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1. INTRODUCCION

La hipétesis de la existencia de las células madre cancerosas propone que los
tumores surgen a partir de un pequefio grupo de células que poseen las propiedades
de células madre adultas, tales como auto-renovacién y capacidad de diferenciarse en
tipos celulares multiples. Estas células persisten en los tumores como una poblacién
diferente que causa la recaida de la enfermedad y la metdstasis. Al parecer, son las
unicas células capaces por ellas mismas de generar un tumor y por tanto las células
madre cancerosas son quizd la fuente de todos los cédnceres.

En lo profundo de cada tumor tiene su morada una pequefia cantidad de células
madre aberrantes que mantienen el tejido maligno. Esto explica por qué los tumores
se regeneran a menudo incluso después de ser destruidos, y trata de conseguir estra-
tegias diferentes en el desarrollo de farmacos anti-cancer, que han de ser selecciona-
dos por su capacidad de destruir las células madre cancerosas y no por su capacidad
de destruir cualquier célula del grueso del tumor.

Las células madre cancerosas se identificaron por primera vez en 1997, por John
Dick y colaboradores de la Universidad de Toronto, en ciertos tipos de leucemia.
Estos investigadores no pudieron detectarlas en tumores sélidos porque sélo poseian
los medios para reconocer los marcadores de las células madre percursoras de células
sanguineas. Sin embargo, en 2003 Michael Clarke, en Stanford, las identific6 en
tumor mamario y demostré que una gran mayoria de células en este tumor eran
incapaces de crecer por si solas y que s6lo una pequefia fraccién de células de ese
tumor eran capaces de desarrollar nuevos cdnceres. Mas tarde, en 2004, Peter Dirks,
de la Universidad de Toronto, identificd células madre en tumores de cerebro huma-
no, y poco después, Parker Gibbs, de la Universidad de Florida, las encontré en
cancer de hueso. La existencia de las células madre cancerosas es uno de los descu-
brimientos mds importantes en los dltimos afios en la investigacién del cancer.

Hasta la fecha se duda de la procedencia de tales células madre cancerosas.
Pueden proceder de células madre normales que han sufrido una mutacién que per-
turba el control estricto de su autorenovacion, o derivan de su inmediata progenie que

" Conferencia pronunciada en la Real Academia de Doctores de Espafia el 9 de abril de 2008.

61



sufre algiin cambio genético después del cual, en lugar de desarrollar células diferen-
ciadas maduras, se desdiferencian y readquieren el poder de autorenovarse.

2. CELULAS MADRE Y SU RELACION CON LA TUMORIGENESIS

El desarrollo de un organismo multicelular requiere la orquestacion critica de cas-
cadas de eventos, tales como division de células madre y determinacién de su destino,
proliferacién celular y migracion a nichos especificos, diferenciacion y apoptosis, etc.
En el estado adulto, la divisién y diferenciaciéon de un nimero pequefio de células, en
tejidos sanos, asegura el continuo recambio y el funcionamiento 6ptimo. El cancer se
considera una enfermedad debida a la alteracién de esta organizacién como consecuen-
cia de la acumulacion de eventos genéticos y epigenéticos a nivel germinal y somatico,
que ocasiona una proliferacién y diferenciacién disfuncional de células que comparten
diversas caracteristicas con las células madre. Esto ha conducido a los cientificos a
emitir dos hipétesis alternativas: a) que las células madre sean el objetivo de las muta-
ciones transformantes, o b) que la desdiferenciacion de células terminales diferencia-
das transformadas sea la causa de la aparicion de las células madre cancerosas.

Hasta hace relativamente poco el cdncer era considerado una enfermedad cuya
caracteristica principal consistia en el desarrollo de una masa homogénea formada por
células en rdpida proliferacion, y las terapias para combatir esta enfermedad se dise-
flaban para eliminar las células altamente proliferativas. Recientes estudios han de-
mostrado que las células tumorales son heterogéneas con respecto a proliferacion y
diferenciacién, y que la tasa proliferativa celular es un indicador pobre de su poten-
cial tumorigénico. En diversos tumores, la capacidad de iniciar y mantener el creci-
miento tumoral se ha encontrado que reside en una pequefia poblacién de células
denominadas células madre cancerosas (cancer stem cells). Al igual que las células
madre normales, las células madre cancerosas tienen la capacidad de renovacién y de
generar la variedad de células proliferantes y diferenciadas que hacen el grueso del
tumor. Muy importante es que las células madre cancerosas son relativamente quies-
centes y no resultan afectadas por terapias dirigidas a células en rdpida divisioén. La
elevada expresion de transportadores que expulsan los agentes quimioterapéuticos y
la elevada capacidad de reparacion del DNA, contribuyen también a la supervivencia
de las células madre cancerosas ante la quimioterapia convencional.

El descubrimiento de células madre cancerosas en tumores sélidos ha cambiado la
opinién de los cientificos sobre la carcinogénesis. Una de las caracteristicas de
las células madre de la médula ésea que se requiere para la hematopoyesis normal, es
su capacidad de auto-renovacién. En el sistema hematopoyético existen tres po-
blaciones diferentes de progenitores multipotentes: células madre con una capacidad de
auto-renovacion a largo plazo, células madre con una capacidad de auto-renovacién a
corto plazo y células progenitoras multipotentes que no pueden renovarse, pero pueden
diferenciarse en una variedad de linajes en la médula 6sea. Los progenitores multipo-
tentes y sus linajes derivados sufren divisiones rdpidas, lo que les permite la repobla-
cion de la médula. Se desconocen los factores que determinan la capacidad auto-reno-
vadora de una célula y como las células cancerosas adquieren esta capacidad.

La capacidad regeneradora en cualquier érgano o tejido se desencadena por activa-
cion de células madre quiescentes que se localizan en nichos especificos. La activacion
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estd mediada por sefiales recibidas a través de vias de sefializacién tales como Wnt,
Hedgehog o Notch, seguida de una secuencia de eventos estrictamente regulados a ni-
vel genético y epigenético y por el microambiente circundante. Como resultado de este
proceso se establece una jerarquia bien definida que comienza a partir de la célula
madre poco proliferativa (quiescente) y da lugar a la amplificacién transitoria (TA) de
precursores tempranos y tardios con capacidad proliferativa elevada. Estos precursores
generan progenitores comprometidos en el linaje y finalmente células diferenciadas
terminales no proliferativas especializadas en la funcién del 6rgano (Figura 1).

La homeostasis tisular se consigue entre el nimero de c€lulas diferenciadas ter-
minales y una nueva activacién de la célula madre, de manera que se asegure el
recambio celular necesario para el mantenimiento del equilibrio funcional dentro del
6rgano. La mayoria de los tejidos que se renuevan caen dentro de esta categoria. Cada
vez que una célula madre se divide genera dos células hijas; una de ellas es una nueva
célula madre y la otra es una célula comprometida con asimetria conseguida sobre
una poblacién base como también a nivel de divisiones celulares individuales. La
asimetria de la poblacién facilita la respuesta a las necesidades fisioldgicas variables,
por ejemplo, durante la cicatrizacién de las heridas. Las células en cada nivel de
jerarquia responden de manera diferente a sefiales extrinsecas: especificamente cada
tipo celular requiere diferentes sefiales para progresar al nivel siguiente. Esto implica
la importancia del microambiente en la regulacién de la supervivencia de la célula
madre y en la proteccidén de su composicidon genética, mientras que imparte la diver-
sidad funcional de las células diferenciadas en el 6rgano.
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Figura 1. Jerarquia de las células madre en la regeneracion de un tejido normal.

