esa noticia, el método seria sin duda alguna el
objeto de una publicacién cientifica y podria entonces ser utilizado en el mundo entero
por investigadores especializados. Ahora bien, la técnica de obtencion de los embriones
humanos clonados es indispensable para quien quiera que nazcan bebés clonados tanto
como para los terapeutas celulares que sofiarian con tener a su disposicion células
(madre embrionarias) inmunocompatibles. Este aspecto de la cuestiéon aparece por
supuesto como crucial hoy cuando se multiplican las declaraciones de que se tiene la
intencién de realizar una clonacién reproductiva humana (Hart, 1997).

Otra preocupaciéon tiene relacién con los riesgos de instrumentalizacion
suplementaria del cuerpo femenino a los que no dejaria de llevar una amplia utilizacién
de la clonacion terapéutica. En efecto, los equipos privados o publicos que realizan esas
experiencias deberian entonces disponer de una importante cantidad de &vulos
humanos. Hoy, una o dos centenas de dévulos serian necesarios para cada intento. Puesto
que la demanda crea ineluctablemente un mercado, por lo menos en numerosos paises,
bien se imagina pues que se enrolarian en gran nimero mujeres necesitadas para
constituir cohortes de donantes de ovulos remuneradas. Aceptarian, por contrato,
prestarse a estimulaciones ovaricas repetidas y acompafiadas por el control sanitario
necesario a la verificacion de la calidad de las productoras y de su produccién (Hart,
1997).

Ademas, algunos se preguntan a propoésito del respeto debido a la singularidad
del embrion humano como eventuales premisas de una persona. Para numerosos
creyentes, por ejemplo, la creacidon de embriones humanos con el objetivo de destruirlos
para que se pueda aislar herramientas de investigacién o poblaciones celulares con
vocacidn terapéutica, estaria en contradiccién con su singularidad respetable. Sin entrar,
en toda logica, no hubiera debido desembocar en la guerra de trincheras a la que se
asiste por el mundo entre los partidarios y los adversarios, unos y otros encarnizados, de
la clonacién terapéutica. En efecto, la realidad de las perspectivas terapéuticas
presentadas es finalmente muy incierta. Una técnica que exige, para cada enfermo al
que se asiste, disponer centenas de 6vulos de mujeres y clonar embriones humanos con
fin de tratar de poner en cultivo células potencialmente cancerigenas y cuya eficacia
queda por demostrar, no justifica las promesas que se le han concedido con
complacencia. En efecto, aun mas alla de las preocupaciones éticas y de los obstaculos
técnicos y cientificos persistentes, se tiene aqui el ejemplo tipico de un enfoque algo
exotico tan costoso y exigente respecto al tiempo y a la plantilla que necesita que no se
ve como, aun en el mejor de los casos, podria constituir la base del tratamiento que
esperan decenas de millones de personas (Lanzavecchia, 1996).

Hoy en cambio, la importancia de las objeciones a la fabricaciéon de embriones
humanos procedente de la clonacion no se parece compensada por la realidad de las
esperanzas terapéuticas basandose en su uso, ni por la urgencia de la investigacion. Al
parecer €l movimiento que se fortalece hoy para autorizar sin embargo la clonacién
terapéutica proviene de dos fuerzas. La primera es la impaciencia de los investigadores
por que le permitan el acceso a nuevos materiales de estudio, sobre todo cuando son
prometedores en términos de celebridad o mas bien de eficacia médica. La segunda es la
referencia al valor supremo del progreso, concebido por si mismo como comisionado de
esperanzas, incluso la certeza de mejoria de la condicién humana.

Sin embargo, el siglo XX que acaba de terminarse, brillante en todos los sentidos
del término, el que se refiere a las luces del espiritu tanto como las de los hornos
crematorios, bien ilustra la ambivalencia del poder conferido al hombre por el progreso
de los saberes y de las técnicas. La libertad humana implica la posibilidad del bien o del
mal, y por consiguiente, la utilizacién del progreso en beneficio del uno o del otro.
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Desde luego, no por ser eventualmente posible, resulta bien. Si al menos si fuera capaz
de justificar en qué una innovacién propuesta, cuyo objeto es el hombre, es mejorar su
condicion respetando al mismo tiempo los principios morales que fundamentan su
dignidad y su autonomia. De todos modos, esto no es el caso hasta hoy de la clonacion
terapéutica (Garrido, 2003).

Se ha querido bosquejar un amplio cuadro de la progresion de las posibilidades
médicas en genética y terapia celular. La ciencia en si misma tiene como finalidad el
acercarse a la veracidad de los fenomenos: desemboca en la puesta a punto de técnicas y
evalua expertamente sus efectos. Sin embargo, la ciencia en sf misma no deberia tener la
pretension de determinar lo que conviene hacer y de todas formas no tiene la posibilidad
para ello. Preguntarse sobre la utilizacién de un poder otorgado por el conocimiento es
inevitable respecto a un ser que se reivindica como ser libre. Ahora bien, esa libertad
implica que el uso de todo poder humano pueda hacerse en provecho o en detrimento de
los demés. De lo que se esta hablando es exactamente eso: ;cémo asumir
colectivamente las  nuevas responsabilidades que se tocan debido al desarrollo
de las ciencias y de las técnicas y por lo tanto al aumento de nuestro poder?

1.6.6.- PREGUNTAS SOBRE LAS CELULAS MADRE

Por qué hay tanta controversia alrededor de ellas?

Los cientificos dicen que-las células madre prometen revolucionar la medicina.
Se espera que estas células puedan ser usadas en trasplantes para reparar el tejido
dafiado y organos como el corazén, pulmones, musculos e incluso el cerebro. Muchas
enfermedades pueden ser curadas en este proceso, tales como la diabetes, el Parkinson y
enfermedades cronicas del corazon, cancer etc., (Van der Kooy y Weiss, 2000).

Por qué no se puede usar las células madre de un adulto en lugar de aquellas que
provienen de los embriones?

Los investigadores creen que las células madre de un adulto son capaces de
desarrollar s6lo un rango restringido de tejidos especificos. Las células madre de la
médula 6sea se convierten en células sanguineas maduras, mientras que las células
madre tomadas de un embridn de 6 dias pueden llegar a ser cualquier tipo de tejido. Sin
embargo, aun se tiene que hacer una comparacion cientifica de los dos tipos de células
madre, ya que algunos trabajos con células de adultos han indicado que éstas tienen un
sorprendente potencial para crecer en una gran variedad de distintos tipos de tejidos
(Rosentha, 2003).

(Cual es el uso de las células madre derivadas de la sangre del cordon umbilical?
Estas han probado ser invaluables en el tratamiento de desordenes hereditarios
en la sangre en nifios y pronto podrian probar mas versatilidad que una célula madre de

adulto, pero probablemente no sean tan potentes como las células embrionarias
(Rosentha, 2003). ‘

(Qué es lo que tiene que ver la clonacién con las células madre?
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Si las células madre provenientes de embriones producen los beneficios
médicos esperados, el rechazo de los tejidos siempre limitara su uso en los trasplantes.
Una via para este problema es usar células madre de un embrion clonado de una célula
de tejido del mismo paciente (Van der Kooy y Weiss, 2000).

;Una compaiiia estadounidense anuncié recientemente que habia clonado un
embrion humano?

Asi fue, pero el embrion detuvo su desarrollo antes de que las células madre pudieran
ser extraidas, por lo que no es seguro si este "clon" fue genuino o un artefacto

experimental (Rosentha, 2003).
¢Limitaciones éticas?

(Pero qué son las células madre? ;Cuales son realmente sus posibilidades
terapéuticas? (Es licito el uso de embriones humanos para obtenerlas? ;Son éstos los
unicos proveedores? Las células madre suscitan suefios y pesadillas. Para empezar, no
resulta facil definir qué es una célula madre. Para los profanos, la idea méas importante
es que estas células estan indiferenciadas, es decir, que todavia no se han especializado;
que pueden auto renovarse y que, ante determinadas sefiales ain poco conocidas, se
especializan para realizar una funcién concreta. Este concepto se aplica en muchas
situaciones en medicina y biologia. Por ejemplo, los tumores nacen de una unica célula
madre que, en muchos procesos cancerosos, da origen a diferentes tipos celulares. Un
ejemplo extremo de este fendmeno es un tipo de cancer testicular conocido como
teratoma o teratocarcinoma. En ratones, los cientificos pueden provocar este tumor
simplemente tomando un pufiado de células testiculares normales y cambiandolas de
lugar. Esta capacidad transformista surge en el mismo huevo fecundado o zigoto. Los
bidlogos dicen de éste que es una célula madre totipotencial, ya que da origen a todas
las células que integran el organismo, incluidas aquellas que no forman parte del
embrion, como es el caso de la placenta. Sin embargo, durante el desarrollo
embrionario, la capacidad de las células madre para diferenciarse queda, poco a poco,
limitada. Por ejemplo, las células madre del cerebro dan lugar en ultimo extremo a los
diferentes tipos de neuronas y células no neuronales del sistema nervioso (Van der
Kooy y Weiss, 2000).

(Eficaces contra la leucemia?

Estudios en ratones indican que es precisamente en las primeras etapas del
crecimiento embrionario cuando surge un tipo de células madre llamadas ES, que son
capaces de diferenciarse en una gran variedad de estirpes celulares. Las ES pueden ser
extraidas y cultivadas en laboratorio.Los  cientificos han  comprobado  que,
cuando éstas son devueltas a un embridn, contribuyen activamente en la formacion de
todos los tejidos, incluidos los de la linea germinal. Los expertos denominan a estas
células pluripotenciales. En las fases tardias del desarrollo hacen acto de presencia otro
tipo de células madre llamadas stem cells germinales o EG, que también son
pluripotenciales. Pero las investigaciones en este sentido han avanzado muy lentamente,
debido principalmente a los obsticulos bioéticos. Una via alternativa para sortearlos
podria venir de las células madre que persisten en los adultos. Desde hace tiempo, los
oncoélogos utilizan las células madre hematopoyéticas, que se localizan en el tejido
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sanguineo, para el trasplante de médula Osea, una terapia para combatir eficazmente la
leucemia (Van der Kooy y Weiss, 2000).

(También entrafian riesgos?

Recientemente, los cientificos descubrieron la existencia de células madre al menos
en dos regiones concretas del cerebro adulto. Se refiere al hipocampo y el bulbo
olfativo.

Cultivadas en el laboratorio, estas células pluripotenciales pueden diferenciarse
facilmente en distintos tipos de células nerviosas neuronales: astrositos,
oligodendrocitos, microglias y ependimarias. Esta linea de investigaciéon supone una
prometedora esperanza para ¢l tratamiento de las lesiones medulares, esclerosis multiple
y las enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y el Parkinson. Asi es, el
cultivo de células madre embrionarias podria generar los oligodendrocitos que necesitan
los pacientes afectados por esclerosis o las neuronas que mueren en el cerebro de los
enfermos de Parkinson (Van der Kooy y Weiss, 2000).

El potencial terapéutico de las células madre es sobrecogedor. Sin ir mas lejos, se ha
visto que las células madre extraidas del corddn umbilical podrian utilizarse para reparar
las lesiones neuroldgicas causadas por el infarto cerebral. Los ensayos en ratas
resultaron todo un éxito. Ahora habrd que ver si esta terapia celular funciona en
humanos (Van der Kooy y Weiss, 2000).

Como ya se ha mencionado, la ciencia sabe muy poco sobre las células madre
humanas. Su uso terapéutico no esta exento de peligros: las ES de raton son
tumorigenas, pues se transforman en teratoma, un tumor epitelial, cuando se inyectan en
un ejemplar adulto.

{Ocurre lo mismo en humanos? Es mas, ;podran los cientificos forzar a nuestras ES a
diferenciarse en la estirpe deseada? ;Conseguirdn que todas las células madre de un
cultivo se diferencien en células pulmonares o renales? El tiempo lo dira.

1.6.7.- INGENIERIA DE LAS CELULAS MADRE
1.6.7.1-. GENERALIDADES

La ingenieria de las células madre (SC) es una tecnologia aplicable en la

solucién de problemas de salud del ser humano relacionados con la reconstruccion de
tejidos y la restauracion de la funcidn celular normal en enfermedades metabélicas,
hematol6gica, inmunolégicas y degenerativas. La investigacion en la biologia de la SC
ha permitido definirle una identidad y establecer un grupo de células de diferente origen
que comparten las caracteristicas de autorrenovacion y plasticidad. Este grupo incluye
células embrionarias, mesenquimatosas, hematopoy¢ticas, umbilicales y residentes en
tejidos como las SC neuronales (Rosenthal, 2003).
La investigacion sobre todo con células embrionarias y los procedimientos de clonacién
reproductiva y trasplante de niicleos han generado un debate ético, politico y religioso,
en el cual solamente se puede establecer una opinién si se conocen los conceptos
bésicos de la biologia e ingenieria de las células madre (Blau et al., 2001).

La restauraciéon de tejidos en los seres humanos requiere del reclutamiento y
proliferacion de células capaces de devolverles forma y funciéon. Las células
involucradas en la regeneracion recuerdan todo el proceso de desarrollo que llevo a la
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formacion original del tejido. El concepto inicial, de que poblaciones de células
indiferenciadas, autorrenovables y progenitoras, regeneran solamente el érgano en que
residen, ha sido sustituido por el de células multipotentes, que pueden ser aisladas de
diferentes tejidos en el ser humano. A este grupo de células se le conoce como Células
Madre (SC), se originan de tejido embrionario o de tejidos diferenciados y se
caracterizan por su capacidad de autorrenovarse y por su pluripotencialidad o capacidad
de diferenciarse en diferentes tipos de progenitores maduros (Rosenthal, 2003; Garrido,
2003; Sylvester y Longaker, 2005; Blau et al., 2001).

Una SC debe ser clonogénica: capaz de autorrenovarse ilimitadamente por
medio de divisidn simétrica. Debe ser capaz de division asimétrica: dando origen a una
célula hija igual a la madre y a otra capaz de originar varios tipos de células
diferenciadas de los tres tipos embrionarios (ectodermo, mesodermo y endodermo).
Debe originarse de una célula embrionaria 0 de una SC adulta (Rosenthal, 2003;
Garrido, 2003; Blau et al., 2001; Van der Kooy y Weiss, 2000).

La pluripotencialidad fue descrita inicialmente en las células madre embrionarias
(ESC o CME) cuando se demostr6é su diferenciacion hacia endodermo, ectodermo y
mesodermo (Sylvester y Longaker, 2005; Evans y Kaufman, 1981; Thomson et al.,
1998). Células procedentes de médula 6sea adulta, cordén umbilical y endotelio
muestran capacidad de diferenciacién y han permitido ampliar el espectro de tipos de
SC con potencial de aplicacidn clinica en el tratamiento de diferentes patologias del ser
humano. Las SC se pueden dividir por su origen en embrionarias y somaticas posnatales
(Sylvester y Longaker, 2004).

1.6.7.2.- CONCEPTOS Y PROCEDIMIENTOS

Para la comprension de la biologia e ingenieria de la SC es necesario tener claro
los conceptos y procedimientos que se involucran. Transferencia de nucleos, se conoce
también como clonacién nuclear o trasplante nuclear. Es la tecnologia que cred a la
oveja Dolly en 1997, el primer mamifero clonado. El experimento demostré que el
ADN se conserva durante €l desarrollo de organismos multicelulares, que existe la
posibilidad de la aplicacién de esta tecnologia en la regeneracién de tejidos y 6rganos y
en la recapitulacién celular a partir de células somaticas posnatales y que es posible la
creacion de CME autélogas (Sylvester y Longaker, 2004; Wilmut et al., 1997).

La transferencia de nucleos es un procedimiento en el que el nucleo de una
célula somética pos-mitdtica (célula adulta) se inyecta en un oocito no fertilizado al que
se ha despojado de su nticleo. Se crea un blastocisto (embrion clonado) que puede ser
transferido para su desarrollo al ttero de una madre adoptiva donde crece una progenie,
que es un clon de la célula adulta donadora. El proceso se identifica como donacioén
reproductiva. También se puede separar la masa de células internas del blastocisto, de la
cual se derivan CME indiferenciadas, que se inducen a diferenciacién y propagacion de
las células de un tejido especifico, en el proceso conocido como clonacién terapéutica o
terapia con trasplante nuclear. Las células obtenidas son genéticamente idénticas al
donador (Sylvester y Longaker, 2004; Hochedlinger y Jaenisch, 2003; Lisker, 2003).

Un experimento que demuestra la factibilidad de esta tecnologia es el
tratamiento de ratones con Inmunodeficiencia Combinada Grave (SCID Rag2), con
células derivadas de transferencia nuclear y que permiten la correccién genética y
fenotipica de la enfermedad (Rideout et al., 2002).
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La clonacién reproductiva es aun un proceso ineficiente que produce la perdida
de la mayoria de los clones durante la etapa de desarrollo. Para lograr desarrollarse, el
clon debe activar genes que regulan el desarrollo embrionario temprano y suprimir
genes asociados con diferenciacion de la célula donadora original. Debe darse una
reprogramacion del nucleo donado, que cuando es inadecuada, causa la pérdida del
clon. Los errores de reprogramacién no afectan la clonacién terapéutica (Sylvester y
Longaker, 2004; Hochedlinger y Jaenisch, 2003; Rideout et al., 2002; Gurdon et al.,
2003).

1.6.7.3.- TERAPIA CON GENES.

Es un procedimiento en el cual se trata de curar una enfermedad, en la que se ha
identificado como causa la mutacién de un gen. Tiene como objetivo restaurar,
modificar o mejorar la funcion de una célula a través de la introduccion de un gen sano.
El gen sano se integra en un vector, usualmente un virus, que infecta las células del
paciente. Al activarse el gen sano restituye la funcion de la célula dafiada. Se han
disefiado dos formas de introducir el material genético, una iz vivo por medio de la cual,
un vector transporta el ADN, que se integra en el genoma de la célula blanco y expresa
el gen de interés terapéutico. El otro método, ex vivo, transfiere el gen a células en
cultivo y luego se trasplantan las células modificadas al tejido blanco (Selkirk, 2004).

Una de las aplicaciones de esta metodologia en el ser humano, es la correccion
del defecto genético en nifios con SCID-X1 y en casos de SCID producidos por
deficiencia de adenosina diaminasa (ADA) (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Hacein-Bey-
Abina et al., 2002; Aiuti et al., 2002; Nathwani et al., 2005). El entusiasmo inicial por la
terapia con genes, ha disminuido como consecuencia de los malos resultados de los
estudios clinicos y los efectos adversos provocados por la respuesta inmune contra el
vector (Nathwani et al., 2005). Recientemente se report6 la generacion de leucemia de
células T en nifios tratados por SCID, como consecuencia de la insercion del vector en
el locus del gen LOM-2 (Nathwani et al., 2005; Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Este
gen codifica un factor de transcripcién necesario para la hematopoyesis normal, pero
que cuando se expresa en forma aberrante se asocia con leucemia infantil (McCormack
y Rabbitts, 2004).

