
La diferenciación de las células intestinales
se encuentra acoplada a la migración 
en las criptas intestinales 

La cripta intestinal, la unidad proliferativa
del intestino, es un sistema dinámico perfecta-
mente regulado, en el que la diferenciación,
proliferación y migración celular se hallan es-
trechamente acopladas1. Los cuatro tipos ce-
lulares maduros presentes en este epitelio (en-
terocitos, células mucosecretoras, células en-
teroendocrinas y células de Paneth) se
originan a partir de una célula multipotencial,
situada hacia la base de la cripta. Excepto en
el caso de las células de Paneth, que migran
en dirección opuesta, la génesis de estos tipos
celulares se produce mediante un proceso de
diferenciación continuo, durante el cual las cé-
lulas migran formando bandas verticales des-
de la base de la cripta hacia la parte superior
de ésta y, posteriormente, a lo largo del villus
hasta ser exfoliadas1. La proliferación se en-
cuentra restringida a los dos tercios inferiores
de la misma; una vez llegado a ese nivel, las
células se encuentran terminalmente diferen-
ciadas y son plenamente funcionales. En este
proceso de migración y diferenciación, la ca-
pacidad de las células de establecer contactos
con las células vecinas o con la matriz basal
desempeña un papel crucial; por ejemplo, va-
rios experimentos han demostrado alteracio-
nes en la formación de las criptas cuando se
incrementa o se disminuye de modo artificial
la adhesión intercelular2 (fig. 1). 

Es evidente que la comprensión de una ma-
nera precisa de cómo se regulan estos proce-
sos tiene especial importancia. Basta para ello
recordar que las alteraciones en estos proce-
sos son necesarias para la génesis de los tu-
mores de colon, una de las principales causas
de mortalidad ligada al cáncer en el mundo
occidental4. El tratamiento de esta enferme-

dad no ha experimentado avance alguno en
los últimos 30 años, ya que  por el momento
no ha sido posible hallar ningún fármaco que
presente una eficiente actividad contra los tu-
mores de este origen in vivo5. 

El estudio de los procesos de diferenciación
y proliferación se ha visto tradicionalmente
perjudicado por la falta de métodos reproduci-
bles para el cultivo de células del epitelio in-
testinal y por el fenotipo muy indiferenciado
que presentaban las líneas celulares colorrec-
tales6,7. Sin embargo, durante los últimos años
se han descrito varias líneas, obtenidas a partir
de tumores que, en cultivo, tras alcanzar la
confluencia experimentan un proceso de dife-
renciación semejante al que se produce en la
cripta y adquieren un fenotipo semejante al de
células mucosecretoras o enterocíticas madu-
ras. Entre estas células cabe destacar las sub-
poblaciones M6 y M3 obtenidas a partir de la
línea celular HT-29, por selección en condicio-
nes de estrés8. Las células así seleccionadas
son capaces de formar complejos de adhesión
intercelular (uniones adherentes, desmosomas
y uniones estrechas) y originar una monocapa
de células polarizadas, con un borde en cepi-
llo bastante bien estructurado. Por esta razón,
estas células han sido utilizadas como modelo
para estudiar in vitro la regulación de la dife-
renciación intestinal.

La diferenciación de líneas celulares
intestinales se bloquea por la activación 
de PK-Cα

Utilizando las HT-29 M6 como modelo de
trabajo se han identificado varios factores que
afectan a su diferenciación. En primer lugar,
se ha determinado que la adición de ésteres
de forbol como el PMA impide que estas célu-
las formen contactos adecuados y bloquea la
aparición del fenotipo diferenciado9. La adi-
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ción de este compuesto induce cambios celu-
lares que han sido denominados scattering o
dispersión; estos cambios consisten en pérdi-
da de los contactos intercelulares, incremento
de la adhesión a la matriz, incremento de la
movilidad celular y, en general, adquisición de
una morfología más fibroblastoide10. El efecto
de scattering no es algo específico de células

intestinales sino que el PMA lo induce también
en otros tipos celulares epiteliales11. Otros fac-
tores, entre los que el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) es el de efecto más general,
causan también el scattering de las células
epiteliales11. 