Una célula madre adulta quiescente, localizada en nichos especificos dentro del drgano, recibe
una sefial, se activa y sufre division asimétrica, generando una nueva célula madre y una
célula amplificadora transitoria (TA) con descendencia de células TA tempranas y células TA
tardias. En respuesta a una seiial microambiental en base al compromiso del linaje, se generan
células progenitoras especificas del tejido cuya descendencia serdn las células diferenciadas
terminales sin capacidad proliferativa (Bapat, 2007).
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En el sistema hematopoyético, asi como en otros tejidos normales, las células
madre tienen la capacidad de auto-renovarse, ser pluripotentes y mantenerse en estado
quiescente en GO, la mayor parte de su tiempo. Asi como las células madre pueden
reparar su DNA, en el proceso de auto-renovacién podrian acumular mutaciones
adquiridas tras su exposicién a agentes carcindgenos. Si los tumores surgen a partir
de las células madre, la acumulacién de estas mutaciones debe ser lo que se ha
reconocido como el proceso multiescalonado de la carcinogenesis. Cabe preguntarse,
;surgen las células madre cancerosas de células madre normales o surgen de células
diferenciadas que adquieren capacidad de auto-renovarse? ;Contribuye la resistencia
innata de las células madre normales a la radiacién y a las toxinas, al fracaso de
algunas terapias del cancer? ;Cémo se puede aprovechar el conocimiento de las
células madre para seleccionarlas especificamente y mejorar la terapia?

Las células madre normales en el organismo adulto son las responsables de la reno-
vacién y reparacién del tejido dafiado o envejecido. Se auto-renuevan sin perder su
capacidad proliferativa, son inmortales y resistentes a la accién de farmacos. Pueden
diferenciarse y formar tipos especificos de tejidos, debido a la influencia del microam-
biente que las rodea y a otros factores. Las células madre cancerosas son, en muchos
aspectos, similares a las c€lulas madre normales. Se ha demostrado que las células tu-
morales son heterogéneas que comprenden pocas células tumorales iniciadas y abun-
dantes células tumorales no iniciadas. Las células tumorales iniciadas —células madre
tumorales— se auto-renuevan, proliferan indefinidamente, son resistentes a firmacos,
y expresan marcadores tipicos de células madre.

Hasta la fecha, se ha comprobado la existencia de células madre cancerosas en
la leucemia mieloide aguda y crénica, cdncer de mama, tumores de cerebro, cdncer
de pulmén y tumores gastrointestinales. El modelo de células madre cancerosas es
consistente también con algunas observaciones clinicas. Aunque la quimioterapia con-
vencional destruye la mayoria de las células de un tumor, las células madre cance-
rosas permanecen viables. A pesar del pequefio nimero de tales células, éstas deben
ser la causa de la recurrencia tumoral, a veces muchos afios después del tratamiento
«con éxito» del tumor primario. El crecimiento de la metdstasis en distintas dreas del
organismo y su heterogeneidad celular puede ser la consecuencia de la diferenciacidén
y/o desdiferenciacién y divisién asimétrica de las células madre cancerosas.

La heterogeneidad tumoral y las caracteristicas compartidas de las células madre
normales y las células cancerosas ha llevado a considerar el concepto de células
madre cancerosas. No obstante, ha sido un desafio la obtencion de evidencia firme
empirica que apoye que las células madre tumorales sean el verdadero origen del
céancer. Las células madre embrionarias dependen de un grupo de proteinas policomb
(PcG) que reprimen reversiblemente los genes que dan lugar a factores de transcrip-
cioén requeridos para la diferenciacién. Se ha emitido la hipétesis de que la metilacién
del DNA en el promotor de estos genes reprimidos puede eliminar el fenotipo de
célula madre e iniciar la expansién clonal anormal que predispone al cdncer. Recien-
temente se han identificado genes que son dianas para la represion transcripcional en
células madre embrionarias humanas.
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3. CELULAS MADRE TUMORALES Y ORIGEN DEL CANCER

La alteracién de la homeostasis del tejido normal, a pesar de la existencia de
controles a varios niveles, por transformacién de las células madre adultas, por ma-
duracién de las células progenitoras y/o porque las células diferenciadas adquieren la
capacidad de re-entrar en el ciclo celular y sufrir proliferaciéon incontrolada, son las
causas que han de ser consideradas para la generacion de células madre tumorales. La
adquisicién de caracteristicas tales como auto-renovacion, organizacién en una je-
rarquia especifica, resistencia a la apoptosis y a farmacos y la migracién celular,
contribuyen a la plétora de caracteristicas de las células madre que sugieren la impli-
cacion de éstas durante el proceso de la progresién tumoral. La evidencia de la
existencia de células madre cancerosas surge del conocimiento de que sélo una pe-
quefa fraccién de células tumorales (0,2-1%) estan dotadas con capacidad regenera-
dora de tumores. Es imperativo comprender los mecanismos desencadenantes del
tumor para definir los objetivos especificos para nuevos avances terapéuticos.

Células con cualidades de células madre se han identificado en procesos malignos
de origen hematopoyético y en tumores sélidos. La existencia de tal poblacién impli-
ca que la célula madre representa la célula origen del tumor, como se muestra en la
Figura 2. Se puede predecir que tales células madre cancerosas representan sélo una
pequeiia fraccién de un tumor, que es la que posee la capacidad de regenerar un
tumor, pero la mayoria de las células del tumor carecen de esta capacidad regenera-
tiva. Por ejemplo, la mayor parte de las células tumorales cuando se cultivan en agar
o0 se inyectan a ratones, no producen colonias. De igual manera, estudios en leucemia
mielégena crénica han demostrado que sélo del 0,1-1% de todas las células tienen
actividad iniciadora de leucemia. Estas células iniciadoras de leucemia tienen muchos
marcadores y propiedades de las células madre hematopoyéticas normales. Por tanto,
se cree que la leucemia surge a partir de una célula madre que se transforma y da
lugar a una gran poblacién de clones que proliferan, pero que no pueden auto-reno-
varse o diferenciarse totalmente. Poblaciones similares de células con capacidad de
auto-renovacion, tales como aquéllas que acarrean la traslocacién cromosdémica
1(9;22)(q34;q11), que forma el gen de fusién bcr-abl, han sido identificadas en pa-
cientes con leucemia linfocitica crénica y leucemia mielégena crénica (CML).

La demostracion de la existencia de células pluripotentes en tumores s6lidos pro-
cede de observaciones clinicas con teratocarcinomas humanos, experimentos en los
cuales aparecen en la masa tumoral tejidos diferenciados como musculo y hueso, y de
observaciones que demuestran que las células de teratocarcinoma de ratén pueden pro-
ducir un ratén normal. En lugar de los marcadores hematopoyéticos, las células madre
identificadas a partir de tumores sélidos expresan marcadores especificos del érgano.
En ocho de nueve muestras de cdncer de mama, por ejemplo, se encontrd una pobla-
cién de células madre tumorigénicas que expresaba el tnico perfil marcador de super-
ficie celular CD44*CD24"°" ™ Esta poblacién se enriquecié 50-100 veces con células
capaces de formar tumores en ratén. Los tumores resultantes poseian la heterogeneidad
fenotipica encontrada en la poblacién original del tumor, células tumorigénicas y no
tumorigénicas. En otros estudios, la sobreexpresion de la familia de genes WNT, regu-
ladores importantes del desarrollo celular normal, condujo a la expansién del reservo-
rio de células madre mamarias y a la susceptibilidad al cancer. Finalmente, células
madre con una capacidad de auto-renovarse y sufrir diferenciacién pluripotencial se han
aislado de tumores del sistema nervioso central en humanos.
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Las células madre normales generan células progenitoras multipotentes, progenito-
ras comprometidas y células diferenciadas maduras. Las mutaciones en las células
madre dan lugar a una célula madre con proliferacidon aberrante y origina una lesion
premaligna. Mutaciones adicionales conducen a la adquisiciéon de mayor capacidad
proliferativa, disminucién de la apoptosis, evasion del sistema inmune y mayor expan-
sién del compartimento de células madre que es tipico de tumores malignos (Figura 2).
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Figura 2. Células madre cancerosas y progresion tumoral. Las células madre normales
dan origen a células progenitoras multipotentes, células progenitoras comprometidas y células
maduras diferenciadas. Las mutaciones en una célula madre origina una célula madre con
proliferacion aberrante que va a ser precursora de una lesion premaligna. Mutaciones
adicionales en las células madre o en células progenitoras conllevan la adquisicion de mayor
capacidad proliferativa, disminucion de la apoptosis, evasion del sistema inmune, mayor
auto-renovacion y expansion del compartimento de células madre, tipico de tumores
malignos (Dean, Fojo y Bates, 2005, modificado).