1.6.7.3.1.- PLASTICIDAD.

Es la caracteristica que se identifica en una célula que, comprometida con la
generacion de un tejido especifico, se puede diferenciar en células de otros tejidos para
los cuales no estaba predeterminada. Esta definicion tiene implicito el concepto de la
existencia de SC con una linea de maduracion no determinada que tienen la capacidad
de diferenciarse en tejidos diferentes, dependiendo del patron a que las induzcan los
factores de su microambiente (Rosenthal, 2003; Sylvester y Longaker, 2005; Blau et al.,
2001; Horwitz, 2003; Krause et al., 2001).

1.6.7.3.2.- TRANSDIFERENCIACION.

Cambios de linaje o de diferenciacion restringida de la SC, ocurren cuando una
SC adulta cambia su diferenciacion esperada a una que produce células adultas
diferenciadas de un organo diferente. Este proceso ha aumentado las expectativas del
uso de HSC en aplicaciones clinicas que van mas alla de la reconstitucion hematolégica
o inmunoldgica. Transdiferenciacion es el proceso que explica como SC adultas tejido-
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especificas pueden generar células de otros tejidos (Sylvester y Longaker, 2004,
Wurmser y Gage, 2002).

1.6.7.3.3.- FUSION.

Algunos tipos celulares son capaces de fusionarse con células de otro linaje y de
adoptar la forma y funcion de las células con las que se fusionaron. Se ha identificado
transdiferenciacion que tiene origen en el donador, en la cual células de BM
transplantadas cambian a lineas celulares que incluyen miocitos, hepatocitos y neuronas
entre otras. Este fendmeno se explica por fusidn celular espontanea, después de la cual,
las células adoptan el fenotipo de la célula receptora. Este proceso puede explicar
muchos de los reportes de transdiferenciacion (Rosenthal, 2003; Terada et al., 2002;
Ying et al., 2002).

1.6.7.4.- FENOTIPO DE LAS CELULAS MADRE

Las SC deben ser aislables, homogéneas por purificacion y bien caracterizadas

antes de que se utilicen para realizar experimentos in vivo. Cuando la célula se anida en
un tejido, debe desarrollar una funcidn especifica demostrable del tejido en el que se
aloja (Garrido, 2003; Blau et al., 2001).
La SC debe ser capaz de division celular asimétrica, que produzca una replica idéntica
de la SC y una célula que pueda desarrollar una funcion mdas especializada. La
produccién de células que se diferencian provoca la perdida de la poblacion fundadora
(Garrido, 2003; Blau et al., 2001).

Las SC pueden ser aisladas en diferentes tejidos identificando caracteristicas
fisicas e inmunofenotipicas. Utilizando marcadores de superficie en las SC, con
citometria de flujo y detectando la emisién de fluorescencia con tinciones especificas, se
pueden identificar diferentes poblaciones de SC (Blau et al., 2001). Las célula madre
hematopoyéticas (HSC) humanas se caracterizan por su alta expresion de CD34,
intermedia de c-kit y Thy-1 y baja o ninguna de CD38, HLA-DR, CD45RA y CD71.
También expresan niveles altos de glicoproteina P (P-gp). Otros marcadores identifican
c€lulas mas primitivas como las CD34- precursoras de la HSC CD34+ y los grupos
celulares que expresan KDR. Entre 0,1 a 0,5% de las CMH CD34+ en la MO, CU y SP
de los seres humanos expresan el receptor 2 del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGFR2 o KDR), lo cual permite especular que los fenotipos CD34-KDR+ y
CD34+KDR+ corresponden al hemangioblasto postnatal y prenatal, la célula
progenitora de los linajes sanguineo y endotelial, con lo cual se establece una conexion
entre angiogenesis y hematopoyesis (Garrido, 2003; Szilvassy, 2003; Baron et al., 2003;
Mayani y Lansdorp, 1998; Wognum et al, 2003; Cohen y Nagier, 2004; Mayani et al.,
2003).

Una poblacién celular que corresponde al 0,05% de la poblacién celular de la
MO y que emite fluorescencia con la tincién Hoechst 33342, se ha denominado como
poblacién SP ("side population”) y tiene un fenotipo similar a la CM adulta de la MO,
pero con gran potencial de diferenciacion e integracién en otros drganos (Garrido,
2003). Un 20% de la poblacioén de células SP, expresan Endoglobina (receptor del factor
de transformacién del crecimiento e intervienen en el desarrollo de vasos sanguineos y
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del corazon del embrion (Garrido, 2003; Szilvassy, 2003; Baron et al., 2003). La
poblacion de células SP en el pulmén embrionario estd compuesta por progenitores
hematol6gicos y no hematolégicos y son parte de la formacion de la vasculatura
pulmonar (Summer et al., 2005).

1.6.7.5.- TIPOS DE CELULAS MADRE
1.6.7.5.1.- EMBRIONARIAS.

Son células que se pueden derivar de los blastocistos durante la gastrulacion.

Separadas del blastocisto se pueden mantener indiferenciadas, formando cuerpos
embridnicos de los que se pueden desarrollar lineas celulares embrionarias tempranas,
con capacidad ilimitada de autorrenovacion y capacidad de diferenciacion. Tienen el
potencial de originar todas las células somaticas y germinales de un individuo completo
y son los progenitores de las tres capas embrionarias germinales: ectodermo,
mesodermo y endodermo (Sylvester y Longaker, 2004; Hwang et al., 2004; Cowan et
al., 2004; Phimister y Drazen, 2004).
A pesar de su potencial, es necesaria la identificacién de muchos mecanismos
relacionados con la regulacién de su crecimiento y diferenciacion, el desarrollo de
teratomas y la discusién amplia de los aspectos éticos sobre su uso, antes de que se
desarrolle una aplicacién clinica (Rosenthal, 2003; Blau et al., 2001; Van der Kooy y
Weiss, 2000)

Dentro de la controversia por el uso de material obtenido de fetos, se debe
distinguir entre CME y tejidos fetales. Las CME se derivan de la capa interior de los
embriones y los tejidos fetales se obtienen de productos de abortos. El tejido fetal ha
tenido un uso en terapia e investigacidon, menos restringido (Tuch et al., 2003).

La CME es la que mas controversia ética, religiosa y politica ha provocado. En
su contra se argumenta que su uso requiere la destruccion de embriones humanos y que
la investigacion en el tema abre las puertas para procesos mas controversiales como
clonacion, criaderos de embriones y uso de fetos como fuente de tejidos (Phimister et
al., 2004; Landry y Zucker, 2004). '

El aceptar o no que la adquisicion del alma ocurre al momento de la concepcion,
y por ende todo embridén es un ser humano, lleva a considerar que la destruccién de
embriones humanos en proyectos de investigacién con CME es equivalente a matar
seres humanos (Sandel, 2004; McHugh, 2004).

El descubrimiento de CM en la médula 6sea y en el cordon umbilical, plantea la
posibilidad de obtener células pluripotenciales, sin tener que recurrir al uso de
embriones (Kiessling y Eggs, 2005). También se puede evitar el uso de embriones por
medio de la transferencia de nicleos de células somaticas (Kiessling y Eggs, 2005).
Otra opcidn al uso de embriones, es utilizar évulos no fertilizados a los cuales se induce
a partenogénesis (McHugh, 2004).

Una linea de investigacién que aportaria una opcion a en la discusion sobre el
uso de embriones, en la cual los argumentos principales son: "Los embriones humanos
no deben ser destruidos en el proceso de crear células madre" y que "investigacion que
produce un gran beneficio, no se justifica si se debe pagar como precio el violar
derechos humanos fundamentales”, es la que trata de identificar cuales embriones han
perdido la capacidad, en el estadio de 4 a 8 células, de mantener una divisioén celular
continua e integrada, crecer y diferenciarse. Con la identificacién de esta condicidn, se
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puede determinar la muerte funcional del embrién, aunque no asi de cada una de sus
células y es posible establecer una posicién ética semejante a la de la declaracion de
muerte cerebral que indica el fin de la vida por consenso y que permite el uso de
6rganos funcionales para trasplantes (Landry y Zucker, 2004).

Alrededor de 60% de los embriones utilizados para fertilizacion in vitro, no
cumplen con los criterios de viabilidad y son rechazados para transferencia uterina. No
viable significa incapacidad para desarrollarse hasta el nacimiento. Este concepto
defiere del de embrién muerto, pero sin embargo indica la posibilidad de tener criterios
de consenso, que a nivel embrionario, definan embriones que se pueden declarar
muertos. Estos embriones muertos mantienen grupos de células viables para obtener
CME, utilizables en investigacion y terapia (Thomson et al., 1998; Landry y Zucker,
2004).

1.6.7.5.2.- SOMATICAS POS-NATALES.

Son una fuente de células pluripotenciales, se conoce su existencia como células
madre especificas de algunos tejidos, con la funcion de ser progenitores de las células
especializadas en cada tejido. Representan un grupo heterogéneo de células que incluye
las de las criptas del intestino, las ovales hepaticas y las hematopoyéticas, dando origen
al concepto de células madre adultas especificas de los tejidos. Estos tipos de células se
consideraban con diferenciacién irreversible, sin embargo se ha demostrado que pueden
generar otras lineas de diferenciacién en tejidos en los que no residen (Gurdon et al.,
2003). Es el ejemplo de las CMH que pueden diferenciarse en neuronas, hepatocitos,
miocardio y musculo esquelético, a pesar de que residen en la médula dsea.
Hematopoyéticas: se les define por sus caracteristicas funcionales de regenerar y
mantener todas las células mieloides y linfoides maduras que se encuentran en sangre
periférica, médula ésea, bazo y timo (Blau et al., 2001). También son capaces de
transdiferenciarse en células de tejidos no hematopoyéticos como higado, pancreas,
corazoén, cerebro, y rifion. Las CMH son pluripotentes, con alto potencial de
proliferaciéon y autorrenovables (Szilvassy, 2003). Se ha demostrado la presencia de
hepatocitos, cardiomiocitos y neuronas con cromosoma Y en mujeres que recibieron
trasplantes de médula 6sea de donadores masculinos (Rosenthal, 2003; Sylvester y
Longaker, 2004; Blau et al 2001; Szilvassy, 2002; Weimann et al., 2003; Quaini et al.,
2002).

La CMH tiene un ciclo de renovacion de alrededor de 30 dias, son inducidas a
hematopoyésis y experimentan una serie de divisiones para la maduracion donde
coexisten progenitores con células que aumentan su diferenciacién y restringen su
proliferacion hasta alcanzar los linajes mieloide o linfoide. Las células maduras tienen
una vida que varia en el ser humano de 1 dia en neutrdfilos a 120 dias en los eritrocitos.
Mantener niimeros adecuados de células maduras requiere de la activacion secuencial
de clonas de CM sucesivas. Este proceso esta regulado por glicoproteinas que actiian
como factores de crecimiento o como inhibidores de proliferaciéon y por citoquinas
(Szilvassy, 2003; Baron et al., 2003). En la médula 6sea, menos del 0,1% de las células
hematopoyéticas son CM pluripotenciales capaces de proliferacion a tiempo prolongado
y autorrenovacion. El procedimiento que mejor las define es la capacidad de mantener
la regeneracion completa del sistema linfohematopoyético por mas de seis meses
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después de TMO, que identifica un grupo de células de cantidad variable con potencial
de repoblacion por largo tiempo (LTR) (Szilvassy, 2003; Baron et al., 2003; Wognum
et al., 2003).

En adultos la mayoria de las CMH se encuentran en la MO, donde se asocian
con células madre mesenquimatosas (CMM) y constituyen el microambiente
hematopoyético, en donde producen los factores de estimulacién e inhibiciéon del
crecimiento que regulan su desarrollo. El trafico de algunas de las células LTR a través
de la circulacion explica su amplia distribucion en todo el organismo en tejidos que no
son hematopoyéticos como el musculo esquelético, rifiones, corazon, pulmoén, higado,
cerebro e intestino delgado. En el ser humano las CMH pueden ser movilizadas a sangre
periférica con el factor de crecimiento de colonias de granulocitos (G-CSF),
permitiendo la seleccion de este grupo de células para trasplante utilizando protocolos
de trasplante con células de sangre periférica.

Durante la vida fetal las CMH obtenidas del higado tienen tasas de proliferacion
mayores que las CMH de la MO. Sin embargo la CMH-f tienen defectos para la
nidacion en la MO por formas de integrinas de baja afinidad que no permiten una buena
adherencia a las células del estroma (Szilvassy, 2003; Baron et al., 2003).

Cordon umbilical: son una fuente de CMH trasplantables, primitivas en su origen
ontogénico, disponibles sin riesgo de obtencién para el donador y crioconservables a
partir del nacimiento (Baron et al., 2003; Cohen y Nagier, 2004; Gluckman et al., 1998;
Sirchia y Rebulla, 1999; Lewis, 2002). Por la inmadurez del sistema inmune del recién
nacido, los linfocitos presentes en la sangre del cordon umbilical (SCU) son mas
tolerantes de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) y permiten su uso en casos en
que hay mas discrepancias entre donador y receptor, provocando menos enfermedad
injerto versus huésped en el receptor cuando se hacen alotrasplantes. Esto permite
conseguir un donador con més facilidad, sin embargo cuando se les compara con CMH
obtenidas de MO o SP las de CU tienen un tiempo de implantacion mayor y las dosis de
células disponibles para el trasplante son menores (Gluckman et al., 1998; Sirchia y
Rebulla, 1999). Sin embargo su capacidad de expansion puede ser utilizada en la
actualidad para inducir proliferacién in vitro y mejor la dosis de células disponible para
el trasplante (Rocha et al., 2004; Gluckman, 2004).

Mesenquimatosas: representan un segundo grupo de células progenitoras que residen
en la MO, se les consideraba como las células del estroma o el sustrato celular de
soporte para las CMH. Recientemente se ha demostrado su capacidad de convertirse
varios linajes de células mesenquimatosas como adipocitos, condrocitos y osteoblastos.
Es una célula con una aplicacién potencial en la regeneracién del tejido conectivo. Se ha
identificado su presencia en los componentes del cordon umbilical (Wang et al., 2004).
Adultas progenitoras multipotentes: se han identificado como una poblacion de la MO,
con capacidad semejante a las CME. Se han aislado también de musculo y del cerebro.
Son capaces de adoptar fenotipos funcionales de ectodermo (neuronas), endodermo
(hepatocitos) y linajes mesenquimatosos y hematopoyéticos (Blau et al., 2001).

1.6.7.6.- APLICACIONES CLINICAS
1.6.7.6.1.- TRANSPLANTE DE CELULAS HEMATOPOYETICAS.
El transplante de CMH ha sido la aplicacion clinica mas conocida de las CM.

Las diferentes variantes del procedimiento permiten el uso de células del receptor
(autologo) o de un donador (alogénico). El trasplante alogénico puede realizarse con
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células obtenidas de un donador familiar idéntico o de uno haploidéntico, en el que se
ha depletado el paquete celular de Linfocitos T. También es posible utilizar un donador
idéntico no familiar, identificAndolo en un registro internacional.

Las células para el transplante se pueden obtener por aspiracién de médula 6sea,
de sangre periférica después de movilizarlas con factores de crecimiento
hematopoyético o bien de cordén umbilical (Arai y Klingemann, 2003). Cada tipo de
trasplante se adapta a la patologia que se desea tratar y a la disponibilidad del donador.
Los resultados de los diferentes tipos de procedimientos permiten compararlos
utilizando parametros como sobrevida, morbilidad, enfermedad injerto vs huésped,
reconstitucién del numero de neutréfilos y el tiempo transcurrido hasta la implantacién
(Daley et al., 2003; Stocum, 2005; Gerritsen et al., 1994; Porras, 1993; Weissman,
2000). El transplante usando CMH ha mejorado las posibilidades de tratamiento de
muchos pacientes, al dar la opcién de utilizar un injerto con menos restricciones de
compatibilidad con el receptor. Sin embargo el periodo de tiempo de implantacién es
mayor y la recuperacion hematoldgica més tardia.

Las células hematopoyéticas progenitoras de cordéon umbilical, son una
alternativa para la médula 6sea en transplantes. El primer transplante con sangre de
cordén umbilical se realizé en 1988 (Rocha et al., 2004). El resultado del transplante
usando CU o MO son similares y no hay diferencias de toxicidad. A favor de las CMCU
esta la mayor facilidad de identificar un donador, la disponibilidad inmediata de las
células criopreservadas, la ausencia de riesgos para el donador y una mejor tolerancia
inmunolégica que permite menos restricciones por incompatibilidad HLA (Rocha et al.,
2004; Daley et al., 2003; Stocum, 2005; Chao et al., 2004).

Sin embargo al comparar el uso de CMH-cu con CMH- mo se evidencia que la
recuperacién del neutrofilos y plaquetas es mas tardia, hay mayor riesgo de fallas de
implantaciéon y mayor mortalidad asociada con el transplante en los primeros 100 dias
(Stocum, 2005; Benito et al., 2004).

La principal restriccion al uso de CMCU es las limitaciones en la dosis de CM

disponibles para transplante, en especial en adultos, debido a que este es un factor
asociado con implantacién y sobrevida. Sin embargo la investigacion en los métodos de
expansion ex vivo de las CMCU puede resolver el problema de dosis celular
(Gluckman, 2004; Chao et al., 2004; Benito et al., 2004; Barker y Wagner, 2003).
En una comunidad se pueden dar dos tipos de opciones para obtener CMCU: una en la
cual, en forma privada, se crioconserva células al nacimiento para el uso exclusivo del
donador o de algiin miembro de su familia, y otra opcién en la que las células se
conservan en forma anénima y se utilizan como donacién para el receptor que las
requiera en el manejo de una enfermedad congénita, hematolégica, inmunolégica o
maligna (Weissman, 2000; Burgio et al., 2003). Los bancos de CMH-cu han
demostrado en New York y Londres, que son una opcién de transplante con resultados
excelentes (Davey et al., 2004; Gluckman, 2000).

1.6.7.6.2.- RECONSTITUCION DE TEJIDOS.

