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Resumen

Las células troncales embrionarias (CTE) son células pluripotentes, es decir, mantienen la capa-
cidad para diferenciarse a todos los tejidos que forman un embrión. Las CTE son obtenidas de
la masa celular interna de un estadío embrionario muy temprano denominado blastocisto. Las
CTE pueden ser mantenidas y expandidas como células indiferenciadas por grandes períodos
de tiempo en cultivo, sin sufrir alteraciones genéticas. Estas células pluripotentes se han pro-
puesto como una fuente potencial de células para terapias de reemplazo sustitutivo en el hu-
mano, debido a las características antes mencionadas. Las CTE pueden ser utilizadas también
como un modelo novedoso para estudiar en detalle los procesos de desarrollo y función en el
organismo. Así, las CTE han llamado poderosamente la atención en los campos de la medicina
y la biología. En este trabajo de revisión nos enfocamos en describir la diferenciación de CTE de
ratón y de humano a células que producen y secretan insulina, y el efecto que tiene su trasplan-
te en modelos animales de diabetes dependiente de insulina (tipo I).

Palabras clave: Células troncales embrionarias, diferenciación, célula β pancreática, terapia
celular, diabetes.
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Abstract
Pluripotent embryonic stem (ES) cells can differentiate into all intraembryonic cells types. They
are derived from the inner cell mass of pre-implantation embryos called blastocysts. ES cells
can be grown undifferentiated in culture for extended periods of time with genetic stability.
These pluripotent cells could become a useful source for cells aimed for cell replacement thera-
pies in people, because of the above-mentioned characteristics. ES cells also represent a valu-
able model system to study in detail developmental processes and cell function. Thus, ES cells
have recently gained a lot of interest in Medicine as well as in Biology. In this review, we
summarize methods for the differentiation of mouse and human ES cells to progeny that syn-
thesize and release insulin, and their effect upon grafting in animal models of type I Diabetes.

Key words: Embryonic stem cells, differentiation, pancreatic β cells, cell therapy, diabetes.
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Masa celular interna; NGF: Factor de crecimiento neuronal; TGF
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INTRODUCCIÓN

CÉLULAS TRONCALES PLURIPOTENCIALES

En 1970 se reportó un hallazgo sorprendente: al tras-
plantar embriones de ratón de 3 y 6 días en la cápsula
renal o en los testículos de animales adultos de la misma
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cepa, se producían teratocarcinomas, los cuales son tu-
mores multidiferenciados. Esto abrió un nuevo campo de
investigación en biología del desarrollo.1,2 Así mismo, se
demostró que los teratocarcinomas en el adulto, pudie-
ron cultivarse para generar células llamadas de carcino-
ma embrionario (CCE); las líneas derivadas de estas cé-
lulas pueden ser expandidas en un estado diferenciado
y se pueden diferenciar in vivo e in vitro.

Cabe señalar que los clones de CCE, aislados y expan-
didos, retienen la capacidad para diferenciarse y produ-
cir derivados de las 3 capas germinales: ectodermo,
mesodermo y endodermo, razón por la cual se denomi-
naron células pluripotenciales. Se ha especulado que el
origen de las CCE es otro tipo de células pluripotenciales,
las llamadas germinales embrionarias (EG por sus inicia-
les en inglés), que se derivan de las células primordiales
germinales embrionarias.3

Para evitar los altos riesgos que implica el crecimiento
de teratocarcinomas en los animales, el siguiente paso
fue el cultivo in vitro de células embrionarias de ratón. En
1981, dos grupos aislaron líneas celulares pluripotentes
del blastocisto de ratón, Evans y Kaufman (1981) em-
plearon una capa de células nodrizas de fibroblastos pro-
venientes de embriones de ratón (FER),4 mientras que el
grupo de Martin usó un medio condicionado de CCE.5 De
esta forma, lograron aislar células embrionarias de la
masa celular interna (MCI), a las cuales les dieron el nom-
bre de CTE. Estas células pueden ser mantenidas in vitro
sin una pérdida aparente de su potencial de diferencia-
ción. De esta forma, las CTE presentan características
semejantes, tanto en su morfología, crecimiento y expre-
sión de marcadores, a las CCE. Esta conexión se extiende
también a la capacidad de producir teratocarcinomas.