El origen exacto de las células madre pluripotentes en tumores puede variar.
Pueden surgir de la transformacién maligna de una célula madre normal que ha acumu-
lado agresiones oncogénicas a lo largo del tiempo. Alternativamente, la célula original
del tumor puede ser una célula mas diferenciada que desarrolla la capacidad de auto-
renovacién continua, adquiriendo asi las propiedades de una célula madre. La distin-
cion entre estas dos posibilidades es dificil. Se ha demostrado recientemente, en estu-
dios de la progresiéon de CML, que otras células que no son células madre pueden
adquirir la capacidad de auto-renovarse. La fase crénica de la enfermedad ocurre cuan-
do una célula madre adquiere la expresion de la proteina de fusion BCR-ABL, lo que
conduce a un incremento en la proliferacion de las células dentro del reservorio del pro-
genitor granulocito-macrégafo y su posterior progenia. Se ha sugerido que la progre-
sién a BLAST CRISIS «crisis explosiva» en pacientes con CML, seguida de eventos
adicionales genéticos o epigenéticos, confiere a las células progenitoras la capacidad
de auto-renovacién, haciéndolas indistinguibles de una célula madre leucémica. Se ne-
cesitan mds pruebas para confirmar que una progresion de este tipo ocurre a nivel del
reservorio progenitor, pero la propuesta del compartimento de células madre, no defi-
nido rigidamente, es atractivo y sugiere un grado de plasticidad en el cancer.
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Las células madre cancerosas (con capacidad de auto-renovacién inherente o
adquirida), dan origen a células que no se renuevan a largo plazo, pero retienen una
capacidad finita para dividirse. En la fisiologia normal, esto se denominaria «diferen-
ciacién», ya que la célula adquiere rasgos especificos de su enclave en el tejido, pero
en el cancer, las células carecen de la capacidad de sufrir la diferenciacion a células
fenotipicamente maduras. Diferenciacién limitada ocurre a menudo y da origen a las
diferencias histopatoldégicas bien conocidas entre tumores. De hecho, cuanto mds alld
vaya la célula cancerosa por esta via, mds diferenciada se volverd y mas parecida a
la célula normal, segin su menor velocidad de crecimiento. Donde encajan los tan
denominados tumores desdiferenciados es incierto, pero es posible que la auto-reno-
vacién sea una propiedad que represente un elevado orden de diferenciacion.

Por tanto, las células madre tumorales comparten muchas propiedades con las
células madre normales. Se acepta, en general, que las células madre normales mues-
tran propiedades que les proporcionan larga vida, tales como relativa quiescencia,
resistencia a farmacos mediante la expresién de varios transportadores ATP-binding
cassette (ABC), activa capacidad de reparacién del DNA vy resistencia a la apoptosis.
De esto se deduce que las c€lulas madre tumorales siguen el comportamiento de las
normales y poseen estos mecanismos de resistencia. El paradigma de la resistencia
originado en el fenotipo de la célula madre puede estimular nuevas estrategias para
el desarrollo de la terapia anticdncer.

4. CELULAS MADRE Y PROGRESION TUMORAL

No estd ain totalmente esclarecido el papel de las células madre en el recam-
bio tisular normal. Se sabe incluso menos del papel que juegan las células madre
en los procesos malignos. El concepto de la existencia de células madre que funcio-
nan en los tumores tiene su base en varias observaciones. Los tumores estdn com-
puestos por una mezcla heterogénea de células tumorales que se encuentran en di-
versos grados de diferenciacién, muy similar a lo que ocurre en la estructura de un
organo. A partir de estudios en tumores in vivo e in vitro se ha llegado a la obser-
vacion de que s6lo una pequefia fracciéon de células en un tumor posee capacidad de
auto-renovarse. Se puede por tanto, argumentar, que mientras que todas las células
de un tumor sean iguales, en un determinado momento, s6lo una pequeiia fraccién de
células se encuentra en un estado apropiado o sometido a estimulos externos para
formar un nuevo tumor. Alternativamente, puede razonarse que existe una poblacién
de células predeterminada, con fenotipo de «células madre cancerosas», capacitadas
para perpetuar el tumor, mientras que otras células del mismo tumor son incapaces
de auto-renovarse. Para comprobar esto ultimo, se requiere el aislamiento prospectivo
de esta poblacién. Esto fue realizado por el grupo de John Dick, que demostré que
las células capaces de establecer un fenotipo humano AML (acute myeloid leukae-
mia) en un ratén recipiendario, fueron aisladas de una fraccién celular que contenia
células madre hematopoyéticas, definidas como fenotipo CD34+ CD38-. Posterior-
mente estas células se pasaron de un animal a otro manteniendo el fenotipo AML, lo
que confirm6 la propiedad de auto-renovacién. Asi se demostré por primera vez que
existen cé€lulas en el tumor que tienen propiedades similares a las de las células
madre, por ejemplo, capacidad de reconstituir el tumor cuando se trasplantan en un
recipiendario apropiado (diferenciacién) a través de varias rondas de trasplante (auto-
renovacion).
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De la misma manera se ha llegado a la identificacién de subpoblaciones de células
tumorales con propiedades de células madre en tumores de mama, gliomas, melano-
mas, cancer de préstata y osteosarcoma. Estas observaciones han conducido a la hipé-
tesis de las «células madre cancerosas» que postula que dentro de un tumor, una peque-
fa proporcion de células con ilimitada capacidad proliferativa, conduce el crecimiento
tumoral (Figura 3A). Este modelo encaja con la observacién de que la mayoria de los
cénceres comprenden una poblacion heterogénea de células que han sufrido variados
grados de diferenciacion. También en linea con esta observacidn estd el hecho que las
terapias convencionales que se dirigen a células activas en division, pueden reducir el
grueso del tumor, pero no previenen su posterior crecimiento, posiblemente porque la
terapia convencional no destruye las células madres cancerosas (Figura 3B). Por tanto
se puede concluir que existen paralelismos entre las células madre cancerosas y las
células madre normales como también entre los 6rganos normales y los tumores.
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Figura 3. Impacto de las células madre cancerosas sobre el crecimiento tumoral
y la respuesta a la terapia. (A) Un subgrupo de células en un tumor tiene la capacidad
de replicarse y sostener el crecimiento tumoral. Estas células madre cancerosas
se dividen generando una célula hija idéntica immortal (circulo rojo) y células transitorias
amplificadoras (TA, circulo blanco). Son las células TA las responsables del grueso de la
proliferacion celular y es el tipo sensible a la terapia cancerosa. (B) Resultado posible
de las células madre cancerosas versus la terapia convencional que no las afecta
(Haughton et al., 2007, modificado).