Una de las aplicaciones clinicas en desarrollo activo de la ingenieria de la CM,
es la posibilidad de utilizar su plasticidad para reconstituir tejidos dafiados o con
procesos degenerativos por diversas enfermedades. Células de la médula 6sea pueden
anidar y diferenciarse en miocitos (Ferrari et al., 1998). En el modelo de ratén de la
distrofia muscular de Duchenne, las células diferenciadas producen factores de
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transcripcion, miogenina y distrofina, demostrando que la CMH-mo son capaces de
migrar, anidar, diferenciarse hacia el linaje miogénico y fusionarse con las miofibrillas
en respuesta a un dafio quimico o genético, indicando la posibilidad de reparacién del
tejido dafiado (Ferrari y Mavilio, 2002). En el sistema nervioso central, CMH-mo,
anidan y expresan proteinas neuronales (Brazelton et al., 2000).

Procesos semejantes de diferenciacion se han reportado, hacia células hepaticas
(Petersen et al., 1999; Theise et al., 2000), neuronas (Blau, 2001), vasos sanguineos,
musculo esquelético, rifion, pulmon, piel y hueso (Blau, 2001; Horwitz, 2003; Arai et
al., 2003). Las células CME se diferencian en estructuras que secretan insulina y
semejan islotes del pancreas (Lumelsky, 2001). El comportamiento de las CMH-mo en
el sistema nervioso central y en el corazén ha permitido plantear la posibilidad de
transplantar estas células en estos dos tejidos, para contribuir a la reparaciéon de las
lesiones, con la generacidn de tejido nuevo (Stocum, 2005).

El potencial de diferenciarse en cardiomiocitos se ha demostrado en CME,
CMMO, CMM vy en una poblacion de células cardiacas progenitoras residentes en el
tejido cardiaco (Smits et al., 2005; Yoon et al., 2005; Kumar et al., 2005; Jain et al.,
2005; Pandur, 2005).

La investigacion en el campo del transplante de mioblastos, ha demostrado que
esta tecnologia tiene el potencial de ser un componente importante en el manejo de las
lesiones isquémicas y en el tratamiento de la falla cardiaca con mejoria de la
contractilidad cardiaca (Wollert y Drexler, 2005; Menasche, 2005; Kh Haider y Ashraf,
2005).

1.6.8.- AVANCES EN LA TERAPIA CELULAR EN EL MUNDO

Para nuestra especie humana ha sido siempre un motivo de intriga, misterio y
porqué no regocijo el singular parecido entre padres e hijos, entre abuelos y nietos o
entre hermanos. “Cada cosa quiere permanecer en sus ser’ sefialaba Spinoza en el siglo
XVII, la planta engendra nuevas plantas, el arbol engendrando nuevos arboles, el pajaro
engendrando nuevos péjaros y asi sucesivamente, de tal manera que pareciera que en la
intimidad de lo viviente se reforzara un anhelo de perpetuidad, en un proceso que
pretende “legar” sus estrategias de supervivencia, de identidad y de adaptacion.
Como seres vivos, somos el resultado del funcionamiento de millones de maquinas
microscdpicas (las proteinas) que nos permiten movernos, respirar, obtener energia e
intercambiar material con nuestro entorno, etc, y lo més paradédjico es conocer que toda
la informacién necesaria para construir todo cuanto somos, se guarde en una base de
datos independiente (Fuchs, 2000). Los genes, que discurren aislada y establemente a lo
largo de las generaciones, transmitida de padres a hijos hasta cierto punto de forma
ajena a los avatares de la existencia individual.

Todo el mundo, en todas partes, ha escuchado hablar ya de las células madre.
La derivacion y el uso de células madre embrionarias ocasionan importantes dilemas
éticos para algunos cientificos y pacientes, mientras que muchos otros argumentan que
es necesario seguir cualquier enfoque natural para curar la fibrosis quistica. No se trata
de abordar el debate ético sobre las células madre embrionarias sino explicar porqué un
enfoque a la terapia con células madre ("transferencia nuclear de células somaticas” o
clonacidn terapéuticaj, es de particular importancia para la fibrosis quistica y otras
enfermedades (Daniel et al., 2006).
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Cada persona comenzdé como una unica célula madre, compuesta de un
espermatozoide y un 6vulo. Luego de la fertilizacion esa célula madre da origen a cada
tejido del cuerpo; en el feto en desarrollo y en el bebé recién nacido hay muchas células
madre en practicamente cada tejido del cuerpo, incluyendo los pulmones. Sin embargo,
las células madre que mejor se saben usar en medicina son, en estos momentos, las de la
médula dsea que elaboran los gldébulos blancos y los globulos rojos de la sangre. En el
transplante de médula Osea (para un nifio con leucemia o con anemia de células
falsiformes), las células madre de un pariente o de un donante compatible, pueden
reemplazar las células madre originales del nifio y darle un nuevo conjunto de globulos.
También hay en desarrollo terapias para emplear células madre de pacientes para tratar
quemaduras (como alternativa a los injertos de piel) y usar células madre para tratar
enfermedades oculares (porque el 0jo no rechaza las células “extrafias” de manera tan
activa como lo hacen la médula 6sea o el pulmoén), (Daniel et al., 2006).

Actualmente, las enfermedades degenerativas constituyen uno de los principales
problemas sanitarios de los paises desarrollados. Estas enfermedades se deben, por lo
general, a defectos génicos, lesiones traumadticas, estilo de vida o al progresivo
envejecimiento de la poblacion.

Una caracteristica comtn en este tipo de enfermedades es la alteracion de tejidos
y/o la desaparicién de ciertos tipos celulares, provocando una disfuncidon en distintos
Organos. Los farmacos utilizados en el tratamiento de estas enfermedades
frecuentemente palian unicamente los sintomas, en vez de reparar el dafio tisular.
Precisamente, el objetivo de la terapia celular es restaurar esos componentes dafiados o
ausentes para asi intentar recuperar la funcién del 6rgano en este tipo de enfermedades
(Avots, et al., 2002).

Las aproximaciones de la terapia celular son muy variadas: el uso de células
autologas (del propio paciente), alogénicas (de un donante), xenotransplantadas
(procedentes de animales generalmente), el uso de células madre adultas o
embrionarias, células humanas modificadas genéticamente para producir determinadas
sustancias o células transdiferenciadas que ejercen funciones celulares que antes le eran
ajenas (por ejemplo, la producciéon de insulina por hepatocitos transdiferenciados en
células beta), entre otras (Daley, 2002).

Todas estas técnicas presentan frente a otras la ventaja de su versatilidad, por lo
que las patologias a las que pueden dirigirse son muy variadas. Han sido aplicadas con
mayor 0 menor éxito a patologias tan diversas como disfunciones hormonales (diabetes
o déficit en la hormona del crecimiento), lesiones cardiovasculares (isquemia, infarto de
miocardio), enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, Corea de
Huntington), lesiones osteoarticulares o simplemente en lesiones en las que haya que
regenerar un tejido (como una fistula) (Wernig et al., 2007).

Parece claro el interés que tiene en el tratamiento de patologias hasta ahora
incurables y como la investigacion en este area permitira identificar los aspectos claves
para hacer de la terapia celular una técnica segura y eficaz que constituya un avance sin
precedentes en el campo de la medicina.

Consciente de la importancia que la terapia celular tiene para la sociedad y de las
posibles aplicaciones en el ambito clinico de los resultados de las investigaciones, la
Comunidad mundial entera ha puesto en marcha varias iniciativas encaminadas a
promocionar la investigacion de excelencia y la transferencia de conocimiento en este
ambito (Okita et al., 2007).

En muchos paises del mundo (Los Estados Unidos del America del Norte,
Japon, Canada, Espafia, Inglaterra, Alemania, Australia, Corea del Sur, etc., se ha
promovido y financiado programas de investigacion dedicados al estudio de células
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madre, centrando, por ejemplo, sus investigaciones en determinar las variables que
permitiran aplicar con total seguridad el uso de la células madre para el tratamiento de
diversas enfermedades; o determinando las propiedades biolégicas y posibles
aplicaciones clinicas de las células madre mesenquimatosas (Gretchen, 2005). Ademas,
realizan estudios relacionados con la biologia de precursores hematopoyéticos, terapia
génica y estudios sobre la estabilidad, biologia y aplicacién clinica de células madre.

1.6.9.- INDICACIONES TERAPEUTICAS DE LA TERAPIA CELULAR

1.6.9.1.- GENERALIDADES

El objetivo de la Terapia Celular es restaurar la funcién de érganos y tejidos dafiados
como consecuencia de lesiones trauméticas, enfermedades degenerativas cronicas,
cancer etc. La practica totalidad de los medicamentos disponibles hoy para el
tratamiento de este tipo de enfermedades consisten en farmacos tradicionales que
ayudan a aliviar los sintomas de la enfermedad pero que no constituyen una reparacion
definitiva del tejido dafiado (Bernad et al., 2007; Dominguez et al., 2007). Por otra
parte, hoy se vislumbra la posibilidad de encontrar una forma de restituir los procesos
bioldgicos que han resultado dafiados en el curso de la enfermedad, mediante la
aportacion de precursores celulares sanos, o por la aplicacion del factor o factores
producidos normalmente por dichas células.

La terapia celular no solamente puede ser utilizada para la reparacion de tejidos,

sino también como un sistema innovador para el suministro de terapias, vehiculadas por
las células implantadas en el paciente. Es el ejemplo de la terapia génica ex vivo, en la
que células obtenidas de un paciente se modifican genéticamente para incorporar un gen
terapéutico y ser reintroducidas en el paciente (Kimmelman, 2005). Esta técnica se ha
usado de forma experimental con éxito en el tratamiento de inmunodeficiencia severa en
nifios.
Fundamentalmente, la Terapia Celular es el primer método bioldgico cientificamente
afianzado, que recurriendo a un material de sustitucién joven, permite reparar o
regenerar células deficientes del organismo humano, es decir trata de la utilizacién de
células embridnicas o neonatales para permitirle al cuerpo que se restaure a si mismo.
Los especialistas indican que el término mas relativo para esto es la “Revitalizacién
Celular”. Este método puramente natural bioldgico tiende mas bien a una revitalizacién
de las células y de los érganos cansado y envejecido (Hernandez, 2006).

Hay varias formas de utilizar este material celular; Células Frescas que tienen
que ser administradas inmediatamente o en un plazo de un maximo de tres horas luego
de que se obtienen; Células Congeladas en temperaturas extremadamente bajas que
tienen que ser inyectadas y finalmente Células Liofilizadas, que se han sometido a un

“proceso de sublimacion, mediante el cual se le extrae el agua sin alterar su cualidades y

composicion, este ha resultado ser un excelente y conveniente método de cumplir los
mas estrictos controles sanitarios y preservar las sustancias biologicas (Hernandez,
2006)
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1.6.9.2.- LOS CASOS INDICADOS DE LA TERAPIA CELULAR

Las patologias a las que puede dirigirse la terapia celular son también muy
variadas: disfunciones hormonales como la diabetes o el déficit de hormona del
crecimiento, enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, el Alzheimer o el
Huntington, lesiones cardiocirculatorias como el infarto de miocardio o la isquemia
vascular periférica, lesiones muculoesqueléticas, articulares u oseas, cancer etc. Esta
aparente variedad no oculta el hecho de que, atin con las peculiaridades de cada caso,
los principios subyacentes de la terapia celular son comunes, por lo que es muy
ventajoso abordar su investigacion, desarrollo e implementacidén clinica de forma
conjunta (Urbano-Ispizua et el., 2001).

La Terapia Celular, ha demostrado su eficacia en los problemas (Torres, 2000):

1) Revitalizacion: Uno de los mejores efectos de la terapia celular se ha logrado en el
retraso del envejecimiento de los tejidos, y una mejor salud de nuestro cuerpo. Las
células en este caso se aplican en grupos de tejido las cuales al ser metabolizados
producen grandes cantidades de coldgeno logrando desaparecer las arrugas y evitar el
surgimiento prematuro de éstas. Las células que actiian a nivel hormonal logran mejorar
nuestra respuesta sexual tanto en los hombres como en mujeres. Las células que actiian
a nivel cerebral logran mejorar nuestra memoria, actividad mental y lograr asi que las
curvas normales de vida que decaen a los 50 afios lo hagan a los 70 afios, mejorando
nuestra potencia fisica e intelectual. 2) Insuficiencia circulatoria: adormecimiento en
manos, pies, piernas, disminucién de la memoria, insomnio, mareos, disminucién de la
vision. 3) Encefalopatia cronica de los nifios: debido a defectos congénitos o adquiridos.
4) Sindrome de down: Mongolismo. 5) Afecciones nerviosas: como, enfermedad de
Parkinson, y sindromes cerebrales degenerativos. 6) Infecciones recurrentes. 7)
Cancer.
8) Enfermedades degenerativas en huesos y articulaciones. 9) Osteoporosis. 10)
Dolores asociados a discos intervertebrales: cidtica, dolor de hombro, brazo y mano.
11) Degeneracion miocardica cronica: debida cardiopatia arterioesclerética o
hipertension. 12)  Trastornos circulatorios debido a hipotension. 13) Insuficiencia
circulatoria de los ojos: del fondo de ojo, del nervio éptico y del oido interno.
(Otoesclerosis) 14) Enfermedad pulmonar obstructiva cronica: EPOC o enfisema. 15)
Infecciones cronicas de la traquea y de los bronquios. 16) Falta de resistencia a las
infecciones de la nariz: de senos paranasales y de garganta. 17) Degeneracion cronica
del tracto digestivo: con  problemas gastrointestinales. 18) insuficiencia en la
produccion de enzyma pancreatica: dispepsia, mala absorcién, spru. 19) Diabetes. 20)
Enfermedades cronicas del higado 21) Enfermedades cronicas del colon: colitis. 22)
Enfermedades cronicas de la piel: psoriasis, eczemas. 23) En la curacion de heridas y
fracturas: como consecuencia de accidentes o cirugias. 24) Infertilidad de la mujer. 25)
Menopausia: evita tomar hormonas. 26) Impotencia o esterilidad masculina. 27)
Trastornos del desarrollo en lactantes, nifios y adolescentes. 28). Obesidad: por
cualquier trastorno 29) Artritis: reumatoidea o deformante. 30) Ulceras de las piernas.
31) Nefropatias. 32) Estado premalignos.

La terapia celular se perfila como una de las técnicas mdas prometedoras del
futuro arsenal meédico para la reparacién de tejidos destruidos o dafiados. Las
aproximaciones terapéuticas son varias, incluyendo el uso progenitores autdlogos o
heter6logos, de células madre adultas o embrionarias, de factores tréficos o bombas
celulares que los produzcan para movilizar las células madre residentes o favorecer su
proliferacién y diferenciacion, de manipulaciones genéticas para inducir efectos
especificos.
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1.6.9.3. EL USO DE CELULAS MAMIFERAS EN LA TERAPIA CELULAR

Esta cientificamente comprobado que los seres humanos pertenecemos a la
familia de los mamiferos, partiendo de este conocimiento, y de que el principio de toda
vida son las celulas, la ciencia ha demostrado que el metabolismo de estas es universal,
su ADN, sus proteinas, su composicion en general, a su vez las celulas de todos los
seres vivientes tienen la misma funcion que es la de reparar tejidos y asi regenerar los
organos deteriorados. El proceso de toda Terapia Celular inicia con la seleccién de las
células de drganos especificos a partir de que un embrion mamifero especifico es criado
especialmente para este propdsito. La Terapia Celular utiliza los 6érganos de embriones
en la fase final de desarrollo dentro del tutero. Las células embrionarias son mas
compatibles con el receptor por ser las de propiedades alergénicas mas bajas. La criatura
no-nacida en el tutero (embrion), todavia no ha desarrollado ninguna actividad
inmunolégica por si mismo, es de hecho, un "implante" tolerado por la madre. Si no
fuese asi, el organismo rechazaria a la nueva vida en el Gtero como un cuerpo extrafio
(Tseng, 1989).

Debido a que las células embrionarias no contienen antigenos, €stas no son
reconocidas como extrafias por el cuerpo humano y son perfectamente asimiladas por el
organismo humano. De acuerdo a la teoria del doctor suizo Paul Niehans en 1931,
descubrio que éstas circulan desde el lugar de la inyeccion hasta donde son reconocidas
y congregadas por los mismos érganos humanos de los cuales fueron tomados (las
células del higado van hacia el higado, las células sexuales van a los 6rganos sexuales,
las células del corazén van hacia el corazon, etc.). Estas células jévenes tienen una
funcidén especifica, imprimen su vigor en las células viejas, agotadas y degeneradas,
estimulando su funcién con una eficiencia renovada. Luego como consecuencia, los
érganos a su vez retienen el vigor y vitalidad (Tseng, 1989).

Muchos afios de experiencia han mostrado que la oveja por ejemplo, es el mejor
mamifero especifico donante, esto debido a que es una especie fuerte y llena de vigor
con el mejor sistema inmunoldgico y resistencia natural contra enfermedades. Las
proteinas de las células de la oveja son geneticamente compatibles con el cuerpo
humano y no desencadenan reacciones inmunes. En la Terapia Celular, estas células
jovenes con su fuerza vigorosa de vida energizante todavia activa, son inyectadas en el
ser humano para dar comienzo al proceso regenerativo (Bernad et al., 2007).

1.6.9.4.- METODO DE APLICACION DE TERAPIA CELULAR

La Terapia Celular, se aplica a traves de una Inyeccion en forma sub-cutdnea
profunda en la region del abdomen, via intravenosa (solucion salina), intramuscular
(gluteo), region pubica, etc. Cuando estas células llegan al organismo humano, son
inmediatamente atacadas por los globulos blancos que se hallan en el torrente sanguineo
y reducidas a filamentos. El paciente no requiere de hospitalizacién, aunque bien
conviene guardar reposo por implante de 2 o 3 dias y llevar una dieta durante 30 dias
que le indicara el doctor. Todo esto favorece la absorcion plena del material bioldgico.
Se debe seguir las siguientes indicaciones (Nishimori, 206):

24 horas antes del implante no comer carne de res, de cerdo, embutidos, ni lacteos, ni
sus derivados.
Despues del implante debe seguir la misma dieta durante un mes.
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Estan permitido: pollo, pescado, verduras, vegetales, preferiblementes hervidas y sin
grasas, dependiendo de las patologias.

1.6.9.5.- ESTUDIOS PREVIOS AL TRATAMIENTO (EN ALGUNOS CASOS)

Antes de la aplicacién de la Terapia Celular, se hace una historia clinica del
paciente y de acuerdo a las deficiencias funcionales que se encuentren, seran elegidos
los tejidos celulares a implantar siguiendo la siguiente secuencia (Nishimori, 2006):

1) Estudio de la posibilidad de la aplicacién de la Terapia Celular (TC)(Consulta).

2) Valoracién Integral de cada paciente "check up" de estudios de laboratorio:
Biometria Hematica; Quimica Sanguinea 24; Perfil Hormonal; Perfil Hepatico;
Pancreas y Colon.

3) Valoracion de historia clinica: Antecedentes de familia; Antecedentes de estado de
salud y enfermedades pasadas; Estado actual de salud y enfermedades presentes.

