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RESUMEN

Desde hace afios sabemos que los tumores son masas celulares con
un crecimiento andmalo, que causan la invasion y destruccidén de orga-
nos y tejidos y, si no se detienen a tiempo, causan la muerte del indi-
viduo. Sin embargo, la masa tumoral dentro de un tumor so6lido o las
células del cancer que componen una leucemia son heterogéneos en
cuanto a las células que lo componen. Hoy sabemos que, entre los tipos
celulares que podemos encontrar dentro de un tumor, existe un pequefio
grupo de células que son responsables de poder trasplantar este tumor
en un ratéon inmunodeprimido (raton desnudo, nude mice) y formar un
nuevo tumor con las mismas caracteristicas que el tumor original. La
gran mayoria de las células tumorales, carecen de esta propiedad y tras
su trasplante, las células se pierden y el tumor nunca aparece. Estas
células que son capaces de reproducir el mismo tumor en otro animal,
y probablemente las mismas que son capaces de crear metastasis en
otras zonas del cuerpo, son denominadas Células Madre del Céncer
(CSCO). Si estas células son las responsables de inducir o de mantener el
cancer su estudio nos permitird, no solamente conocer mejor las bases
celulares y moleculares del cancer, sino la posibilidad de abordar de una
manera completa su tratamiento y curacidon. De estas células, de sus
caracteristicas y de los diferentes modelos y tipos de cancer donde se
han descubierto, trata esta revision. Para que un cdncer se cure, es ne-
cesario y suficiente eliminar las CSC.
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ABSTRACT

We have known for many years that tumors are cellular masses with
an abnormal growth that cause invasion and destruction of organs and
tissues, and that, if they are not stopped, lead to death of the individual.
Inside the tumor mass o among leukaemia tumoral cells, however, there
is heterogeneity regarding cell types. We now know that among the cell
types that we can find within a tumor, it exists a small group of cells
which are responsible for a new tumor growth if they are transplanted
to nude mice; this tumor would have the same characteristics as the
original. The majority of tumoral cells lack this property and, after a
transplant, they are lost and do not produce a new tumor.

These cells that are able of reproducing the same tumor in another
animal and, possibly, the cells that are able to generate a methastases in
another location in the body, are denominated Cancer Stem Cells (CSC).
If they are responsible of induction or maintenance of a cancer, their
study will allow us not only to better know the cellular and molecular
basis of cancer, but also the possibility of a more complete approach
towards therapy and cure. This review presents the different types and
characteristics of CSC and the models in which they have been studied.
For a cancer to be cured, is necessary and sufficient to eliminate the
CSC.

INTRODUCCION

La hipodtesis mas aceptada en este momento, es que las células madre
del cancer son células que tienen unas caracteristicas que podemos
considerar similares a las células madre adultas especificas de tejido.
Esta hipotesis, esta basada en los primeros datos que apuntaban que el
origen de cada tipo diferente de cancer se debe generar entre las pobla-
ciones de células madre especificas de cada tejido. Si consideramos
algunas de las caracteristicas que tienen las células tumorales estas son
muy similares a las que tienen las células madre adultas (Tabla 1).

En cualquier caso hay indicios que apuntan a que la transformacion
en las células iniciadoras de cada tipo de cancer, pueden estar asociadas
a células muy tempranas, con una alta capacidad de autorrenovacion y
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TaBrLa 1. Caracteristicas de las células madre

Capacidad de autorrenovacion Aquella actividad que permite, tras la division ce-
lular conservar la capacidad pluripotente en una cé-
lula hija.

Replicacion ilimitada Aunque con distintas velocidades las diferentes cé-
lulas madre presentan divisiones durante toda la
vida.

Divisiones asimétricas Divisién donde cada célula hija se comporta de for-
ma diferente.

Larga vida y con diferente En discusion. Ambas tienen una larga vida y por lo

tipo de envejecimiento tanto mas oportunidades de acumular nuevas muta-
ciones.

Sensibilidad a los farmacos La células madre tiene en su superficie moléculas

trasportadoras que eliminan muchos colorantes y
evitan que se acumulen drogas toxicas.

Marcadores celulares Unas y otras pueden y tienen algunos marcadores
propios, lo que nos podria ser de ayuda para su
identificacion. Huella celular.

Capacidad de diferenciacion Esta capacidad es esencial en las células madre,
pero sabemos que algunos tumores pueden generar
células con caracteristicas de células maduras.

Capacidad clonal La capacidad de una sola célula de replicar la co-
lonia entera y formar un nuevo clon es una activi-
dad compartida.

emparentadas mas directamente con las células madre embrionarias que
con las células madre adultas especificas de tejidos. Es sorprendente que
un tumor hematopoyético o un cancer de mama, en un individuo adulto,
pueda estar relacionado con mecanismos que han ocurrido en las prime-
ra etapas del desarrollo embrionario, pero hay datos que apuntan a que
muchas de las rutas y mecanismos que operan en las etapas tempranas
del desarrollo, no estan completamente anulados en las células de los
individuos adultos y en algunas células tumorales. Estos recientes des-
cubrimientos estdn planteando muchos interrogantes sobre la biologia de
las células madre y su papel en la tumorigénesis.
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LAS CELULAS MADRE DEL ADULTO ESPECIFICAS
DE TEJIDO

Pertenecen a un conjunto de células que localizadas en microentor-
nos especificos de un tejido, un nicho, permiten el mantenimiento de los
tejidos. Hoy sabemos que cada tejido tiene una vida media y que al cabo
de determinados afios las células que constituyen un corazén, pulmon,
musculo o higado son diferentes a las células que tenian diez o quince
anos antes (1, 2). Esto sugiere la presencia en cada tejido de un conjunto
de células, denominadas células madre adultas especificas de tejido, que
sustituyen a las células envejecidas o dafiadas por nuevas células capa-
ces de cumplir todas las funciones a las que estaban destinadas (3). Este
conjunto de células madre o troncales derivan de las células embriona-
rias que tenian la capacidad de generar a todo el resto de células madre
de tejidos.

