EL CULTIVO DE LAS CELULAS EMBRIONARIAS
PARA FINES DE INVESTIGACION

Patricia OSTROSKY™

Las células madre, troncales o primordiales son células
gue combinan el potencial de autorreplicacién con el po-
tencial de poder generar células diferenciadas. Estas cé-
lulas se encuentran en el embridn, en el feto, en el cordon
umbilical, en la placenta y también en el adulto.

Las células troncales fetales son células primordiales en
el feto que eventualmente se pueden desarrollar en varios
organos. La investigacion con células fetales ha sido limi-
tada a unos cuantos tipos de células, como son las tron-
cales de neuronas, las troncales hematopoyéticas y las
progenitoras de islas pancreaticas.

Las células troncales en el adulto son células indife-
renciadas que se encuentran en tejidos diferenciados,
como en la médula 6sea o en el cerebro del individuo
adulto. Pueden renovarse haciendo copias idénticas de si
mismas a lo largo de la vida del organismo o especiali-
zarse en células del tejido de origen. Las fuentes de célu-
las troncales en el adulto son la médula 6sea, la sangre, el
ojo, el cerebro, el musculo esquelético, la pulpa dental,
el higado, la piel y el pancreas. La células troncales del
adulto son raras, dificiles de identificar y purificar; cuan-
do se cultivan dificilmente se mantienen en estado indi-
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ferenciado. Las evidencias indican que son multipoten-
ciales, y es necesario seguir evaluandolas.

En el adulto, las células que han demostrado el gran
potencial de las células troncales son las células hema-
topoyéticas. Los trasplantes de médula 6sea han incre-
mentado la sobrevida de los pacientes con leucemia y
otros tipos de cancer. Desde hace mas de 40 afios se
identifico a la célula troncal hematopoyética (CTH), que
tiene la capacidad de renovarse y diferenciarse en los di-
versos tipos de células sanguineas. Las CTH se encuen-
tran en la médula Gsea, el higado fetal, el bazo, el cordén
umbilical y la placenta. Existe cada vez mas evidencia de
que la CTH puede dar origen a células de higado, cora-
z0n, tejido muscular y células similares a neuronas. Qui-
za, la gran utilidad de las células hematopoyéticas sea la
responsable de la esperanza que se tiene de que las cé-
lulas troncales puedan ser usadas para muchas enferme-
dades. Sin embargo, son las células embrionarias las que
por su naturaleza tienen el mayor potencial de desarrollo.

El desarrollo del embrion se inicia con la fertilizacién
del 6vulo por el espermatozoide, dando origen al zigoto.
El cual, a su vez, dara origen a aproximadamente 104
células; es dificil pensar en billones de células todas con
un origen comun. Las primeras ocho células que se pro-
ducen son capaces de generar un embrién y por ello se
consideran totipotenciales. Durante la primera polariza-
cion se forma el blastocisto, que es un estado que dura
del dia cuatro al dia siete después de la fertilizacién, y
en el que se diferencia en una capa externa generando
el trofoblasto, que da origen a la placenta y a una masa
interna que después del dia siete dara origen a las tres
capas de tejido embrionario: endodermo, mesodermo y
ectodermo, que formaran todos los tejidos del embrién.

Las células que forman la masa interna de células en
el blastocisto pueden extraerse y cultivarse en el labora-
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torio para dar origen a las lineas celulares embrionarias,
que dependiendo de las condiciones pueden proliferar in
vitro ilimitadamente o diferenciarse en cualquier tipo de cé-
lula. Pero ya no pueden formar un embrion, y en contras-
te con las células de los primeros estadios se les consi-
dera solo pluripotenciales.

La investigacion con células embrionarias esta en el
centro del debate ético, ya que por un lado esta su enor-
me potencial para la regeneracion de tejidos, sin embargo
por el otro esta que en la obtencion de células troncales
se destruye al embrion.

