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Diferenciación celular y regeneración
de tejidos

El desarrollo de organismos pluricelulares in-
cluye complejos procesos de organogénesis
acompañados de proliferación celular y de es-
pecialización progresiva de las células embrio-
narias en los distintos tipos celulares maduros.
Así mismo, casi todos los tejidos de los anima-
les adultos disponen de un repertorio de célu-
las precursoras (células madre) capaces de re-
generar los distintos tejidos. Algunas de estas
células madre permanecen quiescentes hasta
que se necesita regenerar el tejido, como ocu-
rre con el músculo (células satélite musculares),
mientras que otras estén continuamente reno-
vando el tejido (epidermis, epitelio intestinal o
sangre). Otros tejidos han perdido irreversible-
mente su capacidad de regeneración (el ejem-
plo típico es el tejido nervioso) y otras células
diferenciadas, como los hepatocitos, conservan
cierta capacidad de división que permite la re-
generación del hígado1 Sin embargo, las célu-
las madre no se diferencian. Su función es pro-
ducir células que sí lo harén. En cada división,
la célula madre da lugar a una célula que se-
guirá funcionando como célula madre y otra
que, o bien sufre un proceso de diferenciación
irreversible, o bien sufre algunas divisiones y ge-
nera una progenie cada vez más diferenciada
hasta la célula madura final. Este último ejem-
plo es el del tejido hematopoyético, que descri-
biremos con más detalle posteriormente, en el
que una misma población de células madre ge-
nera todas las células sanguíneas.

Programa genético de diferenciación

En el proceso de diferenciación de una célu-
la animal se pueden distinguir dos fases. En la
primera se dice que la célula está «determina-
da» o comprometida. Una célula comprometi-
da no ha perdido su capacidad prolíferativa,
pero su progenie ya está dirigida hacia un de-
terminado fenotipo y ya no podrá volver a ser
¡ndiferenciada. Por tanto, la diferenciación ter-
minal supone, en condiciones normales, un ca-
mino sin retorno. Una vez que la célula se «com-

promete», desarrolla un programa genético que
consiste en la expresión secuencial de una se-
rie de genes cuyos productos van dando origen
a la célula madura. Esta célula expresa genes
específicos del tejido que realizan las funciones
propias del tejido de que se trata y ha perdido
la capacidad de división. Se dice que ha sufri-
do una diferenciación terminal, y está aboca-
da, en un plazo más o menos largo, a la muer-
te celular.

Es importante tener en cuenta que la diferen-
ciación terminal no implica pérdida de material
genético, sino la inducción y represión de ge-
nes específicos. Este hecho se demostró en los
años setenta con experimentos en los que al
trasplantar el núcleo de una célula diferencia-
da de rana (de la piel o intestino) a un oocito
previamente enucleado, proseguía el desarro-
llo normal del animal2. Una conclusión similar
se ha obtenido mediante experimentos con he-
terocariontes; es decir, células que resultan de
la fusión de 2 células de distinto origen de modo
que ambos núcleos se mantienen separados
dentro del heterocarionte. Se demuestra que
uno de estos núcleos pasa a expresar genes pro-
pios del tejido originario del otro núcleo del he-
terocarionte. Por ejemplo, núcleos de fibroblas-
tos expresan genes específicos de hígado,
páncreas o músculo35.

La expresión de los genes específicos de teji-
do está muy regulada y en los últimos años se
han descubierto gran variedad de factores de
transcripción que interaccionan con secuencias
de DNA del promotor de estos genes regulan-
do su expresión. Sin embargo, hay más de 100
tipos celulares en vertebrados y, por tanto, la
complejidad del proceso en el organismo es
enorme y está sometido aun control muy sofis-
ticado. Por otra parte, debemos tener presen-
te que el número de genes específicos de teji-
do, que son los que se inducen durante la
diferenciación, sólo son una minoría en relación
al total de genes expresado. Todas las células
necesitan de la expresión de un gran número
de genes de mantenimiento (housekeeping), ne-
cesarios para mantener las funciones vitales. Se
ha calculado que una célula animal expresa
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10.000 a 20.000 genes, pero sólo un 10% de
éstos son específicos de tejido; el resto son ge-
nes que se expresan en todas las células1. Aún
así, los niveles de expresión de los genes no es-
pecíficos son diferentes según el tejido de que
se trata. Por tanto, la diferenciación celular im-
plica un complejo control de la expresión ge-
nética.

Biología molecular de la diferenciación

La diferenciación celular exige la expresión de
muchos genes en el momento justo y al nivel
adecuado. Pero, a su vez, ¿quién controla esta
expresión? Esto viene determinado en principio
por señales extracelulares (hormonas, factores
de crecimiento y diferenciación) que interaccio-
nan con sus receptores celulares y desencade-
nan una respuesta pleyotrópica, con activación
secuencial de genes. Esta activación es básica-
mente irreversible, lo que explicarla el fenóme-
no del «compromiso» del proceso diferenciador
indicado anteriormente.

