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RESUMEN

Existe una necesidad urgente de buscar alternativas al tras-
plante de 6rgano entero. Diversos métodos han sido pro-
puestos como alternativas al trasplante hepatico. Entre ellos,
el trasplante celular es actualmente uno de los mas promete-
dores. Para ello, alternativamente al uso de hepatocitos
adultos plenamente diferenciados, se considera el uso de
«células madre» como método terapéutico muy atractivo
para las enfermedades hepaticas y para el mantenimiento de
la funcién hepatica hasta la obtencion de un injerto adecua-
do para trasplante. Esta estrategia esta basada en la capaci-
dad de las células madre de diferenciarse en varios tipos ce-
lulares en funcion del entorno en que se encuentren. Asi, las
células madre constituirian un recurso inagotable de células
hepaticas para trasplante y terapia génica.

La médula ésea se considera el tejido fuente de células tron-
cales adultas mas prometedor debido, en parte, a la versati-
lidad de las células obtenidas para reparar tejidos dafiados
de muy diversas estirpes. Se han descrito diferentes tipos de
células madre en la médula 6sea: hematopoyéticas, mesen-
quimales, la poblacion lateral y las células progenitoras
adultas multipotenciales. Se cree que las células de la médu-
la ésea son la tercera fuente de reclutamiento en la regene-
racion hepatica después de los hepatocitos y las células ma-
dre exégenas del higado. Por este motivo se ha intentado
diferenciarlas a linaje hepatico para su posterior uso en la
terapia celular hepatica. En este trabajo se hace una revi-
sion de los avances alcanzados en este sentido.

ALTERNATIVE SOURCES OF HEPATOCYTES FOR
CELL THERAPY

There is an urgent need to search for alternatives to whole
organ transplantation. Several methods have been pro-
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posed. Among these strategies, cell transplantation is cu-
rrently one of the most promising. To achieve this aim, in
addition to highly differentiated adult hepatocytes, the use
of stem cells is considered a highly attractive therapeutic
method for the treatment of liver disease and for temporary
support of hepatic function until a liver becomes available
for organ transplantation. This strategy is based on the abi-
lity of stem cells to differentiate into different cellular types
according to their environment. Therefore, stem cells could
be an unlimited source of hepatic cells for transplantation
and gene therapy.

Bone marrow is considered the most promising source of
adult stem cells, partly due to the versatility of the cells ob-
tained in repairing damaged tissues of several lineages. Se-
veral different types of stem cells have been described in
bone marrow: hematopoietic, mesenchymal, side population
and multipotent adult stem cells. Bone marrow cells have
been hypothesized as a third recruitment source in liver re-
generation in addition to hepatocytes and endogenous liver
stem cells. Consequently, attempts have been made to diffe-
rentiate them into hepatic lineage for their subsequent use
in hepatic cell therapy. The present article reviews the pro-
gress made in this field or research.

INTRODUCCION

Uno de los aspectos mds fascinantes de la biologia celular
del higado, que lo diferencia de otros 6rganos, es su capa-
cidad de autorregenerarse cuando parte del tejido inicial
desaparece, bien por hepatectomia parcial, o por necrosis
de los hepatocitos, de forma que en individuos adultos sa-
nos mantiene un perfecto balance entre ganancia y pérdi-
da celular. El higado, que es un 6rgano con un grado de
proliferacién relativamente bajo, inicia poco después de
la resecciéon un proceso de regeneracién que culmina
cuando se alcanza la masa y volumen iniciales!. La rege-
neracion hepatica es una respuesta fundamental del higa-
do ante el dafio tisular. Son varios los factores que en-
vuelven esta respuesta, un estimulo (hepatectomia),
expresion de genes, sintesis de diversos factores de creci-
miento y la interaccién de otros factores que modulan la
respuesta.
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En el proceso regenerativo del higado contribuyen todas
las células maduras remanentes en el higado. Ademads de
hepatocitos y células no parenquimales, el higado contie-
ne células troncales intrahepdticas que pueden generar
células precursoras denominadas ovales*. Todas las célu-
las proliferan para restablecer el tejido perdido, pero la
velocidad de su respuesta es diferente. Sin embargo, la re-
generacioén del higado tras una hepatectomia parcial no
implica a las células troncales intrahepéticas o extrahepa-
ticas (hematopoyéticas), sino que depende de la prolifera-
cion de los hepatocitos. Los hepatocitos son los primeros
en proliferar, primero alrededor del espacio periportal y
luego extendiéndose hacia las venas centrales’. Los otros
tipos de células hepdticas proliferan a continuacién de los
hepatocitos, hecho que sugiere que son éstos los que pro-
ducen el estimulo para dicha proliferacién. Los experi-
mentos de trasplante celular y repoblacién del higado han
demostrado que los hepatocitos son células de larga su-
pervivencia que poseen una notable capacidad para repli-
carse. Asi, en el higado, tras una reseccién parcial del te-
jido, los hepatocitos, células diferenciadas y quiescentes,
se replican rdpida y activamente, mientras que las células
precursoras intrahepaticas (células ovales) solamente lo
hacen y generan el linaje en situaciones en las que la pro-
liferacién de los hepatocitos estd bloqueada o retrasa-
da*. En resumen, el higado posee varios tipos de células
que responden a la pérdida de hepatocitos a niveles dife-
rentes:

1. Hepatocitos maduros, que proliferan para la renovacién
celular normal, y tras dafio hepdtico no grave, etc. Son
numerosos, unipotentes, estdn precondicionados y res-
ponden rdpidamente al dafio hepatico.

2. Células ovales, que se activan para proliferar cuando el
dafio hepatico es extenso y crénico, o si la proliferacién
de los hepatocitos estd inhibida. Se ubican en el canal de
Hering, son menos numerosas, bipotentes y su respuesta
proliferativa es mas prolongada, aunque limitada.

3. Células troncales hepdticas exdgenas, que pueden deri-
var de las células troncales hematopoyéticas de la circula-
cion (HSC) o de células troncales de la médula 6sea
(MSC). Responden al dafio alcohdlico o a la hepatocarci-
nogénesis, son multipotentes, escasas, pero tienen un po-
tencial proliferativo muy grande. Ademads, contribuyen de
forma muy significativa a la regeneracion, e incluso en la
restauracion de la funcién normal del higado®.

La respuesta a como se integran estas tres poblaciones de
células troncales para alcanzar un balance homeostitico
de la regeneracion hepdtica contindia siendo un enigma. Si
fuera posible aislar cada uno de estos tipos de células se
incrementaria el conocimiento de su capacidad para dife-
renciarse (o para dar lugar a células que se diferencien) a
hepatocito y, por tanto, de su potencial uso con fines tera-
péuticos en el higado’.

El fracaso o fallo hepético agudo o fulminante se produce
como consecuencia de la pérdida masiva de hepatocitos
por un dafo hepdtico grave, circunstancia que el higado es
incapaz de superar a pesar de su potencial regenerativo.

La necrosis masiva de las células hepdticas se manifiesta
por una claudicacién brusca de todas las funciones meta-
bélicas de sintesis hepdtica, independientemente de la cau-
sa que la haya producido. Las alteraciones metabdlicas
graves, producidas por acumulacién de amonio y otros
bioproductos metabolizados normalmente por el higado,
se asocian con un fallo orgdnico miiltiple, encefalopatia,
coma hepético y muerte cerebral. El dnico tratamiento
efectivo existente en la actualidad para el fallo hepatico
terminal es el trasplante alogénico de higado. Desafortu-
nadamente, su uso estd muy condicionado a la limitada
disponibilidad de 6rganos de donantes y, por ello, mueren
pacientes en lista de espera para trasplante hepatico.

Es necesario, por tanto, la bisqueda de alternativas al
trasplante hepatico de érgano para: a) pacientes con me-
tabolopatias congénitas, como alternativas terapéutica an-
tes de llegar al estadio terminal y evitar asi la necesidad
de un trasplante hepético; b) pacientes con fallo hepatico
agudo-fulminante, con la finalidad de mantener su fun-
cién hepatica durante el periodo de espera hasta recibir el
trasplante, y c) pacientes con enfermedad hepética termi-
nal susceptible de trasplante hepdtico y contraindicacién
quirdrgica para el mismo.