Las células embrionarias solo son totipotentes en estadios muy tem-
pranos de la embriogénesis, de hecho sé6lo hasta estadios embrionarios
de 8 blastomeros podemos considerarlas totipotentes, mientras que en
estadios posteriores, y sobre todo en estado de blastocisto, un grupo de
células se acumulan en uno de los polos, y pierden esta condicion,
considerandose a esa masa de células como células pluripotentes. El
acumulo celular en el blastocisto se denomina «masa interna celular»
(inner cell mass, ICM), y constituye el pre-embrion, generando todos
los tejidos del futuro individuo a partir de las tres capas embrionarias:
endodermo, ectodermo y mesodermo (Figura 1).

Asi, existe un gradiente de actividad pluripotente y de actividad de
autorrenovacion, que se asocia con presencia en estados muy tempranos
del desarrollo, y que las células van perdiendo segun se van diferencian-
do hasta llegar a ser una célula completamente madura (Figura 2).

Lo importante es que cada una de estas células embrionarias de la
ICM seré la responsable de la generacion de las futuras células madre
especificas de tejido. Es de la ICM de donde se obtienen las lineas
estables embrionarias o células ES (embryonic stem cells), que permiten
mantener en cultivo in vitro, y a lo largo de muchas generaciones, cé-
lulas con capacidad embrionaria. Es muy importante poder obtener li-
neas de células ES estables, ya que estas tendrian la capacidad de con-
vertirse en cualquier célula de un individuo adulto. El control adecuado
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Ficura 1. Generacion de células madre embrionarias y tipos de adultas.

Células madre y otros tipos celulares

Ficura 2. Caracteristicas de las células madre embrionarias, adultas y de los progenitores.

+ ES. Celulas madre embrionarias.
- Derivan de la masa celular interna (ICM)

Son pluripotentes (capaces de generar
un nuevo embrion)

+ Células madre embrionarias
“comprometidas”

Derivadas de las diferentes capas
embrionarias

Multipotentes (especificas de capa)

+ Células madre adultas
- Especificas de tejido

Tienen una localizacion (nicha)

particular

Multipotentes (especificas de tejido)
+ Progenitores multipotentes (MMP)
« Células diferenciadas y maduras
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de la correcta diferenciacion de estas células ES hacia células especifi-
cas de tejido, o sus células diferenciadas, generaria una fuente ilimitada
de las células de cada tejido, que podrian ser utilizadas en futuras aproxi-
maciones en medicina regenerativa.

Sin embargo, la situacién hoy dista mucho de estar controlada y asi
las lineas celulares embrionarias ES que se han derivado, cuando se
trasplantan in vivo, en animales de experimentacion, generan con alta
frecuencia masas celulares indiferenciadas —teratomas— que, en algu-
nos casos, tienen una alta capacidad metastatica, produciendo los tera-
tocarcinomas. En seres humanos, se han utilizado inicialmente algunas
de estas células (hES), con no muy buenos resultados, y de momento,
solo se usan con fines de investigacion. Los mecanismos de como se
generan estas masas tumorales a partir de las células ES no estan atn
bien definidos, pero esta situacién nos ha puesto en guardia sobre la
capacidad de generar tumores de muchas de las células que considera-
mos células madre.

La principal causa de lo anterior es que toda célula con caracteristi-
cas de «madre» tiene al menos dos rasgos que la distinguen del resto de
las otras células: estas células nunca pierden su capacidad de mantenerse
como cé¢lula madre a lo largo de toda la vida del organismo (concepto que
definiremos como autorrenovacion), y la segunda es su capacidad de
generar c€lulas diferenciadas y, en sus etapas finales, células maduras
completamente funcionales. Esta actividad la logran al poder sufrir una
division de tipo asimétrica, donde una célula da lugar en su proceso de
division a dos células hijas diferentes, una que mantiene una total capa-
cidad de mantenerse como célula madre, y otra que se convierte en un
progenitor con menor actividad de autorrenovarse, y que sera de la que
derive la célula diferenciada propia de los tejidos (Figura 3).

Lo cierto es que el numero de células madre especificas de tejido es
muy bajo, y en la gran mayoria de los tejidos ain desconocemos cuales
son los posibles marcadores que nos permitan obtener la informacion
necesaria para su identificacion y localizacion.

La identificacion y seleccion de estas células madre de cada tejido,
nos permitiria, no solo conocer mejor su biologia y estudiar como son
capaces de llevar a cabo estas divisiones asimétricas a lo largo de toda la
vida del organismo, sino usarlas en modelos de reparacion tisular en zo-
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FiGura 3. Diferencias entre célula madre, progenitoras y células diferenciadas.

nas dafiadas de tejidos, y probablemente diferenciarlas hacia algunos de
los linajes de células que deberan ser sustituidas.

Aunque es verdad que desconocemos un método selectivo para poder
identificar y seleccionar la célula origen de muchos tejidos, cada dia
nuevos articulos cientificos nos aproximan a subpoblaciones celulares
de organismos adultos que identifican poblaciones capaces de generar
modelos in vitro de diferenciacion celular, y que nos permiten obtener
células funcionalmente activas, y con caracteristicas de células madre
muy similares a las encontradas en un tejido. El trasplante de estas
poblaciones, sin embargo, no siempre funciona in vivo.

LAS CELULAS MADRE TEJIDO ESPECIFICAS Y EL CANCER

(Por qué es tan importante conocer estas células madre especificas
de tejido y qué relacion tienen con el cancer? La respuesta es sencilla,
pensamos que el cancer proviene de estas células.

