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1. HETEROGENEIDAD TUMORAL: MODELO 
ESTOCÁSTICO VS. MODELO JERÁRQUICO 

La mayoría de los tumores están compuestos por una 
variedad de tipos celulares que presentan distintas 
características genéticas, epigenéticas y morfológicas. Los 
tumores son, por tanto, un grupo de células transformadas 
con distintos fenotipos y propiedades funcionales 
discretas. A nivel clínico, los tumores de distintos 
pacientes exhiben frecuentemente una heterogeneidad 
significativa en cuanto a morfología, marcadores de 
superficie, lesiones genéticas, tasa de proliferación celular 
y respuestas a terapia, entre otras. Por tanto, es necesario 
entender las bases moleculares y celulares de esta 

heterogeneidad para diseñar aproximaciones terapéuticas 
efectivas y selectivas. Actualmente, la heterogeneidad 
tumoral puede ser explicada basada en dos grandes 
modelos: la hipótesis de células madre del cáncer (modelo 
jerárquico) y el modelo de evolución clonal (modelo 
estocástico). 

Hasta los años 70, el campo fue dominado por el 
modelo de evolución clonal. En base a este modelo, se 
establece que cualquier célula dentro del tumor tiene el 
mismo potencial de adquirir secuencialmente los cambios 
genéticos y/o epigenéticos que les confieren las ventajas de 
crecimiento y generación de nuevos tumores (1, 2). Las 
diferencias intrínsecas dentro de las células tumorales 
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RESUMEN: La mayor parte de los tumores están 
estructurados jerárquicamente, siendo la población de 
células madre del cáncer la encargada de iniciar y 
mantener el tumor. Estas células madre del cáncer, 
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ambos procesos. De forma que la eliminación de la 
auto-renovación directamente o la inducción terminal de 
diferenciación producen la eliminación de las células 
madre del cáncer y, por lo tanto, la capacidad de 
mantenimiento y regeneración de la neoplasia. El 
desarrollo de dos plataformas distintas para buscar 
compuestos de pequeño tamaño bioactivos que induzcan 
la diferenciación terminal de las células madre del 
cáncer ha permitido identificar distintos fármacos con 
potencial acción neoplásica. Estas plataformas están 
basadas en cribados de alto rendimiento y alto contenido 
usando un sistema de células madre embrionarias 
transformadas y un análisis bioinformático in silico. 
Usando la leucemia mieloide aguda como modelo de 
tumor jerárquico, estos compuestos se estudiado ex vivo 
y in vivo y se han optimizado para su evaluación clínica. 
Estas plataformas de descubrimiento de fármacos se han 
validado como una nueva aproximación experimental 
para identificar nuevos fármacos con actividad 
diferenciadora anti-tumoral. 
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pueden ser causadas por cambios estocásticos tanto 
genéticos como epigenéticos adquiridos a lo largo del 
tiempo. La heterogeneidad también podría ser explicada 
por mecanismos extrínsecos en los que los distintos 
microambientes dentro del tumor pueden conferir 
diferencias fenotípicas y funcionales en las células 
tumorales dependiendo de la localización anatómica (3, 4). 
De acuerdo al modelo de evolución clonal, el cáncer se 
inicia en una célula individual que sufre un proceso 
mutacional al azar y múltiple, adquiriendo una ventaja de 
crecimiento selectiva sobre las células adyacentes 
normales. A medida que el cáncer progresa, la 
inestabilidad genética y la proliferación incontrolada 
permite la generación de células transformadas con 
alteraciones genéticas adicionales que pueden conferir 
comportamientos diversos. Alternativamente, las nuevas 
mutaciones pueden inducir una ventaja en supervivencia 
sobre las otras células tumorales que les permita resistir a 
terapias o ser insensibles a los estímulos apoptóticos (1). 
Por lo tanto, la progresión clonal es un proceso evolutivo 
que está dirigido por la selección darwiniana y expansión 
de subclones celulares más adaptados (5). Según este 
modelo, todas las células tumorales contribuyen al 
mantenimiento y regeneración del tumor aportando 
distintas capacidades. Este modelo está apoyado 
científicamente por evidencias histopatológicas de 
progresión de la enfermedad y metástasis (6-10), análisis 
genético a nivel de células individuales (11-17) y 
inmunofenotipo (18).  