La naturaleza pluripotente de las CTE de ratón quedó
demostrada al inyectarse en blastocistos de la misma
especie y observar su capacidad de contribuir (es decir,
diferenciarse) a todos los tejidos del animal adulto, inclu-
yendo la línea germinal.6 Además de su potencial capaci-
dad de desarrollar cualquier tejido in vivo, las CTE mues-
tran una facultad extraordinaria de formar células
diferenciadas también en cultivo.7

La producción de líneas de CTE de ratón se inició en la
década de 1980.8 En general, los métodos utilizados fue-
ron muy semejantes, los cuales consistían en primer lu-
gar aislar y cultivar las células de los embriones preim-
plantados sobre FER, seguido por la expansión de las
CTE hasta que alcancen la confluencia en la caja de culti-
vo, posteriormente estas células son disociadas (gene-
ralmente con proteasas) y finalmente pueden ser pasa-
das a otra caja de cultivo. Una vez que se establecieron
las condiciones ideales para propagar a las CTE murinas,
éstas mostraron una capacidad de proliferación ilimitada
in vitro y mantuvieron su potencial de contribuir a todos

los linajes celulares, además de mantener un cariotipo
estable aun con el subcultivo sucesivo.

Esta habilidad de las CTE de diferenciarse a múltiples
linajes celulares abre la posibilidad de desarrollar nue-
vos conocimientos, no sólo en el campo de la medicina,
sino en el estudio del desarrollo embrionario de los ma-
míferos in vitro, como puede ser el análisis de los eventos
que regulan las etapas tempranas tanto de inducción
como especificación de los diferentes tipos celulares. Así
mismo, el sistema de diferenciación de las CTE puede ser
visto como un modelo novedoso que aporta conocimien-
tos valiosos para la obtención de fuentes ilimitadas de
células y tejidos que podrían ser utilizadas como fuentes
de trasplante en el tratamiento de un amplio espectro de
enfermedades.

Debido a que la producción de CTE requiere una mo-
nocapa de FER inactivados, este hallazgo sugirió que los
fibroblastos podrían producir factor(es) crítico(s) para la
auto-renovación, o ser capaces de inhibir la diferencia-
ción. De esta forma, dos grupos independientes identifi-
caron al factor inhibidor de leucemia (LIF), como el factor
necesario para mantener el estado óptimo a las CTE de
ratón.9,10 LIF es una glicoproteína soluble de la familia de
la interleucina 6, la cual actúa uniéndose al receptor de
membrana gp130 para regular una variedad de funcio-
nes celulares a través de la vía de señalización de la pro-
teína STAT.11 De esta manera, tanto la ausencia de LIF,
como eliminar a los FER o inactivar a STAT3, tiene como
consecuencia que las CTE se diferencien in vitro.12

El reconocimiento de la identidad de las CTE se ha logra-
do mediante el uso de marcadores moleculares y de super-
ficie celular que son casi exclusivos de este tipo de células.
Se ha descrito que las CTE de ratón indiferenciadas expre-
san SSEA-1,13 receptores de membrana gp130,14 poseen
actividad de fosfatasa alcalina8 y de telomerasa.15

Por otra parte, se han descrito una serie de factores
necesarios para que las CTE mantengan sus propieda-
des pluripotenciales. En primera instancia, está el factor
de transcripción Oct-3/4, ya que un incremento en su ni-
vel de expresión causa la diferenciación hacia endoder-
mo y mesodermo, mientras su disminución induce la for-
mación de trofoectodermo en las CTE.16 El factor
transcripcional Nanog juega un papel determinante, ya
que puede mantener la auto-renovación de las CTE de
ratón independientemente de la vía de LIF; además, la
eliminación del gen nanog tiene como consecuencia la
pérdida de la pluripotencialidad de las CTE murinas.17

Las CTE humanas, comparten ciertas propiedades con
las líneas murinas, como mantener un estado indiferen-
ciado y de auto-renovación por prolongados períodos de
cultivo, sus derivados clonales conservan un cariotipo nor-
mal,18 así como la expresión de Oct-3/4 y actividad alta
de telomerasa. La prueba de la pluripotencia en CTE de
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ratón, como ya se ha mencionado, es la contribución a
diversos tejidos al inyectarse en embriones tempranos y
la generación de ratones quiméricos; sin embargo, para
las CTE humanas estas pruebas no se pueden realizar
por razones éticas. De esta forma, el estándar de oro, es
la demostración que estas células humanas son capaces
de diferenciarse a derivados de las tres capas embriona-
rias in vitro y formar teratomas al ser inyectadas en rato-
nes inmunodeficientes.19,20