El PMA es un activador específico de una
familia de proteincinasas colectivamente deno-
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minadas proteincinasa C (PK-C)12. Esta familia
está compuesta por, al menos, 10 miembros
agrupados en tres subfamilias: PK-C conven-
cionales (cPK-C), nuevas (nPK-C) o atípicas
(aPK-C); de éstos, los ocho miembros de las
subfamilias c y nPK-C pueden ser activados
por el PMA13. Se ha podido demostrar que la
activación de la isoforma cPK-Cα es suficiente
para inducir el proceso de scattering;  la intro-
ducción de un mutante activado de esta iso-
forma causa la adquisición de un fenotipo fi-
broblastoide semejante al obtenido tras trata-
miento con PMA14. Sin embargo, no se puede
descartar que alguna de las otras isoformas de
PK-C sensibles a PMA y presentes en estas
células (nPK-C ε y η) pueda contribuir a este
efecto, ya que se ha detectado la transactiva-
ción de otras formas de PK-C en las células
transfectadas con el mutante activado de cPK-
Cα (Llosas et al, resultados no publicados). 

Además de inducir el scattering de las célu-
las HT-29 M6, el PMA, como la transfección
del mutante de cPK-Cα , ejerce otro efecto
aparentemente no relacionado: disminuye la
velocidad de proliferación10,14-16. A diferencia
del scattering, que ocurre en más tipos celula-
res epiteliales, este efecto es específico de las
líneas celulares intestinales y parece estar re-
lacionado con la inducción de p21cip1 y
p27kip1, inhibidores de la proteincinasa de-
pendiente de ciclinas17. Experimentos de tu-
morogénesis realizados en ratones atímicos
refieren que los dos efectos observados (sca-
ttering e inhibición del crecimiento) se re-
producen también en los tumores, y requieren
un diferente grado de activación de esta enzi-
ma. Así, los clones que poseen una elevada
actividad cPK-Cα son incapaces de formar tu-
mores, mientras que los que contienen valores
moderados de esta enzima originan tumores
de menor tamaño y con características anato-
mopatológicas más invasivas14. 

¿Cómo encajan nuestros resultados dentro
de un papel de la PK-C en la carcinogénesis
colónica? Ciertos datos epidemiológicos ha-
bían sugerido que alguno de los miembros de
esta familia podían desempeñar un papel re-
levante en el proceso de carcinogénesis coló-
nica18. Existían, además, resultados que su-
gerían que alteraciones en la actividad de esta
familia de enzimas podían estar relacionadas
con el proceso de transformación maligna en
humanos, actuando de manera diferente en
los estadios tempranos y tardíos de este pro-
ceso. Así, en modelos experimentales de car-
cinogénesis se han detectado cambios que

sugieren que una activación de la PK-C en los
adenomas causa una depleción posterior de
esta actividad19,20. Nuestros resultados indi-
can que una activación moderada de la PK-C
puede desempeñar un papel en la modula-
ción de los contactos celulares. En condicio-
nes normales esta modulación sería necesaria
para que las células pudiesen modificar sus
contactos con las células vecinas y migrar a lo
largo de la cripta; una activación no regulada
impediría iniciar el proceso de tumorogénesis.
En células en la parte superior de la cripta la
activación de la PK-Cα sería necesaria para
bloquear el crecimiento celular; es en esta zo-
na en la que se ha encontrado una asociación
mayoritaria de esta isoforma con la membra-
na plásmática, indicativa de su activación16.
En tumores avanzados, la depleción de esta
enzima induciría el crecimiento incontrolado
de células en compartimientos donde no lo
haría normalmente (fig. 2). 

Proteínas tirosincinasas regulan la función
de la E-cadherina

La aparición del fenotipo de scattering es
consecuencia de cambios coordinados en va-
rias propiedades celulares como son una ma-
yor afinidad hacia la matriz extracelular, una
adhesión intercelular disminuida y una movili-
dad incrementada. A su vez, las modificacio-
nes en estas propiedades de las células son
consecuencia de alteraciones aparecidas en
las moléculas que ejercen un papel importante
en su regulación; así, por ejemplo, la pérdida
de adhesión intercelular se asocia, y probable-
mente se debe, a una disminución en la fun-
cionalidad de la E-cadherina10. Ésta es una
proteína transmembrana responsable, a través
de interacciones homotípicas, del estableci-
miento de las uniones adherentes, los comple-
jos de unión que se establecen con más rapi-
dez en células epiteliales21. Al tratar las célu-
las HT-29 M6 con PMA se produce la pérdida
de funcionalidad de la E-cadherina que deja
de ser capaz de interaccionar con el citosque-
leto de actina22. En este proceso influyen pro-
teínas tirosincinasas, puesto que inhibidores
de estas enzimas (como la herbimicina), incre-
mentan la asociación de E-cadherina con el ci-
tosqueleto y, por tanto, su funcionalidad,
mientras que los inhibidores de las fosfoproteí-
na-fosfatasas (como el ortovanadato) la dismi-
nuyen22. 