4) Valoracién Integral.

5) Implante de la Terapia Celular.

El estado de salud de cada ser humano es muy particular. De acuerdo al
diagnostico que el medico realiza, se determina el tratamiento a seguir. Es por ello que
cada diagnostico es cuidadosamente estudiado para asi poder adecuar el tratamiento
optimo que benefice al paciente. Por lo tanto la frecuencia con que cada tratamiento se
debe aplicar sera programada por el medico especialista en la materia de acuerdo con las
necesidades de cada caso particular. Cuando estd bien indicada, la Terapia Celular no
tiene ningun riesgo. El unico riesgo es el no usarla en presencia de enfermedades
cronico degenerativas, agudas o terminales para que asi el paciente pueda mejorar su
salud y calidad de vida. Estudios de rastreo, monitoreo y documentacion en pacientes a
los que les ha implantado la Terapia Celular Regenerativa, han demostrado que no
existe complicacion o repercusion negativa alguna en la salud de los mismos, sino todo
lo contrario, pues muestran una mejoria extraordinaria (Amariglio et al., 2009).

En breve, el campo de accion de la Terapia Celular es muy amplio, desde
pacientes con algun diagnostico especifico, hasta personas sanas que no sufren una
enfermedad cronica-degenerativa y que simplemente desean conservarse en buenas
condiciones, utiles, productivos, que buscan recuperar fuerza fisica y mental, esta
terapia es excelente. Estos tiempos que nos toca vivir son estresantes, demasiadas prisas
y carreras, siempre el estrés es un factor toxico para el organismo ya que deteriora y
hace envejecer prematuramente. En estos casos la terapia celular es un tratamiento anti-
estrés y anti-envejecimiento extraordinario. Por otro lado en pacientes que padecen un
cuadro crénico-degenerativo la terapia celular viene a regenerar a nivel molecular los
tejidos y oOrganos deteriorados por la edad, las enfermedades, el estrés y los malos
hébitos. Uno de los érganos que mejor responde a la terapia celular y se regenera mas
facilmente es el higado, aun en casos de cirrosis grave o muy avanzada. En presencia de
artritis, nos ofrece resultados muy satisfactorios, asi como en diabetes, tumores, presion
arterial, infartos, alergias, secuencias de accidente vascular cerebral, esclerosis multiple,
osteoporosis, problemas de la columna vertebral y rodillas, piel, lupus eritematoso
sistémico, etc. Igualmente, en todos aquellos pacientes en donde solo sea necesario
potencializar el sistema inmunoldgico, ya sea por una infeccién viral crénica, como en
la Hepatitis “C”, asi como en tratamientos de quimioterapia, este tratamiento es
excelente. La Terapia Celular, viene a ser un factor de ayuda importantisimo para la
salud, ya que lo unico que puede ofrecer a estos pacientes y personas en general, es
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mejorar su calidad de vida a traves de la revitalizacion de las celulas, retrasando asi el
reloj biologico del organismo. Este tipo de tratamiento, tiene la intencion de crear en el
ser humano la cultura de la prevencion, convirtiendose asi la Terapia Celular
Regenerativa en la medicina moderna (Amariglio et al., 2009).

1.7.- CULTIVO CELULAR

1.7.1.- INTRODUCCION HISTORICA.

El cultivo celular es el proceso mediante el que células, ya sean células
procariotas, eucariotas o vegetales, pueden cultivarse en condiciones controladas. En la
practica el término "cultivo celular" se usa normalmente en referencia al cultivo de
células aisladas de eucariotas pluricelulares, especialmente células animales. Es una
tecnica de crecimiento de células in vitro, que permite reproducir las condiciones
existentes in vivo (Barnes y Sato, 1980). EIl desarrollo histérico y metodolégico del
cultivo celular esta intimamente ligado a los del cultivo de tejidos y el cultivo de
organos. El cultivo celular o cultivo de tejidos, como también se le llama, tiene su
origen en el siglo XIX, como un método para el estudio del comportamiento de las
células animales libres de las variaciones sistémicas ocurridas dentro del organismo
durante su normal homeostasis y bajo el estrés de un experimento (Douglas et al., 1980;
Barnes y Sato, 1980). Estas técnicas iniciaron con el cultivo de fragmentos no
disgregados de tejidos, los cuales restringian la mitosis de las células cultivadas y por
tanto su crecimiento. Después se realizaron cultivos con fragmentos disgregados de
tejidos, los cuales aumentaban el crecimiento celular en cultivo ya que se utilizaban
células dispersas; esto fue un gran avance y provocd una explosiva expansion en esta
area desde los afios 50s (Morgan, 1950).

Como se ha dicho anteriormente, el cultivo de tejidos se desarroll6 a partir de los
ultimos afios del siglo XIX como una continuacioén de las técnicas de la embriologia.
Wilhem Roux (1885) mantuvo células de embrion de pollo en solucién salina durante
unos dias. El zo6logo americano Harrison (1900) es considerado el iniciador de los
cultivos de tejidos animales, en 1907 (Birch y Pirch, 1971).

Harrison fue el primer autor que empled técnicas in vitro para el estudio de
fendmenos in vivo, realizando cultivos de médula espinal embrionaria de anfibios. Pudo
observar el crecimiento de los axones de los neuroblastos, y establecié que el axon se
formaba por expansion a partir del cuerpo neuronal y no por fusién de una cadena de
células. El cultivo se realizaba en una gota de linfa del anfibio que colgaba de un
cubreobjetos sobre una camara sellada (Birch y Pirch, 1971).

La primera limitacion para el establecimiento de cultivos era lograr un medio
nutritivo adecuado. Burrows (1910) emple6 plasma de pollo para nutrir los explantes de
tejidos embrionarios de pollo. Este medio se revelé mucho mejor que los anteriormente
probados, lo que le permiti6 observar el crecimiento del tejido nervioso, corazon y piel
(Eisinger et al., 1979).

Burrows y Carrel (1910) realizaron los primeros intentos de establecer cultivos
de células de mamifero, y consiguieron mantener explantes obtenidos a partir de perros,
gatos y conejos de indias, asi como en ¢l crecimiento de tumores s6lidos. Demostraron
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que la vida del cultivo se puede prolongar mediante subcultivo (Eisinger et al., 1979).
Los medios empleados fueron plasma suplementado con extractos de embrion.

Rous y Jones (1916) emplearon por vez primera extractos enriquecidos en
tripsina para disociar las células de embriones de pollo, estableciendo el primer cultivo
celular. Uno de los mayores problemas que describen para el establecimiento de los
cultivos celulares es la aparicion de multiples contaminaciones, por lo que desarrotlaron
numerosos métodos de manipulacion en condiciones de asepsia que ain hoy dia se
utilizan (Pelman, 1979).

Carrel (1913) demostro la posibilidad de mantener en cultivo células extraidas
de un animal, embrion de pollo, durante un periodo de tiempo superior al de la vida de
éste. Mantuvo en cultivo células de pollo durante 34 afios (Pelman, 1979; Eisinger et al.,
1979). Gran parte del éxito en el mantenimiento de los cultivos se debid al desarrollo
del denominado frasco de Carrel, soluciones corporales complejas (sueros) pueden ser
satisfechas por tan poco como el 1% de suero de caballo dializado en un medio definido
de pequefias moléculas de aminoécidos, azucares, etc., (Freshney, 2005).

Hayflick y Moorhead (1961) usaron por primera vez antibidticos para prevenir la
contaminacion de los cultivos de fibroblastos. Pudieron mantener estos cultivos durante
unos 12 pases, pero no consiguieron establecer lineas estables (Doyle et al., 1996).

Ham (1965 ) introduj6 el primer medio definido libre de suero capaz de
mantener algunas células de mamifero en cultivo indefinidamente; Augusti-Tocco y
Sato (1969) establecieron la primera linea celular estable de neuroblastoma aislando
clones que establecian procesos nerviosos y que eran eléctricamente excitables (Mather
y Barne, 1998). Se empiezan a establecer las primeras lineas celulares diferenciadas.

Kohler y Milstein (1975) trabajaron la primera linea celular productora de
anticuerpos monoclonales (Pera et al., 2000). El establecimiento de la tecnologia de
obtencion de anticuerpos monoclonales les valio el Premio Nobel. Y, Sato et al., (1976)
publicaron sus trabajos en los que demuestran que las diferentes lineas celulares
requieren mezclas distintas de hormonas y factores de crecimiento para crecer en
medios libres de suero. (Barnes y Sato, 1980). Entre los afios 1920 y 1940 se
desarrollaron diferentes estrategias de obtencién de cultivos y de mantenimiento de las
condiciones estériles, pero sin grandes avances. A partir de los afios 40, con el
aislamiento de los primeros antibioticos, se desarrollaron numerosas aplicaciones de
entre las que se puede destacar (Doyle et al., 1996).

Earle et al., (1948) aislaron células de la linea celular L y mostraron que eran
capaces de formar clones en el cultivo de tejidos. Demostraron que para que una célula
llegue a dividirse necesita ser alimentada con los nutrientes correctos (Doyle et al.,
1996).

Grey et al.,, (1952) establecieron la primera linea celular continua, las
actualmente bien conocidas células HelLa. El medio empleado era extremadamente
complejo y poco definido: plasma de pollo, extracto de embrion bovino y suero de
cordon umbilical humano (Doyle et al., 1996).

Rita Levi-montalcini et al., (1954) desarrollaron que el factor de crecimiento
nervioso estimula el crecimiento de los axones en tejidos en cultivo (Celis, 1998). Este
trabajo supuso el Premio Nobel para Levi-Montalcini en 1986.

Eagle (1955) realizd la primera investigacion sistematica de los requerimientos
nutritivos de las células en cultivo (Eagle, 1959).

En los ultimos afios la aplicacién de la tecnologia del cultivo celular ha
permitido grandes avances en la comprension de los mecanismos implicados en los
procesos intracelulares e intercelulares con el establecimiento de cocultivos (Evans y
Briant, 1965).
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A pesar de que el primer animal del que se establecieron cultivos celulares era
un anfibio, poiquilotermo, rapidamente el interés se centrd en el cultivo de células de
animales homeotermos, especialmente humanas, por su gran interés médico (Ham y
McKeehan, 1978).

1.7.2-EVOLUCION DE LOS CULTIVOS CELULARES HACIA LA TERAPIA
CELULAR

El cultivo de células tuvo su origen en el siglo XIX. Rechlinhausen en 1866,
mantuvo vivas células sanguineas de anfibio, pero fue la utilizaciéon de bloques de agar
con plasma coagulado (soporte y alimento) el inicio del cultivo de células in vitro
(Freshney, 2005). El desarrollo del cultivo de células de vertebrados se inici6 con las
observaciones de Roux (1885) en cultivos de células de embrién de pollo;
posteriormente Harrison (1907) cultivé tejido nervioso de rana el cual mas adelante fue
reemplazada por plasma de pollo (Burrows, 1910); posteriormente, se aplico esta
técnica para el estudio en animales de sangre caliente (Ham, 1965). Una serie de
innovaciones como el desarrollo de medios de cultivo (Eagle, 1959), el uso de
antibidticos, las técnicas de tripsinizacion para el pasaje de células (Ham, 1963) y la
suplementaciéon del medio con suero fetal bovino, permitieron el desarrollo y
aplicabilidad de los cultivos de células de origen  vertebrado.

El empleo de técnicas de fusion celular (Leighton, 1951; Ham y McKeehan,
1978) establecieron, las bases de la genética de células somaticas para el analisis de
especies animales (incluyendo al hombre); igualmente la técnica de anticuerpos
monoclonales (Leighton et al., 1968) ha permitido estudios en inmunologia y su
aplicacion a nivel terapéutico.

En la actualidad, pueden cultivarse en el laboratorio células procedentes de una
amplia gama de tejidos y organismos diferentes. En un principio, el objetivo principal
era el estudio de las propias células, como crecen, qué necesitan para su crecimiento,
como y cuando dejan de crecer. Este tipo de estudios tiene hoy un gran interés
cientifico, por ejemplo, en relacion con investigaciones sobre €l ciclo celular, el control
del crecimiento de células tumorales y la modulacién de la expresion genética (Celis,
1998). Otra area de gran interés se centra en la biologia del desarrollo. Los esfuerzos
para explicar cémo el gran nimero de células presentes en organismo maduro derivan
de una sola célula a partir de la fertilizacion han llevado a la busqueda de modelos

experimentales.

El cultivo celular es muy adecuado como modelo para el estudio del desarrollo y
la diferenciacién, por lo que las lineas celulares que conservan la capacidad de
diferenciarse in vitro son objeto de un intenso estudio. Por dltimo, hay cierto tipo de
investigaciones que no pueden realizarse sin el cultivo de células, por ejemplo, el
trabajo con animales transgénicos, conduce a que organismos maduros expresen genes
nuevos, se basa totalmente en las técnicas de cultivo celular para la insercion de genes
extrafios en las células receptoras. Asi mismo, la tecnologia de la fusién celular y los
ensayos de citotoxicidad son técnicas de cultivo celular que, en cierto modo, han sido
disefiadas para sustituir a la metodologia in vivo (Cohen, 1995).

1.7.3.- CONCEPTOS ACTUALES DE CULTIVO CELULAR
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Actualmente se entiende por conceptos de culiivo celular al conjunto de téenicas
que permiten el mantennmienio de las células 'in vitro', manteniendo al maximo sus
propiedades fisioldgicas, bioguimicas y genéticas (Gillies et al., 1986).

1.7.3.1.- ALGUNOS CONCEPTOS DE CULTIVO CELULAR

Los estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran nmero de disciplinas
y aproximaciones al estudio de! fenémeno celular (Gillies et al., 1986):
a. Actividad intracelular; Mecanismos implicados en los diferentes procesos
intracelulares, como por gjemplos, transcripcidon de DNA, sintesis de proteinas vy
metabolismo energético.
b. Flujo intracelular: Movimientos intracelulares de sustancias y sefiales asociadas a los
diferentes procesos fisioldgicos, como por ejempios, ensamblaje y desensamblaje de los
diferentes componentes intracelulares, movimientos del RNA: nicleo-citoplasma y
movimiento de proteinas.
c. Ecologfa celular: Estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular, de su diferenciacién como por ejemplos,
estudio de las necesidades nutricionales, infecciones, estudio de la transformacion
celular (inducidas por virus o agentes quimicos) y cinélica de la poblacion celular.
d. Interacciones celulares: Procesos de induccidn embrionaria, cooperacion metabdlica,
inhibicién por contacto o por adhesidn ¢ interacciones célula-célula.

1. Actividad intracelular (ej. Transcripcidén de DNA,
sintesis de proteinas, ..)

2. Flujo intracelular (ej. RNA, hormonas,
metabolitos

3. Ecologia (e). Accion
de drogas, cinélica de
poblaciones, ...)

4. Interacciones
célula-céluia (e
Induccién embrionana,
cooperacion metabdlica,
inhibicién por contaclo,

Areas de interés en el cultivo de tejidos y oélulas

Fig. 24: Puntos de inferes en el cultivo de tejidos y celulas (Freshney, 2005).



103

1.7.3.2.- ALGUNAS AREAS DE INVESTIGACION DEPENDIENTES DE LAS
TECNICAS DE CULTIVO CELULAR

1. Virologia: establecimiento de condiciones de cultivo de virus animales y de plantas y
produccion de vacunas antivirales.

2. Investigacion del Cancer
3. Inmunologia. Gracias especialmente a la introduccion de las técnicas de fusion

celular en la produccion de anticuerpos monoclonales, asi como en el analisis de la
genética de la célula somatica.

4. Ingenieria de proteinas. Por la produccién de proteinas en lineas celulares: interferon,
insulina, hormona de crecimiento etc.

5. Estudios de interaccion y sefializacion celular, en la diferenciacion y en el desarrollo.
Comprende el estudio de los receptores y de las vias de translocacién de la sefial.

6. Aplicaciones diagnosticas. Por ejemplo en medicina y farmacologia destacan el
andlisis cromosémico de células crecidas a partir de muestras de amniocentesis,
deteccion de infecciones virales, ensayos de toxicidad etc.,

7. Aplicaciones médicas: mantenimiento y produccion de tejidos para transplante
(Mather y Barnes, 1998).

1.7.4.- BIOLOGIA DEL CULTIVO CELULAR

La validez de un cultivo celular como modelo de funcién fisiolégica in vivo ha
sido criticado, ya que se presentan problemas de caracterizacion por la alteracion del
desarrollo celular; la proliferacion in vitro no se presenta de igual manera a la de in vivo,
debido a la reduccion de la relacion célula-célula y la interaccién matriz-célula por la no
presencia de la heterogeneidad y la estructura tridimensional de las células hallada in
vivo, ademds porque el medio hormonal y nutricional se ve alterado. Esto crea un
ambiente que favorece la difusién, migraciébn y proliferacion de células no
especializadas, pero no a la expresion de funciones diferenciadas. La provision de un
ambiente apropiado, nutriente, hormonas y sustratos son fundamentales para la
expresion de funciones especializadas (Barral et al., 1997).

En un cultivo celular la mayoria de las células crecidas a partir de un tejido
solido disgregado o de un subcultivo tienen la capacidad de adherirse en monocapa,
transformarse o anclarse independientemente. Esta adherencia celular es mediada por
receptores celulares especificos de superficie en la matriz extracelular y la dispersion
celular podria ser precedida por la secrecion de proteinas de matriz extracelular y
proteoglicanos por parte de la célula. Las células se pueden anclar y difundir en el vidrio
donde se cultivan por medio de ligeras cargas negativas y al plastico, como el
poliestireno, si tienen una propiedad o tratamiento con descargas eléctricas o con
radiacion ionizante de alta energia. El cultivo en vidrio o plastico provee condiciones
favorables para el crecimiento y anclaje celular (Gonindard et al., 1997; Barral et al.,
1997).

El crecimiento de las células en un cultivo celular primario depende de la
supervivencia de éstas a las diferentes técnicas de disgregacion y a la capacidad de
adherirse al sustrato o de sobrevivir en suspension. Si el cultivo primario es mantenido
por pocas horas podria ocurrir un paso de seleccion futuro (Mather y Barnes, 1998). Las
células capaces de proliferar podrian aumentar, otros tipos de células podrian sobrevivir
pero no aumentar y otras podrian ser capaces de sobrevivir en condiciones especiales.
Ademas el crecimiento celular va ligado al espacio del cultivo, ya que unas células
detienen su crecimiento, mientras que otras lo incrementan (Freshney, 2002).