Desde hace afios sabemos que muchos tratamientos frente al cancer
no generan una respuesta de eliminacion total de las células malignas y,
por lo tanto, no conllevan su curacion. En muchas ocasiones, un peque-
flo grupo de células resiste el envite de los tratamientos de quimioterapia
y radioterapia y logra escapar. Estas células residuales se comportan
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como células activas tumorales, aunque a veces de bajo indice mitdtico,
es decir crecen lentamente, por lo que la mayoria de los fairmacos an-
titumorales clasicos les afectan en menor grado. Eso nos dice varias
cosas importantes, 1) que los tumores son masas celulares heterogéneas,
constituidos por diferentes tipos celulares y con diferente grado de di-
ferenciacion, b) que las células mas resistentes a los farmacos antitumo-
rales son, en general, una porcion menor dentro de un tumor, y 3) que
estas cé€lulas tienen caracteristicas similares a las células madre adultas
del tejido correspondiente.

Actualmente se han podido identificar distintos tipos de células
presentes en distintos tipos de canceres y que se sefialan como posibles
células CSCs en leucemias (4-6), cancer de mama (7-10), de cerebro
(11-14), canceres colo-rectales (15-17), cancer de cabeza y cuello (18,
19), cancer de pancreas (20) o de prostata (21-24). Los estudios de estas
células nos ensefian la validez de esta nueva hipotesis del cancer, y sus
posibles implicaciones en el tratamiento de estas enfermedades.

EL MODELO HEMATOPOYETICO

Uno de los problemas principales en la investigacion del cancer es
que desconocemos como se inicia, y si este inicio comienza, como
parece, en una Unica o en un grupo limitado de células, el primer paso
que deberiamos de dar seria tratar de identificar esas células capaces de
iniciar o de mantener un tumor. Hoy la hipotesis de la presencia de las
CSC, se basa principalmente en nuestro conocimiento del sistema hema-
topoyético (25).

En los afios 1950 y 1960, se empezaron a dar los primeros pasos que
llevaron a descubrir que todas las células de la sangre provenian de un
unico tipo celular, que de forma jerarquica daba lugar a células precur-
soras sanguineas, las cuales, a su vez, generaban los componentes celu-
lares de la sangre. Se vio que estas células madre hematopoyéticas,
HSC, son células de vida muy larga, sin casi division celular (quiescen-
tes) y pluripotentes, al poder generar muchos diferentes tipos celulares,
y capaces de autorrenovarse a lo largo de la vida del individuo. Este
modelo ha sido el que se ha seguido para buscar células madre especi-
ficas en otros tejidos, pero la situacion es, como veremos, mucho mas
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TaABLA 2

» Mutaciones en células madre hematopoyéticas (CD34'/CD38) originan algunos tipos
de Leucemia Mieloide Aguda. Una pequefia poblacion de células progenitoras
CD138 inducen AML tras su inyeccion en ratones desnudos NOD/SCID.

* El cancer de mama humano puede ser trasferido a un ratén desnudo NOD/SCID con
menos de 100 células del cdncer con marcadores CD44 CD24”°"Lin". El tumor que
generan en los ratones es de caracteristicas similares al tumor de mama original.

* Menos de un 1% de las células de tumores cerebrales pediatricos son capaces de
formar neuroesferas (CD133") de forma clonal.

e Las células CSC que inician tumores de pancreas humanos son CD44", CD24",
ESA". Pueden formar tumores en ratones NOD/SCID que son histologicamente indis-
tinguibles de los tumores humanos de los que provienen.

* La células CSC del cancer colorrectal humano se han identificado con los marcado-
res ESA', CD44" ,CD166".

* El antigeno de CSC de Prostata (PSCA), es un homologo de los antigenos de
superficie de la familia Ly-6/Thy-1, especifico de las células madre de la prostata, y
esta sobre-expresado en muchas células de carcinoma de prostata (human carcinoma
transitional cells, TCC)

compleja (26-29). El disefio de un modelo jerarquico permite, no obs-
tante, una alta produccion de células sanguineas sin un agotamiento de
las reservas del pool de células madre mas pluripotentes (30). Ademas,
y mas importante, esto genera una cierta proteccion del riesgo de que se
produzcan cambios genéticos que conduzcan a leucemias y otras pato-
logias hematopoyéticas: como las mutaciones estan directamente rela-
cionadas con la division celular, éstas se produciran con mas frecuencia
en las células progenitoras que presentan una alta tasa de division celu-
lar, pero una menor vida media, que en las células madre hematopoyé-
ticas que tiene baja tasa de proliferacion, aun con una larga vida. Si
consideramos que muchos canceres son el resultado de la acumulacion
de mas de una mutacion, una vida corta siempre favorecera que las
células no tengan tiempo para acumular mutaciones y, por lo tanto, para
transformarse en una célula tumoral.

Los estudios sobre enfermedades hematoldgicas, en particular la
leucemia mieloide cronica (LMC) y la leucemia mieloide aguda (LMA),
han servido de modelos donde se detectaron por primera vez las células
CSC (ver capitulo 2).
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La LMA es una enfermedad clonal debido a una hematopoyesis
aberrante y caracterizada por la acumulacién de células blasticas in-
maduras que no se diferencian normalmente. A pesar de su homo-
geneidad morfologica, las células blasticas son biologicamente hetero-
géneas (31-34); s6lo una pequefia proporcion de células muy prolife-
rativas de blastos leucémicos (AML-CFU) son capaces de generar
colonias in vitro. Para explicar la heterogeneidad de las células obser-
vadas en la LMA se piensa que, dentro de un tumor, las células
cancerosas tienen distinta capacidad de generar un nuevo tumor y ellas
y solo ellas, y no de forma aleatoria, son las tnicas capaces de iniciar
un cancer.

Debemos mencionar que el concepto de CSC es doble: por un lado
podemos referirnos al grupo de células que son las células iniciadoras
de un cancer o al grupo de células responsables del mantenimiento y
crecimiento del cancer. No siempre sabemos si ambas poblaciones son
idénticas, o si la CSC responsable de perpetuar el cancer comprende a
las células responsables del inicio de ese cancer.