La evolución clonal ya empieza en una fase temprana 
de la enfermedad y los múltiples sublones son anteriores al 
diagnóstico. Estos subclones tienen diferentes propiedades 
de supervivencia, proliferación, resistencia a terapia y 
tumorogeneicidad. Una vez la terapia ha empezado, 
aquellos sublones sensibles a los fármacos usados se 
erradicarán, originándose una selección farmacológica de 
los clones resistentes al tratamiento que podrán llegar a 
expandirse eventualmente y producir un episodio de 
recaída. Después de que la mayoría de los subclones son 
eliminados por la terapia, la evolución clonal y la 
competición entre los clones resistentes empieza de nuevo 
produciéndose una nueva mezcla heterogénea de clones 
que se parecen al tumor primario. Con cada ronda de 
tratamiento, los cuellos de botella durante el desarrollo son 
creados siguiendo un proceso de selección clonal que, 
finalmente, resulta en la selección de los subclones más 
agresivos y resistentes a los tratamientos. Siguiendo este 
modelo, una terapia solamente será efectiva si es capaz de 
eliminar todos los subclones dentro del tumor puesto que 
cualquiera de ellos puede eventualmente adquirir 
capacidad tumorogénica. Por lo tanto, los fármacos 
antineoplásicos deberían actuar sobre rutas de señalización 
específicas que están altamente conservadas en todos los 
procesos de transformación que sufren los distintos 
subclones que conforman el tumor. 

El modelo de células madre del cáncer (CSCs, cancer 
stem cell), también denominado modelo jerárquico, 
propone que el crecimiento y progresión de los tumores 

está dirigido por una subpoblación celular aislada de 
células madre del cáncer, siendo el tumor una caricatura 
del desarrollo tisular normal (19). Por tanto, las CSCs 
comparten con las células madre sanas su capacidad de 
auto-renovación y el potencial de diferenciación. Las 
CSCs no sólo se mantienen a sí mismas, sino que también 
se pueden diferenciar en células transformadas sin 
propiedades de CSCs que constituyen la mayoría de las 
células neoplásicas. La primera evidencia experimental de 
la existencia de una subpoblación de células neoplásicos se 
obtuvo en leucemia linfoide, demostrando la capacidad de 
auto-renovación en un modelo de ratón in vivo (20). 
Posteriormente, se mostró que no todas las células 
neoplásicas aisladas de tumores humanos pueden regenerar 
el tumor en auto-trasplantes (21). El potencial de 
diferenciación de algunos subtipos celulares ha sido 
descrito en la mayoría de los tipos de cáncer, incluyendo 
cáncer de células germinales (22), neuroblastomas (23) y 
leucemias (24). El desarrollo de técnicas avanzadas de 
citometría de flujo hizo posible aislar fenotípicamente 
distintas poblaciones celulares vivas y comparar su 
potencial tumorogénico en modelos de xenotrasplante en 
ratón. Usando esta aproximación de aislamiento 
prospectivos de CSCs, se demostró que algunas leucemias 
mieloides agudas (LMA) (25, 26) y el cáncer de mama 
(27) siguen este modelo de CSCs, sugiriendo que la 
organización jerárquica de un tumor en subpoblaciones 
tumorogénicas y no tumorogénicas es general y similar a 
los tejidos sanos. En estos estudios, el porcentaje de 
células con capacidad de formar el tumor al ser 
trasplantadas en ratones inmunosuprimidos condicionados 
era muy bajo, pero podían obtenerse fracciones 
enriquecidas mediante aislamiento de poblaciones 
fenotípicas. Posteriormente, se evidenció que otros 
tumores sólidos como el cáncer de colon (28), cáncer 
pancreático (29), tumor cerebral (30) y cáncer de ovario 
(31). En todos estos casos, la capacidad de propagar la 
enfermedad estaba restringida en una subpoblación de 
células transformadas fenotípicamente única que podía 
generar todas las células tumorales que contenía el tumor 
del que proceden. Por tanto, los tumores que siguen el 
modelo de CSCs podrían ser más efectivamente tratados 
eliminando las CSCs para erradicar la capacidad de auto-
renovación del tumor que, eventualmente, supondrá la 
eliminación de la capacidad de regeneración y 
mantenimiento de la neoplasia. 