Se cultivan células de animales y humanos en un caldo de cultivo en el
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laboratorio. Las células de humanos y tejidos se pueden obtener de biopsias, post-
mortem, placentas o de procedimientos quirdrgicos. Se pueden cultivar una amplia
variedad de cultivos de células, asi como células de céncer y sangre humanas para
investigar como los virus provocan infecciones; las células de la placenta humana se
pueden utilizar para probar si los medicamentos pueden atravesar la placenta, o células
de las articulaciones humanas para estudiar medicamentos contra el reuma (Kaufman y
Wu, 1995).

Los cultivos de células y tejidos pueden ser altamente sensibles a las sustancias
quimicas y permitir a los investigadores estudiar partes del cuerpo especificamente
identificadas. Se han utilizado cultivos de células en investigaciones para el cancer, el
Parkinson, SIDA, desarrollo de medicamentos, toxicidad y Alzheimer (Kaufman y W,
1995). Son el producto de la coleccidn de células vegetales o animales de diferentes
6rganos, colocadas en condiciones especiales propicias para su sobrevivencia y
multiplicacién, manteniendo para esto todas sus funciones metabélicas de una manera
semejante a las que tenia en el huesped.

Los cultivos de células animales se han clasificado de acuerdo a su capacidad de
anclaje (adherencia), y asi han sido aisladas recientemente de un 6rgano determinado o
si provienen de células que han sufrido modificaciones (Fuchs y Segre, 2000).

De acuerdo a su capacidad de adherencia o no a una superficie determinada
pueden crecer formando monocapa o en suspension respectivamente, lo que estd muy
asociado con el tipo de célula de la cual derivan: por lo general las células provenientes
de oOrganos, crecen en monocapa; igualmente existen células que pueden crecer
indistintamente tanto en monocapa como en suspension, ejemplo son las células HeLa
que son células transformadas derivadas de cultivos en monocapa (Gillies et al., 1986).

Cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido
original tomado de un 6rgano de un animal recién sacrificado, recibe el nombre de
cultivo primario; cuando éste cultivo primario es sometido a procesos de transformacion
que le confiere capacidad ilimitada de multiplicacion, recibe el nombre de lineas
celulares; cuando de un cultivo primario genera otro tipo de células que se pueden
separar reciben el nombre de cultivos secundarios y cuando en el cultivo coexisten dos
tipos de células de linajes diferentes que se pueden separar recibe el nombre de
cocultivo (Freshney, 2005).

1.7.4.1.- TTPOS DE CULTIVO CELULAR

Supone una disgregacion celular ya sea por medios enzimaticos o mecdnicos. La
suspension celular se puede cultivar como una monocapa adherente o en suspension en
el medio de cultivo (Caputo, 1996). Este tipo de cultivo permite su propagacion,
aumentando notablemente la masa celular del cultivo a lo largo de las generaciones
(Caputo, 1996). Como caracteristica negativa se pierde la hetereogeneidad celular de
partida (Chen, 1977; Caputo, 1996), la poblacién se hace uniforme y homogénea al
predominar en el cultivo aquellos tipos celulares que tienen superior tasa de crecimiento
(Freshney, 2005). En la actualidad los cultivos celulares son los mas empleados
fundamentalmente por la posibilidad de propagacion, asi como por las ventajas en la
cuantificacion, caracterizacion y repetibilidad de las muestras. A fin de compensar la
ausencia de interacciones heterotipicas se realizan desde hace unos afios cultivos mixtos
con importantes éxitos (Freshney, 2005).



1.7.4.1.1.- CULTIVOS EN MONOCAPA

Las c€lulas exhiben una variedad de "comportamientos sociales”, permitiendo la
formacidn de una monocapa que cubrird la correspondiente superficie de crecimiento
{confluencia), lo que hace que su muliiplicacién sea inhibida cuando establecen
contacto entre si (quiescencia). Las células provenientes de cultivos primarios son las
que mejor crecen en ¢sla condicion, dada su estabilidad genética y su naturaleza
diploide normal. Los recipientes para el cultivo de células estacionarias son cajas de
Petri, frascos para e} culfivo de tejido {Ham, 1978), entre otros, que pueden ser de
material de plastico o de vidrio previamente tratado y su desprendimiento para
transferirlas a superficies mayores se realizan con agentes proteoliticos como la tripsina
(Hay et al., 2000).
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Fig 25 Tipo de cultivo celular: Freshney, 2005
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1.7.4.1.2.- CULTIVOS EN SUSPENSION

Las Lineas celulares que provienen de cultivos primarios con requerimiento de
anclaje a superficies, tienen la propiedad de crecer de manera estacionaria o en
suspension  después de un periodo de adaptacién (Hay et al., 2000). Existe evidencia
experimental que los sistemas en suspension también requieren de matrices que son
macromoléculas, que sirven de protectores a la superficie celular; estas macromoléculas
se encuentran en el suero, el cual contribuye igualmente con el medio de cultivo,
proporcionando un sistema balanceado de nutrientes (Karmiol, 2000; Juliano, 2002),
dentro de éstas matrices estd el Methocel, esencial para el crecimiento de cultivos en
suspension (Knazek et al., 1972). Aunque el cultivo estacionario es ideal cuando se
busca la elaboracién de productos extracelulares, el cultivo en suspension es deseable
cuando los productos son intracelulares o cuando se presentan problemas con la
capacidad de anclaje de un determinado tipo de  célula (Knazek etal.,1972).

El proceso de cultivo continuo ofrece factores econdémicos decisivos (utilizacién
de mejores equipos, reducida manipulacion) cuando se trata de producir cultivos a una
mayor escala de operacion (Freshney, 2005).

1.7.4.1.3.- CULTIVOS PRIMARIOS

Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los diferencian de las
lineas celulares: conservan la morfologia de las células del érgano del que fueron
aisladas, sus cromosomas tienen un nimero diploide (2n), su crecimiento in vitro es
limitado y hay inhibicion porcontacto (Maas-Szabowski et al., 2002). El estar mas
cercanas a las c€lulas que las originaron, se ve reflejado en una mejor actividad y
funcionalidad similar a su ambiente natural, por lo que en aislamientos primarios de
cepas virales éstas tienen mayor sensibilidad que una Linea Celular ya establecida.
Igualmente para la produccion de vacunas los cultivos primarios son recomendables por
tener una baja probabilidad de que se transformen en malignos. Dentro de las
desventajas esta la de una mayor probabilidad de presentar virus adventicios o latentes,
lo que implica el desarrollo de la adecuada tecnologia para el control de calidad
(Freshney, 2005).

1.7.4.1.4.- LINEAS CELULARES

Las Lineas Celulares continuas estan formadas por células que se diferencian
genética y morfolégicamente de las células de las cuales se originaron. Pueden provenir
de células que se derivan de tumores o de un proceso de transformacién de un cultivo
primario mediante transfeccién con oncogenes o con tratamiento con carcinogenéticos,
lo que les confiere un nuevo fenotipo (Knazek et al., 1972; Freshney, 2005). Este tipo
de cultivo tiene la caracteristica de no tener inhibicién por contacto y de crecer de
manera indefinida (Maas-Szabowski et al., 2002). El paso de un cultivo primario a linea
se denomina transformacién (Yang et al., 1981). Una transformacién puede inducirse
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fisiologicamente (interaccién celular, polaridad) a través de hormonas como la
hidrocortizona o utilizando inductores no fisioldgicos como el DMS.

1.7.4.1.5.- CULTIVOS = TRIDIMENSIONALES

Son aquellos que buscan mantener la caracteristica o arquitectura del tejido in
vivo. Los sistemas tridimensionales permiten estudiar la proliferacién y morfologia
epitelial y su interaccion con otras células como son las del tejido conectivo; igualmente
con ellos se puede evaluar el efecto de sustancias que pueden influenciar en tales
interacciones intercelulares (Ham, 1978). Actualmente se producen Kits dérmicos
comerciales con base en cultivos, que permiten evaluar la citotoxicidad de componentes
quimicos presentes en lociones, preservativos, detergentes, perfumes, shampoos y
solventes entre otros. Los intentos de produccién de éste tipo de cultivo van desde el
uso de telarafia, pasando por el crecimiento de explantes en esponja de celulosa,
(Leighton, 1951), asi como la utilizacion de fibras de silica (Leighton et al., 1968) o de
mallas de colageno hidratado (Barral et al., 1997). El método desarrollado por
Bergenholtz (1977) es uno de los que mayor informacién ha dado en cuanto a
visualizacion de morfologia celular. Mediante éste sistema, se colocan trocitos de
superficie epitelial sobre una membrana de Millipore, sistema que se deposita sobre una
plataforma y ésta en una caja de Petri con medio de cultivo (Karmiol et al., 2000). El
cultivo de o6rganos permite la ampliacién de un cultivo de células de tejido no
disgregadas a un cultivo tridimensional que muestre en algo o en todo las caracteristicas
histolégicas de los tejidos in vivo, para esto se utiliza un medio con interfase liquido
gaseosa.
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Fig 26 Clases de cultivos: frehsney, 2002

El cultivo de cortes de tejido el cual utiliza fragmentos de tejidos colocados en
vasos de vidrio o plastico con un medio con interfase liquida que va a promover la
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migracion de las células cultivadas hacia un plano sélido provisto de un sustrato
especifico para cada célula (Freshney, 2002). El cultivo de células dispersas en
suspension se refiere al cultivo de células tomadas del tejido original, de cultivos
primarios de células o de una linea o cadena celular por disgregacion enzimdtica,
mecanica o quimica, este cultivo necesita de una monocapa adherente o un sustrato
sélido que le provea a las células un medio adecuado para desarrollarse.

Se realiza también el cultivo primario en el cual las células han sido reasociadas
para recrear la estructura tridimensional del tejido; esto realizado por perfusion y por el
crecimiento de una monocapa, la reagregacién en suspension, o la infiltracién de una
matriz tridimensional como el colageno (Freshney, 2002). Derivado del cultivo anterior
se encuentra el cultivo secundario en el cual se cultivan diferentes provenientes de una
misma, es el caso de los cultivos de astrocitos donde se puede obtener, en un mismo
cultivo, crecimiento de los tipos I y II de éstas células (Kruse et al.,, 1970). En la
actualidad se estan realizando cultivos que permiten la recombinacién de células de
diferentes linajes como los queratinocitos de la epidermis en combinaciéon con los
fibroblastos de la dermis; a estos cultivos se les denomina cocultivos (Frashney, 2002).
Dentro de estos cultivos se encuentran los cultivos de neuronas y astrocitos en
conjunto, en los cuales se ha confirmado el ciclo de la glutamina-glutamato por medio
de anélisis de los is6topos del glutamato y la glutamina, donde la glutamina es producto
de los astrocitos y el glutamato y el aspartato producto de las neuronas (Greco y Recht,
2003). Ademas, se ha estudiado el acetato en estas células, el cual es metabolizado por
ambas células, neuronas y astrocitos (Barral et al., 1997).

El cultivo de c€lulas transformadas generalmente se obtiene por la inyeccion de
un carcindgeno, después de una serie de cultivos alternados y pasaje por animales
(Barral et al., 1997; Frashney, 2002). Estas lineas celulares son capaces de desempefiar
sus funciones érgano especificas generalmente durante el periodo de un afio. La forma
de estas células depende en gran parte, de las condiciones del cultivo utilizadas. Las
células que crecen en cultivos en suspensién son casi siempre redondas con pocas
prolongaciones. Sin embargo, cuando las células de origen cerebral crecen sobre
superficies planas muestran una diversidad morfoldgica notable, con prolongaciones
celulares y neuronas que se forman con facilidad, mientras que los cuerpos celulares
adoptan una forma alargada (Barral et al., 1997).

1.7.4.1.6.- VENTAJAS DEL CULTIVO CELULAR

Las dos principales ventajas cuando se utilizan los cultivos celulares son: el
control del medio fisicoquimico, a saber, pH, temperatura, presion osmotica, tension de
oxigeno (02) y gas carbdnico (CO2) de las células cultivadas y, las condiciones
fisiolégicas que deben ser constantes. La mayoria de las lineas celulares requieren para
su buen desarrollo de suplementos en el medio en que se cultivan, ejemplo de esto es el
suero, el cual provee infinidad de elementos como hormonas y otras sustancias
reguladoras (Kaufman y Wu 1995). El control del medio fisicoquimico y de las
condiciones fisiologicas permite el cultivo de células especificas. Los cultivos de células
permiten someter a las mismas a una baja y definida concentracién de reactivos
asegurando un acceso directo en ellas, lo que ahorra en un 90% lo requerido para la
inyeccion del reactivo in vivo, su excrecién y su posterior distribucion a los tejidos en
estudio. Aunque los estudios in vivo resulten mas econémicos que los in vifro son
descartados porque el uso de la experimentacion en animales resulta cuestionado en
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aspectos legales, morales y éficos (Freshney, 2002). Permiten el estudio del transporte y
la utilizacién de metabolitos. ‘

1.7.4.1.7.- DESVENTAIJAS DEL CULTIVO CELULAR

Las técnicas de cullivo celular necesitan unas estrictas condiciones de asepsia
porgue las células animales crecen menos rapido que la mayoria de los contaminantes
comunes como las bacterias, l1os mohos y las Jevaduras, Ademads las células precedentes
de animales no pueden desarrollarse en medios de cultivo, por lo que es necesario
agregar a Jos medios suplementos como suero, plasma y fluidos intersticiales, entre
otras para de una manera u otra proveer a las células cultivadas un medio semejante al
in vivo {Freshney, 2002). Una mayor limitacién en el cultivo de células es el gasto de
esfuerzo y materiales para la produccion de una pequena cantidad de células o de tejido.

Los costos de producir células en cultivo son diez veces mas que el uso de tejido
animal, ya que se invierte bastante en ensavos o procedimientos preparativos que
pueden ayudar en la estandarizacion del proceso reduciendo tiempo de manipulacion,
volimenes de muestra, tiempos de centrifugacion, etc. (Barral, et al., 1997). En los
cultivos celulares se dificulta relacionar las células cultivadas con las células
funcionales ubicadas en ¢l tejido del cual son derivadas, esto por que en la mayoria de
los casos presenian propiedades muy diferenies; para esto es necesario utilizar
marcadores de células los cuales van a ser de gran ayuda en el momento de
caracterizarlas en cultivo porque van a garantizar que las ¢élulas crecidas en cultivo son
Jas mismas que se sembraron y no otras. Ademas, suelen presentarse problemas de
inestabilidad genética cuando se realizan varios pases de cultivos de células no
transformadas, lo que va a originar una gran heterogeneidad en el crecimiento de las
células y en su diferenciacién (Greco y Recht, 2003).

Factors that induce ceil death in
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Fig 27: Factores que inducen muerte celular en gran escala de cultivos animales
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1.7.4.1.8.- USOS DE LOS CULTIVOS CELULARES

Para el estudio de células especificas, como crecen, qué necesitan para su
crecimiento, como y cuando dejan de crecer, como es su  bioquimica. Sirve para las
investigaciones sobre el ciclo celular, el control del crecimiento de células tumorales y
la modulacién de la expresion genética. También sirve para la busqueda de modelos
experimentales, estudios de la biologia del desarrollo y la diferenciacién celular.
Finalmente, sirve para la insercién de genes extrafios en las células receptoras (animales
transgénicos).

1.7.5.- CONDICIONES FISIOLOGICAS DEL CULTIVO CELULAR

Hacen referencia a la composicion del medio. Ya se indicdé que la principal
dificultad para el establecimiento de las lineas celulares es el de obtener medios
nutritivos adecuados que sean capaces de reemplazar al medio "natural" como extractos
embrionarios, hidrolizados de proteina o sueros. Un primer grupo de medios tales como
el medio basal de Eagle (MEM) (Eagle, 1959) y el mas complejo 199 de Morgan et al.,
(Morgan et al., 1950) o CMRL 1066 de Parker et al., (1950) eran medios definidos pero
que precisaban de un suplemento de suero entre el 5 y el 20 % (Eagle, 1959; Barnes y
Sato, 1980). A fin de eliminar el aporte de medios complejos no definidos se han ido
formulando medios mas complejos como NCTC 109 (Evans et al., 1965), 135 (Evans y
Bryant, 1965), MB572/1 (Ham, 1965), Ham F10 y F12 (Ham, 1965), serie de los
MCDB (Ham y McKeehan, 1978) y los medios de Sato suplementados con hormonas
(Barnes y Sato, 1980). La aproximacién recomendada para establecer un medio definido
es empezar con um medio rico, por ejemplo Ham F12, suplementado con elevada
concentracion de suero (20 %) y probar suplementos que permitan reducir la cantidad
de suero hasta poderla reducir o suprimir. Despues de afios de investigacion en la
composicion de los medios la eleccion de estos sique siendo empirica. Los principales
medios empleados y sus aplicaciones son (Freshney, 2005):

1. Medio Basal de Eagle (BME). Medio elemental con s6lo los aminoacidos esenciales.
Se necesita siempre la suplementacién con suero bovino fetal al 10 %. Crecimiento de
fibroblastos de ratén y células HeLa.

2. Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM). Es el medio de uso mas corriente, contiene
mas aminoacidos y en mayor concentracion que el BME. Se usa para cada casi todo tipo
de cultivos y requiere la adicién de suero (10 %).

3. RPMI 1640. Medio disefiado para el crecimiento de linfoblastos y lineas celulares
leucémicas en suspencién. Tiene um amplio rango de aplicaciones con suplementos
adecuados.

4. Medio MEM modificado por Dulbeco (DMEM). Contiene cuatro veces la
concentracion de aminodacidos y vitaminas que el BME. Se usa para la seleccién de
hibridomas suplementado con HAT o HT.

5. Modificacién de Iscove del medio DMEM (IMDM). Es un medio muy completo que
incluye en su formulacién albumina bovina, transferrina, selenito, etc. Es muy util para
el cultivo de linfocitos en medio libre de suero. También sirve para otros tipos celulares,
pero en ese caso requiere suero a bajas concentraciones.

6. McCoy 5A. Medio disefiado para el crecimiento de lineas celulares diploides tanto de
rata como humanas.

7. Medio L-15 de Leibovitz. Utilizado para el cultivio de virus.
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8. Medio F-10 de Ham. Para el crecimiento de lineas celulares humanas, debe ser
suplementado con proteinas y hormonas. Contiene metales como Fe, Cu, Zn. Es util
para el cultivo de células amnioticas.

9. Medio F-12 de Ham. Util para el crecimiento de lineas celulares son suplementos
proteinicos. Combinado con IMDM es un medio que se usa como libre de suero.

10. Medio 199. Muy usado para el cultivo de células no diferenciadas y estudio de
cromosomopatias.

Todo medio de cultivo esta formado por los siquientes elementos: 1. Soluciones
salinas equilibradas (BSS); 2) Aminoacidos; 3) Vitaminas; 4) Otros suplementos
orgéanicos de bajo peso molecular.; 5) Hormonas y factores de crecimiento (suero) y 6)
Inhibidores del crecimiento de los contaminantes (antibidticos y antifiingicos)
(Freshney, 2005).