Lo que si sabemos es que en las LMA, un grupo de células madre
leucémicas, tienen un inmunofenotipo similar al de las células HSC
normales. Ambas son CD34+ y CD38-, y ambas tienen la maquinaria de
autorrenovacion que las hace capaces de mantenerse largo tiempo con-
servando la capacidad de diferenciarse a distintos fenotipos. Algunos de
los genes implicados en el desarrollo normal del sistema hematopoyé-
tico y de las células leucémicas son comunes y necesarios para ambos
fendmenos, como es el caso del gen Bmi-1. De hecho, hoy sabemos que
al igual que pasa con los progenitores hematopoyéticos normales, los
progenitores de las leucemias son también quiescentes, 0 mantienen una
baja capacidad de proliferacion (35-39).

Por otro lado, seria de una enorme utilidad conocer cual es el origen
de las células que inician esta LMA. Los primeros datos apuntan a que
la transformacion celular de las células normales, ocurre en las células
madre, mds que en progenitores comprometidos con un determinado
linaje. Esta hipdtesis propone que el fenotipo de los blastos leucémicos
esta influido por la propia naturaleza de la transformacion celular.

Sin embargo los programas genéticos que activan la autorrenova-
cion de las células CSC en las LMA, no son aun conocidos y, dado que
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representan el vértice de la pirdmide de donde derivardn y se manten-
drén este tipo de leucemias, seria deseable buscar el origen molecular de
los cambios, y analizar los genes, los programas transcripcionales y las
rutas moleculares en donde actuan. Sabemos que, en un modelo de raton
de la leucemia humana LMA, las modificaciones tempranas de las cé-
lulas HSC se disparan por translocaciones cromosomicas del oncogén
MLL, que ocurre entre un 10-20% de LMA. La translocacion del onco-
gén MLL, provoca a su vez cambios en las rutas transcripcionales de
grupos de genes como Myb/Hmgb3/ y Cbx5, que son capaces de inducir
la inmortalizacion celular independiente del complejo Hoxa/Meis (40-
48). Este complejo regula genes que estan directamente involucrados en
los procesos de empaquetamiento de la cromatina en las células madre
embrionarias y no en las células madre adultas (40-44).

CELULAS MADRE DE TUMORES CEREBRALES

La identificacién de células progenitoras del cancer fue definido
por primera vez, en tumores solidos, con tumores cerebrales. Usando
un modelo de generacion de astrocitomas muy agresivos, denominados
astrocitomas tipo IV o glioblastomas multiformes, fue posible identi-
ficar subpoblaciones celulares concretas dentro del tumor, que eran ca-
paces de transmitir este tumor cuando a nivel clonal se trasplantaban
en el cerebro de ratones inmunodeficientes. Esta situacion que hoy de-
nominamos células madre de cancer de cerebro, cred en el momento
de su descubrimiento no pocas dudas sobre su existencia y sobre su
capacidad de ser la unicas responsables de la generacion de este tipo
de tumores.

Los tumores neurologicos, incluyen todos aquellos neoplasmas que
derivan tanto del sistema nervioso central (SNC) como del periférico
(SNP) y, en general, se clasifican por criterios morfoldgicos e inmuno-
histoquimicos. Como las neuronas del individuo adulto estan practica-
mente detenidas —postmitoticas—, no es sorprendente que la mayoria
de los tumores cerebrales sean de origen glial. Estos tumores llamados
gliomas incluyen aquellos en los predominan los astrocitos (astrocito-
mas), oligodendrocitos (oligodendriomas) o sus mezclas como los oli-
goastrocitomas, o cé€lulas del epéndimo de los ventriculos (ependimo-
mas). Estos tumores son los principales del sistema nervioso central,
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mientras que en el sistema nervioso periférico, los neurofibromas o los
Schwannomas son los mas frecuentes (49-52). La aportacion de los
tumores cerebrales ha sido decisiva a la hora de aceptar la existencia de
las CSC, porque fueron las primeras que se definieron (53, 54), y porque
el avance en la identificacion y seguimiento de estos tumores ha permi-
tido su localizacion en nichos cerca de los tejidos neovasculares forma-
dos con el crecimiento del tumor (11).

Los primeros estudios del grupo de Dirks et al. (53, 54), permitieron
identificar una poblacion celular presente en determinado tipo de astroci-
tomas agresivos (tipo IV, o glioblastomas multiformes, GBM), y que re-
unia las condiciones que luego se definieron para una célula CSC. Asi,
constituian una pequeia fraccion del tumor y su trasplante en un raton
inducia un GBM de iguales caracteristicas al original. La posibilidad de
identificacion nace al obtener un anticuerpo monoclonal que reconocia un
antigeno de superficie de las células madre neurales denominado CD133
(55). Células CD133+ fueron localizadas en el GBM y se encontrd que
era la fraccion CD133+ la que mejor inducia nuevos tumores cerebrales,
tras su trasplante en nuevos ratones, al compararla con la fraccion
CD133- (54).