A pesar de las evidencias experimentales anteriormente 
descritas, el modelo jerárquico sigue siendo controvertido. 
La identificación de la población de CSCs no ha sido 
posible en todos los tipos tumorales. En algunos 
melanomas, virtualmente todas las células del tumor son 
capaces de regenerar la enfermedad en modelos de ratón, 
sugiriendo que todas las células del tumor tiene un 
comportamiento homogéneo (32, 33). Además, en otros 
tumores, la población sin características de CSCs puede 
adquirirlas dependiendo de las señales del microambiente, 
sugiriendo que la población de CSCs es plástica (34, 35). 

Aunque estos dos modelos puedan parecer mutuamente 
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excluyentes, los datos actuales indicarían que ambos dos 
coexistirían. De hecho, se ha descrito la existencia de una 
diversidad genética dentro de la fracción de CSCs tanto al 
diagnóstico como durante la progresión de la enfermedad 
gracias a la combinación de los ensayos funcionales con 
análisis genéticos (13, 36-38). Es más, los subclones 
genéticamente diversos ya poseen agresividad diversa al 
tiempo de diagnóstico (36). Por lo tanto, estas evidencias 
experimentales sugieren que muchos tumores son 
mantenidos por una población de CSCs que puede sufrir 
una evolución clonal. Esta evolución clonal de la 
población de CSC hace que el aislamiento prospectivo de 
las CSCs sea complejo.  

2. SISTEMA HEMATOPOYÉTICO – 
ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

De todos los tejidos de mamíferos, el sistema 
hematopoyético fue el primero y mejor caracterizado en 
términos de la organización jerárquica y diferenciación 
secuencial de cada una de las subpoblaciones celulares que 
lo componen. Mediante experimentos de trasplante en 
ratón, se demostró la existencia de precursores 
clonogénicos en la médula ósea con capacidad de 
expansión a largo plazo y diferenciación mielo-eritroide. 
Estos estudios permitieron la caracterización jerárquica 
progresiva de los distintos linajes celulares en base a su 
funcionalidad y fenotipo; y la identificación de las células 
madre hematopoyéticas (HSCs, hematopoietic stem cells). 
Todas las poblaciones de células madre se caracterizan por 
su capacidad de diferenciación (la habilidad de dar lugar a 
una progenie celular heterogénea, que progresivamente se 
amplifica, diversifica y se especializa siguiendo un proceso 
jerárquico) y auto-renovación (la habilidad de formar 
nuevas células madre idénticas, con el mismo potencial de 
proliferación, expansión y diferenciación) [revisado en 
(19)]. 

3. IDENTIFICACIÓN DE LAS CÉLULAS MADRE 
LEUCÉMICAS 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia 
hematológica caracterizada por la rápida expansión de 
progenitores mieloides inmaduros en la médula ósea y la 
sangre (39). El curso de la enfermedad está marcado por 
las frecuentes recaídas, la alta mortalidad y la mala 
prognosis (40). El tratamiento actual, que no ha sufrido 
cambios significativos en las últimas décadas, comprende 
distintos ciclos de quimioterapia y la posibilidad de 
realización de un trasplante de progenitores 
hematopoyéticos. Más del 70 % de los pacientes de LMA 
conseguirán la remisión completa tras el tratamiento de 
inducción con quimioterapia (41). Sin embargo, la mayoría 
recaerán y sucumbirán a la enfermedad a los 5 años del 
diagnóstico (42). Es por ello, que la tasa de supervivencia 
de los pacientes de LMA no ha sufrido cambios 
dramáticos en los últimos años (43) y nuevas 
aproximaciones terapéuticas son necesarias en esta 
enfermedad (44). 