La historia de las lineas celulares embrionarias (LCE)
es reciente. De hecho, las primeras lineas celulares em-
brionarias fueron obtenidas de raton en 1881, por Evans
y Kaufman; después se lograron obtener de pollo, hams-
ter y cerdo. En 1995, el grupo de James Thomson re-
porta la obtencion de lineas embrionarias de marmoseta,
y en 1996 del mono rhesus. La obtencion de las primeras
lineas embrionarias humanas derivadas de blastocistos se
reporta el 6 de noviembre de 1998 en la revista Science.

Thomson y sus colaboradores, en 1998, reportan ha-
ber usado embriones humanos producto de la fertilizacion
in vitro con fines reproductivos, que fueron donados por
los pacientes. Los embriones fueron cultivados hasta el es-
tado de blastocisto, se aislaron las masas de células in-
ternas logrando obtener cinco lineas celulares. Las lineas
mostraron cariotipos normales, una alta actividad de te-
lomerasa, que es una ribonucleoproteina encargada de
adicionar los telomeros que tienen programada la vida re-
plicativa de la célula. La actividad de la telomerasa se
correlaciona con la inmortalidad de las células. Las LCE
crecieron indiferenciadas durante cinco meses y conser-
varon su potencial de desarrollarse para formar trofoblas-
tos y derivados de las tres capas embrionarias.
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Las LCE expresan marcadores de superficie, como son
la fosfatasa alcalina y antigenos especificos embrionarios
(SSEA-3, SSEA-4, TRA1-60 TRA1-81 y no expresan
SSEA-1), diferentes de los antigenos embrionarios que
expresan las LCE de raton (expresan SSEA-1 pero no ex-
presan el 3 y el 4). Reportes mas recientes sefialan que
las LCE se han replicado mas de 400 veces y durante
dos afios no han mostrado alteraciones cromosomicas,
en contraste con los cultivos de lineas embrionarias can-
cerosas que se usan en los laboratorios y que muestran
multiples alteraciones cromosémicas.

Cabe sefialar que aun los métodos para la obtencion
de las lineas son poco efectivos; por ejemplo, en un es-
tudio reportado en el 2001 se obtuvieron 162 6vulos do-
nados por 12 voluntarias, 110 se pudieron fertilizar y 50
llegaron al estado de blastocisto, pero sélo se establecie-
ron 3 LCE.

Dado que las lineas humanas son tan recientes, gran
parte del conocimiento que se tiene acerca de LCE se
deriva de los estudios en raton. Las LCE derivadas de
blastocistos de raton han sido estudiadas por dos déca-
das. Las LCE humanas crecen mas lento que las de raton,
el tiempo de doblaje es de 36 horas vs. 12 horas, res-
pectivamente.

Pocos son los factores que se conocen regulan la au-
torreplicacién de las LCE humanas. Estas, para mantener-
se indiferenciadas, requieren crecer en una capa de fibro-
blastos que no proliferan, y se considera que proveen de
un factor que suprime la diferenciacion o promueve la re-
novacion de las células pluripotenciales. El factor inhibi-
dor de leucemia (LIF) es una citoquina relacionada con la
interleucina 6, que inhibe la diferenciacion de las LCE mu-
rinas y puede sustituir a la capa de fibroblastos. Las LCE
humanas para proliferar sin diferenciarse requieren la
capa de fibroblastos y el 20% de suero fetal o medio con-
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dicionado obtenido de estas células, en el que se encuen-
tra el factor de crecimiento basico de fibroblastos (FGFb).
Cuando se remueven las células de la capa de fibroblas-
tos y se crecen en suspension, las LCE se agregan for-
mando aglomerados de células que se llaman cuerpos
embriodes, que parecen ser capaces de diferenciarse en
tipos variados de células; cabe sefalar que los reportes
se basan en diferencias morfoldgicas y activacion de cier-
tos genes que producen proteinas especificas de los di-
ferentes tipos celulares. Se ha reportado la expresion de
genes asociados con la funcién hepatica y pancreatica,
y que de los cuerpos embriodes se han obtenido cardio-
miocitos que se contraen ritmicamente, células epiteliales
pigmentadas y no pigmentadas y ceélulas neurales con
dendritas.