1.7.5.1- ANTIBIOTICOS Y ANTIFUNGICOS

A fin de evitar el crecimiento de contaminantes en el cultivo se suele
suplementar éste con sustancias antibidticas de diferente espectro de accion. La adicién
de antibioticos ha de ser estrictamente controlada para evitar efectos nocivos sobre el
cultivo (Freshney, 2005). Es importante tener especial cuidado cuando se combinan dos
0 mas antibidticos. Las mezclas de uso mas comun son:

1. Penicilina (100 U/ml) / Streptomicina (100 ugr/ml). Combinacion anti-microbiana.

2. Penicilina (100 U/ml) / Streptomicina (100 ugr/ml) / Fungizona (Wittaker).
Combinacién anti-microbiana y anti-fungica.

3. Gentamicina (50 ugr/ml). Anti-microbiana, conviene ir alternandola con la penicilina-
streptomicina.

4. Amphotericina B (2.5 ugt/ml). Antifingico y antilevaduras. Se han observado
algunos efectos secundarios sobre el crecimiento de células de médula 6sea humana en
cultivo.

1.7.6 LA CAMARA DE NEUBAUER

La camara de Neubauer esta construida en un bloque grueso de cristal con forma
rectangular (como un portaobjetos). Cuatro surcos transversales tallados en el cristal
delimitan cinco zonas. Ademds la zona central esta dividida por un pequefio surco
perpendicular a los  anteriores. Las dos zonas externas sirven para sujetar la camara a
la platina del microscopio. Las dos zonas rectangulares angostas estan delimitadas por
bloques 0,1 mm mas altos que la base del bloque, lo cual permite colocar un
cubrecamara para delimitar el volumen en el que se realizard el recuento celular.
Finalmente los dos sectores centrales configuran la region verdaderamente util, donde
estan grabados dos reticulos cuadrangulares de 3 mm de lado. Cada reticulo consta de 9
cuadrados grandes, cada uno de 1 mm de lado y por ende de 1 mm2 de superficie. Esto
hace que, con el cubrecamara colocado, cada cuadrado grande represente un volumen de
0,1 mm3 lo cual equivale a 0,1 ul (10-4 ml). Los cuatro cuadrados grandes de las
esquinas estan divididos en 16 cuadrados medianos. En ellos debe realizarse el recuento
de leucocitos, debido al tamafio que presentan estascélulas. El cuadrado grande central
puede tener dos aspectos (Douglas. 2001). En la Camara de Neubauer tradicional, esta
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dividido en 16 cuadrados medianos y cada uno de ellos se halla dividido a su vez en 25
cuadrados pequefios (400 cuadrados pequefios en total). Ademds la tltima fila y la
ultima columna de cuadrados pequefios estd dividida al medio. En cambio, en la camara
de Neubauer modificada el cuadrado grande central estd dividido en 25 cuadrados
medianos y cada uno de ellos estd dividido en 16 cuadrados pequefios (400 cuadrados
pequefios en total). Cualquiera sea la camara empleada, este cuadrado grande central es
el empleado en el recuento eritrocitarioy  plaquetario  (Douglas 2001).

Para realizar el recuento celular, debe colocarse el cubreobjetos sobre el
portaobjetos de esta cdmara e introducir entre ambos la muestra celular previamente
preparada. Debe evitarse que la muestra rebalse, porque si esto sucede las células a
contar también se perderan. La velocidad de llenado de la camara debe ser homogénea,
evitando asi una mala distribucion de las células en el preparado que traera aparejado
errores en el recuento.

La muestra no debe secarse, por lo tanto es recomendable guardar la cdmara de

Neubauer cargada dentro de una cimara hiimeda para que sedimenten las células. Luego
se coloca la cdmara en un microscopio éptico y se procede al conteo, eligiendo para ello
los cuadrados apropiados (Gutiérrez, 1998). Se debe elegir un criterio para definir qué
células se cuentan y cudles no, cuando las mismas quedan sobre uno de los bordes del
cuadrado.
Una vez contadas las células se calcula la concentracion en la muestra original,
considerando: la dilucién de la muestra hecha para el sembrado, la cantidad de
cuadrados considerados, el nimero de células contadas y el volumen de muestra debajo
de cada cuadrado. La forma mads sencilla para hacer el conteo es ultilizar los cuatro
cuadrados externos de arriba o abajo sumando los cuatro datos obtenido y multiplicar
por 2500 y finalmente por el nimero de dilucion entre las células y el azul de tripano
(Gutiérrez, 1998).
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CAPITULO 2

2.1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando las limitaciones que presentan las estrategias actuales para el
tratamiento de la LMC, se propusé emplear una nueva alternativa basada en la Terapia
Celular (TC), especificamente con el uso de CD3(+)CD56(+) por su actividad citotoxica
y citolitica empleando para células K562 como inductores de células leucémicas en un
modelo de cultivo celular in vitro.

Por lo tanto, se plante¢ la siguiente pregunta:

(Cual seria el impacto de la Terapia Celular (empleando CD3(+)CD56(+) como
terapéuticas para inhibir la LMC inducida con células K562 en los modelos
experimentales que serian probados?

2.2.- JUSTIFICACION

En  cierto sentido, esta investigacion: Terapia Celular (TC) en modelos de
leucemia mielocitica crénica (LMC) inducida in vitro con el empleo de
CD3(+)CD56(+) con células K562 representa una larga respuesta a una pregunta
breve: ;se pudo determinar el efecto de la Terapia Celular (TC) en los modelos celulares
experimentales con leucemia mielocitica crénica?

Desde hace varias décadas en el mundo, el cancer se ha convertido en un problema de
salud publica, por ser el responsable de millones de muertes. Por tanto, se ha generado
de esta forma un creciente interés para estudiarlo como enfermedad compleja
(multifactorial), tomando individualmente el componente genético y ambiental, para
entender las interacciones gen-proteina-ambiente, que modulan los diversos
mecanismos celulares y moleculares que intervienen en la oncogénesis. Lo anterior
permite disefiar nuevas herramientas diagnésticas que posibiliten la deteccion temprana
de la neoplasia y un seguimiento continuo y oportuno del tratamiento; también la
creacion de nuevos fArmacos anti-neopldasicos dirigidos contra blancos terapéuticos mas
especificos, que disminuyen los efectos colaterales ocasionados por la terapia anti-
cancerosa, igualmente, con estas nuevas drogas han permitido establecer nuevas
estrategias terapéuticas que aumentan la respuesta al tratamiento y la probabilidad de
remision del paciente con cancer.
Por tal razdn, es de gran importancia que los grandes adelantos realizados por la
investigacion basica y aplicada estén al alcance de la comunidad clinica méxicana, para
aumentar la calidad de vida de los pacientes con cancer, especificamente con leucemia
mielocitica croénica. Por primera vez en el departamento de la Ingenieria Biomédica de
la UPAEP tiene como uno de los principales objetivos, el estudio de los mecanismos
citotoxicos, citoliticos y apoptosicos de CD3(+)CD56(+) con K562 para la
leucemia mielocitica cronica (LMC) con el enfoque de la terapia celular. Actualmente,
en esta investigacion se implementd la técnica de ensayo del Reactivo WST-1 de la
Proliferacion Celular (Cell Proliferation Reagent WST-1) para el estudio, analisis y
descripcion de los cultivos de modelos celulares de CD3(+)CD56(+) con la K562 de la
LMC.
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En México un pais que ocupa la octava economia del mundo el tratamiento de la
leucemia mielocitica crénica no ha sido una prioridad de investigacién cientifica desde
el punto de vista de la terapia celular. Sin embargo, en nuestro pais la leucemia
mielocitica crénica es una neoplasia importante significando de 15-20% de los casos de
leucemia con una incidencia anual de 1 a 2 casos por 100,000 personas (Rebolloso et
al., 2004).

Con esta investigacion se tratd de destacar los beneficios de la aplicacién de la
terapia celular en modelos celulares in vitro para el posterior desarrollo en modelos
animales y en in vivo. La Induccién de las leucemia mieloblastica cronica utilizando
células K-562 (leucemia humana, mielocitica cronica) en los cultivos celulares de
linfocitos (Estudio In Vitro) permitié estudiar, analizar y describir los mecanismos
citotoxicos y citoliticos de CD3(+) CD56(+) contra leucemia mieloide crdénica
con la finalidad de experimentar el efecto apoptdtico de estas lineas celulares y su
efectividad in vitro para el tratamiento de la LMC.

Es paradigmatica bioéticamente la creacion, aplicacién experimental y
terapéutica de un modelo de terapia celular, sin embargo, los estudios in vitro en los
modelos celulares linfociticos permitieron y apoyaron pleanear  ejecutar los
experimentos en modelos animales y en vivo (en seres humanos) en pacientes que
cursan con la leucemia mielocitica cronica para el proximo futuro.

2.3.- PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1) ¢Son las células K-562 (luecemia humana, mielocitica cronica) apropiadas para
inducir leucemia mieloblastica cronica en los cultivos celulares de linfocitos
(Estudio In Vitro)?

2) (En que consiste el estudio y analisis del efecto apoptosico de CD3(+)CDS56(+)
in Vitro para el tratamiento de la LMC?

3) ¢Producird efectos terapeuticos significativos de terapia celular la Induccién de
leucemia mieloblastica cronica con células K-562 en los modelos celulares in

vitro?
2.4.-HIPOTESIS DE INVESTIGACION
Existe el efecto de la Terapia Celular (TC) empleando CD3(+)CD56(+) en un
modelo in Vitro con leucemia inducida con células K562.
2.5.- OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la Terapia Celular (TC) empleando CD3(+)CD56(+) en
un modelo in vitro con leucemia inducida con células K562.
2.6.- OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Inducir leucemia mieloblastica cronica utilizando células K562 en un cultivo de

celulas: CD3(+)CD 56(+) (Estudio In vitro)
2) Estudiar el mecanismo citotoxico y citolitico de CD3(+)CD56(+) con K562.
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3) Estudiar y analizar el efecto apoptosico de CD3(+)CD56(+) y su efectividad in
vitro para el tratamiento de la LMC.

2.7. - MATERIALES Y METODOS

2.7.1.- MATERIALES

Agitador magnético (SBS)
Autoclave (Selecta, Autotester)
Balanza (Denver)

Balanza de precision (Gibertini)
Bafio (Bunsen)

Camara de flujo laminar (Flow Lab)
Camara de recuento celular (Neubauer)
Centrifuga (Sigma)

Congelador de —80°C (Giralt)
Congelador de —20°C

Contenedores de Nitrégeno liquido
Destilador de Agua (Millipore)
Estufa (Selecta)

Estufa de cultivo (Forma Sientific)
Filtro (Millipore)

Frascos de Cultivo

Guantes desechables

Jeringuillas estériles

Lector de ELISA (das Plate Reader)
Micropipetas (Gilson)

Papel de filtro

PHmetro (Crison)

Placas de cultivo de 6 y 96 pocillos
Pipetas desechables de 5y 10 ml
Pipetas multicanales

Pipetas Pasteur

Tubos eppendorf de 1.5 ml

Tubos universales de 25 ml y 50 ml

2.7.2.- TAMPONES, MEDIOS Y SOLUCIONES

Medio RPMI 1640 (Gibco)

Tampén PBS (Phosphate Buffered Saline Solution): 10 mL
NaZHPO4, 170mM NaCl, 3mM KCl, pH:7.2

PBS-EDTA: 0.2 g/l de EDTA en PBS
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2.7.3. - METODOS DE CULTIVO CELULAR
2.7.3.1.- CULTIVOS CELULARES DE K562

El material biologico fue K562 proporcionado por la Coleccion alemana de
microorganismos y de los cultivos de células (DSMZ, Brunswick) y American Type
Culture Collection (ATCC). Las células fueron cultivadas en RPMI-1640 suplementado
con 10% Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado (Gibco, EE.UU.), 20ulL de
penicilina/estreptomicina/anfotericina  a 37°C en wuna atmoésfera plenamente
humidificado de 95% de aire y 5% de CO, .

2.7.3.2- CULTIVO CELULAR DE CD3(+)

Las células CD3(+) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10%
de suero Dbovino fetal (SBF) inactivado (Gibco, EE.UU.), 20uL de
penicilina/estreptomicina/anfotericina, 2 mmol/L l-glutamina y 50 pmol/L 2-
mercaptoetanol a 37°C en una atmoésfera plenamente humidificado de 95% de aire y 5%
de CO,.

2.7.3.3.- CULTIVO CELULAR DE CD56(+)

Las células CD56(+) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10%
de suero Dbovino fetal (SBF) inactivado (Gibco, EE.UU.), 20uL de
penicilina/estreptomicina/anfotericina, 2 mmol/L I-glutamina y 50 ug/ml de gentamicina
a 37°C en una atmosfera plenamente humidificado de 95% de aire y 5% de CO,.

2.7.4.- CONGELACION DE LAS CELULAS

Para conservar las lineas celulares durante un largo periodo de tiempo, se
congelan las células en nitrogeno liquido. El proceso consiste en centrifugar las células
a 200xg en frascos universales durante 5 minutos y resuspenderlas en suero fetal bovino
inactivado con un 10% de DMSO (dimetil-sulf6xido). Se distribuyen en criotubos y se
introducen rapidamente en el congelador de — 80°C, pasandose a las 24h a nitrégeno
liquido. Para descongelarlas se introducen en un bafio a 37°C y posteriormente se lavan
dos veces con PBS estéril, para eliminar los restos de DMSO. Por ultimo, son
resuspendidas en medio de cultivo y depositadas en frascos de cultivo.

2.7.5.- LAVADO DE LAS CELULAS

Esta operacion se realiza para retirar los restos de medio de cultivo cuando las
células van a ser sometidas a algiin experimento posterior o cuando las células van a ser
congeladas. Se centrifugan las células a 200xg durante 5 minutos y al botdn celular se le
afiade 20ml de PBS estéril, volviéndose a centrifugar.
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2.7.6.- PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES

Se ha realizado la esterilizacion de Campana de Flujo Laminar: primero con

alcohol de 96° C y luego con el benzal. Se prepararon los materiales para el cultivo
celular: RPMI, penicilina/estreptomicina/anfotericina, placas de petri, pipetas, micro
pipetas, tubos epperdoff, tubos conicos de 15ml y de 50 mL (estériles), mechero y otros.
Muestra de sangre periférica (PBMNCs) de un donante normal se obtuvo después de
consentimiento informado. Se deposité cuidadosamente 3mlL Ficoll Histopaque 1.119
en un tubo de centrifuga de 15mL y se extendié de igual manera 3mL de histopaque
1.078 sobre este. Y, luego se extendid cuidadosamente 6 ml de sangre total sobre ¢l
gradiente superior del tubo. Fueron centrifugados a 2500 RPMI durante 30 minutos.
La interfase que corresponde a células mononucleares fue colectada, lavada con PBS y
centrifugada durante 5 minutos a 1500 rpm. Las células mononucleares se cultivaron en
medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) inactivado
(Gibco, EE.UU.), 20uL de penicilina/estreptomicina/anfotericina, 2 mmol/L 1-glutamina
y 50 umol/L 2-mercaptoetanol a 37°C en una atmosfera plenamente humidificado de
95% de aire y 5% de CO, .

2.7.7.- PROCEDIMIENTO DE CULTIVO CELULAR EN GENERA

Durante la centrifugacion para la separacion de la sangre total se prepard el
medio de cultivo que fue de acuerdo en cantidad con el nimero de cultivo que se desea.
En esta investigacion para un cultivo en una caja de petri de 50mm, se agregaron los
siguientes: 6.7ml de RPMIL, 300 pL de SBF (suero bovino fetal), 20 pL de
penicilina/estreptomicina y 20 pl. de anfotericina (contra el micoplasma). Todos los
anteriores se multiplicaron por 2, 3, etc., por los numeros de cultivo que se requirieron.
Cuando terminé la centrifugacion, se retiré con cuidado los tubos de la centrifuga y se
observaron claramente dos capas: mononucleares (linfocitos y monocitos) y
polinucleares o granulocitos (neutréfilos, eosinéfilos y basofilos). Se aspir6 y deseché el
sobrenadante hasta 0.5cm de la capa A, transferiendo células a un tubo marcado
“mononuclear”. Se lavd las células por separadas afiadiendo 1 ml de PBS (solucién
salina isoténica tamponada con fosfato a los tubos de ficoll de 15ml, y centrifugar
durante 10 minutos a 200 x g que es equivalente a 1500 RPMI. Se retir6 el sobrenadante
y desecharlo. Lo anterior se repitié dos veces. Y, otra vez se suspendieron las células
en un tubo ficoll de 15 ml (volumen apropiado) con 1ml de solucion salina isotonica
tamponada con fosfato para después realizar varios ensayos de investigacion.

2.7.8.- CUENTA CELULAR TOTAL

Se afiaden 90 pL (por ejemplo) de la suspension celular recogida previamente en
tubos empendorf y 10 uL de azul de tripano; el azul de tripano es un colorante utilizado
para el recuento de células integras por exclusion de dicho colorante. Este método esta
basado en que las células vivas (viables) no captan el azul de tripan mientras que las
células muertas (no viables) si lo hacen. Se cuentan como muertas las células tefiidas de
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azul y como vivas las refringentes.se mezcla bien y se incuba 3 minufos. (Nota: tiempos
muy largos de exposicion al colorante pueden hacer que las células vivas acaben por
captar también éste). Para hacer el recuento celular en la cdmara de Neubauer, Para ello
se afiade una pequefia cantidad de ta mezcla de células y azu! de tripano sobre la porta y
se coloca un cubreobjefos sobre la muestra. Una vez enfocadas las cuadriculas se
cuentan las células que hay en los recuadros divididos en 16 cuadriculas (ver figura 28:
recuadros L.).