Se está llevando a cabo un gran esfuerzo in-
vestigador para desentrañar la ruta de transmi-
sión de la señal diferenciadora. La interacción
del factor de diferenciación con su receptor ge-
nera segundos mensajeros (AMPc, calcio o GTP)
que, a su vez, activan una cadena de cinasas
y fosfatasas hasta activar la expresión de genes
que podríamos definir como genes «maestros».
Estos genes codifican proteínas que a su vez in-
ducirían la expresión de aquellos responsables
del fenotipo de la célula diferenciada. Incluso
en células terminalmente diferenciadas, al es-
tado diferenciado es al menos en parte reversi-
ble, y requiere un control activo de la expresión
genética para ser mantenido6. Nuestro conoci-
miento de la ruta de transmisión de señal des-
de el exterior de la célula disminuye al acercar-
nos al núcleo. Conocemos bien la estructura de
muchos receptores de membrana, así como la
actividad enzimática que induce en ellos
la unión a su ligando (frecuentemente, una ac-
tividad proteína tirosincinasa). En los últimos
años se han Identificado los componentes (se-
gundos mensajeros, proteincinasas y fosfatasas)
de la ruta de transmisión de señal para algu-
nos factores de crecimiento y diferenciación. En
contraste, poco se conoce acerca de los genes
«maestros» que serían activados, en última ins-
tancia, por la señal diferenciadora, y que deben
ser un conjunto relativamente pequeño de
genes.

Actualmente se conocen varios genes que pa-
recen estar implicados, a uno u otro nivel, en

el control de la diferenciación celular. Curiosa-
mente, la mayoría de ellos no se han identifica-
do mediante modelos de diferenciación sino gra-
cias al estudio de células cancerosas, como
veremos a continuación.

Cáncer y diferenciación celular

Con alguna excepción (como los hepatocitos),
la diferenciación es incompatible con la prolife-
ración y las células madre no realizan las fun-
ciones especializadas propias del tejido que re-
generan, mientras que las células maduras han
perdido irreversiblemente la capacidad mitogé-
nica. Se debe tener en cuenta que las células
de un tejido llevan a cabo funciones especiali-
zadas que requieren la síntesis de grandes can-
tidades de proteínas específicas y/o el mante-
nimiento de una forma determinada {el ejemplo
típico de esto último son las neuronas). Duran-
te el período de mitosis, la expresión genética
sufre una represión general (debido al super-
empaquetamiento del DNA en los cromosomas
mitóticos) y además obliga a profundos cambios
en la morfología celular. Las funciones especia-
lizadas de una célula diferenciada quedarían in-
terrumpidas en mitosis.

La incompatibilidad entre proliferación y di-
ferenciación sugiere que deben existir sistemas
de «conmutación» que determinen a la célula
hacia una fase proliferativa o hacia la diferen-
ciación y que los mecanismos que controlan am-
bos procesos a nivel molecular deben tener ele-
mentos comunes. Este conmutador biológico de
dos posiciones (proliferación y diferenciación)
es normalmente irreversible. Una prueba indi-
recta pero contundente de este control común
es el hecho de que casi todos los tumores es-
tán formados por células mucho menos diferen-
ciadas o inmaduras respecto a las células nor-
males del tejido donde el tumor se ha originado
(la excepción parcial está en los teratocarcino-
mas, que generan también células diferencia-
das aunque de fenotipos diversos). El cáncer po-
dría definirse así como la proliferación
incontrolada de células que han perdido la ca-
pacidad de diferenciarse en células maduras.
La transformación cancerosa significa volver a
cambiar el «interruptor» biológico mencionado
antes. Esta transformación es el resultado de un
proceso gradual de acumulación de mutacio-
nes en genes que controlan proliferación y/o di-
ferenciación, como veremos más adelante. A
pesar de ello, los mecanismos de control de la
diferenciación y proliferación no son idénticos,
al menos en algunos tejidos. Existen patologías
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TABLA I
ALGUNAS LINEAS CELULARES COMÚNMENTE EMPLEADAS EN EL ESTUDIO DE LA BIOLOGÍA

MOLECULAR DE LA DIFERENCIACIÓN
Línea Origen o tipo celular Célula diferenciada
PC 12
F9
3T3-L1
10T1/2
Caco2
MEL
M1
WEHI-3B
HL60
U-937
K562
HEL