El modelo jerárquico fue demostrado por primera vez 
en LMA. La primera evidencia directa de la existencia de 

LSCs fue la identificación de una población minoritaria de 
células leucémicas capaces de recapitular la enfermedad 
humana en xenotransplantes en ratón (26). El grupo de 
Dick realizó experimentos pioneros para determinar si la 
jerarquía funcional observada en la hemopoyesis normal 
también se conservaba en los tumores sanguíneos. Estos 
estudios demostraron que en múltiples formas de LMA 
(salvo la leucemia promielocítica aguda), las células con 
capacidad de regeneración en ratones inmunosuprimidos 
estaban restringidas a una subpoblación definida por un 
fenotipo característico: CD34+CD38-, fenotipo compartido 
con la población de HSCs (25). De hecho, el análisis 
fenotípico de las células leucémicas de los ratones 
trasplantados revelaba la regeneración del fenotipo 
heterogéneo observado en el paciente, indicando que las 
LSCs mantenían el potencial de diferenciación. La 
habilidad para regenerar la LMA en trasplantes seriados 
demostraba la capacidad de auto-renovación de esta 
población. Estas observaciones constituyeron la primera 
prueba experimental de que, en una enfermedad neoplásica 
en humanos, las poblaciones de células tumorales estaban 
organizadas de acuerdo a una jerarquía funcional similar al 
sistema de células madre de los tejidos sanos. 

El desarrollo de nuevas cepas de ratón con una mayor 
inmunodeficiencia y el empleo de nuevas vías de 
inyección permitió demostrar que la actividad LSC 
también reside en la población CD34+CD38+ de algunos 
pacientes (45), sugiriendo que el compartimiento de LSC 
es heterogéneo. De hecho, se han descrito LSC CD34- (46) 
y poblaciones de LSCs con plasticidad de linaje (47). En 
los últimos años, se han identificado varios marcadores de 
superficie asociados a LSCs como CD13, CD25, CD32, 
CD33, CD47, CD90, CD96, CD117, CD123, CLL-1 ó 
TIM3 (48). Sin embargo, y como ocurre con CD34 y 
CD38, el fenotipo de las LSCs no es uniforme ni entre 
pacientes ni en un solo paciente (48).  

Hasta la fecha, los ensayos de xenotrasplantes en 
ratones inmunodeficientes siguen siendo el método más 
sensible que soporta el crecimiento mayoritario de 
tumores. Aunque es posible que la capacidad de 
regeneración de una célula en un ratón condicionado 
trasplantado puede no reflejar fielmente el comportamiento 
en el paciente. Adicionalmente, pueden existir limitaciones 
inherentes al modelo de ratón como es la vida media 
limitada del ratón, la alteración del homing de CSCs, la 
falta de citoquinas o la ausencia de células inmunes. Para 
poder mejorar el conocimiento sobre la biología de las 
CSCs, es necesario desarrollar métodos de mayor 
precisión. 

4. CARACTERÍSTICAS BIOLÓGICAS DE LAS 
LSCS 

Las LSCs se caracterizan por una capacidad ilimitada 
de auto-renovación. Evidencias experimentales han 
demostrado la primacía, en este proceso, de rutas de 
señalización imprescindibles durante el desarrollo y 
altamente conservadas como Bmi-1, Hox, Wnt, Hedgehog 
y Notch. Sin embargo, el grado de activación parece ser 
dependiente de contexto y oncogén, puesto que la 
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señalización mayoritaria que dirige el proceso de auto-
renovación es diferente según las aberraciones genómicas 
presentes en la LSC. HSCs y LSCs también comparten los 
mecanismos responsables de la resistencia a estímulos 
apoptóticos, la prevalencia del estado quiescente y la 
resistencia a multidrogas. Aunque el mecanismo de auto-
renovación y citoprotección es compartido, la actividad 
telomerasa está altamente reducida o ausente en LSCs. En 
HSCs, la actividad telomerasa contribuye al 
mantenimiento a largo plazo de la auto-renovación en un 
contexto altamente regulado. Sin embargo, la actividad 
telomerasa en LSCs aparece disminuida y, como 
consecuencia de ella, los telómeros son más cortos. De 
hecho, se ha hipotetizado que el acortamiento acelerado de 
los telómeros puede predisponer a padecer una LMA 
[revisado en (49)].  