Varias proteínas tirosincinasas se han rela-
cionado con la regulación de la E-cadherina.
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Los datos más consistentes se refieren al pro-
ducto del gen v-src; así, la transformación
producida por este gen incrementa la fosforila-
ción tanto de la beta como de la p120-cateni-
na23,24. En las células HT-29 M6, la pérdida
de los contactos celulares inducida por PMA
se ve precedida por un incremento en la acti-
vidad del análogo celular de v-src, p60c-src,
concomitantemente a la fosforilación de p120-
catenina20. No se detectan cambios en el con-
tenido en fosfotirosina de betacatenina, proba-
blemente a causa de la elevada presencia de
esta modificación en células HT-29 M6. En
paralelo a la fosforilación se detectó un cambio
en la asociación de E-cadherina por estas pro-
teínas; en condiciones de control esta proteína
se encuentra asociada en gran medida a beta-
catenina e inapreciablemente a p120-cateni-
na; tras la fosforilación, estas proporciones se
invierten22. Estos resultados, unidos a otros
datos obtenidos en células transformadas con
v-ras25, han sugerido un modelo según el cual
la funcionalidad de la E-cadherina, que de-

pende de su interacción con alfacatenina y, a
través de ésta, con el citosqueleto, está contro-
lada por la fosforilación26. En ausencia de estí-
mulos, la E-cadherina estaría unida a la beta-
catenina que actuaría de puente para su inte-
racción con la alfacatenina; tras la
fosforilación, en residuos de tirosina (indicada
como PY en el esquema expuesto en la fig. 3),
la afinidad de la E-cadherina hacia la p120-ca-
tenina se incrementaría y ésta desplazaría a la
betacatenina del complejo, provocando la pér-
dida de la asociación de la E-cadherina con el
citosqueleto26. Este modelo, basado en un
cambio en afinidades relativas, dista de estar
probado; una posibilidad que no lo alteraría
demasiado consistiría en que la entrada de la
p120-catenina en el complejo causase, no el
desplazamiento de la betacatenina, sino sólo
la pérdida de la interacción con la alfacateni-
na. En cualquier caso, la validación de este
modelo requerirá la determinación de las
constantes de asociación de la E-cadherina
por las cateninas, tanto cuando éstas se en-
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cuentren fosforiladas en tirosina como en esta-
do basal. Estudios de este tipo se encuentran
ya en marcha en nuestro laboratorio utilizando
proteínas recombinantes; mediante este siste-
ma ya se ha podido determinar que la afinidad
del fragmento citosólico de la E-cadherina ha-
cia la betacatenina es mucho mayor que hacia
la p120-catenina (Piedra y Duñach, resultados
no publicados) (fig. 3). 

La betacatenina actúa como factor
transcripcional 

Recientemente se ha podido demostrar que,
además de ejercer un papel crucial en la for-
mación y regulación de los contactos adheren-
tes, la betacatenina también actúa como acti-
vador transcripcional. Diversos estudios, rea-
l izados inicialmente en X. laevis y D.
melanogaster y completados en células huma-
nas, indican que la betacatenina puede trans-
locarse al núcleo, unirse a un factor transcrip-
cional de la familia LEF-1 (en el intestino,
hTCF-4) y activar la transcripción de una serie
de genes aún desconocidos27-29. La capaci-
dad de la betacatenina de trasladarse al nú-
cleo se encuentra en función de las concen-
traciones de esta proteína que se encuentran
en el citosol no asociadas a E-cadherina, valo-

res que dependen principalmente de la veloci-
dad de degradación de esta proteína. La esta-
bilidad de la betacatenina está controlada
por fosforilación en residuos de serina y treo-
nina, modificación que realiza la proteincinasa
GSK-327-29. La capacidad de esta enzima para
fosforilar residuos específicos de la betacateni-
na está muy delicadamente regulada; se ha
demostrado que puede ser bloqueada por una
cadena de reacciones iniciada por un factor
extracelular (wnt en células eucariotas) y que
requiere la acción acopladora de una proteína
denominada APC27-29. 