Feocromocitoma de ratón
Teratocarcinoma de ratón
Fibroblastos de ratón
Fibroblastos de ratón
Carcinoma de colon humano
Eritroleucemia de ratón
Leucemia mieloide de ratón
Leucemia mieloide de ratón
Leucemia mieloide humana
Leucemia mieloide humana
Leucemia mieloide humana
Leucemia mieloide humana

Célula neuronal
Endodermo parietal
Adipocito
Mloblasto
Enterocito
Entroblasto
Macrófago
Macrófago
Macrófago o granulocito
Macrófago
Macrófago o eritroblasto
Megacariocito

donde sólo uno de los dos procesos parece ha-
ber sido afectado. Por ejemplo, la psoriasis es
básicamente un defecto del control de prolife-
ración de las células de la capa basal de la epi-
dermis, pero las células inician el programa de
diferenciación a queratinocitos normalmente.
Mencionaremos más adelante otros ejemplos en
el tejido hematopoyético.

A pesar de ello, la desdiferenclación de la cé-
lula cancerosa nunca es completa, sino que la
célula tumoral retiene muchos marcadores pro-
pios del tejido donde el tumor se ha originado.
De hecho, el criterio de clasificación de tumo-
res se basa en la morfología, es decir, un crite-
rio de diferenciación y no de proliferación. Este
hecho hace que la sensibilidad a quimio o radio-
terapia, capacidad de metástasis, velocidad de
crecimiento, etc., sean tan diferentes de un tipo
de tumor a otro. Más aún, las líneas celulares
derivadas de tumores son modelos de sus teji-
dos de origen y casi todo lo que se sabe de los
mecanismos de expresión y funciones de genes
específicos de tejido a nivel molecular se ha ob-
tenido gracias a estas líneas (que a diferencia
de las células normales, pueden crecer en cul-
tivo indefinidamente). Así, la biología molecu-
lar del hígado se ha estudiado en líneas de
hepatoma, de la piel con líneas de carcino-
ma epitelial, del intestino con líneas de carci-
noma de colon, etc.

La incapacidad de diferenciarse de la célula
cancerosa no es siempre irreversible. Expuestas
a las señales apropiadas, las células de algu-
nos tumores pueden rediferenciarse. El ejem-
plo clásico son las células de teratocarcinoma
de ratón que trasplantadas a un blastocito se
comportan como células normales capaces de

completar el desarrollo del animal. In vitro tam-
bién se puede obtener la diferenciación de cé-
lulas derivadas de tumores por una serie de
agentes químicos y citocinas. En estos casos
también se observa la asociación entre ausen-
cia de diferenciación y proliferación, de modo
que la aparición del fenotipo diferenciado se
acompaña de la inhibición de la proliferación.
La diferenciación inducida in vitro de distintas
líneas celulares es un poderoso instrumento
para el estudio de la diferenciación. En la ta-
bla I se recogen algunas de las líneas más em-
pleadas en la investigación sobre diferenciación
molecular.

Oncogenes y control de la diferenciación

El cáncer es consecuencia de la disfunción
progresiva de genes, que, por definición, se han
dado en llamar protooncogenes, mientras que
los oncogenes serían las versiones alteradas de
los mismos encontradas en tumores. Los onco-
gens pudieron aislarse por ser capaces de pro-
ducir transformación tumoral al ser introduci-
dos en algún tipo celular (normalmente
fibroblastos NIH3T3). En un sentido más am-
plio, se pueden considerar como protooncoge-
nes todos aquellos genes cuya disfunción afec-
ta a los mecanismos de control de la
proliferación. Sin embargo, en los últimos años
se han acumulado grandes evidencias de que
muchos protooncogenes también están impli-
cados en el control de la diferenciación celu-
lar78. Esta evidencia es doble. En primer lugar,
cuando células en cultivo de distinto tipo son
inducidas a diferenciarse, se producen cambios
profundos en la expresión de ciertos protoon-
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Oncogén

abl
eroA
fms
fos
mvc
myb
ras* *
rara
spi- 7
src

TABLA II
PROTOONCOGENES IMPLICADOS EN

Proteíne tirosincinase
Receptor de hormona tiroidea
Receptor de M-CSF
Factor de transcripción
Factor de transcripción
¿Factor de transcripción?
GTPasa asociada a membrana
Receptor de ácido retinoico
Factor de transcripción
Proteína :¡rosmcinasa

DIFERENCIACIÓN CELULAR
Tipo de diferenciación *

inducida

H

H

A,E,N

M,N, M

inhibida
H
H

E,H,M
A,E,H,M

H
E,M,h

H
H

A: adipocítica; E: epicérrrnca; H: hematopoyética; M: muscu ar; N: neuronal. Incluye dates obtenidos in vitro
en in vivo; ''¡nc jyo 3 genes: H-ras, K-ras y N-ras

cogenes. En segundo lugar, la transfección de
los oncogenes altera el programa de diferencia-
ción, impidiendo o Induciendo la diferenciación,
según los casos. Este efecto no es específico del
oncogén, sino que un mismo oncogén induce
trastornos en la proliferación o bien en la dife-
renciación según el tipo de célula que sufre di-
cha alteración. También se han descrito genes
implicados en el control de la diferenciación que
no se han aislado como oncogenes, como
myoD, un gen que determina la diferenciación
de células musculares9.