El paradigma de las células madre tumorales implica la coexistencia, en una sola
célula, de funciones contradictorias, tales como auto-renovacién y diferenciacion. Es-
tas propiedades deben ser rigurosamente demostradas a nivel de una sola célula in vivo
para que esa célula pueda ser considerada una verdadera célula madre, Ademads, las
células madre deben ser capaces de recrear o mantener tejidos in vivo a nivel de una
sola célula y hacer esto en trasplantes secuenciales. En cdnceres tales como leucemia,
cdncer de mama y tumores de cerebro, se han encontrado ciertos subgrupos de células
tumorales capaces de recrear in vivo el tumor en toda su complejidad. De todas mane-
ras se discute todavia la idea de célula madre tumoral y aunque la idea es sélida no es
aun definitiva. A partir de tejidos adultos, el concepto y caracteristicas de las células
madre ha sido mejor definido: relativa quiescencia, relativa resistencia a estimulos de

68



factores de crecimiento, transportadores activos ABC de tipos especificos (ABCG2),
capacidad para enraizamiento eficiente y perfiles de expresién que incluyen bajos nive-
les de factores de transcripcion restringidos a programas de diferenciacion. Cada célula
puede auto-renovarse y a la vez proporcionar progenia diferenciada de linajes multi-
ples, pero la cinética de repoblacién tiene que ser diferente en el comienzo y en el final.
Hope et al., han demostrado cinéticas similares en las poblaciones celulares capaces de
trasplantar el fenotipo leucémico y concluyen que el reservorio de células madre leucé-
micas refleja una organizacion de células repobladoras a corto plazo, a largo plazo e
incluso quiescentes a largo plazo. Estas células aparecieron en el mismo paciente, asi
que no es probable que reflejen un tnico grupo de células resultantes de un solo evento
transformante. En cambio estas células pueden estar organizadas como poblacién de
células madre normales, con células repobladoras a largo plazo y con células repobla-
doras a corto plazo, derivadas de las repobladoras a largo plazo, pero también es posi-
ble que estas células fueran una poblacién descendiente de una célula transformada. En
el ultimo grupo, la relacién entre clones es «histdrica», ya que los clones pueden no
estar organizados jerdrquicamente (Figura 4). Este modelo guarda el tradicional con-
cepto del cancer con unidades auto replicadoras (Figura 4A). Sin embargo, se ha en-
contrado que algunos clones, repobladores a largo plazo, conducen a clones repoblado-
res en receptores secundarios, lo que sugiere una ordenada descendencia coherente con
la organizacidn jerdrquica esperada si la célula madre tumoral sigue el paradigma de
las células madre normales (Figura 4B).
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Figura 4. El paradigma de las células madre para el cancer aiiade orden a un proceso
andrquico. (A) Las células madre generan células hijas con genotipos frecuentemente mutados
no relacionados con otros y capaces de generar miiltiples descendientes, algunos con
mutaciones adicionales. El resultado iltimo es un «enjambre» de células con diferentes
genotipos. (B) Las células madre tumorales (circulos en rojo) generan una célula hija idéntica
a la madre y otra célula diferente mds diferenciada (circulo azul), lo cual va a resultar
tltimamente en una coleccion de células de fenotipos variados, organizadas jerdrquicamente.
(C) El estado de las células cambia de manera ordenada a medida que las células transitan
desde una célula madre como fenotipo. La alteracion del orden de este proceso por imposicion
o capacitacion de las caracteristicas similares a las células madre en células mds diferenciadas
o maduras puede permitir que una célula madre tumoral surja a partir de una célula no
originalmente célula madre (Scadden 2004, con modificaciones).
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Si las células madre cancerosas son como las células madre normales, puede suge-
rirse que los cdnceres derivan de las células madre. Es necesario hacer una distincién
entre la célula madre cancerosa y la célula madre del cdncer. Los resultados, anterior-
mente mencionados, sugieren que una célula madre muy temprana fue probablemente
el tipo de célula transformada en los individuos estudiados y la célula madre que fue
transformada en leucémica retenia alguna capacidad para generar descendencia mas
madura, y asi surgi6 la célula madre cancerosa. La célula en la cual se originé el cdncer
no tuvo que ser necesariamente una célula madre, probablemente las células mds ma-
duras fueron las que adquirieron funciones similares a las células madre. Varias carac-
teristicas cambian cuando la célula madre se diferencia (Figura 4C). El decrecimiento
relativo, en la capacidad auto-renovadora, puede alterarse en la célula transformada si
se alteran los genes que regulan la auto-renovacién. El acoplamiento de estos con otros
cambios que afectan a la proliferacion, apoptosis o la respuesta a las sefiales de los
factores de crecimiento, contribuye a que una célula mas madura funcione como una
célula madre, dependiendo de cémo estén de desordenadas esas caracteristicas para que
surja un proceso maligno. Es por tanto improbable, que el cancer sea una enfermedad
uniforme de las células madre. En algunos casos, las células carentes de este cardcter
pueden adquirir las caracteristicas hereditarias de células madre, con lo que se crean,
de novo, células madre del cancer.

5. NICHOS VASCULARES Y CELULAS MADRE TUMORALES

De lo anteriormente comentado se deduce que existen ya evidencias convincentes
de que el grueso de las células malignas en los tumores se genera por una pequeila
fraccién de células auto-renovables, multipotentes, e iniciadoras de tumores que se
denominan células madre tumorales. Las células madre de los diversos tejidos existen
en nichos protectores compuestos por un nimero de células con diversos grados de
diferenciacién. Estas células maduras proporcionan contactos celulares y secretan
factores que mantienen a las células madre en un estado quiescente. De esta manera
las cé€lulas madre cancerosas o tumorales surgen de las células madre normales que
han adquirido mutaciones que les permite escapar al control de los nichos. Alterna-
tivamente, la alteracion de los factores extrinsecos en el nicho puede llevar a proli-
feracion aberrante de las células madres y a la tumorigénesis.

Si las células madre tumorales dependen del microambiente aberrante en el nicho,
estos nichos representan objetivos importantes para el tratamiento del cancer. Los
nichos, ademds de regular la proliferacion celular y el destino de las células, juegan
un papel protector, a modo de escudo, frente a las agresiones ambientales entre las
que se encuentra la quimioterapia. Por eso, la resistencia de las células madre tumo-
rales a las terapias convencionales puede ayudar a explicar por qué tales terapias
fracasan tan a menudo. Aunque destruyen el grueso del tumor, no pueden, sin embar-
go, prevenir la supervivencia de las células madre tumorales que, pasado el tiempo,
volverdn a regenerar el tumor. El tratamiento efectivo del cdncer requerird dirigir la
terapia a las mismas células madre tumorales o a los nichos donde se albergan. Pero,
(cudles son las sefiales que regulan la supervivencia y funcién de estas células?

Un medio de identificar los reguladores de las células madre cancerosas es obser-

var las analogfas con las células madre normales. Recientes trabajos de Calabresse et
al., han encontrado que una caracteristica importante de las células madre neurales
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(NSC), es que se encuentran concentradas en regiones ricas en vasos sanguineos,
denominados nichos vasculares, a los que antes se ha aludido. Estos nichos protegen
las NSC de los estimulos apoptéticos y les permite mantener su propio equilibrio
entre la auto-renovacion y la diferenciacion. Las células endoteliales que tapizan los
vasos sanguineos secretan factores que promueven la supervivencia y auto-renova-
cién de las células madre y se cree que son un componente clave de los nichos NCS.