Las LCE mantienen el potencial de formar las 3 capas
germinales embrionarias; al ser inyectadas a ratones in-
munodeficientes forman teratomas, que tienen epitelio
gastrointestinal que se deriva del endodermo; cartilago,
hueso y musculo liso y estriado derivados del mesoder-
mo, y epitelio neural, ganglio embridnico y epitelio esca-
moso estriado derivado del mesodermo. Cabe sefalar que
la formacion de todos estos tipos celulares pone en evi-
dencia la complejidad del programa genético que depende
también del ambiente biologico. Asi también se pone en
evidencia el peligro potencial de la generacién de tumores
en ciertos ambientes.

El usar LCE obtenidas de parejas con problemas de es-
terilidad, plantea algunas dudas acerca del material gené-
tico de los donadores. Las LCE también pueden obtenerse
por transferencia nuclear, lo que implica la transferencia
del ndcleo de una célula somatica a un 6vulo cuyo nucleo
ha sido removido. La célula reprogramada inicia la divi-
sibn de manera similar a la que describimos en la forma-
cion del embridn, y puede ser utilizada para lo que se ha
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llamado clonacion reproductiva, o la mal llamada clona-
cion terapéutica, en la que se han cifrado muchas espe-
ranzas al plantearse que se podran producir células pro-
pias de un individuo para ser utilizadas en la reposicion
de tejidos, y que no produciran un rechazo inmunolégico,
ya que seran histocompatibles. Sin embargo, existen ries-
gos que no han sido evaluados, como el hecho de que
al usar el nacleo de una célula somética de un individuo
ésta pueda portar la mutacion que gener6 la enfermedad,
o simplemente por ser un adulto es probable que su DNA
tenga una cierta cantidad de mutaciones.

La mayoria de las células contienen el mismo juego de
genes, sin embargo son completamente diferentes en for-
ma y funcion. La regulacion epigenética de la activacion
y represion selectiva de los genes determina las propie-
dades especificas de cada uno de los alrededor de 200
tipos histolégicos de células que tenemos. Sin embargo,
no importa cuan diferenciada esté una célula, pues ésta
puede ser reprogramada para volver a ser totipotencial.
El conocer los mecanismos que regulan esta plasticidad
genomica tendrd posiblemente mas aplicaciones que la
del trasplante de tejidos, ya que nos permitird manipular
las células troncales que tiene el individuo adulto.

Muchas preguntas podran ser contestadas con estos
modelos:

¢ Cudles son los factores genéticos y ambientales den-
tro del cuerpo que regulan la diferenciacion de las célu-
las? ¢ Qué genes se prenden o se apagan en las diferentes
etapas? ¢Qué sustancias se producen que inducen la di-
ferenciacion para que las células migren a los sitios que
necesitan reparacion y como las células se ajustan a un
determinado tejido?

Tanto la genética como la teratogénesis lograran gran-
des avances cuando se pueda contestar, mediante los es-
tudios en las LCE, cémo se producen las malformaciones
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e identificar y conocer los mecanismos de teratogénesis.
El conocimiento de la biologia basica de la célula pluripo-
tencial establecera el camino para un gran numero de
aplicaciones clinicas futuras.

Si bien los estudios de LCE implican la frontera de las
ciencias bioldgicas, aun estan en su infancia. Sin embar-
go, es evidente que nuestra sociedad tiene diversos cri-
terios acerca de cuando se inicia la vida y del uso de los
embriones para investigacion, por ello deben también rea-
lizarse esfuerzos para investigar plenamente todas las fuen
tes de células troncales. Sin embargo, dadas las enormes
potencialidades que tienen las lineas embrionarias cabe
preguntarse ¢cuan ético es no utlizarlas?
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