Actualmente la lista de protooncogenes rela-
cionados funcionalmente con el control de la di-
ferenciación es muy amplia, y en la tabla II se
recogen sólo los que se han estudiado mejor.
De ellos destacan dos, ras y myc, que han sido
los más extensamente estudiados en modelos
de diferenciación y a ellos nos referiremos con
mayor detalle.

Oncogenes y la diferenciación
de células hematopoyéticas

Todas las células de la sangre, sean de linaje
mieloide o linfoide, proceden de una población
de células madre pluripotentes. Estas céluas
madre generan en ia médula ósea la enorme
cantidad de aproximadamente 250 mHones de
células maduras por minuto que reemplazan las
que van muriendo naturalmente. Se debe man-
tener un exacto equilibrio entre la proliferación
de formas Inmaduras, la diferenciación y la
muerte de células maduras en la sangre y otros
órganos. Además, estas células maduras son de
10 tipos diferentes, cada uno en una propor-
ción precisa1'. El proceso viene controlado

por una serie de atocinas (interleucinas, SCL,
GM-CSF, G-CSF, M-CSF) que inducen a las cé-
lulas precursoras a diferenciarse hacia uno u
otro linaje y por complejas interacciones célüla-
céüla en la médula ósea. La base celular y mo-
lecular de este proceso está lejos de ser cono-
cida. Lo que diferencia la hematopoyesis de
otros tipos de diferenciación celular es el hecho
de que las células precursoras proliferan al mis-
mc tiempo que se diferencian. En la serie mie-
loide aparecen finalmente células que no se di-
viden más y sufren una diferenciación terminal
a células maduras con distintas funciones: gra-
nulocitos (basófilos, eosmófilos, neutrófilos), eri-
trocitos, mastocitos, megacarlocitos-plaquetas,
menodtos-macrófagos. Además, las células ma-
duras de la serie linfoide (linfocitos B y T), aun-
que quiescentes, vuelven a entrar en fase re-
plicativa en respuesta al estímulo antigénico
adecuado10'11.

A partir de distintos tipos de leucemias se han
establecido líneas celulares. Estas células com-
parten muchos rasgos propios de células pre-
cursoras de los distintos linajes de la serie mie-
loide o linfoide. Como se ha mencionado, las
células progenituras producen, tras cada divi-
sión, una célula más diferenciada. Las líneas
leucémicas, especialmente las derivadas de leu-
cemia mieloide aguda, pueden ser diferencia-
das in vitro por citocinas y fármacos antileucé-
micas. Por tanto, las líneas de leucemia mieloide
son muy utilizadas como modelos de diferen-
ciación y gracias a ellas se pueden empezar a
desentrañar los mecanismos moleculares que
ocasionan la diferenciación celular12'13. En la
tabla I se han recogido las líneas más em-
pleadas.
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Conocemos una serle de genes importantes
para el control de la diferenciación. Estos ge-
nes fueron inicialmente descubiertos como on-
cogenes al encontrarse alterados en leucemias,
y pueden dividirse por su tipo de activación en
tres grupos14-5: a) aquellos activados al ser
puntos de rotura de translocaciones cromosó-
mlcas, c-myc, bci-2, rar, pml, bcr, abl, sel,
hoxll; b) aquellos activados por mutaciones
puntuales en su secuencia codificante, N-ras,
p53, fms, y c)aquellos encontrados en retrovi-
rus leucemogénicos en animales, c-myc, H-ras,
K-ras, myb, erb-A, sp'i-1. Los tres últimos no se
han encontrado activados en leucemia humana.

Las leucemias mieloides como modelos
in vivo de diferenciación.
Oncogenes abl y N-ras

En la leucemia mieloide crónica (LMC) se ob-
serva un exceso de células en sangre, si bien
son formas maduras. La enfermedad afecta a
todos los tipos celulares, pero con prevalencia
de granulocitos. El defecto en la LMC está en
el control de la proliferación en las células ma-
dre de la médula ósea, mientras que las célu-
las, en la fase crónica de la enfermedad, se di-
ferencian normalmente. Tras varios años de fase
crónica, suele producirse una crisis blástlca don-
de aparece un clon celular ¡ndiferenciado (blás-
tico) y con alta capacidad proliferativa, que da
lugar a una enfermedad semejante a la leuce-
mia mieloide aguda. En todas las células de la
médula y sangre circulante de estirpe mieloide
se produce una translocación [t(9;22)] que ge-
nera un gen híbrido de 2 genes originales de
cromosomas diferentes: facry abl. Este último
también aparece en un retrovirus que produce
leucemias en ratones, abl codifica para una pro-
teína tlrosinclnasa cuya actividad parece, por
tanto, importante en el control de la prolifera-
ción de células hematopoyéticas15.