La identificaciéon de células CD133+/nestina+ (otro marcador de
célula madre neural temprana), permitio descubrir la proximidad de estas
células cerca de los capilares nuevos que se forman con el crecimiento
del tumor (11). De hecho, la presencia de las células endoteliales de los
neo-vasos tiene un efecto sobre la actividad de autorrenovacion, y en el
mantenimiento del estado indiferenciado de las células tumorales cere-
brales. La participacion del endotelio vascular en el mantenimiento de
las CSC, ha permitido crear una nueva estrategia antitumoral para tumo-
res cerebrales, que se basa en terapias anti-angiogénicas, las cuales re-
trasan o reducen la capacidad de generar nuevos epitelios vasculares.
Tratamientos con la nueva droga Tarceva (Erlotinib), un agente selecti-
vo que inhibe el receptor de EGF y de la tirosina kinasa del oncogen
ERBB2 (56), o Avastin (Bevacizumab), un inhibidor especifico de
VEGF, tienen un gran impacto sobre el desarrollo de los glioblastomas
multiformes mas agresivos, y podrian tener un potente efecto antitumo-
ral (este tratamiento sera aprobado por la FDA en el afio 2009).
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CELULAS MADRE DE CANCER DE MAMA

A diferencia de otros tejidos y 6rganos que son estructurados duran-
te la embriogénesis, y que preservan su arquitectura durante toda la vida
del organismo, la glandula mamaria tiene una serie de cambios en su
morfologia durante distintas etapas del desarrollo. En humanos, el epi-
telio mamario consiste en un intrincado entramado de ductos que se
forman después del nacimiento y a través del lecho de grasa de la mama.
Estos ductos los forman una membrana basal, contractil, de células
mioepiteliales y una capa de células tipo-epiteliales denominada capa
luminal (57). Durante la pubertad, y a través de los estimulos hormona-
les, los ductos proliferan rapidamente, generando nuevas ramificaciones
y aumentando de tamafio y densidad. El proceso final de la diferencia-
cion es en el momento del embarazo y de la lactancia, cuando se crean
y crecen las estructuras lobulo-acinares, que contienen las células alveo-
lares productoras de leche (58). Tras la lactancia, y cuando se reduce la
demanda de leche materna, el tejido mamario sufre una apoptosis ma-
siva y una importante remodelacion tisular, volviendo la mama a la
forma de antes del embarazo. Esta situacion nos permite un analisis
detallado de la presencia y localizacion de las células madre del tejido
mamario, su papel durante los distintos procesos de crecimiento y pro-
liferacion del tejido y su actividad tras los cambios hormonales.

Las hormonas que regulan este proceso son los estrégenos y la pro-
gesterona (59). Algunos tumores mamarios cursan con la expresion de
receptores de estrogenos (ER+), y ello tiene enorme importancia en la
prognosis del tumor, al ser los tumores mamarios ER+ menos agresivos
y mejor tratables que los tumores ER-, mas agresivos (60). De hecho,
uno de los primeros tratamientos frente a los tumores ER+ es la terapia
hormonal, asi como el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos frente
a estos receptores, y que permite la rapida eliminacion de las células
ER+. Aun no sabemos por qué se generan tumores ER+ y ER- pero su
identificacion tiene importantes repercusiones diagnosticas y pronoOsti-
cas en los futuros tratamientos a aplicar.

(Como se relaciona la presencia de los receptores ER con la carci-
nogénesis mamaria? Recientemente, distintos grupos han aportado im-
portantes evidencias de que las células madre del cancer mamario estan
localizadas y son similares a las células madre de tejido mamario (7, 10,
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61, 62). Usando marcadores celulares del tejido mamario y separando
las celulares mediante citometria de flujo, es posible identificar a la
célula madre tumoral mamaria como células CD44+, CD24- Linaje- (no
linfocitos T o B). So6lo un pequeiio porcentaje (< 2%) de las células de
un tumor mamario tiene este fenotipo y so6lo estas células son capaces
de transferir el cancer mamario en un raton NOD/SCID (63). Las células
con receptores para estrogenos ER+, que hasta ahora se habian asociado
con células quiescentes, estdn mas asociadas a células con una baja tasa
proliferativa, algo que ya podemos asociar a células mas primitivas y
mads indiferenciadas. Estas células ER+ se asocian a poblaciones side
population (SP) que, como habiamos mencionado, estdn mas proximas
a células progenitoras mamarias (64, 65). El hecho de que estas células
ER+ puedan formar parte del pool de células madre de mama, podria
sugerir que los estrogenos pueden influir en el establecimiento de com-
partimentos celulares durante el desarrollo.

Aunque no hay una imagen clara de como se desarrollan los tumores
mamarios y el papel del receptor de estrogeno ER, los tumores ER-, que
se denominan de tipo 1, derivan de células muy primitivas o progenito-
res tempranos. Son tumores muy indiferenciados, que presentan marca-
dores de la zona basal y luminal, agresivos y de mal prondstico. Un
segundo tipo de tumores mamarios, denominados tipo 2, son mas hete-
rogéneos en la expresion de ER, su grado de diferenciacion es menor y
tienen un prondstico intermedio. Mientras que los tumores ER+ o de
tipo 3, tienen células mas diferenciadas, estan mas asociados a células
progenitoras con un cierto grado de proliferacion (66).

En conclusion, en el modelo de tumores mamarios, la presencia de
células madre tempranas, ligadas a la generacion de todos los tipos de
células que constituyen la glandula mamaria, puede estar directamente
relacionada con la generacién de tumores altamente agresivos; aunque
también detectamos tumores con células mas diferenciadas, que presen-
tan mejor prondstico y con receptores de estrogenos.

CELULAS MADRE DE CANCER DE PANCREAS E HIGADO

El adenocarcinoma pancredtico es una enfermedad altamente letal,
que se suele diagnosticar en estadios muy avanzados de la enfermedad y

182



CELULAS MADRE DEL CANCER

para la cual no hay ninguna terapia efectiva. Tiene el peor prondstico de
entre las principales enfermedades, con una media de 3 afios de supervi-
vencia, siendo la cuarta causa de muerte por cancer y con una incidencia
anual de mas de 30,000 muertos anuales s6lo en EEUU (67).