Las células madre cancerosas en tumores cerebrales, al igual que las NSC, residen
en nichos vasculares, la alteracion de estos nichos puede ser la clave para eliminarlas.
Se ha demostrado que las células que expresan marcadores de células madre cance-
rosas representan una fracciéon muy pequefia del tejido tumoral que se localiza cerca
de los capilares en el interior del tumor. Se ha observado que estas células se asocian
rapida y selectivamente, en cultivo, con células endoteliales, mientras que otras cé-
lulas del tumor no lo hacen. Cuando se cultivaron las células endoteliales con las
células madre cancerosas se elevd, en estas ultimas, su capacidad de auto-renovacion.
Esta interaccion de los dos tipos de células supuso la formacién de tumores de mayor
tamafio cuando ambos tipos de células se trasplantaron en conjunto. Ademads los
tumores establecidos en presencia de células endoteliales contenian 25 veces mas
células madre cancerosas que cuando se trasplantaron estas dltimas aisladas.

Recientes evidencias sugieren que la relacion entre las células madre cancerosas
y el nicho vascular ha de ser bidireccional, y asi como el nicho puede soportar el
crecimiento y renovacion de las células madre cancerosas, éstas han de contribuir al
mantenimiento del nicho. Las células madre cancerosas de gliomas secretan elevados
niveles de VEGF, que incrementan la migracién de las células endoteliales. Esta
relacién reciproca suscita la pregunta de como el nicho se genera: ;son atraidas las
células madre cancerosas hacia los vasos sanguineos preexistentes o son las células
madre cancerosas las que crean una red vascular para sostenerlas? En cualquier caso
la interdependencia de las células madre cancerosas y las células endoteliales hacen
que el nicho vascular sea un objetivo importante para la terapia.

El uso de terapia antiangiogénica no es nuevo, pero mientras numerosos estudios
han sugerido que previniendo el crecimiento de nuevos vasos se inhibirfa el tumor,
el mecanismo utilizado por esta terapia permanece en debate. Se ha sugerido que un
mecanismo mediante el cual los agentes antiangiogénicos pueden actuar es alterando
el nicho vascular necesario para la auto-renovacién de las células madre cancerosas.
La idea de que la terapia antiangiogénica tenga como objetivo las células madre
tumorales tiene importantes implicaciones para evaluar y optimizar el uso de farma-
cos antiangiogénicos en cdncer. Asi, por ejemplo, se ha observado que los agentes
antiangiogénicos tienen un efecto notable sobre la autorenovacion de las células madre
tumorales, pero tienen poco o carecen de efecto sobre la proliferacion y/o apoptosis
de la mayoria de las otras células del tumor. Esto demuestra, en parte, que en la
evaluacién de las terapias antiangiogénicas, no es suficiente esperar una rapida regre-
sién del tumor. Mds bien seria necesario examinar cuidadosamente la morfologia y
propiedades funcionales de las células tumorales para determinar si un agente parti-
cular ejerce algun efecto.

En general, las terapias que se dirigen a las células madre cancerosas pueden tener

propiedades unicas si se comparan con las terapias dirigidas al grueso del tumor.
Asumiendo que las células madre cancerosas representen s6lo una pequefia propor-
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cién del tumor completo, destruirlas puede tener poco impacto a corto plazo en el
tamafio del tumor completo. Sin embargo, a largo plazo se puede esperar que el tumor
se agote y marchite porque ha perdido la capacidad de auto-renovarse. En este sen-
tido, puede ser critico combinar la terapia dirigida hacia las células madre cancerosas
con agentes convencionales que destruyan el tumor. De hecho, las combinaciones de
farmacos antiangiogénicos con la quimioterapia convencional son mds eficientes que
cualquier modo de terapia por si solo. El desafio es encontrar las combinaciones apro-
piadas de agentes terapéuticos para conseguir deshacer el grueso del tumor y eliminar
las células madre cancerosas.

6. TRANSPORTADORES DE FARMACOS EN CELULAS MADRE

Las células madre tienen muchas propiedades que las separan de las células di-
ferenciadas maduras. Ademds de su capacidad para autorenovarse y diferenciarse, son
quiescentes ya que se dividen poco. Requieren también ambientes especificos que
incluyen otras células, estroma y factores de crecimiento para su supervivencia. Una
propiedad importante de las células madre es que expresan considerables niveles de
transportadores de farmacos especificos ABC. Por ejemplo, las células madre hema-
topoyéticas expresan elevados niveles de ABCG2, pero el gen que codifica este trans-
portador deja de expresarse en la mayoria de las células sanguineas comprometidas
diferenciadas y maduras. Los dos genes que codifican transportadores ABC que han
sido mas estudiados en células madre son el abcbl, que codifica la P-glicoproteina,
y el abcg2. Junto con el abccl representan los tres genes principales de multiresis-
tencia a fdrmacos que han sido identificados en células tumorales. Las proteinas
codificadas por estos genes, miembros de la superfamilia ABC, son promiscuas de
compuestos hidrofilicos e hidrofébicos (Tabla 1), ejercen un papel importante en la
fisiologia del transporte normal de farmacos a través de placenta e intestino y son

TaBLA 1. Transportadores ABC implicados en multiresistencia a farmacos

Gen Proteina Fdrmacos quimioterapéuticos expulsados por el transportador

abca2 ABCA2 Estramusina

abcbl PGP/MDR Colchicina, doxorubicina, etoposido, vinblastina, paclitaxel

abccl MRP1 Doxirubicina, daunorubicina, vincristina, etopdsido, colchicina,
camptotecinas, metotrexato

abcc2 MPR2 Vinblastina, cisplatino, doxorubicina, metotrexato

abcc3 MRP3 Metrotrexato, etoposido

abcc4 MRP4 6-mercaptopurina, 6-tioguanina y metabolitos, metotrexato

abcceS MRP5 6-mercptopurina, 6-tioguanina y metabolitos

abcch MRP6 Etoposido

abccll MRP8 5-fluouracilo

abcg2 MXR/BCRPI Mitoxantrona, topotecan, doxorubicina, daunorubicina,
daunorubicina, irinotecan, imatinib, metotrexato

ABC, ATP binding cassette; BCRP, proteina de resistencia en cdncer mamario (breast
cdncer resistance protein); MDR, multidrug resistance; MRP, multidrug resistance asso-
ciated protein; MXR, mitoxantrona resistance protein,
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componentes importantes de las barreras hematoencefélica y hematotesticular. Utili-
zando la hidrdlisis del ATP, estos transportadores expulsan activamente los farmacos
de las células, lo que sirve para protegerlas de los agentes citotoxicos. Ratones de-
ficientes en los genes abcg2, abcbl o abccl son viables, fértiles y tienen comparti-
mentos de células madre normales. Esto indica que ninguno de estos genes se requie-
re para el crecimiento o mantenimiento de las células madre. Sin embargo, los ratones
knockout son mas sensibles a los efectos de farmacos, tales como vinblastina, iver-
mectina, topotecan y mitoxantrona, lo cual es coherente con el papel de proteccién
ejercido por los transportadores ABC frente a efectos téxicos de farmacos y toxinas.