Se han propuesto varios métodos como alternativa al tras-
plante hepatico alogénico o como puente para mantener a
los pacientes hasta que haya disponibilidad de 6rgano:
perfusién extracorpérea de higado animal o humano, uso
de biorreactores o higados artificiales compuestos de cé-
lulas hepaticas de origen no humano o derivadas de carci-
noma hepatocelular, terapia génica ex vivo o in vivo, inge-
nierfa de tejidos y trasplante celular. Entre ellos, el que se
considera mds prometedor actualmente es el trasplante
celular®®. Entre los métodos de salud de mayor auge en la
dltima década, la terapia celular ocupa un lugar destaca-
do. La denominacién «terapia celular» significa, en la
versiéon mas neutral, el empleo de células con fines tera-
péuticos. Asi, la terapia celular tiene por finalidad susti-
tuir o reparar la funcién de células o tejidos lesionados, y
se basa en trasplantar células individuales a un érgano re-
ceptor en cantidades suficientes para que sobrevivan y
restauren la funcién normal.

VENTAJAS Y LIMITACIONES DEL TRASPLANTE
DE HEPATOCITOS HUMANOS

Hace mas de 15 afios, Bumgardner et al'°, en un editorial,
ya sugerian la relevancia del trasplante de hepatocitos
como herramienta terapéutica alternativa para curar cier-
tas enfermedades metabdlicas o para mejorar las funcio-
nes vitales y calidad de vida de los pacientes en lista de
espera para trasplante de 6rgano. Se han propuesto varias
vias de administracién de los hepatocitos a los pacientes:
por infusién directa al higado a través de la vena porta o
ectopicamente en el bazo. Para el trasplante se utiliza un
nimero de hepatocitos limitado, con la idea de que éstos
repueblen el tejido hepdtico gracias a la gran capacidad
regenerativa que posee’. Por ello, supone un método mu-
cho menos invasivo que el trasplante de 6rgano sélido vy,
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por tanto, con mucha menor morbilidad y menor coste. A
su vez, las células de un donante podrian servir para tras-
plantar hepatocitos en varios receptores (trasplante multi-
ple). Si a ello afiadimos la posibilidad de crioconservar
los hepatocitos durante periodos prolongados de tiempo,
seria posible rentabilizar al maximo las donaciones y op-
timizar los implantes mediante preparacién del/los recep-
tor(es) y la programacién del trasplante en el momento
adecuado.

Se han realizado estudios en animales que demuestran la
integracion, la supervivencia y la expresion de las funcio-
nes diferenciadas de los hepatocitos en el higado
receptor'!. Aunque los ensayos realizados en humanos
son muy escasos, se ha descrito que la repoblacién del hi-
gado receptor con un 3-10% de hepatocitos funcionales
puede ser suficiente para conseguir una mejoria clinica
apreciable de la salud del paciente!?. Numerosos estudios
experimentales en modelos animales!*!3 y ensayos pun-
tuales recientes realizados en humanos hacen del tras-
plante celular una estrategia muy prometedora como mé-
todo terapéutico, muy particularmente para corregir
deficiencias metabdlicas del higado®'°. Las enfermedades
en que el trasplante de hepatocitos ha presentado mayor
éxito clinico han sido las metabolopatias congénitas®17-22,
Otro aspecto que cabe destacar es la posibilidad de reali-
zar tratamiento autélogo de hepatocitos modificados ge-
néticamente ex vivo antes de ser implantados. Hay que re-
saltar que, en principio, se trata de un método menos
inmunogénico (e incluso absolutamente compatible en el
caso del trasplante aut6logo). La terapia génica ex vivo
tiene como objetivo corregir las deficiencias génicas de
los hepatocitos del receptor, mediante trasplante autélo-
g0, que ademds no precisa una inmunosupresién poste-
rior. Esta es también una estrategia muy prometedora, ya
que se estima que la introduccién de un 1-10% de hepato-
citos del enfermo modificados genéticamente o hepatoci-
tos sanos de otro individuo, seria suficiente para restaurar
la funcién hepdtica'?. Se han realizado varias experiencias
en animales y se ha conseguido la curacién de ciertas me-
tabolopatias letales, tras la reversidon de defectos genéti-
cos metabdlicos'>, y aumentar la supervivencia de los he-
patocitos haciéndolos resistentes a la apoptosis, principal
mecanismo de pérdida celular de los implantes?.