A pesar de los avances médicos en cirugia y nuevas terapias, poco
se ha avanzado en su tratamiento. Una de las peculiaridades de esta
enfermedad es su rapida invasividad local y su temprana diseminacion
sistémica, lo que causan su alta mortalidad. A pesar de los esfuerzos
en comprender las bases moleculares y las caracteristicas del cancer
de pancreas, los resultados han sido hasta ahora muy pobres. Sin
embargo, la mayoria de estos estudios no han considerado la hipdtesis
de las CSC vy, sobre todo, no han reparado en la enorme heterogenei-
dad de las células que componen este tipo de tumores. De nuevo, como
en otro tipo de canceres humanos, se ha comprobado que sélo trans-
miten este tipo de tumores a un raton inmunodeprimido un reducido
grupo de células del tumor, lo que pone de relieve la existencia de
células CSC en los tumores pancreaticos. Recientemente, se ha descu-
bierto la existencia de estas células madre del cancer de pancreas, usan-
do modelos de xenotrasplante en ratones NOD/SCID, identificadas
como una pequeia subpoblacion tumoral con los marcadores CD44+,
CD24+ ESA+ (68, 69). Las CSC de pancreas tienen una alta tasa de
autorrenovacion, la capacidad de producir distintos tipos celulares que
componen el pancreas y una alta expresion de la molécula de sefia-
lizaciéon del desarrollo Sonic Hedghog (SHH) (70). La mayoria de los
datos que apoyan el potencial tumorigénico de estas CSC pancreaticas
derivan de la formacion de tumores de novo, tras el trasplante subcu-
taneo de estas poblaciones, un nicho que no es probablemente el mejor
microentorno celular para el desarrollo de estos tumores pero que
ponen de relieve el enorme potencial tumorigénico de estas poblacio-
nes celulares. Asi, s6lo 100 células CD44+, CD24+, ESA+, que repre-
sentan menos del 1% (entre 0,2-0,8%) de la masa tumoral pancredtica,
producen tras su trasplante subcutdneo, un 50% de éxito en ratones
NOD/SCID. De hecho, el nimero de tumores que se obtienen de la
inyeccion de estas células es superior en trasplantes subcutaneos que
cuando se inyectaban directamente en el pancreas del raton NOD/
SCID. Las CSC pancredaticas tienen sobre-regulados genes importantes
de mantenimiento de su actividad autorrenovadora, incluyendo SHH y
Bmi-1 (69).
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El pancreas y el higado derivan de una misma poblacion de células
pluripotentes del endodermo, y comparten muchos aspectos en su desa-
rrollo temprano. Aunque cada uno de estos tejidos se origina de domi-
nios espaciales multiples, y bajo la influencia de genes y rutas bioqui-
micas diferentes, lo cierto es que los progenitores hepdticos y
pancreaticos pueden revertir su curso de diferenciacion y convertirse en
progenitores intestinales.

De nuevo, es posible encontrar subpoblaciones especificas en algu-
nos tumores hepaticos, principalmente asociados a carcinomas hepaticos
HCC (hepatocarcinomas), aunque en estas poblaciones se detecta la
importancia de las rutas de la Wnt/beta-catenina en la activacién y ex-
pansion de células ovales. Asi, las células tumorales del HCC son
OV6(+) y representan una subpoblacion que confiere una alta quimio-
rresistencia, un condiciéon que también es tipica de las CSCs de otros
tumores humanos (71).

CANCER INTESTINAL Y CELULAS MADRE INTESTINALES

La localizacion y la identificacion de las células madre del intestino
han sido controvertidas, debido a la falta de marcadores especificos y
modelos de estudio que nos pudieran mostrar las propiedades de estas
células. Recientemente, distintos grupos han identificado estas células
tanto en estomago como intestino delgado y en las criptas del colon
(72). Las células madre intestinales se pueden reconocer por la expre-
sion de Lgr5, un gen diana de Wnt que codifica una proteina G de un
«receptor huérfano» (orphan receptor) y Bml, un miembro de la familia
polycomb, asociados a la remodelacion de la cromatina (73). Las células
madre intestinales Lgr5+ Bm1+, tienen actividad multipotente, division
lenta (una division por dia) y son capaces de generar el epitelio intes-
tinal durante mas de un afio (74-77). La identificacion de Lgr5 en otras
poblaciones de células madre asociadas a la activacion de la ruta Wnt,
nos indica que este gen podria ser un buen marcador de las células
madre vinculadas con esta ruta bioquimica. La ruta Wnt es importante
a la hora de comprender la posible presencia de células tumorales en el
cancer de colon, donde la activacion de la ruta induce una masiva pro-
liferacién de progenitores de la cripta intestinal, y el disparo del cancer
de colon. De hecho, la mayoria de los canceres colorrectales se inician
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por mutaciones en el gen supresor Apc, actor muy importante de la ruta
Wnt, que cambia el estado activado de forma constitutiva. También
Lrg5 esta asociado a la ruta Wnt y a la tumorigénesis. Ademas, sabemos
que esta subpoblacion de células progenitoras intestinales es necesaria
para iniciar el cancer colorrectal. De nuevo, la presencia de las células
iniciadoras del cancer estd directamente asociada a la modificacion di-
recta de las células madre intestinales (78-80).

CELULAS MADRE DE CANCER DE PIEL

Las células madre epidérmicas han sido caracterizadas como células
de baja actividad proliferativa, de larga vida, que residen en sitios discre-
tos de la piel. La situacion es algo mas compleja en la piel (y desconoce-
mos si esto se puede trasladar a otros tejidos) al descubrir que la epider-
mis interfolicular, los foliculos del pelo y las glandulas sebaceas de la
piel, tienen sus propias e independientes células madre epidérmicas (81).
Ademas existen otras células madre especializadas en envoltura y papila
dérmica y un tercer tipo de células madre correspondientes a la cresta
neural epidérmica (ver capitulo 8). Todos estos tipos de cé€lulas madre
utilizan, sin embargo, rutas bioquimicas similares donde Notch, Wnt/B
catenina; c-myc y Hedghog se combinan para mantener la homeostasis de
la piel (82). Hoy sabemos que los carcinomas de células escamosas
(SCCs) derivan de una pequena poblacion de CSC (83).