La importancia de este nuevo papel de la
betacatenina como coactivador transcripcional
viene resaltada por el hecho de que esta acti-
vidad parece ser esencial para el desarrollo de
los tumores de colon, cualquiera que sea su
estadio. Así, mutaciones de APC que impiden
que la betacatenina se degrade son un acon-
tecimiento muy habitual en los tumores de co-
lon (más del 85%); esta lesión parece ser la
iniciadora del proceso de carcinogénesis coló-
nico30. En un amplio porcentaje del 15% de
los tumores restantes, en los que no se ha de-
tectado lesión en APC, aparecen mutaciones
en la betacatenina, que impiden que la proteí-
na sea fosforilada en Ser/Thr y degradada31.
Esto hace que, comparados con los tejidos
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normales, una gran mayoría de los tumores de
colon (líneas celulares derivadas de ellos) po-
sean concentraciones elevadas de betacateni-
na y una mayor presencia de esta proteína en
el núcleo (Fabre et al, resultados no publica-
dos).

Es también interesante destacar que la en-
trada de la betacatenina en el núcleo se reali-
za de una forma atípica, ya que  se efectúa de
manera independiente de las proteínas trans-
portadoras clásicas (importinas)32. Los datos
más recientes sugieren que la betacatenina in-
teracciona con el mismo receptor que las im-
portinas presentes en los poros nucleares32

(fig. 4).
En las células HT-29 M6, la activación pro-

longada de la cPK-Cα induce la translocación
al núcleo de la betacatenina. Este efecto no se
debe a un incremento en las concentraciones
de esta proteína puesto que estas células no

son capaces de degradar la betacatenina ya
que la proteína APC que expresan está muta-
da. La translocación al núcleo de la betacate-
nina se acompaña de un incremento de la ac-
tividad transcripcional mediada por betacate-
nina, determinada mediante ensayos de
transfección transitoria de un gen reporter bajo
la expresión de un promotor con secuencias
de unión para hTCF-4. El mismo efecto se ha
encontrado en otras líneas celulares intestina-
les con valores bajos de E-cadherina, como
SW-480 (Baulida et al, resultados no publica-
dos). Estos datos indican que la actividad
transcripcional mediada por betacatenina está
sujeta a regulación aun en ausencia de APC e
introducen un elemento más de control en el
esquema anteriormente descrito; es posible
que la unión de la betacatenina al receptor nu-
clear también esté modulada de una manera
directa. Otra posibilidad a ser considerada es
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que el PMA incremente la accesibilidad de la
betacatenina a los receptores debido a su me-
nor interacción con otras proteínas.

El gran interrogante de este modelo continúa
consistiendo en identificar a los genes cuya
transcripción está siendo modulada in vivo por
el complejo betacatenina-hTCF-4. En nuestro la-
boratorio se está procediendo a este estudio uti-
lizando como sistema células SW-480, que po-
seen alta actividad transcripcional del complejo
betacatenina-hTCF-4 y células SW-480 en las
que esta actividad ha sido bloqueada mediante
la introducción ectópica de una forma truncada
de este factor transcripcional (∆hTCF-4), que
carece del dominio de unión para la betacateni-
na. La introducción de este mutante es capaz
de disminuir entre seis y ocho veces la activi-
dad basal del complejo en estas células en en-
sayos de expresión transitoria; en transfeccio-
nes estables las disminuciones son más modes-
tas (tres-cuatro veces), lo que puede ser
interpretado como que es necesario un cierto
nivel de transcripción mediada por este com-
plejo para que las células puedan sobrevivir en
cultivo (Baulida et al, resultados no publicados).
En consonancia con estos datos, la sobreexpre-
sión de APC en células HT-29 y en otras líneas
intestinales induce apoptosis33.

Un gen candidato a ser regulado por betaca-
tenina-hTCF-4 es la E-cadherina. Se ha pro-
puesto que el incremento en transcripción me-
diada por betacatenina estaría relacionado con
la transición epitelio-mesénquima y la desapa-
rición de esta proteína que aparece frecuente-
mente en los tumores34,35. Sin embargo, varios
datos indican que si la betacatenina está regu-
lando negativamente la transcripción de la E-
cadherina, no lo hace directamente. En primer
lugar, la desaparición de la E-cadherina no es
un acontecimiento temprano en el desarrollo
de los tumores, a diferencia de la mutación de
APC y el incremento en transcripción36. Tam-
poco se ha encontrado en la zona del promotor
de la E-cadherina murina responsable de la es-
pecificidad de linaje epitelial la presencia de
secuencias claras de unión de hTCF-437. Por
último, en los clones caracterizados en nuestro
laboratorio en los que se ha disminuido la acti-
vidad transcripcional mediada por betacateni-
na tras la expresión de ∆hTCF-4 no se observa
un aumento concomitante en E-cadherina,
aunque la funcionalidad de esta proteína pare-
ce menor. Sin embargo, no puede descartarse
que la betacatenina esté actuando en conso-
nancia con otros estímulos, por ejemplo, facto-
res de crecimiento, para estimular la expresión

de un gen que actúe como represor de la
transcripción de la E-cadherina.    
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DISCUSIÓN

A.M. PLANAS: Esta entrada de la betacatenina
al núcleo, ¿está siempre asociada a una si-
tuación patológica, es decir, no ocurre en
condiciones fisiológicas?