Recientemente, se ha propuesto que las LSCs pueden 
usar un mecanismo nuevo para evadir la inmunovigilancia 
basado en la expresión en superficie de CD47, una 
proteína de membrana reconocida por macrófagos y que 
inhibe la fagocitosis (50). De hecho, en pacientes con 
LMA, la expresión de CD47 se correlaciona 
negativamente con la respuesta a la quimioterapia 
convencional (51).  

El perfil de expresión génica de las LSCs es distinto al 
del resto de células leucémicas del paciente. Sin embargo, 
conserva muchas similitudes con el patrón génico de las 
HSCs y progenitores tempranos hematopoyéticos (52, 53). 
Desafortunadamente, las firmas génicas de LSCs 
publicadas tienen una homología parcial, probablemente 
debido a diferencias en el método de aislamiento y a las 
variaciones entre pacientes (52-54).  

Las LSCs migran a la médula ósea y residen en 
microambientes similares a los de las HSCs. Las células 
estromales con las que interaccionan protegen de la 
apoptosis inducida por quimioterapéuticos, potencialmente 
mediante la inducción en LSCs de un estado de 
quiescencia. La interacción con el microambiente medular 
también es imprescindible para mantener el estado 
indiferenciado y la capacidad ilimitada de auto-
renovación. La alteración de estas uniones supone la 
movilización de las LSCs y una reducción en su viabilidad 
(55).  

5. EVIDENCIAS CLÍNICAS DE LA EXISTENCIA 
DE LAS LSCS 

La presencia de LSCs así como la existencia de una 
firma génica en pacientes con LMA asociada a LSCs se ha 
relacionado tanto con enfermedad mínima residual como 
con un pronóstico adverso. El porcentaje de LSCs al 
diagnóstico está relacionada con la capacidad de 
regeneración de la LMA en ratones inmunosuprimidos, la 
agresividad de la enfermedad en humanos (56, 57) y la 
supervivencia libre de enfermedad (58, 59). De hecho, la 
cantidad relativa de LSCs en el momento del diagnóstico 
predice la respuesta al tratamiento quimioterapéutico 
convencional (59) y tiene valor pronóstico (57, 60). 
Además, la detección de LSCs residuales en muestras de 

médula ósea en remisión predice la recaída en pacientes 
con LMA (59, 61). Aunque todos estos estudios 
demuestran la utilidad potencial de la detección de LSCs 
en clínica para estratificar pacientes en los distintos grupos 
pronósticos, es necesario unificar los criterios de detección 
de LSCs y validar estos resultados.  

Los perfiles de expresión génica de LSCs también han 
sido relacionados con el desarrollo clínico de la 
enfermedad. La expresión de una firma génica asociada a 
LSCs al diagnóstico predice una menor supervivencia 
global, supervivencia libre de enfermedad y un mayor 
riesgo de recaída (52). Esta firma génica es similar a la 
obtenida de HSCs y ambas predicen la supervivencia del 
paciente (53).  

6. IMPLICACIÓN TERAPÉUTICA 
Debido a sus propiedades de células madre, las CSCs 

se mantienen mayormente inalterables tras el tratamiento 
por la resistencia a fármacos y/o radiación (62-65). La 
resistencia al tratamiento se cree que está sustentada en un 
aumento del reconocimiento y reparación del ADN 
dañado, la alteración de los puntos de control del ciclo 
celular, la desensibilización a los estímulos apoptósticos y 
la sobreexpresión de los transportadores de resistencia a 
multidrogas (63). De forma similar a las células madre 
sanas, las CSCs son mayormente quiescentes, siendo esta 
propiedad muy importante para la resistencia a terapia.  

La resistencia de las CSCs al tratamiento ha sido 
descrito tanto ex vivo como in vivo. La inducción de 
apoptosis en la presencia de los quimioterapéuticos 
comúnmente usados en clínica es menor que en células 
tumorales más diferenciadas. De hecho, las diferencias en 
sensibilidad son independiente de la tasa de proliferación. 
Por tanto, la resistencia a la terapia es una característica 
intrínseca a las CSCs. Las CSCs remanentes tras el 
tratamiento pueden restablecer la enfermedad, 
confirmando su implicación en el fracaso del tratamiento 
(62, 66-70). En cuanto a los ensayos de xenotrasplantes, 
las CSCs parecen insensibles a los fármacos neoplásicos 
convencionales. Es más, la población de CSCs se 
enriquece tras el tratamiento (64, 71-75).  