En contraste, las CTE humanas crecen más lentamen-
te, tienden a formar colonias esféricas más aplanadas y
son más fáciles de disociar en células individuales que las
CTE murinas.21 Cabe resaltar que LIF es insuficiente para
inhibir la diferenciación de las CTE humanas,19 las cuales
deben ser co-cultivadas con FER o fibroblastos provenien-
tes de tejidos humanos. Las señales producidas por los
fibroblastos que son esenciales para la auto-renovación
en un estado indiferenciado de las CTE humanas están
aún por ser identificadas.

DIFERENCIACIÓN DE CTE

El método más empleado para la diferenciación de las
CTE en cultivo es formando estructuras esféricas tridimen-
sionales en suspensión, denominadas cuerpos embrio-
narios (CE) debido a su semejanza con el tejido embrio-
nario post-implantado. Sin embargo, la diferenciación de
los CE no asemeja en todo al desarrollo embrionario. La
diferenciación de las CTE inicia al cultivarlas como CE en la
ausencia de señales de auto-renovación, (capa de célu-
las nodriza o LIF). Se ha descrito recientemente que el
co-cultivo con líneas celulares provenientes de células
estromales, también es capaz de diferenciar a las CTE in
vitro.22

Una vez que la diferenciación comienza, las células
representativas de las capas germinales primarias em-
piezan su desarrollo in vitro. Inicialmente, una capa ex-
terna de células de tipo endodermo se forma en los CE,
seguida por el desarrollo de un anillo ectodérmico y el
subsiguiente desarrollo de células del mesodermo. La
transferencia de estos CE a cajas de cultivo en donde se
pueden adherir, permite la diferenciación en una varie-
dad de células especializadas como células del miocar-
dio, del músculo liso y esquelético, hematopoyéticas,
pancreáticas, hepáticas, del tejido adiposo, cartilagino-
sas, neuronales, etc.

Una característica muy importante de las células dife-
renciadas a partir de CTE es la expresión temporal de
genes tejido-específicos, lo cual indica que los procesos
tempranos del desarrollo in vivo hacia las 3 capas em-
brionarias son recapitulados in vitro.23 Después de la for-
mación de los CE, éstos son sembrados en condiciones
adherentes de cultivo en las cuales las células especiali-

zadas se multiplican y se desarrollan. El tiempo de cultivo
de los CE depende del tipo celular que queremos obte-
ner.24 Los precursores de mesodermo y ectodermo se for-
man en pocos días, mientras que algunos tipos celulares
del mesodermo se benefician de períodos de tiempo más
prolongados en donde los CE se vuelven quísticos.23,25

La eficiencia de la diferenciación es afectada por di-
versos parámetros, como la densidad de las CTE, los com-
ponentes del medio, factores de crecimiento, proteínas
de matriz extracelular, pH, osmolaridad y la calidad del
suero fetal bovino. Incluso, la eficiencia de la diferencia-
ción depende del lote del cual provenga el suero.26

Las CTE humanas, se diferencian cuando son removi-
das mecánicamente o por disociación enzimática de las
capa nodriza y cultivadas como CE. Los CE formados bajo
estas condiciones son hetereogéneos y expresan mar-
cadores de varios tipos celulares, incluyendo los de li-
najes neuronal, pancreático y cardiaco.19,27,28

Se ha descrito que la activina A y el factor de creci-
miento tumoral β (TGF β) inducen principalmente un fe-
notipo mesodérmico; el ácido retinoico, el factor de creci-
miento epidérmico (EGF); las proteínas morfogénicas de
hueso (BMP) y el factor de crecimiento fibroblástico (FGF),
inducen tanto la diferenciación en ectodermo y mesoder-
mo. Por otra parte el factor de crecimiento neuronal (NGF)
y el factor de crecimiento hepático (HGF) promueven la
diferenciación hacia derivados de las 3 capas germina-
les. Finalmente, cuando las CTE humanas son inducidas
con BMP4, muestran características de células con linaje
de trofoblasto.29