Esta poblacion de células CSC de los tumores SCC, expresan mar-
cadores caracteristicos de las células madre epidérmicas normales, como
son el marcador MCSP y el FREM4D, pero carecen de otros que tam-
bién estan presentes en las células madre de piel, «durmientes» o de
«proliferacion lenta», como Lrigl y MAP4, probablemente porque en
las células CSCs de piel, éstas pierden el cardcter quiescente al ser
células proliferativas (84, 85).

En modelos experimentales de cancer de piel en ratones, e inducidos
mediante tratamientos con agentes que mutan el gen ras, como la 7,12,
dimetil-bencil-antraceno (DMBA), se han identificado poblaciones de
cé¢lulas madre del cancer que tiene marcadores CD34+ (alto); y otros
marcadores de las células madre del bulge (protuberancia) como Efri-
naA4, Sox9, Runxl, Tcf3, y tenascina-C (86, 87). También identifica-
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mos unos altos niveles de la integrina 0634, cuya presencia en tumores
de piel se relaciona con un peor prondstico. La aparicion de la o634,
parece que es dependiente de las distintas mutaciones de oncogenes que
se acumulan en estos tipos de tumores (88).

De nuevo, comprobamos que las células que podemos asociar con
aquellas que inician el cancer de piel, tienen marcadores en la superfi-
cie, similares a los que esperariamos de una célula madre normal.

En la busqueda de células madre del cancer de piel, se ha recurrido
a la identificacion y localizacion de células denominadas «side popula-
tion» (SP), que corresponden a fracciones minoritarias de células pre-
cursoras que estan presentes en muchos tejidos. Las células SP se carac-
terizan por su capacidad de bombear y eliminar algunos colorantes
vitales, como el Hoechst 33342 o la rodamina 123, que tifien las células
vivas sin causarles dafio. Las células SP, tienen en la superficie potentes
complejos, que se denominan «transportadores ABC», y que les permite
no quedarse tefiidas con estos colorantes. Asi, en condiciones en las que
podemos tefiir una poblacion disgregada de un tejido, las células que se
asocian a las células progenitoras del tejido, no resultan tefiidas con el
colorantes Hoecsht 33342 y, por lo tanto, se pueden seleccionar median-
te citometria de flujo (89).

La localizacion de las subpoblaciones SP, tanto en epidermis normal
como tumoral, ha creado una cierta confusioén. Las poblaciones SP de
queratinocitos pueden presentar una gran capacidad de proliferacion in
vitro y son capaces de formar mas eficientemente epitelios estratificados
que las poblaciones no-SP, en poblaciones humanas definidas por los
marcadores 06 y CD71 (90). Sin embargo, las células SCC s6lo presen-
taban el marcador epidermoide CSPG4/MCSP y no se encontraron cam-
bios en la expresion de la integrina B1 o la queratina 1 (ker-1); pero
mostraban mayor capacidad tumorigénica en modelos de trasplantes sub-
cutaneos, lo que de nuevo sugeria que la poblacion SP de la SCC tenian
caracteristicas de CSC (91).

CELULAS MADRE DEL CANCER EN OTROS TUMORES

Cada vez hay mas evidencias que sugieren que este tipo de células,
minoritarias dentro del tejido, pueden estar asociadas a la carcinogénesis
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de un 6rgano determinado. Hasta ahora hemos mencionado algunos da-
tos sobre tumores hematopoyéticos, de cerebro, pancreas o higado, de
tejido mamario o de piel. Pero seguramente esto no es todo, y ya sabe-
mos que hay otros tumores, como el cancer de prostata, o algunos cance-
res de pulmén, donde también ha sido posible seleccionar las células ini-
ciadoras del tumor dentro de la masa tumoral, lo cual, a) confirma que la
mayoria (si no todos) los tumores son heterogéneos, y b) que sélo una
pequeiia parte de la masa del tumor mantiene una alta capacidad pluripo-
tente y con capacidad de reproducir, expandir y, posiblemente, mantener
el tumor.

Lo importante de toda esta informacion es que, después de muchos
afios, estamos ahora mas capacitados para tratar de eliminar definitiva-
mente un cancer, siempre que adecuemos nuestro prondstico y su tera-
pia reconociendo la existencia de este tipo minoritario, pero relevante,
de células CSC.

IMPLICACIONES TERAPEUTICAS EN EL TRATAMIENTO
DEL CANCER POR LA PRESENCIA DE CELULAS
MADRE DEL CANCER

La existencia de un grupo de células, dentro de un tumor, con ca-
racteristicas diferentes del resto de la masa tumoral, y responsables del
inicio o del mantenimiento del céncer, nos obliga a considerar estas
células como las primeras dianas a las que habria que dirigir nuestro
arsenal terapéutico.

De hecho, las actuales estrategias en terapias antitumorales no tie-
nen en cuenta la distinta sensibilidad a drogas o la posible expresion de
receptores especificos, de estas CSC al compararlas con la mayoria de
las células de la masa tumoral. Hoy tenemos suficiente informacion para
comenzar a disefiar nuevas moléculas innovadoras dirigidas especifica-
mente frente a estas subpoblaciones celulares.

Tradicionalmente, los tratamiento antitumorales se basan en el ata-
que masivo y no discriminado frente a las poblaciones celulares con un
alto grado proliferativo, donde los efectos primarios se traducen en la
deteccion de una fuerte bajada de la masa tumoral, pero que en la gran
mayoria de los casos es insuficiente para garantizar la completa remi-
sion del tumor o la curacion. Estas drogas genotoxicas, en general re-
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ducen de una forma significativa la masa tumoral pero, en muchas oca-
siones, dejan al descubierto el ataque frente a las células CSCs. Sin
embargo, sabemos que las poblaciones tumorales tumorigénicas y no-
tumorigénicas tienen una diferente sensibilidad a muchas drogas geno-
toxicas (92, 93); las células CD34+ y CD38- son significativamente
menos sensibles a danorubicina (93) o citarabina (94).