Aunque la supervivencia a largo plazo de los pacientes 
con LMA ha aumentado en las últimas décadas, los 
episodios de recaída siguen siendo frecuentes. De acuerdo 
con el modelo de células madre del cáncer, cualquier 
aproximación terapéutica que no erradique las LSCs 
probablemente tendrá poco éxito. Aunque elimine la 
mayoría de los blastos leucémicos e induzca la remisión 
temporal del tumor, no impedirá la regeneración de la 
enfermedad y la diseminación metastásica del mismo. Por 
lo tanto, se requieren nuevos tratamientos que afecten 
selectivamente a las LSCs con una mínima toxicidad para 
las células madre hematopoyéticas. Un aspecto importante 
de la biología de las LSCs es su plasticidad y la formación 
de subclones durante la evolución de la enfermedad. Por lo 
tanto, son necesarias mejoras en el tratamiento y es 
previsible que las nuevas terapias que actúen sobre LSCs 
aumenten la tasa de curación, disminuyendo las recaídas. 
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7. TERAPIA DE DIFERENCIACIÓN 
Existen tres grandes tipos de terapias neoplásticas: 
• Inhibidores de productos de fusión génica 
• Moduladores de rutas de señalización 
• Inducción de diferenciación terminal 
La LMA en particular, y el resto de los tumores en 

general, son neoplasias altamente heterogéneas con varias 
anormalidades moleculares y citogenéticas (43). El diseño 
de nuevas terapias cuya diana específica sea una proteína 
de fusión sería de utilidad clínica limitada. Esta 
aproximación sería únicamente eficaz para aquellas 
patologías donde una única lesión genética sea responsable 
del fenotipo transformado. 

Otra aproximación terapéutica basada en el mecanismo 
de transformación explorada ha sido la modificación de 
rutas de señalización (39). Hasta la fecha, para LMA, el 
éxito ha sido dispar. El uso de anticuerpos bloqueantes que 
reconozcan antígenos de superficie específicos o 
sobreexpresados en LSCs como CD33 (76), CD44 (77), 
CD123 (78) o CD47 (51) ha mostrado ser efectivo en 
modelos preclínicos aunque el efecto en pacientes ha sido 
irrelevante clínicamente (55). La inhibición de Akt (79), 
JunB (80), CDX (81) o NFkb (82) elimina la población de 
LSCs en modelo preclínicos pero aún no hay datos clínicos 
de su efectividad. Sin embargo, debido a la similitud en el 
patrón de expresión génica de LSCs y HSCs (52, 53, 83), 
es esperable que la modulación farmacéutica de rutas de 
señalización implicadas en la supervivencia de LSCs 
puede ser tóxica en HSCs. 

Sin embargo, existe una tercera aproximación 
terapéutica basada en superar el bloqueo en diferenciación 
causado por mutaciones y/o cambios epigenéticos y, por lo 
tanto, inducir diferenciación directa a un linaje 
hematopoyético alternativo (84). Las células madre están 
definidas por dos propiedades únicas: capacidad de auto-
renovación prolongada y potencial para generar células 
progenitoras más maduras y con capacidad de 
amplificación a corto plazo que darán lugar a las células 
especializadas que constituyen un tejido determinado 
mediante procesos de diferenciación. Por lo tanto, el 
equilibrio entre auto-renovación y diferenciación está 
altamente regulado, como también lo está el balance entre 
quiescencia y proliferación (85). En LSCs, el balance está 
desplazado hacia la auto-renovación produciendo una 
ventaja proliferativa y un bloqueo en la diferenciación 
(86). Tanto la inhibición de la auto-renovación como el 
incremento en la presión diferenciadora podrían agotar la 
población de LSCs (77, 87). Esta aproximación terapéutica 
está obteniendo datos prometedores a nivel preclínico (55). 

8. CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS HUMANAS 
TRANSFORMADAS: MODELO DE CSCS IN VITRO 

Las células madre pluripotentes humanas 
(embrionarias) neoplásticas fueron descritas en 2009 como 
una variante de las células humanas pluripotentes 
(embrionarias) generadas espontáneamente en cultivo 
celular que mantenía un cariotipo normal pero mostraban 
las características fenotípicas clásicas de la transformación 

tumoral (88), conservando también sus propiedades de 
células madre. Entre estas características se encuentra el 
incremento en la auto-renovación y menor dependencia de 
factores de crecimiento para la supervivencia, acompañada 
con el bloqueo de la diferenciación. El comportamiento de 
estas células transformadas pluripotentes es parecido al de 
las CSCs, convirtiéndose en un sustituto de las CSCs con 
un alto valor científico como modelo in vitro. 
Posteriormente, se generaron líneas derivadas de éstas que 
contenían la expresión de la proteína de fusión Oct4-GFP 
(Oct4 es un marcador de pluripotencia), como marcado de 
diferenciación. Las células derivadas fueron usadas para 
generar una plataforma de cribado de alto rendimiento y 
alto contenido de compuestos con actividad 
diferenciadora. Las librerías de compuestos conocidos, 
naturales o sintetizados de novo, fueron probadas sobre 
estas células y su efecto en la diferenciación de este 
modelo de CSCs fue determinado por las variaciones en la 
intensidad de fluorescencia del GFP. Para confirmar que 
los compuestos que inducían diferenciación en las células 
pluripotentes transformadas de forma específica, se 
generaron células humanas embrionarias que expresaban 
este mismo marcador. Se consideraron como positivos 
todos aquellos compuestos químicos que indujesen 
diferenciación en las células transformadas y no en las 
sanas (89).  

De una librería compuesta de más de 2,000 
compuestos, identificaron 26 positivos. La mayoría de 
ellos eran antagonistas de receptores de dopamina que son 
usados para tratar los síntomas de la esquizofrenia. La 
validación funcional se realizó en LMA puesto que es el 
modelo neoplásico jerárquico más estudiado. Se eligió 
tioridazina como representante de los positivos. El 
tratamiento con tioridazina inducía la diferenciación de las 
LSCs tanto ex vivo como en modelo de xenotrasplante en 
ratón. No se demostró ningún efecto significativo en la 
hematopoyesis sana ni en la funcionalidad de las células 
madre hematopoyéticas.  Teniendo en cuenta que las LSCs 
son mayormente quiescentes y la inducción de 
diferenciación supone la entra en ciclo celular, el 
tratamiento con tioridazina producía un efecto citotóxico 
sinérgico con los quimioterapéuticos utilizados en clínica 
(89). Se ha finalizado ya la fase clínica I para evaluar la 
toxicidad de este tratamiento en pacientes de LMA 
(NCT02096289 – Thoridal).   

9. REPOSICIONAMIENTO DE FÁRMACOS PARA 
LA TERAPIA DE DIFERENCIACIÓN BASADO EN 
UN CRIBADO IN SILICO  

Las LSCs pueden diferenciarse en granulocitos, 
monocitos y/o células dendríticas (90). Todas ellas tienen 
una vida media limitada y son más sensibles a fármacos. 
Los mecanismos que bloquean la diferenciación e 
incrementan la auto-renovación son parcialmente 
desconocidos; sin embargo, sí se conocen compuestos que 
inducen diferenciación mieloide en LSCs in vitro. Se 
obtuvieron los perfiles de expresión génica 
correspondientes a las células leucémicas no LSCs, las 
LSCs, granulocitos, monocitos y células dendríticas. 
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Adicionalmente, se obtuvieron los perfiles 
correspondientes a líneas celulares de LMA tratadas con 
agentes diferenciadores ya conocidos procedentes de 
repositorios públicos (GEO, ArrayExpress). Mediante un 
estudio in silico se identificó la firma génica asociada al 
proceso de diferenciación de LSCs hacia monocitos, 
granulocitos y células dendríticas. De forma similar, se 
obtuvo la firma génica asociada a la diferenciación sana 
hematopoyética de los linajes mieloides. Se descartaron 
aquellos genes que estuviesen regulados de forma 
equivalente en los procesos de diferenciación de LSCs y 
células madre hematopoyéticas para poder obtener una 
firma génica asociada exclusivamente a las LSCs. Estas 
firmas refinadas fueron optimizadas posteriormente 
excluyendo aquellos genes que se expresaban de forma 
similar en células madre hematopoyéticas y LSCs. Cada 
una de las firmas génicas constituye una diana terapéutica 
per se. Se enfrentaron a la base de datos de Connectivity 
Maps (91) para encontrar pequeñas moléculas bioactivas 
aprobadas por la FDA que produjesen una regulación 
génica similar a la firma identificada previamente en 
cualquier sistema celular. Los resultados positivos fueron 
filtrados primeramente en base a su valor en el cribado in 
silico, la concentración a la cual inducía esa expresión 
génica y la significación estadística. De una librería de más 
de 3000 compuestos, se obtuvieron 17 positivos, que 
correspondían a 4 grandes familias: 