Amplificacion de una camara del hemocitometro (Nuebauer)

Figura 28: Una camara del hemocitémetro (Neubauer)

Conjunto de 16 cuadriculas (L)

Volumen de recuento=1 mm x } mm x 0,1 mm 1 mm

V =0,1 mm3=10"cm3

La media aritmética de los 4 recuentos efectuados (las 4 L), multiplicada por €l
factor de la camara (10.000) y por el factor de dilucion (100/90) ofrece fa concentracidn
de células en la muestra (N° células / mL), Si se cuentan las cualro areas somhbreadas (L)

observando un total de x células entre las cuatro 4reas, la concentracion en la suspensién
celular sera:

Concentracion en la suspensidn (células / mL) = 10000 (x/4)
En la imagen se puede observar el aspecto de una de las regiones marcadas
como L y que en el microscopio se ven como una cuadricuia de 16 pequefios cuadrados

de 0.25 milimetros de lado. Esta imagen ha sido tomada empleando un microscopio
invertido de contraste de fases.
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Diagrama que indica las células que deben ser contadas
Célula que debe ser contada O

Célula que no debe ser contada @
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Figura 29: Diagrama de conteo celular

Se realizd la cuenta celular total de las células mononucleares separadas por
centrifugacion con medio de gradiente utilizando una camara de Neubauer. Las células
fueron suspendidas con azul de tripano al 0.4% w/v en una proporcion de 1:4 (25 pl de
células y 75 pl de azul de tripano) y se colocaron 10 pl de la suspension dentro de la
camara. Las células fueron contadas-en los cuatro-cuadrados externos, se sumaron los
resultados multiplicando el total por 2500 y luego por 4 para obtener el resultado final
del conteo. Asi fueron realizados todos los conteos celulares en esta investigacion,

2.7.9.-. SEPARACION DE CELULAS CD3+ Y CDS6+ A PARTIR DE CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA (PBMC)

2.7.9.1.- SEPARACION DE CD3(+)CD56(+)

Se obtuvo la cantidad de 6 ml de sangre de un sujeto sano después de
consentimiento informado para la separacién de dos poblaciones celulares especificas,
las células CD3(+) y las células CD56(+) a partir de células mononucleares de sangre
periférica con la utilizacion de perlas magnéticas para cada una de ellas (Miltenyi
Biotec, GmbH).

El paquete celular fue resuspendido a una concentracion de 1x107 células en 80
ul de buffer PBS pH 7.2, 0.5% BSA y 2 mM EDTA vy se adicioné 20 pL de CD3
MicroBeads (Miltenyi Biotec, GmbH) por cada 1x10’ células, la mezcla fue incubada
durante 15 minutos a 4-8°C (refrigerador). Al término de la incubacidén las células
fueron lavadas adicionando 1-2 ml de buffer por cada 107 células y centrifugadas a
300xg por 10 minutos. El sobrenadante fue descartado y se resupendié en 500 pL de
buffer hasta 10°® células. Esta suspension fue cargada dentro de la columna MS que se
encontraba ya dentro del magneto MiniMACS y habia sido prelavada con 500 pl del
mismo buffer. Posteriormente se realizaron 3 lavados con 500 pl cada uno de buffer.
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Las células no marcadas que eluyeron primero a través de la columna junto con las
recuperadas en los lavados, fueron recolectadas para un subsecuente procesamiento.

La columna fue removida del magneto y se colocd en un nuevo tubo estéril de
15 mL, se adicion6 1 ml de buffer en el interior de la columna y con una aplicacién
firme y rapido del émbolo se recuperaron las células que habian sido retenidas
magnéticamente. Esta fraccion corresponde a las células CD3(+) contenidas en la
muestra.

En cuanto a la fraccion negativa recolectada, esta fue procesada para la
separacion de células CD56(+). Las células fueron recuperadas por centrifugacién a
300xg, 10 min a 4°C y contadas nuevamente con azul de tripano en la camara de
Neubauer. Posteriormente el paquete celular fue resuspendido en 80 pl de buffer PBS
pH 7.2, 0.5% BSA y 2 mM EDTA por cada 1 x 107 células y se adicion6 20 pl de
CD56 MicroBead por cada 1 x 107 células. El resto del proceso de separacién se ha
realizado como se describi6 anteriormente.

Las dos poblaciones de células CD3(+) y CDS56(+) separadas fueron
almacenadas a 4°C para realizar al dia siguiente los ensayos de citotoxicidad y
apoptosis.

2.7.10.- CULTIVOS IN VITRO
2.7.10.1.- OBTENCION DE MUEASTRA -

Se obtuvo sangre fresca periférica total de 5 ml en un tubo preservativo de 6 ml
diluido con la heparina (EDTA), minima suficiente (alfa MEM; Gibco, Grand Island,
NY, USA), de un sujeto normal de 22 afios de edad después de consentimiento
informado.

2.7.10.2.- PROCEDIMIENTO

En un tubo coénico de centrifuga, de 15ml, se depositaron los dos gradientes de
Ficoll-Histopaque de densidades diferentes, una que se coloco primero de densidad
1.119 y otra que se colocé lentamente sobre la anterior, de densidad 1.078. Sobre estos
dos colchones de Ficoll-Histopaque de 3ml de volumen cada uno, se afiadié muy
suavemente otros 3ml de sangre diluida 1:1 en PBS, que ha sido obtenida estérilmente
por venopuncién en tubo que contenia EDTA. La sangre diluida se dejo resbalar por las
paredes del tubo para que se depositara sobre el gradiente de Ficoll de densidad 1.078.
El tubo se centrifugd a 2500 RPMI durante 30 minutos a temperatura ambiental. Tras la
centrifugacion se observaron dos halos opacos en la interfase: el superior
correspondiente a las células mononucleares y el inferior a las polinucleares. Se recogid
el halo de mononucleares y se lavaron las células con 2 ml de RPMI (normalmente tres
veces) (aunque muchos otros investigadores han usado PBS) durante 10 minutos a 1500
RPMI para obtener las células mononucleares (pellete o pastilla). Se resuspendi6 en 2
mL de RPMI para su posterior cultivo. Se colocé 1mL de las células disueltas en RPMI
a cada caja de petri y se observaron las dos cajas bajo microscopio para asegurar la
presencia de células. Posteriormente, se afiadieron al medio RPMI 1640 con 6.7 mL de
cada caja (un total de 7.7 ml), 300 pL de suero bovino fetal (SFB) al 10% y 20 pL de
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penicilina/estreptomicina/anfotericina (Sigma). Bien disuelto con las mismas punta se
etiqueto cada caja petri con nombre y fecha y se metieron a la incubadora.

2.7.10.3.- CONTEO DE CELULAS EN LA CAMARA DE NEUBAUER

Se prepard la camara de Neubauer colocando un cubreobjeto sobre la cdmara.
Con una pipeta Pasteur, se colocaron 10 pl de las células entre la camara de Neubauer y
el cubre objetos. Se dejo reposar las células durante un par de minutos (2 minutos) y se
observo al microscopio con un objeto de 40x. Se contd el numero de células observados
en los 4 cuadrados externos, sumando los resultados, multiplicando por 2500 y
finalmente por 4 (el nimero de dilucion). Se utiliz6 la siguiente formula:

Nx 2500x 4

La suma total de numero de células contadas en los cuatro cuadrados externos x 2500 x
4,

Donde: N: es la suma total de las c€lulas contadas en los 4 cuadrados externos (4 arriba
0 4 abajo).

2500: es el nimero estandar, factor para pasar el nimero de células en el cuadrado
central (volumen = 0.1mm’® = 0.1m]) a nimero de células por ml (1000mm> =1000 mL
y 4: factor de dilucion.

2.7.10.4.- ANALISIS DE VIABILIDAD

Se prepar6 una solucién de azul de tripano al 0.4% en PBS (no hubo necesidad
de filtracion y se colocd 10 pl de células en un tubo de 3 mL. Se afiadieron los
siguientes: 40 ul de PBS, 50 ul de azul de tripano y se mezclé las dos sustancia. Se
dej6 incubar durante 5 minutos a temperatura ambiental y posteriormente se tom6 2 ul
de ]a mezcla y colocarlos en una cdmara de Neubauer y observar al microscopio con
objeto de 40x. Se observo cada cuadrado anotando el nimero de células y omitiendo a
aquellas muertas (teflidas de azul marino). Se tuvo que realizar el conteo en menos de 5
minutos (pues pasado este tiempo la mortalidad aumenta por el propio colorante.
Finalmente se calculd el porcentaje de viabilidad con la formula descrita aneriormente.

2.7.11.- REALIZACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO CELULAR

Se ha realizado el analisis de las curvas de crecimiento de las células K562,
CD3(+) y CD56(+) con el objetivo de conocer la capacidad de expancion celular de
cada una de las células asi como para conocer la densidad celular de cada una.
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2.7.11.1.- CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR DE K562

En una placa de doce pozos, se deposité 20 pL de células K562 (73,746 de
concentracion o densidad) con RPMI, BSA 0.1%, penicilina/estreptomicina/anfotericina
sin SBF (arresto celular) a cada pozo de 3mL (después de conteo con la camara de
Neubauer). Se lavaron 3 pozos por cada experimento de conteo celular. Posteriormente
se procedié a la realizacion de conteo celular de K562 cada doce horas: 7:45 PM y 7:45
AM en el primer dia y el siguiente a las 7:45 PM y 7:45 AM con la tecnica de
coleccidn, suspension y centrifugacion.

2.7.11.2.- CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR DE CD3(+)

En una placa de 96 pocillos se depositaron 30 pl. de CD3(+) equivalente a 71,7
deconcentracion o} densidad con RPMI, BSA 0.1%,
penicilina/estreptomicina/anfotericina sin SBF (arresto celular) a cada pozo de 300 uL
(después de conteo con la camara de Neubauer). Se lavaron ocho pocillos por cada
experimento para el conteo celular cada hora durante un periodo de cuatro horas.

2.7.11.3.- CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR DE CD56(+)

En una placa de 96 pocillos se depositaron 30 uL. de CD56(+) equivalente a 25.2
de concentracion 0 densidad con RPMI, BSA 0.1%,
penicilina/estreptomicina/anfotericina sin SBF (arresto celular) a cada pozo de 300 pL
(después de conteo con la camara de Neubauer). Se lavaron ocho pocillos por cada
experimento para el conteo celular cada hora durante un periodo de cuatro horas.

2.7.12.- ANALISIS DE ABSORBANCIA DE CD3(+), CD56(+) Y K562

En una placa de 96 pocillos se depositaron 100 pl. de CD3(+), CD56(+) y
K562 cada una suplementado con 10 pL. de WST1 a un pocillo de 300 pL de la
siguiente manera: CD3(+) en la primera columna seguida de CD56(+) y K562. Asi
sucesivamente durante cuatro veces para lograr que cada célula tenga cuatro columnas
para un total de treinta y dos pocillos. El experimento fue disefiado para un periodo de
cuatro horas. Se calculé la absorbancia y proliferacion celular cada hora por un periodo
de cuatro horas.

2.7.13.- EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO (ABSORBANCIA) DE
CELULAS CD3(+) CD56(+) EN CELULAS K562.

Se ha realizado la lectura de ELISA de una placa de 96 pocillos en Plate Reader
(das USA) para evaluar la absorbancia de CD3(+) y CD56(+) con K562 con una baja
concentraciéon celular de ambas.
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2.7.14.- EFECTO APOTOTICO DE LAS CELULAS CD3+ CD56+ SOBRE LAS
CELULAS K562

En una placa de 96 pocillos se depositaron 30 pl. de CD3(+) equivalentes a 71.7
células, 95 uL. de CD56(+) equivalente a 78.3 células (un total de 150 células) y 40 pL
de K562 (equivalente a 150 células) cada una suplementado con 10 uL. de WST1 a un
pocillo de 300 pL de la siguiente manera: CD3(+) en la primera columna seguida de
CD56(+) y K562. Asi sucesivamente durante cuatro veces para lograr que cada célula
tenga cuatro columnas para un total de treinta y dos pocillos. Y se repitié el mismo
disefio para tener un total de 300 células de CD3(+) y CD56(+) sobre 300 células de
K562 en un segunda placa de 96 pocillos (en este ultimo se ultilizo una medicién
aproximada de células por microlitro). El experimento fue disefiado para un periodo de
dos horas. Se calculd la absorbancia y proliferacion celular cada hora por un periodo de
dos horas.

La fragmentacion del DNA nuclear es uno de los aspectos moleculares de la
apoptosis mejor definidos, se ha considerado la causa desencadenante de todo el
proceso de apoptosis y el responsable de las manifestaciones morfoldgicas. Aunque se
han descrito casos en los que aparecen estas mismas manifestaciones sin rotura del
DNA; pero en la mayoria de ocasiones el DNA aparece fragmentado y, de hecho, se
utiliza esta fragmentacion como indicador de muerte celular por apoptosis aunque no es
exclusivo.

La prueba del cometa, también conocida como electroforesis Alcalina de Células
Individuales (SCG: Single Cell Gel Electrophoresis Assay), es una prueba que evalda el
dafio del material genético. El dafio es representado por un aumento de fragmentos del
ADN que migran fuera de las c€lulas del nicleo bajo una forma caracteristica similar a
la cola de un cometa; estos fragmentos son generados por rompimientos del ADN.

El ensayo Cometa consiste en el analisis de células individuales que son lisadas
y se someten a una electroforesis, para asi lograr que los fragmentos de cromosomas
corran hacia el 4nodo y se revelen como la cola de un cometa.
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3.- RESULTADOS

3.1.- OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES

Los resultados fueron en orden superior de tubo coénico de 15ml hacia inferior
se obtuvieron: plasma y luego (A) Células mononucleares: linfocitos y monocitos,
histopaque 1.078, (B) Células granulociticas: neutréfilos, eosindfilos y baséfilos;
histopaque 1.119 y (C) Eritrocitos.

3.2.- ANALISIS DE ABSORBANCIA DE CD3(+), CD56(+) Y K562

Para este efecto se hizo los conteos celulares de cada una de las células. El
resultado de conteo celular de CD3(+) fue de 2,390,000 células/mL, mientras tanto de
CD56(+) era de 840,000 células/mL. Con 71.7 células/uL. de CD3(+) y 25.2 células/uL
de CD56(+) no pudieron inhibir la proliferacion celuar de K562 debido a la baja
concentracion celuar de ambas. Sin embargo hubo mas proliferacion celular de K562.
Ver Tabla 2:

Tabla 2: Absorbancia de CD3(+), CD56(+) y K562

ABSORBANCIA | CD3(H) CDS56(+) K562
PROMEDIO DE | 0.049 0.046 0.584
ABSORBANCIA
PROMEDIO DE | 0.050 0.049 0.614
ABSORBANCIA

3.3.- EFECTO DE CITOTOXICIDAD Y CITOLITICA DE CD3(+) Y CD56(+)
SOBRE K562 CON AUMENTO CELULAR DE 150 Y 300 POR MICROLITRO

Con el aumento de la concentracion de CD3(+) y CD56(+) a 150 células/pL,
hubo una ligera inhibicién de la proliferacion celular de K562. Sin embargo con la
concentracion de 300 células/puL de CD3(+) y CD56(+), hubo una inhibiciéon importante
sobre K562. Sin embargo, no hubo ninguna respuesta sobre la K562 sin tratamiento
celular. Ver figura 30:
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1 Células K562 sin tratamiento

2 Células K562 con 150 células
CD3(+) CD56(+)

3 Células K562 con 300 células
CD3(+)CD56(+)

Figura 30: Efecto apoptatico de CD3+CD356+ sabre K562

Como puede observarse en el gel, las células K562 que fueron puestas en contacto con
las céjulas CD3(+)CDS56(+) muestran fragmentacion de su DNA. Lo cual sugiere la
induccidn de apoplosis sobre las célutas K562,

34.- EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO (ABSORBANCIA) DE
CELULAS CD3(+) CD56(+) EN CELULAS K562.

Se construy6 una grafica con Jas medidas de absorbancia en cada una de las muestras de
CD3(+) y CD56(+).
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Grafica 1: Absorbancia entre 430 nm y 630 nm
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Los resultados encontrados muestran que las células CD3{+)YCD356(+) gjercen un
efecto citotoxico sobre las células K562, observandose que cuando se incrementa el
nimero de células el efecto citotdoxico aumenta en las células K562 hasta llegar a un
punto de saturacion. La absorbancia es el filtro que permite detectar ¢l cambio
colimetrico de la reaccién de proliferacion celuiar o apoptosis.

3.5.- EFECTO APOTOTICO DE LAS CELULAS CD3(+) Y CD56(+) SOBRE
LAS CELULAS K562

Se construyd una grafica con las medidas de efecto apoptotico de CD3(+)CDS6(+).
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Grafica 2: Efecto apoptotico de las células CD3(+)CDS6(+) sobre las células K562

Al evaluar e} efecto apoptotico de Jas células CD3(+)CD56(+) sobre las células
K362 se encontro que ¢l porcentaje de células dafiadas se incrementa con el numero de
células CD3(+)CD56(+) mostrande un maximo en 300 céjulas/pl. de CD3{+) CDS6{+).

Para corrobar la induccidn de apoptosis, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa con el DNA aislado de las ¢células K562 expuestas a un determinado nimero de
celulas CD3(+)CDS6(+) para visualizar la fragmentacion de DNA.
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Griéfica 3: CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR DE K362

CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR DE K562
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En la grafica se observa que a las 12 horas el crecimiento es similar tanto el placa de 96
(11.4mm’) como en la de 12(0.3cm?). Las células K562 crecen mucho més rapido en un
medio més amplio y adecuado.

Grafica 4: Curva de crecimiento celular de CD(3+)
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Como $e puede notar el crecimiento disminuye drasticamernte en un periodo de

una hora. Esto se debe a que hay baja concentracidn y posiblemente la falta de algun
factor de crecimiento celular,



Grafica 5: Curva de crecimiento celular de CD(56+)

CURVA DE CRECIMIENTC CELULAR DE COS6(+}

Como se puede observar ¢l crecimiento disminuye drasticamente en un periodo
de una hora. Esto sugiere que el cultivo necesita mis concentracion celular y factores de
crecimiento.

Grafica 6;: Curva de crecimiento celular de CDG+)CD(56+)
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Las dos cétulas dismiyuen en crecimiento drasticamente en un periodo de una hora. Esto
sugiere que ¢l cullivo de cada una necesita mas concentracion celular y factores de
crecimiento.
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4.- DISCUSION

La complejidad de la sangre humana es verdaderamente extraordinaria. El reto
de repararla cuando falla es, pues, igual de extraordinario. Sin embargo, la emergente
tecnologia que ofrecen las células madre abre nuevas posibilidades con las que luchar
contra muchas de las enfermedades de la sangre que actualmente no disponen de
tratamiento alguno. Las aplicaciones clinicas totalmente controladas y eficaces quedan
atin lejos, pero los conocimientos sobre las propiedades y las capacidades de las células
madre crecen enormemente dia tras dia y apuntan hacfa futuras terapias realmente
viables.

La LMC tiene caracteristicas comunes bien establecidas. Es una enfermedad
poco frecuente antes de los 20 afios de edad, no asi en décadas sucesivas. La aparicion
de esta enfermedad es insidiosa y es a menudo un hallazgo de un anélisis de sangre es
un paciente en anemia o esplenomegalia (Brunning, 1984). Razon por la cual el paciente

puede cursar meses asintomatico y llegar a consulta quizas por cualquier otra afeccion.
La fatiga facil y el malestar general, son sintomas comunes. Es conocido también que en los examenes de
laboratorio es frecuente el registro de anemia discreta o moderada, y que tanto la leucocitosis como la
trombocitosis son corrientes.