Este nuevo modelo de cancer cambiara nuestro concepto de resisten-
cia a drogas y nos permitird descubrir nuevos mecanismos de esta resis-
tencia. Hoy dia conocemos el importante papel que juegan en estas
células algunas moléculas transportadores de la superficie celular, miem-
bros de la familia de trasportadores ABC, que sabemos estan diferen-
cialmente expresados en las CSC, y que tienen la peculiaridad de lite-
ralmente «escupir» las drogas toxicas que llegan a las células
relativizando su dafio. Es el caso de las LMA, donde trasportadores
ABC reducen el efecto de la mitoxantrona o la danorubicina, dos agen-
tes muy empleados en el tratamiento de esta enfermedad. Este mismo
caso lo encontramos con ¢l uso de Gleevec en el tratamiento de la LMC,
cuyo efecto no elimina completamente las células con el transcrito BCR/
ABL, responsable en gran medida de esta enfermedad.

Un segundo aspecto a considerar bajo esta vision de la presencia de
las células CSC, es la posibilidad de un nuevo diagndstico del cancer y,
sobre todo, de su posible capacidad metastatica. La identificacion de las
células CSC y de sus posibles marcadores especificos podria determinar
un diagndstico mas temprano de la enfermedad y su capacidad real de
ser susceptible de generar metastasis. La presencia de células residuales
después de un tratamiento estdndar con drogas antitumorales, seria mas
que deseable y nos permitiria conocer el autentico efecto del tratamien-
to. La identificacion de las células CSC, constituye por ello una pieza
clave en la investigacion del cancer, tanto para mejorar la eficacia de los
tratamientos como para garantizar una accion selectiva sobre las células
y, por ello, la completa eliminacion del tumor y la curacion.

CONCLUSIONES

El cancer es una anomalia de las células madre, embrionarias o
adultas, y el estudio de éstas es esencial en la busqueda de tratamientos
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para curar la enfermedad. Muchos investigadores pensamos que los
tumores derivan de células madre tumorales que se parecen a las células
madre tejido- especificas, y quiza utilizan rutas similares a las que pre-
sentan las células madre embrionarias.

Sin embargo, aunque admitamos la existencia de células madre ini-
ciadores de un tumor, o quizas células madre de tumor, que mantienen la
proliferacion de este tumor, alin somos incapaces de explicar claramente
el proceso de desarrollo tumoral. El paso de células madre tumorales
hacia poblaciones heterogéneas no esta en absoluto claro. Podriamos
quiza asociarlo a cambios como los encontrados durante el proceso de
transicion epitelio-mesenquima (EMT, epithelial-mesenchymal transi-
tion), un paso que pueden dar las células varias veces antes de acabar de
convertirse en células diferenciadas y funcionales. Existen multiples fac-
tores de transcripcidn y citoquinas, que influyen en este proceso (95-97).
Genes de la familia snail o factores como el TGFf son elemento funda-
mentales en esta transicion, y algunos de ellos estan directamente impli-
cados en los procesos inflamatorios pre-cancerosos (98-100). El paso
entre la célula madre tumoral y el tumor no es probablemente un inico
paso, y cambios durante este proceso o su capacidad metastatica marcan
el futuro comportamiento del tumor.

Por ultimo, cabe volver a mencionar los problemas de nomencla-
tura, al poder considerar a las células madre del cancer como células
que generan el cancer, mas que como células capaces de mantener el
crecimiento ilimitado de un tumor. Aunque la teoria nos indica que si
elimindsemos la poblacion CSC de un tumor, este se «secaria» y se
perderia, la realidad es que todavia no hemos hecho este experimento
y aun no sabemos si realmente esta «minima» subpoblacion tumoral
tiene el enorme significado que creemos que tiene. Ademads, tampoco
esta claro si una CSC, que tiene por definicion «capacidad para man-
tener su autorrenovacion y la capacidad de generar todos los tipos
celulares que componen este tejido o tumory, es la célula de la que
deriva el tumor o si, por el contrario, el tumor deriva de una célula
normal pero que durante los proceso de transformacion ha generado
una célula con estas caracteristicas, a la que denominamos Célula
Madre del Céancer (101).

No me cabe duda de que en los proximos anos la progresiva com-
prension de estos procesos nos permitird un mejor abordaje del cancer
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pero, por ahora, el disefio de nuevas terapias y obtener drogas dirigidas
contra las poblaciones minoritarias que representan los tumores mas
agresivos, serd decisivo para mejorar nuestros arsenales contra esta
enfermedad, y quiza lograr su curacion definitiva. De nuevo la ciencia,
abierta y libre, tiene la palabra.

ABREVIATURAS

ABC, (ATP-binding cassette) transportadores de dominios de union
al ATP; AML-CFU, células proliferativas de blastos leucémicos; A4pc,
gen supresor; BCR/ABL, tirosina quinasa codificada por el gen de fu-
sion bcr/abl ; Bmi-1, miembro de la familia polycmb, CG, Células
germinales; CSC, (cancer stem cells) células madre cancerosas; DMBA,
7, 12 dimetil-bencil antraceno; EMT, transicion epitelio-mesenquimal;
ER, receptores de estrogenos; GMB, glioblastomas multiformes; HCC,
carcinoma hepatocelular; HSC, Células madre hematopoyéticas; ICM,
(inner cell mass) masa interna celular; Lgr5, gen diana de Wnt; LMA,
leucemia mieloide aguda; LMC, leucemia mieloide créonica; NOD,
modelo de raton diabético no obeso; PSCA, antigeno de CSC de pros-
tata; SCC carcinoma de células escamosas; SCID, modelo de ratéon con
inmunodeficiencia combinada severa (sin linfocitos funcionales), SHH,
sonic hedgehog; SNC, sistema nervioso central; SNP, sistema nervioso
periférico; SP, poblacion lateral; TCC, células transicionales de carcino-
ma humano.
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