- Inhibidores de XIAPs (92) 
- Fármacos anti-malaria (93) 
- Moduladores del receptor de dopamina (94) 
- Antagonistas del receptor de serotonina (95) 
La primera familia de fármacos descrita usando esta 

estrategia fueron los inhibidores de XIAP, una proteína 
proapoptótica. Dequalinum fue el primer compuesto 
identificado, un fármaco conocido por inhibir XIAP y 
aprobado como antiséptico y antifúngico (96, 97). Tanto 
Dequalinium como otros inhibidores de XIAPs afectan 
selectivamente a las LSCs, induciendo su diferenciación.  

Algunos fármacos anti-malaria como mefloquinina 
poseen actividad anti-leucémica (98). La segunda familia 
de fármacos identificada en el cribado in silico fueron 
compuestos con actividad anti-malaria como la emetina, 
aunque con distinto mecanismo de acción de las quininas. 
Se demostró que la inhibición de HIF-1α era crítica para la 
inducción de diferenciación de las LSCs y el efecto anti-
leucémico fue detectado en modelos de xenotrasplante en 
ratón. La inhibición de HIF-1α no tenía efectos 
significativos en las células madre hematopoyéticas.  

El último conjunto de compuestos identificados 
siguiendo esta estrategia han sido los antagonistas de 
receptores de serotonina de tipo 1B. Se ha descrito que las 
LSCs, en especial, y las células de LMA, en general, 
expresan de forma aberrante estos receptores neuronales. 
De hecho, la expresión de los receptores de serotonina 1B 
es significativamente más baja en las poblaciones de 
células sanas hematopoyéticas. Es más, la expresión del 
receptor de serotonina 1B tiene valor diagnóstico, es decir, 
su expresión permite discriminar las muestras tumorales. 

Además, hay una relación entre la expresión del receptor y 
la historia clínica del paciente. A mayor expresión del 
receptor, más resistencia al tratamiento quimioterapéutico 
convencional y mayor sensibilidad a los antagonistas de 
receptores de serotonina 1B. La inhibición farmacológica 
del receptor de serotonina 1B produce la diferenciación y 
muerte de LSCs tanto ex vivo como in vivo en modelos de 
xenotrasplantes de ratón. El tratamiento con los 
inhibidores de serotonina de tipo 1B sinergiza en su efecto 
citotóxico con los quimioterapéuticos actuales. No se ha 
detectado ningún efecto significativo en la hematopoyesis 
sana ni en la funcionalidad de células sanguíneas maduras 
ni células madre hematopoyéticas (95). Es más, los 
estudios epidemiológicos ya publicados indicarían que los 
pacientes de Parkinson tratados con antagonistas de 
receptores de serotonina 1B tienen una menor incidencia 
de leucemia. El desarrollo clínico de los antagonistas de 
receptores de serotonina de tipo 1B está siendo realizada 
por la empresa Leukos Biotech (cofundada por la Dra. 
Risueño y el Josep Carreras Leukaemia Research Institute) 
y se espera empezar el ensayo clínico en pacientes de 
LMA en el primer trimestre del 2018.   

Lista de abreviaturas 
CSC: Célula madre del cáncer (cancer stem cell) 
HSC: Célula madre hematopoyética (hematopoietic stem 
cell) 
LMA: Leucemia mieloide aguda 
LSC: Célula madre leucémica (leukemic stem cell) 
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