A. GARCÍA DE HERREROS: En las criptas normales
sólo observamos presencia de betacatenina
nuclear en una célula situada cerca de la ba-
se de la cripta, que podría ser la célula ma-



dre. De hecho, APC sólo se expresa en los
dos tercios superiores de la cripta y no se ex-
presa en la parte inferior. También se puede
apreciar la presencia de betacatenina nu-
clear en algunos casos de alteraciones pre-
neoplásicas.

J. MOSCAT: En primer lugar, los experimentos
realizados expresando PK-Cα, ¿habéis inten-
tado realizarlos también con la expresión de
un mutante que carezca de actividad enzi-
mática? Lo pregunto porque la expresión de
PK-Cα muchas veces produce efectos inde-
pendientes de su actividad enzimática como,
por ejemplo, la activación de la fosfolipasa D.
En segundo lugar, en los experimentos con
PMA y dado que se trata de una molécula
bastante artificial, ¿cuál es el estímulo fisioló-
gico real que estáis estudiando? 

A. GARCÍA DE HERREROS: Con PK-Cα negativo no
obtuvimos clones estables, los clones morían
enseguida. Probablemente esto se deba a
que las células requieran un cierto nivel de
PK-Cα para adherirse y ser capaces de so-
brevivir. Con otras PK-C hemos observado
efectos parciales. Por ejemplo, si sobreexpre-
samos PK-Cε se obtiene un fenotipo ligera-
mente parecido al de scattering, pero no se
detiene el crecimiento. Si sobreexpresamos
PK-Cη ocurre lo contrario, el fenotipo es igual
pero las células proliferan más despacio. Por
tanto, no podemos descartar que el efecto
pudiera deberse a una transactivación. En
cuanto a tu segunda pregunta, nuestra idea
al utilizar PMA en estas células se basa en
una serie de experimentos descritos hace
tiempo, en los que Harry Wenstein, epide-
miólogo molecular, y otros autores posterior-
mente, trataron de involucrar a la PK-Cα en
la carcinogénesis. Se fundamenta en que, en
pacientes con cáncer de colon, la dieta rica
en grasas podría constituir un factor de ries-

go tumoral, ya que la presencia de diacilgli-
cerol en estas dietas parece actuar como ac-
tivador fisiológico. De hecho, parte de este
efecto puede también observarse en estas
células con PMA cuando se añade diacilgli-
cerol en cantidades muy altas.

A. MUÑOZ: ¿Consigues reproducir los efectos
de TPA o de PMA con algún factor de creci-
miento, por ejemplo? En segundo lugar, y da-
da la importancia de las mutaciones en el
p53 o en la vía de RAS en el cáncer de co-
lon, ¿existe alguna interacción con este siste-
ma?

A. GARCÍA DE HERREROS: Mi respuesta a la pri-
mera pregunta es: no en estas células. No
hemos podido conseguir a la vez scattering y
parada del crecimiento. Sólo hemos observa-
do uno u otro efecto, pero no los dos a la
vez. Sobre la segunda cuestión, cabría men-
cionar que nuestra idea se fundamenta en
que la activación del APC es un efecto ini-
cial. Se sabe que la expresión de p53 bajo el
control de un promotor en el intestino de ani-
males transgénicos no induce el desarrollo
de ningún tipo de proliferación celular. Cree-
mos que el APC y la betacatenina generan
más células madre o generan células que es-
tán fijadas en un compartimiento determina-
do y que son capaces de proliferar sin mi-
grar. Es decir, una mutación en RAS en una
célula normal no fijada hace proliferar más
deprisa células que ya proliferan rápido, y
conducirá a la migración y el desprendimien-
to celular sin producir ningún tipo de altera-
ción. Pero si se incrementa el número de cé-
lulas que son capaces de proliferar sin mi-
grar se crea un nuevo foco de cripta y se
generan más células madre, lo que favorece
que mutaciones posteriores que afecten a su
velocidad de proliferación sean capaces de
incidir sobre su capacidad carcinogénica.
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