6.1. Células SP en tumores y lineas celulares

La capacidad transportadora de fairmacos de las células madre, que les confiere
los transportadores ABC, es un marcador importante cuando se trata de aislar y
analizar las células madre hematopoyéticas. La mayoria de las células acumulan fluo-
rocromos, tales como Hoechst 33342 y rodamina 123, pero las células madre no, ya
que estos compuestos son expulsados de las células por ABCG2 y ABCBI, respec-
tivamente. Como estas células no acumulan fluorocromos, pueden ser seleccionadas
y recolectadas en funciéon de los bajos niveles de fluorescencia Hoechst 33342 o
rodamina 123, que incorporan, por lo que se las denomina «células apagadas» (dull
cells) o «poblacién lateral» (side population, SP). El término poblacion lateral se
acufi6 porque durante los andlisis por citometria de flujo se visualizaban, como po-
blacién negativa a la tincién por el fluorocromo, a un lado de la mayoria de células
(Figura 5). Una gran fraccién de células madre hematopoyéticas se encuentra en la
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Figura 5. Protocolo experimental para detectar las células SP. Las células se tratan con el
fluorocromo Hoechst 33342 y se separan por citometria de flujo; aquella proporcion pequeiia
de células que es capaz de repeler el fluorocromo presenta un perfil de fluorescencia diferente
debido a su baja incorporacion del fluorocromo. Esta es la fraccion SP. Esta propiedad
se basa, en parte a su elevada expresion de ABCBI (MDRI). El trasplante subcutdneo
de 10° células SP originé tumores, mientras que el trasplante de 10° de células no SP
no tuvo capacidad de generar tumores (Forbes y Alison, 2006, modificado).
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fraccién SP y cuando estas células aisladas de ratén se trasplantaron en ratones con
la médula 6sea destruida por irradiacién, un pequefio nimero de ellas fue capaz de
reconstituir dicha médula, demostrando asi su capacidad pluripotente. Las células SP
pueden aislarse de muchos tejidos: cerebro, mama, pulmén, corazén, pancreas, tes-
ticulos, piel e higado, y representan células madre especificas de linaje. La tincién
con Hoechst-33342 de células de medula 6sea obtenidas a partir de ratones carentes
de ABCG2 no detect6 células SP, no porque las SP estuvieran ausentes, sino porque
no expresaban ABCG2, lo que permitié que todas acumularan el fluorocromo Hoechst
y emitieran fluorescencia.

Una vez demostrado que las células madre se encuentran de manera predominante
en la fraccién SP, es posible seleccionarlas y purificarlas a partir de poblaciones de
células o tejidos. Se identificaron células SP en 15 de 23 muestras de neuroblastloma,
cancer de mama, cancer de pulmoén y lineas celulares de glioblastoma. Ademds, el
andlisis de varias lineas celulares que habian sido mantenidas en cultivo durante
largos periodos de tiempo, demostrd la existencia de una pequefia poblacién de cé-
lulas SP. En la linea celular C6 de glioma de rata, se separé una poblacién SP de una
poblacién no SP. Mediante el uso de factores de crecimiento, se han mantenido estas
células en cultivo y se ha demostrado que sélo las células SP generaron ambas po-
blaciones y produjeron células con marcadores tanto neuronales como gliales que
fueron tumorigénicos en ratén. Esto ha proporcionado clara evidencia de que en esta
linea celular la poblacién SP refleja una poblacién con capacidad de autorenovacion
y maduracién (diferenciacién) limitada. Sin embargo, este procedimiento de aisla-
miento es imperfecto ya que el compartimento SP estd compuesto de células madre
y células sin esta caracteristica y algunas células madre no se encuentran en la frac-
cién SP. Por ejemplo, algunas células no madre a menudo expresan los genes abcg?2
y abcbl y en estudios histopatoldgicos en tumores diferenciados, se han descrito
expresiones elevadas del transportador ABCB1. Ademads, en un rango de lineas celu-
lares, los agentes diferenciadores inducen la expresiéon de ABCBI1, inhiben el creci-
miento celular e incrementan la expresién de marcadores de la maduracion

Existen otras limitaciones cuando se usan lineas celulares tumorales cultivadas in
vitro para estudiar la biologia de las células madre y la resistencia a firmacos. Aun-
que las células SP y las células con propiedades de células madre se han descrito en
lineas celulares cultivadas, es dificil reconciliar que sélo una pequefia fracciéon de
células posee caracteristicas de células madre con tiempo rdpido de divisién en cul-
tivo. Puede ser que un pequeno compartimento de células madre con capacidad de
auto-renovacion perpetua, pero quiescentes, exista junto a otro compartimento mdas
grande con células proliferativas que tienen una capacidad finita de proliferar antes
de sufrir una posible parada en la divisién celular o la muerte por apoptosis. Estos
paradigmas pueden explicar la baja eficiencia de la mayoria de lineas celulares para
formar clones, su ineficiencia para formar colonias en agar y su limitada tumorige-
nicidad. Sin embargo, ninguno de estos modelos puede explicar como las células
madre permanecen siendo una fraccién constante de la poblacién total.

Cualquier propuesta requiere que las células madre se dividan lentamente y se ha
de reconocer que en una linea celular derivada de un tumor sélido el nimero de
células que sufre apoptosis es relativamente pequefio. Una posibilidad es que exista
un intercambio de células entre un compartimento proliferativo y el reservorio de
células madre. Es probable que tal intercambio ocurra, ya que la linea celular se
origina a partir de una célula madre con una ventaja proliferativa.
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6.2. Resistencia a farmacos en células cancerosas

Las células cancerosas pueden adquirir resistencia a la quimioterapia por una
serie de mecanismos, tales como la mutacién o la sobreexpresion del gen que codifica
la proteina transportadora, inactivacion del farmaco o eliminacién del farmaco por la
célula. De hecho, los tumores recurrentes, después de una respuesta inicial a la qui-
mioterapia, son multiresistentes a farmacos. En el aspecto convencional de la resis-
tencia a farmacos, una de las diversas clases de células en la poblacién tumoral
adquiere cambios genéticos que confieren resistencia (Figura 6A). Estas células po-
seen una ventaja selectiva que les permite sobrevivir a la poblacién de células tumo-
rales después de la quimioterapia. En base al concepto de células madre tumorales,
un modelo alternativo plantea que las células madre cancerosas son naturalmente
resistentes a la quimioterapia mediante su quiescencia, capacidad de reparar su DNA
y la expresion de transportadores ABC (Figura 6B). Como resultado, al menos alguna
de las células madre tumorales puede sobrevivir a la quimioterapia y sostener el
crecimiento del tumor. En un tercer modelo de resistencia adquirida, las variantes
multiresistentes de la célula madre tumoral, o de su descendencia, producen una
poblacién de células tumorales resistentes, que pueden ser detectadas en muchos
pacientes que muestran recurrencia de sus tumores después de la quimioterapia (Fi-
gura 6C). Los mismos mecanismos que permiten a las células madre acumular mu-
taciones con el tiempo, que producen las mismas consecuencias a largo plazo que la
irradiacién o los carcindgenos, permitirian a las células madre tumorales acumular
mutaciones que confieren resistencia a farmacos a sus descendientes desarrollados
anormalmente. Como ejemplo, las alteraciones genéticas, tales como aquéllas que
activan la expresion del trasportador ABCB1 en células de leucemia y linfoma hu-
manos, se pueden haber originado en la célula madre. En un modelo de resistencia
intrinseca las células madre y las células variables diferenciadas son inherentemente
resistentes, por lo cual, la terapia tiene poco o ningtn efecto (Figura 6D). Un ejemplo
de esto ultimo es un cancer intrinsecamente resistente, como es el cancer de células
renales en el cual ABCB1 se expresa en todas las células y contribuye a la toleran-
cia a la quimioterapia. En este caso, el fenotipo de resistencia de las células madre
tumorales persiste en los progenitores comprometidos que se desarrollan anormal-
mente, que constituyen el reservorio proliferativo de las células cancerosas.

De esta manera, en el modelo de resistencia a farmacos de células madre cance-
rosas, los tumores han incorporado una poblacién de células pluripotentes resisten-
tes a farmacos, que puede sobrevivir a la quimioterapia y crecer de nuevo. Otra vez
puede encontrarse un paralelismo entre las células madre normales en la recuperacién
conducida por las células madre de los tejidos normales después de la quimioterapia.
La rapida reincidencia observada en algunos tumores después de un ciclo de quimio-
terapia tiene un paralelo en el tejido normal en la repoblacién de la medula 6sea por
células madre hematopoyéticas normales y la recuperacién de la mucosa del tracto
gastrointestinal, ambas suceden dentro de las tres semanas del ciclo quimioterapéu-
tico. De igual manera, recurrencias tumorales que ocurren meses o afios después de
la respuesta a la quimioterapia pueden ser comparadas con la recuperacion mds lenta
que se observa en los foliculos pilosos.