El caso Inverso a la LMC se encuentra en los
síndromes mielodisplásicos (SMD) (del que exis-
ten 5 tipos). Es una situación preleucémica en
la que se produce cierto exceso de precurso-
res hematopoyéticos que no maduran normal-
mente, aunque no llegan a acumularse en san-
gre circulante. Después de varios años, el SMD
suele evolucionar hacia una leucemia mieloide
aguda. El defecto se encuentra también en las
células madre pluripotentes, pero aquí se blo-
quea la dlerenciación, mientras que la prolife-
ración se mantiene sometida a control. Es de
destacar que la frecuencia de mutaciones del
gen N-ras es muy alta (40-50%), curiosamen-

te mayor que en las leucemias agudas (20-
30%)16. Esto indica un papel de N-ras en el
control de la diferenciación de células hemato-
poyéticas, y no sólo en la proliferación. Volve-
remos con más detalle a los genes ras y se des-
cribirá un caso similar en tumores de piel. Las
LMC y SMD ofrecen modelos in vitro en los que
sólo el control de la proliferación o de la dife-
renciación está alterado. Sin embargo, la leu-
cemia aguda maligna es siempre causada por
un clon donde ambos controles están bloquea-
dos. Estos modelos demuestran que ambos pro-
cesos, si bien tienen controles comunes, tam-
bién los tienen específicos. Pero, en cualquier
caso, para generar una célula tumoral maligna
es necesaria la acumulación de mutaciones en
genes implicados en el control de ambos pro-
cesos.

Oncogén c-myc y diferenciación de células
hematopoyéticas

El oncogén c-myc pertenece a una familia con
al menos otros 2 miembros (L-myc y N-myc).
El oncogén c-myc fue originalmente descubierto
en retrovirus que producían leucemias en aves
y porque aparece implicado en una transloca-
ción cromosómlca en el linfoma de Burkltt hu-
mano. El producto del gen c-myc es una pro-
teína que se localiza en el núcleo celular donde
dlmeriza con otra (Max) y activa la transcripción
de genes aún desconocidos1718. Sí se conoce,
desde hace tiempo, que el gen c-myc desem-
peña un importante papel en el control de la di-
ferenciación celular19-20. Esto es más cierto
para células hematopoyéticas. Esta relación en-
tre c-myc y diferenciación hematopoyética se
resume por los siguientes datos18"20:

1. La expresión de c-myc dlsmhuye o se anu-
la en células de distintas líneas mieloides hu-
manas (U937, HL60, K562) o de ratón (MI,
MEL) cuando son Inducidas a diferenciarse in
vitro por distintos agentes.

2. La expresión forzada de c-myc en algunas
líneas mieloides (MEL, HL60, MI) inhibe su di-
ferenciación in vitro. En otros modelos de dife-
renciación como la de los adipocitos o mioblas-
tos se reproduce este efecto.

3. La inhibición de la expresión de c-myc me-
diante oligonucleótidos o RNAm antlsentldo
induce la diferenciación de algunas líneas mie-
loides (MEL, HL60) en ausencia de inductores
químicos.

4. En un porcentaje significativo de enfermos
de leucemia mieloide aguda se observa expre-
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sión aumentada de c-myc. En el 100% de ca-
sos de linfoma de Burkitt se produce una trans-
locación [t(8;14)] que yuxtapone un gen de ¡n-
munoglobullna delante del c-myc, resultando de
la expresión desregulada de c-myc. La expre-
sión forzada de c-myc también transforma lin-
focitos ¡n vitroy la administración de ciertos car-
cinógenos en ratones provoca el desarrollo de
plasmacitomas que llevan reordenamlentos
¡nmunoglobulina-c-mycsemejantes a los del lin-
foma de Burkitt141619.

Es obvio que la proteína c-Myc desempeña
un papel en la conmutación entre proliferación
y diferenciación tanto en células de la serie mie-
loide como linfolde. De acuerdo con lo anterior
se ha postulado que la expresión de c-myc es
necesaria para mantener a las células en un es-
tado proliterativo, Incompatible con la diferen-
ciación, de modo que su sobreexpresión inhi-
be a ésta. Sin embargo, otros datos indican que
la hipótesis puede no ser de aplicación general:

j . La cotransfección de linfocitos inmaduros
(células pre-B) con los oncogenes raf (una pro-
teína serincinasa) y c-myc hace que se diferen-
cien, pero, curiosamente, no a células B ma-
duras, sino a una célula con fenotipo de
macrófago15 (esto también demuestra que la
segregación entre los linajes mielolde y linfoide
no es irreversible).