TERAPIAS CELULARES

Uno de los problemas más importantes en el campo de
los trasplantes es la falta de tejidos y órganos prove-
nientes principalmente de cadáveres, que sean idóneos
para ser trasplantados, así como la falta de tratamien-
tos para el reemplazo, reparación o mejoramiento de la
función biológica de tejidos dañados por medio de la te-
rapia celular, lo cual ha llevado a una búsqueda intensiva
de fuentes alternativas de células. Las células donadoras
para este tipo de terapias provienen de tejidos autólo-
gos (del mismo individuo), alogénicos (misma especie) y
xenoinjertos (diferente especie).

En estas terapias, se han utilizado líneas celulares
inmortalizadas o primarias y células troncales deriva-
das del adulto como las hematopoyéticas. Una fuente
alternativa y prometedora para la generación de célu-
las para este tipo de terapias son las CTE, debido a las
propiedades que ya se han mencionado en esta revi-
sión, con las cuales se podría generar in vitro una canti-
dad ilimitada de células, además de no tener proble-
mas de compatibilidad.30
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POSIBLE USO TERAPÉUTICO DE LAS CTE COMO
FUENTE DE OBTENCIÓN DE CÉLULAS β
PANCREÁTICAS

La diabetes representa uno de los objetivos más atracti-
vos tanto para la terapia celular como para la terapia
regenerativa utilizando células troncales o sus derivados.
Esta enfermedad crónica es caracterizada por una falla
en la homeostasis de la glucosa, resultando en una va-
riedad de complicaciones. La diabetes tipo I resulta de la
destrucción autoinmune de las células β pancreáticas re-
sidentes en los islotes de Langerhans.31 La eliminación de
estas células en los pacientes con diabetes tipo I les cau-
sa dependencia de por vida de la inyección diaria de in-
sulina, del monitoreo rutinario de sus niveles de glucosa
y de un estricto control dietético.

El reemplazo de las células β en estos pacientes po-
dría proporcionarles cura total, siempre que se pueda
controlar la reacción inmune que ocasionó la muerte de
las células pancreáticas originales. El 90% de los pacien-
tes diabéticos sufren el tipo 2, asociado con resistencia
periférica a la insulina y con una inadecuada secreción de
la hormona.32 En etapas tardías de la enfermedad el nú-
mero de células β también disminuye en forma importan-
te,33 lo cual significa que los pacientes con diabetes tipo
2 podrían también beneficiarse con terapias de reempla-
zo celular.

Hoy en día, aun con condiciones óptimas de tratamien-
to, los pacientes diabéticos sufren de complicaciones a
largo plazo asociadas con el incorrecto metabolismo de
la glucosa como falla renal, retinopatía y neuropatía dia-
bética.34

La formación de las células β pancreáticas involucra la
expresión de factores transcripcionales que dirigen a las
células precursoras endocrinas a madurar hacia células
que producen insulina (Figura 1A).

Se ha especulado que las potenciales fuentes celula-
res para generar células β son: la proliferación de células
β diferenciadas,35 la transdiferenciación de células intes-
tinales36 o de hepatocitos a células β37 y la diferenciación
de células troncales neurales38,39 y de CTE.

La generación de células endocrinas pancreáticas pro-
ductoras de insulina a partir de CTE puede ser de suma
importancia para el tratamiento de la diabetes. Para este
propósito, se han descrito varios protocolos para gene-
rar células de islote pancreático a partir de CTE en cultivo.
El primero, un protocolo de cinco pasos, es una adapta-
ción del protocolo que se utiliza para la diferenciación
hacia linaje neuronal e involucra al FGF y factores que
promueven la maduración de células. Con este procedi-
miento se obtuvieron agregados de células que aseme-
jan a los islotes pancreáticos, que contenían células in-
muno-reactivas a insulina, glucagón o somatostatina, y

que eran capaces de secretar insulina en respuesta a
una concentración elevada de glucosa. Sin embargo, el
contenido de insulina era bajo. Además cuando se probó
su función in vivo en un modelo de ratón diabético induci-
do por estreptozotocina, las células trasplantadas no pu-
dieron corregir la hiperglucemia.40