Desde el punto de vista de TC, La Leucenia Mieloide Crénica (LMC) es una

enfermedadmieloproliferativa caracterizada hematolégicamente por una leucocitosis
marcada, basofilia y eosinofila; la leucoicitosis es debida primariamente a un aumento
en neutrofilos maduros e inmaduros, la leucemia mielocitica cronica es una enfermedad
clonal asociada en virtualmente todos los casos con una traslocacién de los
Cromosomas 9; 22 y se manifiesta con el cromosoma Philadelphia (Ph) y/o evidencia
molecular de una traslocaciéon del oncogene AVL (Virus de Leucemia Ableson) del
Cromosoma 9 a un punto de quiebre de la region BCR del Cromosoma 22 (Lyons,
1999).

En la presente tesis se aportan datos que apoyan la posibilidad de desarrollar
terapia celular para enfermedades leucémicas a partir de células madre. Se demuestra
que es posible controlar el destino fenotipico de las células madre y que la aplicaciéon de
las células CD3(+)CD56(+) in vitro son factibles. En concreto, se ha desarrollado un
procedimiento para la generacién in vifro de una poblacidn homogénea de células
mononucleares a partir de una linea de progenitores de la sangre periférica mediante la
manipulacién externa del medio de cultivo. El procedimiento se basa en la seleccion de
las células sin una manipulacion genética. Las CD3(+)CD56(+) inducen citotoxicidad y
apoptosis sobre las K562. Estas células CD3(+)CD56(+) podran ser administradas en el
futuro a los pacientes con leucemia mielocitica cronica.

*  Los tratamientos cancerosos convencionales han mejorado sin cesar durante las
ultimas décadas, pero sigue siendo necesaria la bisqueda de estrategias terapéuticas
suplementarias y complementarias. Los objetivos terapéuticos en oncologia son
aumentar la supervivencia de los pacientes y evitar o paliar los efectos adversos que
deterioran su calidad de vida. Los abordajes mas prometedores son el bloqueo de la
neoangiogénesis, la modulacion de las enzimas que degradan la matriz y los
procedimientos inmunoterapéuticos dirigidos a antigenos tumorales diana definidos
molecularmente. El tratamiento médico de la leucemia mielocitica cronica en el futuro
debe asentarse sobre unas bases racionales del conocimiento de la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis.

En este contexto de blsqueda de nuevos métodos terapéuticos oncolégicos se
situa a las CD3(+)CD56(+) células obtenidas de las células mononucleares de la sangre
periferica.
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El estudio de la viabilidad y la proliferacion celular es un factor importante para evaluar
las respuestas de una poblacién celular a factores externos como factores de
crecimiento, antibi6ticos o compuestos contra la LMC.

La técnica de citotoxicidad mediante el reactivo WST-1 (sales de tetrazolium /
formazan) permite analizar de una forma directa la viabilidad celular y de una manera
indirecta, medir la proliferacion celular. Es un ensayo colorimétrico, de cuantificacién
espectrofotométrica que se basa en la degradacion de las sales de tetrazolium WST-1 [2-
(4-Iodophenyl)-3- (4-nitrophenyl)-5- (2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] a sales de
formazan, mediante la accion de las deshidrogenadas mitocondriales, que se producen
de forma natural cuando las células son viables. Esta técnica es sensible, rapida y
sencilla cuando se compara con otras técnicas de medida de la proliferacién celular,
incorporacién de 3H-Timidina o 5° bromo deoxiuridina (BrdU) en el ADN nuclear u
otras técnicas de citotoxicidad como el MTT, y sus variantes el XTT o el MTS
(Mosmann, 1983).

En la proliferacion celular estd implicado el aumento en el numero de células
con replicacion obligatoria del DNA. Se deben utilizar mas de una técnica para verificar
que dicha proliferacion si esta ocurriendo, estas técnicas incluyen conteo directo de
células, incorporacion de sustancias radioactivas y técnicas de citogenética, en esta
investigacion, se aplicaron las dos primeras unicamente indicando una proliferacién
celular importante en la K562,

La inmortalizacién mediante oncogenes permite el cultivo de grandes cantidades
de células con propiedades homogéneas y son un excelente modelo para el estudio de su
potencial de proliferacién o integracién después de su aplicacién. (Martinez-Serrano y
Bjorklund 1997).

El modelo utilizado en este trabajo es la linea celular inmortalizada K562 por su
capacidad proliferativa e inductora de la LMC. Representa un buen modelo de
investigacion in vitro.

Estas células han sido utilizadas en numerosos estudios sobre proliferacion in
vitro (Cattaneo et al., 1996; Conti et al., 2001; Weinelt et al., 2003) (Barresi et al.,
2003; Benedetti et al., 2000; Corti et al., 1996, Torchiana et al.,, 1998). En
experimentos previos se habia observado como la proliferacion de K562 inhiben las
capacidades citotoxicas y citoliticas asi como apoptoticas de CD3(+)CD56(+)
directamente desde el estado proliferante a 33°C en las células de sangre periferica de
los pacientes con LMC.

La baja concentracion celular tanto de CD3(+) y como de CD56(+) no presentd
efecto alguno sobre las células K562. Sin embargo, hubo una importante proliferacion
celular de K562. Esta implica clinicamente que es fundamental que los pacientes tengan
un nivel adecuado de las células mononucleares en la sangre para poder inhibir el efecto
leucemico de las células K562.

A las 12 horas el crecimiento de K562 es similar tanto el placa de 96 (11.4mm?)
como en la de 12(0.3cm?). Las células K562 crecen mucho més rapido en un medio mas
amplio y adecuado.

La absorbancia de CD3(+) y CD56(+) fueron muy baja por las mismas bajas
concentraciones mientras la de K562 fue muy alta permitiendo asi su alta proliferacion
celular. Clinicamente los pacientes de recaida sufren mas cuadros severos de LMC en
estas condiciones. Cuadro 2.

Las dos células CD3(+) y CD56(+) dismiyuen en crecimiento drasticamente en un
periodo de una hora. Esto sugiere que el cultivo de cada una necesita mas concentracion
celular y factores de crecimiento. Grafica 6.
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Las células CD3(+)CDS56(+) ejercen un efecto citotdxico sobre las células K562,
observandose que cuando se incrementa el numero de células el efecto citotéxico
aumenta en las células K562 hasta llegar a un punto de saturacién. La absorbancia es el
filtro que permite detectar el cambio colimetrico de la reaccion de proliferacion celular
0 apoptosis.

Para desarrollar un procedimiento de proliferacion e inhibicién in Vitro se debia
en primer lugar redisefiar las condiciones de cultivo de las células CD3(+)CD56(+)
para adaptarlas a los objetivos. Estas necesidades requerian un medio de cultivo donde
fuese posible inducir una proliferacién completa y funcional a la vez que garantizar una
supervivencia celular aceptable. Se queria emplear células con el maximo grado de
inhibicién pero con buenas expectativas de supervivencia in vivo. Con el fin de
encontrar un equilibrio entre supervivencia de CD3(+)CD56(+) e inhibiciéon de K562 se
ha ensayado toda una serie de estrategias con los cultivos. Se ha comprobado como la
muerte inducida de la s células K562 por las CD3(+)CD56(+). La potencial de
proliferacion de K562 depende del factor inhibitorio presente en su molécula. Del
mismo modo, la supervivencia celular es también insensible a los factores secretados
por las CD3(+)CD56(+).

En la investigacion se ha mostrado tras realizar una curva dosis-respuesta que
CD3(+)CD56(+) presenta in vitro una actividad citostatica o de inhibicion del
crecimiento en un rango de 150 puL a 300 pL sobre K562 (Figura 30 y Grafica 2). Asi
se evalué la actividad antitumoral en la linea celular K562. Es importante destacar que
este efecto inhibitorio se presenta en las lineas celulares tumorales de diferentes tumores
solidos y de leucemias, no siendo especifico de un tejido tumoral.

Se ha conseguido finalmente ese equilibrio con el aumento de las células
CD3(+)CDS56(+) sobre las K562, concentracion de 150 uL a 300 uL sobre K562 Si se
aumenta el nimero de células mononucleares, adquieren una inhibiciéon morfoldgica
maés evidente, pero su supervivencia es muy pobre. Algunos autores han utilizado de la
misma forma medios con concentraciones altas de células contra otras lineas celulares
tumorales para producir el efecto inhibitorio sobre la proliferacién de esas células
(Rubio et al., 1999).

Las células CD3(+)CD56(+) no crece por si sola, sino que necesita para su crecimiento
de 2L-mercaptoetanol, interferon gamma, IL-2 y anticuerpo monoclonal anti CD3
OKT3 para expanderse aun hasta de 21 a 30 dias.

Este proceso de proliferacion in vitro permite, ademas, la generaciéon de una
poblaciéon homogénea de un solo tipo celular. En la LMC, por ejemplo, se estima que
para lograr claros beneficios terapéuticos deberian emplear al menos 100 000
células/pL funcionales. Teniendo en cuenta que hay un porcentaje muy bajo de las
células mononucleares en PBMNCs (Lindvall et al., 2004), y que la supervivencia de
ests mononucleares suele ser menor del 5-10% (Arenas 2002; Brundin et al., 2000),
resulta que el nimero de células totales a emplear deberia ser de alrededor de 10-40
millones/ uL.

Es muy dificil, por lo tanto, llevar a cabo este tipo de empleo a partir de tejido
extraido de fetos humanos. En cambio el uso de células madre y su diferenciacion
mediante protocolos estandarizados permitiria la generacion de poblaciones celulares
mas homogéneas, reduciendo de esta forma el numero total de células a emplear.
Eficiencias de mas del 70% como las obtenidas en la presente investigacion para células
mononucleares (Wagner et al., 1999a) representan un grado de homogeneidad til para
la realizacion de terapias celulares.

En la actualidad, hay muchas esperanzas puestas en las células madre. Los
pacientes, los medios de comunicacion, los politicos, la sociedad en general observan
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con detenimiento el avance de la ciencia y la medicina en este campo. ;/Es realmente
fundada esta expectacion? ;Es realista esperar que las células madre vayan a ser capaces
de curar todas estas enfermedades? En estos momentos tenemos evidencias
significativas de que a corto-medio plazo serd posible disponer de nuevas terapias
celulares para algunas patologias. Sin embargo, para otras enfermedades, las
aplicaciones terapéuticas se vislumbran tan sélo a muy largo plazo. En realidad ya hace
bastantes afios que la medicina esta aplicando con éxito terapias celulares basadas en el
trasplante de células madre. Es el caso del sistema hematopoyético, donde se conocen
muy bien sus células madre y su capacidad de regeneracion del sistema sanguineo, y
que se utilizan eficazmente para el tratamiento de enfermedades como las leucemias
(Siminovitch et al., 1963; Till y McCulloch 1961). Actualmente también se estan
iniciando ensayos clinicos para la reparacion de cancer pancreatico, cicatrices, fistulas
o tejido 6seo mediante el implante de células madre o progenitores.

Hoy en dia se disponen de suficientes datos cientificos sobre el potencial que
poseen las células madre y sobre nuestra capacidad de controlar el destino fenotipico de
estas células, como los aportados en la presente tesis, para suponer razonablemente que,
no muy a largo plazo, podamos generar eficientemente células de un determinado
fenotipo para remplazar poblaciones celulares muy especificas. Cuanto més restringida
y concreta sea la poblacion de células a reemplazar, tanto por su fenotipo como por su
localizacién y funcién, més expectativas de éxito tiene una terapia de este tipo.
Enfermedades como la diabetes, las cardiomiopatias, o la enfermedad de Parkinson
podrian tener pronto nuevos tratamientos basados en terapias celulares. Las terapias de
neuroproteccion con células como vehiculos de administracién podrian también ver su
aplicacion clinica a medio plazo.

Parece prematuro, hablar de terapias celulares basadas en las células madre para
enfermedades como la de Alzheimer o los infartos cerebrales. Queda, por lo tanto,
mucho camino por recorrer hasta que las investigaciones den sus frutos y se traduzcan
en tratamientos reales para los pacientes. No se deben dar
falsas expectativas y los avances médicos deben apoyarse en conocimientos cientificos
solidos. Tampoco debemos, asimismo, interrumpir ni retrasar las investigaciones. Debe
hacerse un andlisis en paralelo a estas investigaciones en cuanto a las implicaciones
éticas de sus métodos o resultados, basandose en datos cientificos y en el sentido comun
mas humanista posible. La investigacion basica y biomédica sobre las células madre y
sus aplicaciones estd atin en los inicios de lo que promete ser una aventura larga y
dificil, pero enormemente emocionante.

En México, aunque es muy dificil predecir qué pasard en los proximos afios con
el diagndstico y manejo de esta patologia en nuestro pais, es muy probable que se
llegue a introducir a corto plazo las técnicas de biologia molecular y de hibridizacion in
situ, con las cuales se individualizaran los tipos de leucemia y los riesgos de recaida
para cada paciente. También es posible que lleguen a utilizarse farmacos complejos que
incluyan anticuerpos especificos 0 que hayan sido producidos mediante tecnologia
recombinante.

También el mejor uso de la TC con métodos novedosos, hara mas facil el
tratamiento de algunos casos con este problema. Todo esto, aunado a los modernos
métodos diagnoésticos que de seguro apareceran en los afios venideros, hard que se
planifique un tratamiento personalizado para cada paciente, tomandose en cuenta los
factores prondsticos y el tipo de leucemia que presente.
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S.- CONCLUSIONES

1.- La baja concentracién celular de CD3(+) y CD56(+).no induce efecto citotoxico y
citolitico en las K562 y por lo tanto hay mas proliferacion celular.

2.- El aumento de numero de células de CD3(+) y CD56(+).de 150 a 300 pL induce un
efecto apoptotico importante en las células K562 y sobre todo méas con 300 pL que con
150 pL.

3.- Se produce fragmentaciéon del DNA de las células K562 al sufrir una apoptosis
importante.

4.- Las células K562 crecen mucho mas rapido en un medio mas amplio y adecuado.

5.- El crecimiento celular de CD3(+) y CD56(+) disminuye drasticamente en un periodo
de una hora. Esto se debe a que hay baja concentracion y posiblemente la falta de algin
factor de crecimiento celular.

6.- Clinicamente es importante que los pacientes tengan numeros suficientes de células
mononucleares (CD3+CD56+) para poder combatir la LMC.

7.- La TC podra ser la mejor alternativa para el tratamiento de LMC en un futuro no
muy lejano.

8.- Serd importante investigar como expander mejor in vitro las células CD3(+) y
CD56(+).
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ANEXO 1

ENSAYO CIENTIFICO: VACUNA CONTRA LA LEUCEMIA

Un grupo de pacientes oncoldgicos, enfermos de leucemia, recibirdn dentro de
unas semanas una vacuna desarrollada en el King’s College de Londres. En efecto, un
grupo de investigadores britanicos ha desarrollado un tratamiento alternativo contra la
leucemia que podria reemplazar a la quimioterapia y el trasplante de médula.
Basicamente se trata de una vacuna capaz de activar el propio sistema inmunolégico del
paciente, capacitindolo para que pueda luchar con éxito contra la enfermedad. Sus
desarrolladores creen que este principio también podra ser utilizado para tratar otros
tipos de canceres.

Se denomina leucemia a un grupo de enfermedades malignas de la médula dsea, cancer
hematologico que tienen como resultado un aumento incontrolado de la cantidad de
leucocitos o globulos blancos clonales en la propia médula 6sea. En general, estos
suelen pasar a la sangre periférica aunque hay casos en que no lo hacen.

La leucemia es el cancer mas frecuente en la infancia, con una tasa de afectacién de 3 o
4 casos por cada 100,000 nifios menores de 15 afios. Su principal tratamiento es la
quimioterapia o el trasplante de médula 6sea. Pero una nueva forma de tratamiento,
menos traumatica que las actuales, comenzara a aplicarse en el transcurso de este afio.
La leucemia provoca un aumento incontrolado de la cantidad de leucocitos.En efecto, a
principios de este afio comenzara a aplicarse en un grupo de pacientes una nueva clase
de tratamiento, puesto a punto por los cientificos del King’s College de Londres y que
promete ser muy efectivo para impedir la propagacién de las células cancerosas. Los
pacientes que han sido seleccionados para recibir en primer lugar esta nueva vacuna ya
han sido tratados con quimioterapia o se les haya realizado un trasplante de médula.

Si todo sale como los especialistas aseguran, la vacuna comenzard a ser aplicada a
pacientes que no hayan recibido trasplantes. Se trata de personas que padecen un tipo de
leucemia conocida como AML, que es de hecho la mas comun en pacientes adultos. La
vacuna no intenta prevenir la enfermedad, sino que debe ser aplicada una vez que el
paciente ya ha sido diagnosticado, dado que el farmaco actiia reprogramando el sistema
inmunoldgico para que sea capaz de capturar las células cancerigenas y destruirlas.

El estudio que permitid la creacion de esta vacuna fue realizado por un equipo dirigido
por el profesor Ghulam Mufti y los doctores Farzin Farzaneh y Nicola Hardwick, todos
del University College London. Durante el desarrollo del farmaco se emplearon técnicas
y trucos similares a los que se han probado con éxito en el control del virus HIV y los
resultados de su trabajo fueron publicados en el prestigioso Journal of Cancer
Immunology.

Segun explican sus creadores, la vacuna funciona “ayudando” al sistema inmunoldgico
a reconocer las cé€lulas cancerigenas en el momento que se reproducen, previniendo una
recaida de la enfermedad. Ha sido desarrollada a partir de células de la sangre del
paciente manipuladas en el laboratorio. Las células originales fueron modificadas para
agregarles dos genes extra que actian como una suerte de “banderas” que ayudan a
identificar la leucemia. El efecto concreto es que su aplicacion consigue aumentar la
capacidad natural del sistema inmunologico para buscar y destruir las células
cancerosas.

Farzin Farzaneh explica que si los ensayos que comenzaran en unas semanas tienen
éxito, podrian desarrollarse tratamientos similares para tratar otros tipos de leucemias o
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de canceres. “Es el mismo concepto de las vacunas normales. El sistema inmunolégico
ha evolucionado para detectar elementos extrafios y destruirlos. Este mecanismo nos
brinda una herramienta para tratar el cancer.” El costo del tratamiento solo es un 10%
mas caro que un tratamiento convencional promedio, por lo que el dinero no deberia ser
un obstaculo para si tienen éxito que esta vacuna se convierta en el nuevo tratamiento
contra la leucemia (http://www.prensalatinalasvegas.com/2010-01/07-2576.htm).
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