2. La infección de ratones con un virus que
lleva el oncogén abl produce linfomas (células
pre-B), pero si el virus expresa además c-myc,
los tumores que aparecen son plasmacitomas,
es decir, de un tipo celular más diferenciado21.

3. En algunas líneas mieloides como K562 y
U937 se puede obtener citostasis con mante-
nimiento de niveles elevados de c-myc, y su ex-
presión forzada no inhibe su diferenciación (M.
Gómez-Casares, M.D. Delgado y J. León, ob-
servaciones no publicadas).

Oncogén H-ras y diferenciación celular

La familia de genes ras de mamíferos está for-
mada por tres miembros: H-ras, K-rasy N-ras.
Codifican para pequeñas proteínas con activi-
dad GTPasa ancladas a la parte interna de la
membrana celular. Allí interaccionan, a través
de otras proteínas, con receptores de factores
de crecimiento y diferenciación. Las proteínas
ras deben estar unidas a GTP para ser activas
en su función de transmisión de señal22. Las
formas oncogénicas presentan mutaciones en
un aminoácido (en la posición 12 o 61), care-
cen de actividad GTPasa y están, por tanto, en

forma activa (ras-GTP) de forma constitutiva22.
El oncogén H-ras fue el primero aislado de un
tumor humano. Después se han encontrado ge-
nes ras mutados en numerosos tumores, sien-
do los oncogenes hallados con más frecuencia
en el cáncer humano23. Ya se ha mencionado
anteriormente la frecuente activación de N-ras
en leucemia mieloide aguda y síndrome mlelo-
displásico1623. También se ha visto que la ex-
presión de H-ras disminuye drásticamente du-
rante la diferenciación ¡n vitrotie algunas líneas
de leucemia mieloide24. Es muy frecuente la
activación de K-rasen carcinoma de páncreas
y colon (un 7 y un 4%, respectivamente)25 y
de H-ras en tumores de piel, tanto humanos23

como experimentales26.
En muchas células la presencia de oncoge-

nes ras induce un fenotipo más proliferante, tu-
morogénico. El ejemplo clásico son los fibroblas-
tos de ratón NIH3T3, en los que la expresión de
genes ras activados induce un profundo cam-
bio fenotípico a células más transformadas. Gra-
cias a las células NIH3T3 se aislaron los genes
ras y la mayoría de los oncogenes actualmente
conocidos. La expresión de genes ras activados
se acompaña frecuentemente de una desdife-
renciación celular. Este es el caso, por ejemplo,
de células musculares cuya diferenciación es in-
hibida por H-ras27. Sin embargo, en los últimos
años se vienen encontrando evidencias que re-
velan una relación de los protoocogenes rascón
el control de la diferenciación. A continuación
se mencionan cuatro modelos de diferenciación
donde esta relación es más evidente. Pondre-
mos más énfasis en dos de ellos.

Diferenciación neurona!

Un modelo muy utilizado de diferenciación de
células nerviosas es el inducido en línea de feo-
cromocitoma de rata PC-12. Estas células res-
ponden al factor de crecimiento nervioso (NGF)
cesando en su crecimiento e iniciando un pro-
ceso de diferenciación a células de tipo neuro-
nal con emisión de prolongaciones dendríticas.
Fue una sorpresa descubrir que al transfectar
estas células tanto con el oncogén H-ras, K-ras
o N-ras las células se diferenciaban de manera
análoga a con NGF28'29. El mismo efecto dife-
renciador de PC12 se ha demostrado para el
oncogén src, que codifica para una proteína ti-
rosincinasa.

Diferenciación de adipocitos

Los fibroblastos de ratón de la línea 3T3-L1
se diferencian a adipocitos una vez que alcan-
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zan la confluencia en presencia de insulina. Esta
diferenciación es detectable por la acumulación
de gotas de grasas e inducción de enzimas re-
lacionadas con el metabolismo lipídico. En es-
tas células, al ser transfectadas con los onco-
genes H-ras o N-ras, las células se diferencian
sin necesidad de añadir insulina30.