Varios grupos han modificado este método y han re-
portado mejor producción de células β. Algunas modifi-
caciones incluyen la expresión constitutiva del factor de
transcripción Pax 441 y la expresión de Pdx 1 durante la
diferenciación,42 ya que Pdx 1 y Pax 4 son esenciales para
el desarrollo in vivo de las células β pancreáticas.43 De
esta forma, Blyszczuk y colaboradores mostraron que la
expresión constitutiva del gen Pax 4, que controla el de-
sarrollo pancreático, es esencial para la formación de
células que expresan insulina (Figura 1B).

Ku y colaboradores modificaron este protocolo culti-
vando CE en presencia de activina B, exendina-4 y nicoti-
namida (Figura 1B), lo cual desarrolló poblaciones celu-
lares que expresaban el gen de insulina I, para
posteriormente aparecer células que expresaban varios
marcadores de diferenciación endodérmica. La inmuno-
tinción reveló que las células dentro de los cultivos eran
positivas para el péptido C, indicando que la insulina de-
tectada fue producida por estas células. Así mismo, los
niveles del RNA mensajero de insulina I y la frecuencia de
células que expresaron insulina se incrementó de menos
del 1% al 2.7% del total de la población.44

Estas células co-expresaban el péptido C presente en
la pro-insulina y normalizaron los niveles de glucosa san-
guínea después de ser trasplantadas en el ratón diabé-
tico inducido por estreptozotocina.41 Sin embargo, traba-
jos posteriores postularon que la secreción de insulina
por estas células puede ser un artefacto. Los roedores
contienen 2 genes de insulina, insulina I e insulina II.45 El
primero es expresado en células tipo β, mientras que el
segundo se encuentra en el cerebro en desarrollo, ade-
más del páncreas.46,47 Dado que los cultivos de CTE des-
critos anteriormente contienen un cierto número de neu-
ronas, es posible que algunas de las células positivas a
insulina detectadas sean derivadas del linaje neuronal.
Además, se ha planteado la posibilidad de que células
inmuno-reactivas a insulina no la produzcan, sino la to-
men del medio del cultivo.48-50 Estas células derivadas de
CTE podrían liberar insulina al medio cuando sufren apop-
tosis o estrés.49,51

Un segundo método para la generación de estructu-
ras con apariencia de islotes, fue el desarrollar una po-
blación heterogénea derivada de CTE, para posteriormen-
te ser inducidas por suero. Este método ha producido un
número escaso de células que muestran características
de células tipo β como la presencia del péptido C y de
gránulos de insulina dentro de la célula.52 Para enrique-
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cer a las células tipo β de este tipo de cultivos, se ha
desarrollado una estrategia de selección basada en la
expresión del gen que confiere resistencia a neomicina
dirigido por el promotor de insulina. La selección de los
cultivos permitió el aislamiento de clones secretores de
insulina que contenían la hormona en niveles similares a
los encontrados en islotes pancreáticos de animales nor-
males.53 Cuando estas colonias se inyectaron a ratones
diabéticos, corrigieron los niveles de glucosa sérica de
esos animales hasta por 12 semanas. Sin embargo, más
allá de este tiempo un número significativo de animales
regresaron a sus niveles hiperglucémicos, indicando que
las células son incapaces de proporcionar una recupera-
ción a largo plazo. De manera similar, la selección de li-

naje utilizando CTE que expresan el gen de resistencia a
neomicina dirigido por el promotor de nk×61 pudo ser
aprovechado para generar células productoras de insuli-
na (Figura 1C), las cuales normalizaron la glucemia hasta
16 días después de ser trasplantadas en animales dia-
béticos.54

Por otra parte, estudios iniciales con CTE humanas in-
dican que la diferenciación in vitro genera el 1% de célu-
las secretoras de insulina que muestran características
de células endocrinas pancreáticas.55 El tratamiento de
las CTE humanas con NGF resultó en la sobre-expresión
del gene Pdx 1, lo que aumentó la transcripción del gen
de insulina y la mayor liberación de la hormona.28 Recien-
temente, se ha descrito otro protocolo para la diferencia-