La hipétesis que propone que las propiedades intrinsecas de las células madre por

si solas proporcionan la base de la resistencia a fairmacos, aunque atractiva desde el
punto de vista terapéutico, puede resultar demasiado simple. Estudios recientes de
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Figura 6.  Modelos de multirresistencia a fdarmacos de los tumores. (A) En el modelo
convencional de resistencia a farmacos de la célula tumoral, pocas células con alteraciones
genéticas que otorgan la multi-resistencia a farmacos (MDR) forman un clon resistente a
fdarmacos (circulos blancos). Después de la quimioterapia, estas células resistentes sobreviven
y proliferan, formando un tumor recurrente que estd compuesto de descendientes del clon
resistente a fdarmacos. (B) En el modelo de células madre tumorales, la resistencia a farmacos
estd mediada por esas células madre (circulos rojos). En este modelo los tumores contienen
una pequeria poblacion de células madre tumorales (circulos rojos) y sus descendientes
diferenciados, que estdn comprometidos en un linaje particular (circulos azules). Después
de la quimioterapia, las células comprometidas mueren, pero las células madre tumorales,
que expresan transportadores de farmacos, sobreviven. Estas células repueblan el tumor,
dando lugar a un tumor heterogéneo compuesto de células madre tumorales y descendientes
comprometidos pero diferenciados de manera variable. (C) En el modelo de células madre
de resistencia adquirida, las células madre tumorales (circulos rojos), que expresan
transportadores de fdarmacos, sobreviven a la terapia, mientras que las diferenciadas
comprometidas pero diferenciadas variables mueren. Las mutaciones en las células madre
tumorales supervivientes (circulos blancos) y sus descendientes (circulos rosa) pueden surgir,
por mecanismos tales como mutaciones puntuales, activacion o amplificacion génica,
que les confiere un fenotipo resistente a farmacos. Como en el modelo (A), las células madre
con mutaciones adquiridas pueden estar presentes en la poblacion antes de la terapia.
(D) En el modelo de resistencia intrinseca, tanto las células madre (circulos blancos)
como las diferenciadas variables (rosa) son inherentemente resistentes a fdarmacos,
asi que las terapias tendrdn poco o ningiin efecto, dando como resultado el crecimiento
tumoral (Dean, Fojo y Bates, 2005, modificado).

resistencia a imatinib (Glivec), en pacientes con leucemia, proporcionan un ejemplo
de como el eflujo mediado por el transportador ABC en células madre puede facilitar,
pero no ser el Unico responsable de la adquisicion de mecanismos de resistencia a
farmacos. Se ha demostrado recientemente que el imatinib es a la vez sustrato e
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inhibidor de ABCG2, haciéndose susceptible a su propio eflujo en una célula madre
que expresa este transportador. Los estudios iniciales que identifican las células leu-
cémicas resistentes al imatinib, describen mutaciones adquiridas en el dominio qui-
nasa de ABL en pacientes con CML o con leucemia linfobldstica aguda asociada con
1(9;22)(q34;q11). Estos descubrimientos indican que la expresién de transportadores
de farmacos por la célula madre tumoral puede proporcionar algtin nivel de resisten-
cia a fadrmacos, pero una mutacion adquirida en ABL, puede conferir atin niveles mas
elevados de esa resistencia.

Estas mutaciones pueden haber surgido durante la terapia, pero no se ha excluido
su existencia previa a la administracion del imatinib, ya que mutaciones anteriores
que confieren resistencia a imatinib se han descrito también en un subgrupo de pa-
cientes. Estos hallazgos son reminiscentes de la hipétesis de Goldie-Coldmans, quien
propuso hace mas de veinte afios, que un pequeflo porcentaje de células, en una
poblaciéon que esconde mutaciones intrinsecas, confiere resistencia a farmacos. La
hipétesis de Goldie-Coldman teorizaria que la célula que adquiere la mutacion es la
célula madre.

La expresion de transportadores ABC puede volver a las células madre resistentes
a los farmacos, pero éste no es el Unico determinante de resistencia, ya que la capa-
cidad de reparacion del DNA de la célula y la renuencia a entrar en apoptosis pueden
ser iguales o mds importantes. Las células madre, como células no proliferativas,
cabria esperar que fueran inherentemente refractarias a farmacos que se dirigen al
ciclo celular en células en rdpida divisiéon. Considerando que la quiescencia es un
mecanismo importante de resistencia en células madre, han de desarrollarse agentes
que sean efectivos en células no proliferativas. Por ejemplo, estudios con imatinib han
mostrado que el bloqueo de células positivas BCR-ABL en el transito G1/S in vitro
no tuvo impacto significativo sobre la capacidad del imatinib de inducir la apoptosis,
lo que indica que el imatinib es efectivo sobre células no proliferantes.

6.3. Superando la resistencia a farmacos

Considerando lo anteriormente expuesto, se piensa que si se inhiben los transpor-
tadores principales de los fairmacos quimioterapéuticos, se podria evitar la resistencia
a farmacos y asi eliminar el tumor. Es mucho el esfuerzo dedicado a encontrar inhi-
bidores de los transportadores ABC. La primera generacién de compuestos incluye
agentes identificados como inhibidores ABCB1, tales como el verapamilo y la ciclos-
porina, que se utilizan en clinica para otros padecimientos. Estos inhibidores se com-
binaron con una serie de regimenes quimioterapéuticos para muchos cdnceres. Como
el resultado no era convincente, se intentaron posteriores pruebas clinicas con una
segunda generacién de inhibidores, tales como PSC 833 y VX-710. El resultado de
estas pruebas fue completamente negativo, fracasando en algunos casos debido a la
interaccion farmacocinética entre el agente quimioterapéutico y el inhibidor ABCB1.
Estos estudios pueden haber fracasado debido a la presencia de transportadores adi-
cionales, tales como ABCC1 y ABCG2, que no resultaron dianas del inhibidor. A
pesar de estos fracasos, estudios correlativos muestran que el transporte por ABCB1
puede ser inhibido. Evaluando la actividad de eflujo con el radionuclido de imagen
#mTc-Sestamibi, se ha confirmado que algunos tumores humanos tienen actividad
ABCBI1 que puede ser suprimida con VX 710, PSC 833 y tariquidar (XR9576). El
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incremento en la retencién de “™Tc-Sestamibi en el tumor completo después del
tratamiento con tariquidar, indica que el fenotipo que expresa el transportador de las
células madre tumorales, persiste en los progenitores comprometidos desarrollados
anormalmente que comprenden el reservorio proliferativo de las células cancerosas.