Diferenciación de células vulvares
de nematodos e insectos

El nematodo Caenorhabditis elegans es un
modelo ampliamente usado para el estudio de
la diferenciación al tener determinados todos los
linajes celulares desde etapas tempranas de su
desarrollo. Se ha demostrado que la actividad
del gen homólogo de ras (llamado ¡et-60 en
C. elegans) es necesaria para que las células lar-
varias precursoras de la vulva formen el órga-
no del animal adulto. Al igual que en mamífe-
ros, la forma activa de la proteína es la unida
a GTP31. De manera semejante, la actividad
ras-GTP es necesaria para la diferenciación de
las neuronas fotorreceptoras de Drosophüa me-
lanogaster32.

Diferenciación epitelial

La epidermis es un tejido que se está rege-
nerando continua y activamente a partir de una
población de células madre unipotentes: las cé-
lulas de la capa basal. En cada división produ-
cen, además de otra célula madre, una célula
que ya no se divide más y que va diferencián-
dose progresivamente, cargándose de querati-
nas y ocupando posiciones cada vez más ex-
ternas hasta convertirse en una escama de
queratina. La alta frecuencia de H-ras activado
en tumores de piel inducidos por aplicación tó-
pica de carcinógenos en animales o por infec-
ción de retrovirus de Harvey (v-H-ras) sugieren
que la disfunción de ras es causa de la prolife-
ración incontrolada acompañada con desdife-
renciación de células epiteliales2"1. Además,
queratinocitos transfectados con genes ras ac-
tivados pierden la dependencia de EGF (factor
de crecimiento epidérmico) para su crecimien-
to y otros marcadores de diferenciación33.

Sin embargo, otros estudios más recientes su-
gieren que la asociación entre la presencia de
ras activado y desdiferenciación de queratino-
citos no es tan clara. Por ejemplo, estudios rea-
lizados con queratoacantomas indican que el
gen H-ras también puede desempeñar un pa-
pel en la diferenciación de los queratinocitos.
Estos tumores, tras una fase de rápido creci-
miento, sufren un proceso de rediferenciación,

de modo que el tumor remite espontáneamen-
te. Tanto en queratoacantomas de conejo indu-
cidos experimentalmente como en queratoacan-
tomas humanos, se observa activación de H-ras
con alta frecuencia34. En el caso humano, esta
frecuencia (30%) es incluso mayor en quera-
toacantomas que en carcinomas (13%)35. En
consonancia con esto, existen líneas de quera-
tinocitos con H-ras activado que conservan la
morfología epitelial y la expresión de marcado-
res de diferenciación como cadherinas36. Otro
ejemplo de que H-ras no bloquea el programa
diferenciador en la piel lo proporcionan ratones
transgénícos que expresan el oncogén H-ras en
queratinocitos. Estos ratones desarrollan hiper-
plasias de piel pero no carcinomas3738.

La diferenciación celular como terapia
anticancerosa

Si el cáncer es un desorden tanto de diferen-
ciación como de proliferación, la terapia anti-
cancerosa podría dirigirse tanto a inhibir la se-
gunda como a estimular la primera. En la
práctica la inmensa mayoría de los anticance-
rosos son inhibidores de replicación de DNA,
de transcripción o de mitosis y actúan como ci-
totóxicos sobre células que se dividen activa-
mente. Sin embargo, como se ha descrito an-
teriormente, las células cancerosas no han
perdido irreversiblemente su capacidad de di-
ferenciarse y pueden ser inducidas a diferen-
ciación terminal mediante el estímulo apropia-
do. Esta es ia base de la terapéutica antican-
cerosa basada en fármacos no citotóxicos sino
capaces de inducir la diferenciación. El núme-
ro de agentes de síntesis y naturales capaces
de inducir diferenciación in vitro, especialmen-
te de células mieloides, es muy amplio, y entre
ellos existen fármacos habitualmente usados
como antileucémicos (arabinósido de citosina,
hidroxiurea, o daunomicina12). Sin embargo,
muy pocos han mostrado utilidad en cáncer hu-
mano por su efecto diferenciador. Entre éstos
destaca el ácido retinoico, usado en algunos
cánceres de piel y sobre todo en una leucemia
mieloide, ia leucemia aguda promielocítica. En
esta leucemia se produce una translocación cro-
mosómica que afecta al gen de un receptor del
ácido retinoico (rara)39. Otros fármacos habi-
tualmente usados como citotóxicos (arabinósi-
do de citosina o daunomidna) se han utilizado
a bajas dosis como diferenciadores en casos de
SMD16, así como algunas citocinas: interferón
alfa y GM-CSF35. Los ensayos clínicos de agen-
tes diferenciadores en el tratamiento del cán-
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cer se están multiplicando. La ventaja teórica
de este abordaje es su baja toxicidad general,
ya que sólo actuaría sobre células indiferencia-
das pero no tendría ningún efecto sobre las cé-
lulas normales ya diferenciadas.
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DISCUSIÓN

F. RUIZ-CABELLO: Quería hacer sólo una matiza-
ción, y es que hay una excepción al principio
general de que toda célula madura o diferen-
ciada es incapaz de dividirse, que es el linfo-
cito.