Figura 1. Vías de diferenciación de células productoras de insulina en el páncreas y a partir de células troncales embrionarias (CTE). A, en el páncreas
endocrino, se ha establecido una expresión sucesiva de los factores transcripcionales que se indican, teniendo como resultado la formación de células ß.
B, células que producen insulina pueden diferenciarse a partir de CTE (células Nanog y Oct 3/4 positivas) mediante la formación de cuerpos embrionarios
(CE). Existen moduladores positivos para este proceso como la citocina activina B y exendina 4. La expresión inducida de los factores Pdx 1 o Pax 4
eficientizan la diferenciación a células productoras de insulina. C, la selección de células mediante el uso de las regiones promotoras de insulina o Nkx 6.1
permiten un enriquecimiento en la proporción de células que expresan insulina. D, esquema hipotético para el uso de CTE humanas generadas mediante
trasplante nuclear (CTE-TN) que pueden diferenciarse a células secretoras de insulina. La X indica la eliminación del núcleo del ovocito.

Célula progenitora de páncreas endocrino Células que expresan Neo bajo
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ción de células productoras de insulina a partir de CTE
humanas, el cual se basa en el protocolo de cinco pasos
descrito anteriormente,40 en donde los CE son cultivados
en medio libre de suero adicionado con fibronectina, para
posteriormente cambiarse a medio N2 adicionado con
FGF-2. Al final de esta etapa se retira el FGF-2 se reduce
la concentración de glucosa en el medio y se adiciona
nicotinamida. Finalmente, las células se disocian y crecen
en suspensión, lo cual resulta en la formación de cúmulos
con una alta secreción de insulina (además de encontrar-
se glucagón o somatostatina) lo cual sugiere una simili-
tud con células pancreáticas inmaduras.56 Hasta el mo-
mento no existen reportes del trasplante de células
positivas a insulina diferenciadas de CTE humanas en
modelos de diabetes.

PERSPECTIVAS

Aunque los datos mencionados anteriormente, nos dan
una idea de la capacidad de las CTE de ratón y humano
para diferenciarse en células ß pancreáticas, todavía no
es claro si la progenie derivada de las CTE humanas po-
drían tener una función fisiológica a largo plazo en el cuer-
po humano. Sin embargo, el potencial de desarrollo in
vitro y el éxito de las CTE en modelos animales demues-
tran el potencial uso de células derivadas de CTE huma-
nas como una fuente para terapias de trasplante en el
humano. Antes de emprender esta ardua tarea, se de-
ben vencer un número de obstáculos con este tipo de
células, como son la derivación eficiente de CTE humanas
en ausencia de derivados animales y comprender los cam-
bios genéticos y epigenéticos que ocurren durante los
cultivos in vitro.

Debemos contar con métodos eficientes para purificar
células diferenciadas, ya sea mediante manipulación gené-
tica (si las células son modificadas debemos tener extremo
cuidado en vigilar los posibles cambios en el cariotipo du-
rante los pasajes y su capacidad para diferenciarse en el
fenotipo deseado), o utilizando marcadores de superficie.
Así mismo, las células una vez trasplantadas deben de ser
funcionales dentro del organismo. Finalmente, debemos
asegurarnos de que no haya la formación de tumores deri-
vados de CTE y que exista la inmunocompatibilidad entre
donadores y receptores.

Además, para fines terapéuticos, no se recomienda
que las CTE humanas crezcan en capas de FER ni que se
utilicen medios de cultivo que contengan productos de
origen animal, debido al riesgo de transferir patógenos
hacia el humano. Por esta razón, las CTE humanas están
empezando a ser derivadas en capas nodrizas de célu-
las humanas o sin capa nodriza, bajo condiciones libres
de productos de origen animal.57,58 En el largo plazo, pro-
bablemente se pueden realizar trasplantes de células

diferenciadas a partir de CTE clonadas mediante la trans-
ferencia nuclear de una célula somática de pacientes,
como se ha reportado recientemente.59 El donador de la
célula somática podría ser el propio paciente o un fami-
liar cercano que sea histocompatible (Figura 1D). Este
procedimiento no asegura que las células trasplantadas
vayan a sobrevivir y continuar funcionando por períodos
prolongados, pero sería un gran avance en el sentido
que no se dependería de donadores cadavéricos o xeno-
injertos.
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