Dado que las células madre tumorales expresan transportadores de firmacos que
las hacen resistentes a muchos agentes quimiterapéuticos, las estrategias frente al
cancer han de incluir esfuerzos que tengan como objetivo estas células considerando
sus propiedades especiales. Los estudios clinicos han intentado superar la resistencia
a farmacos mediante terapias combinatorias en las cuales un farmaco citotéxico se
administra a la vez que un inhibidor del transportador ABC. En un nuevo paradigma,
los inhibidores del transporte deben ser considerados como «agentes sensibilizadores
de las células madre tumorales» que han de permitir que sean destruidas las células
mds resistentes a los farmacos. Los escépticos pueden argumentar que los inhibidores
de ABCBI1 han mostrado muy poca efectividad en las pruebas clinicas. Sin embargo,
se puede replicar que las pruebas clinicas con estos inhibidores no se han dirigido a
las células madre cancerosas. Mds bien se ha determinado la tasa de respuesta eva-
luando la reduccién en tamafio de los tumores que expresan un transportador de
farmacos particular, generalmente el ABCBI1. Si las células madre son los principales
mediadores de la resistencia a farmacos, los inhibidores de ABC no reducirédn la carga
tumoral inmediatamente, sino que su eficacia debe ser observada en puntos finales
alternativos, tales como frecuencia o tiempo de recaida. Un escéptico también expli-
caria que estos efectos seguramente han sido ya descritos en pruebas clinicas reali-
zadas tiempo atrds y los inhibidores de ABCB1 no han destruido las células madre
cancerosas. Sin embargo, es posible que el farmaco citotéxico o el inhibidor de ABC
probado fuera ineficiente en su misiéon de destruir las células madre tumorales. Un
inhibidor del transporte de farmacos ha de resultar mas beneficioso cuando esté com-
binado con un agente anticdncer que tenga como objetivo a las células madre, tal
como el imatinib, cuyo objetivo son las células madre leucémicas que acarrean la
proteina de fusion BCR-ABL.

Otra razén potencial es que las pruebas clinicas que implican a inhibidores del
transporte de fadrmacos no han tenido éxito y fue un transportador erréneo el inhibido.
La mayoria de los estudios que evaldan células con fenotipo SP han demostrado que
las células madre sobreexpresan ABCG2, en vez de ABCBI, que ha sido el transpor-
tador objetivo en la mayoria de estudios clinicos. Para evaluar apropiadamente la
dltima posibilidad, es importante encontrar un inhibidor especifico para ABCG2. El
compuesto fumitremorgina C (FTC) es un producto natural que inhibe especificamen-
te ABCG2. Sin embargo, este compuesto es toxico para las células y para el ratén,
por lo que no es apropiado para ser utilizado en clinica. Se han obtenido derivados
sintetizados por procedimientos quimicos del FTC, tal como el Kol43 y algunos de
ellos han mostrado elevada especificidad y toxicidad baja. En ratén, estos compuestos
sensibilizan a las células tumorales del ratén a los farmacos. Estudios con Ko143 han
observado también que la inhibicién del ABCG2 permite mayor absorcion de ciertos
farmacos a través del intestino. Ademds, el compuesto GF120918 es un inhibidor de
ABCBI1 que también inhibe ABCG2 in vitro y aparentemente in vivo.

Se requiere la identificacion de inhibidores potentes, especificos y no téxicos de

ABCBI1, ABCG2 y ABCCl, antes de que se determinen los efectos totales de bloqueo
de estos transportadores. No obstante, esto ha de ser dificil de conseguir, in vivo, sin
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la destruccién de las células madre normales —especialmente de las hematopotéti-
cas— que dependen de la expresion de los transportadores de fairmacos para sobre-
vivir a la terapia. La repoblacién de los tejidos llevada a cabo por las células madre
no s6lo media el crecimiento de los tumores, sino que también media el crecimiento
de los tejidos normales en el adulto, incluyendo la médula dsea el tracto gastrointes-
tinal y los foliculos pilosos. La existencia de una ventana terapéutica que permita la
destruccién de las células madre cancerosas, pero no las normales, es algo que per-
manece aun sin determinar.

7. OPORTUNIDADES TERAPEUTICAS

No se puede negar el atractivo que tiene el problema de la resistencia a la qui-
mioterapia en términos de existencia de una poblacién de células madre relativamente
quiescente armada con multiples transportadores de farmacos. Pero, ;cdmo encaja
este modelo en el contexto del problema clinico de la resistencia a la quimioterapia?
Desgraciadamente, para la mayoria de los cdnceres resistentes a los farmacos, inclu-
yendo los cdnceres de rifion, pancreas y colon, el problema no es que unas pocas
células sobrevivan, sino mds bien que s6lo unas pocas células mueran en res-
puesta a la quimioterapia.

Existen hoy en dia sobrados medios para conseguir que muchas de estas preguntas
tengan respuesta, ya que por el momento se cuenta con excelentes métodos para aislar
y crecer células madre. Los andlisis iniciales de expresiéon génica en estas células
revelan que son muchos los genes que estdn sobreexpresados o subexpresados. El
aislamiento de las células madre a partir de diferentes tipos de tumores ha de permitir
la determinacién de la similitud o las diferencias de los perfiles moleculares entre las
diferentes células madre. Esto puede conducir a la mejora de los medios de diagnds-
tico para detectar lesiones premalignas y tumores, como también terapias dirigidas
(anticuerpos) hacia a las células madre tumorales.

Se han generado ratones deficientes en los genes abcbl-, abcg2-y abccl-, y todos
fueron viables. Si los transportadores codificados por estos genes fuesen necesarios
para la proteccién de las células madre, los ratones que carecen de estos genes ten-
drian mayor susceptibilidad a la tumorigenesis producida por ciertos agentes quimi-
cos mutagénicos. Tales estudios pueden llevar al desarrollo de nuevos modelos de
cancer. Para valorar mejor el papel de los transportadores ABCG2 y ABCBI1 en la
quimioterapia, es posible estudiar los tumores que se desarrollan en ratones que
carecen de los genes que codifican estos transportadores. Esto permitird el aislamien-
to de células madre cancerosas carentes de estos transportadores y la prueba directa
de la capacidad de firmacos actuales y futuros para destruirlas.

Inhibidores ABCG2. La administracion de inhibidores de ABCG?2, anterior o du-
rante la quimioterapia, puede ayudar a eliminar las células madre tumorales. Dos com-
puestos: GF120918 y tariquidar, que inhiben a ABCG2 y ABCBI1 se han aprobado ya
para estudios clinicos. Otros inhibidores de ABCG2 se encuentran en pleno desarrollo.

Anticuerpos ABCG2. Anticuerpos frente a ABCG2 o frente a otros marcadores
celulares han de ser ttiles para destruir las células madre tumorales y pueden ser
utilizados también en los diagndsticos para detectar tumores, visualizar metastasis o
controlar la respuesta a la terapia.
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Inhibidores de células madre. La renovacion y supervivencia de las células
madre requiere mecanismos de sefializacién por un amplio rango de moléculas a
través de sus receptores especificos de membrana. Un inhibidor potencial de las
células madre es la ciclopamina, compuesto que inhibe la sefializacién promovida por
el ligando Hedgehog al unirse a los receptores «Patched» y «Smoothened». La inhi-
bicién de tales receptores y moléculas sefalizadoras puede inhibir de manera prefe-
rente a las células madre tumorales.

Inmunoterapia. Varios protocolos clinicos utilizan la activaciéon de las cé€lulas
inmunes del paciente frente a sus propias células cancerosas, o el trasplante de célu-
las madre de la médula 6sea de un donante para destruir sus células tumorales. Las
células madre tumorales de un paciente pueden ser irradiadas letalmente y utilizadas
para inmunizar a otro paciente o para activar las células inmunes del propio donante
frente a las células madre tumorales.

8. ABREVIATURAS

ABC, ATP binding cassette; ABCA2, proteina codificada por el gen abca2; ABL,
proteina quinasa codificada por el gen abl, (Abelson); BCR, proteina codificada por
bcl, el gen de region de fractura (Breakpoint Cluster Region); ber-abl, gen de fusion
en el cromosoma Filadelfia que aparece en la leucemia mieloide crénica; BCRP,
proteina de resistencia en cancer de mama; CML, leucemia miel6gena crénica; MDR,
multiresistencia a farmacos (multi-drug resistance); MRP, proteina asociada a la mul-
tiresistencia a farmacos; PGP/MDRI1, P-glicoproteina; PcG, proteinas Polycomb que
reprimen reversiblemente los genes de diferenciacion PRC2, polycomb repressive
complexes; SP, poblacién lateral (side population).
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