J. LEÓN; ES cierto, y existe una segunda excep-
ción, que es el hígado. El hígado puede rege-
nerar y lo que regenera son hepatocitos dife-
renciados.

A. FABRA: He encontrado a faltar una tercera
«categoría» de oncogenes, que serían los ge-
nes relacionados con el rescate de la muerte
celular programada en procesos en los que
las células madre pueden desembocar en una
diferenciación y dentro de esta determinada
diferenciación, llegará un momento en que las
células sufrirán una muerte celular programa-
da, y determinados oncogenes o incluso ge-
nes supresores de tumores pueden actuar res-
catando a la célula de esta muerte celular
programada. Me gustaría discutir el papel que
en un momento determinado los oncogenes
o genes supresores de tumores, o sus propios
productos, pueden desempeñar a favor o en
contra de este equilibrio, entre proliferación
celular y diferenciación.

J. LEÓN: Supongo que se refiere básicamente a
BCL2, que efectivamente es un gen original-
mente aislado de leucemias linfocíticas, foli-
culares, y que se ha comprobado que inhibe
la apoptosis (muerte celular programada) es-
pecialmente en modelos linfoides. También
quisiera señalar que el myc lo que hace en
otros modelos es induciría de modo que, efec-
tivamente, éste es un punto Importante, que
requiere más investigación.

J. VICENTE: Hay un aspecto que me ha intriga-
do muchísimo, y es que cuando se estimula
con un oncogén rasa ciertos tipos de células,
éstas se diferencian en lugar de entrar en pro-
liferación, y eso ocurre básicamente en célu-
las derivadas del sistema nervioso, con la es-
tlmulación del factor de crecimiento
neurogénico. Actualmente parece admitirse
que esto estaría relacionado con la línea por
la que el ras expresa su señal, en este caso,
a través de la neurofibromina, lo que se com-
prende bastante bien en el sistema nervioso,
pero ¿qué pasa en la piel?, ¿ocurre lo mismo?

J. LEÓN: NO dispongo de información para con-
testar directamente a esta pregunta.

J. VICENTE: LO curioso es que aparentemente es
un tumor que se estimularía, y en los eplder-
moides, por ejemplo, ocurre lo contrario.

J. LEÓN; Se debe tener muy en cuenta el mo-
delo utilizado ya que si se aplica dimetilben-
zantraceno en otro animal u otra zona que no
sea la parte interna de la oreja del conejo no se
obtienen queratocantomas, sino fundamental-
mente papilomas o carcinomas epidermoides.

G. CAPELLÁ: En relación con la anterior pregun-
ta de A. Fabra: ¿han evaluado la apoptosis en
algunas de estas líneas?

J. LEÓN-. En el modelo al que me he referido en
mi exposición hemos probado citarabina, hi-
droxiurea y TPA y hemos observado que lo
que se produce es una diferenciación sin
apoptosis. Sólo hemos encontrado un agente
que provoca apoptosis en estas células, que
es un inhibidor de fosfatasas, ácido okadaico.

V. VICENTE GARC(A: Quisiera hacer un comenta-
rio general al controvertido tema de diferen-
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dación y proliferación, para señalar que algu-
nos grupos de investigadores están emplean-
do otras aproximaciones tales como el estu-
dio del ¡nmunofenotipo en leucemias, y
curiosamente algunos encuentran que en con-
tra del tópico de a mayor diferenciación me-
nor proliferación, parece observarse que a ma-
yor diferenciación celular mayor proliferación.
Es decir, creo que nos encontramos en un te-
rreno todavía lo suficientemente abierto como
para explorar distintos enfoques a través de
la ideología molecular o el inmunofenotipo.

M. DÓMINE: Quería preguntar al Dr. León cuá-
les son estos genes maestros de la diferencia-
ción, si son básicamente los genes oncosupre-

Sj o están implicados otros genes.

J. LEÓN: Creo que, lógicamente, los genes
maestros debemos buscarlos entre los genes
que codifican para proteínas que actúan a ni-
vel de la transcripción en el núcleo. Por ejem-
plo los genes myc o el myb serían posibles
candidatos.

M. DÓMINE: ¿NO sería c-mycun gen-respuesta?
Lo digo porque con unos genes actúa en la
proliferación y cuando colabora, por ejemplo,
con P53, puede actuar en la apoptosis.

J. LEÓN: De nuevo surge la cuestión. Cuando se
observa que cualquier otro gen disminuye su
material de expresión, la pregunta es si esto
es un efecto o es una causa. Entonces, la res-
puesta depende del sistema celular que se
está analizando.
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