Si bien las técnicas de cultivo y crioconservacién de he-
patocitos humanos estdn bien establecidas, el trasplante
de hepatocitos humanos, a pesar de haberse mostrado po-
sible y de gran potencial terapéutico, como se ha indicado
anteriormente, s6lo se ha aplicado en casos individuales o
series pequenas. Es cierto que las técnicas de aislamiento
de hepatocitos humanos mediante disgregacion enzimati-
ca del tejido hepatico estdn muy desarrolladas, pero toda-
via es necesario adecuar las técnicas actuales para incre-
mentar el rendimiento (nimero de hepatocitos/g de tejido
hepatico) y sobre todo la calidad (viabilidad y funciona-
lidad) de los hepatocitos obtenidos a partir de 6rganos
descartados para trasplante o de fragmentos de higado
procedentes de hepatectomia®?. Asi, los liquidos de pre-
servacion utilizados durante la obtencién de 6rganos para
implante resultan en un menor éxito del aislamiento de
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hepatocitos humanos®. Ademds, la esteatosis, principal
motivo de exclusion de los injertos para implante, es cau-
sa de un descenso drastico del rendimiento y la viabilidad
de los hepatocitos tras la digestion enzimatica del higado.
Es necesario optimizar los métodos, de modo que permi-
tan recuperar hepatocitos humanos viables a partir de hi-
gados grasos?. Por otra parte, se desconocen los factores
del donante que proporcionan una mayor rentabilidad del
procedimiento de aislamiento de hepatocitos. Su identifi-
cacion permitiria acciones especificas encaminadas a me-
jorar el aislamiento?. Otra limitacién es el desfase de
tiempo entre el momento de la obtencién de hepatocitos
(la donacidn) y la utilizacién de los mismos (injerto en un
receptor adecuado), que hace que se pierda gran cantidad
de recursos. A pesar del gran avance alcanzado en la crio-
conservacion de hepatocitos humanos, todavia existe la
necesidad de optimizar los protocolos para disponer de
bancos de hepatocitos donde puedan mantenerse criocon-
servados durante periodos prolongados de tiempo, pero
que mantengan tras la descongelacion una elevada via-
bilidad y una calidad funcional adecuada. Ello permitiria
un mejor aprovechamiento de los escasos recursos exis-
tentes?’2°. Por tanto, dado que la disponibilidad de hepa-
tocitos humanos utilizables para terapia celular, a pesar
de los avances conseguidos, sigue siendo muy limitada,
es necesaria la bisqueda de fuentes alternativas de células
para terapia celular hepatica.

FUENTES ALTERNATIVAS A LOS HEPATOCITOS
PARA EL TRASPLANTE CELULAR

Si el factor limitante es la obtencién de hepatocitos huma-
nos, y no parece posible aumentar el nimero de 6rganos
disponibles para extraerlos, ;qué alternativas existen? Lo
ideal seria disponer de hepatocitos capaces de proliferar
en cultivo, pero que conserven al mismo tiempo la expre-
si6n de funciones diferenciadas del hepatocito adulto de
forma estable y prolongada. Solamente asi podrian cons-
tituir una fuente inagotable de células para terapia celular.
Sin embargo, hoy por hoy, todavia no se ha conseguido
inducir la proliferacién de los hepatocitos adultos en cul-
tivo, de tal modo que pudieran constituir una fuente regu-
lar de células maduras y funcionales para trasplante celu-
lar. Ello ha motivado que se haya invertido en los tltimos
afios un enorme esfuerzo en desarrollar modelos que pue-
dan constituir una alternativa a los hepatocitos humanos,
mediante diferentes aproximaciones experimentales. Se
ha contemplado el uso de lineas celulares derivadas de
hepatoblastomas naturales, como las células HepG2. Sin
embargo, aunque su disponibilidad es ilimitada, su utili-
dad terapéutica es muy escasa, no s6lo por su condicién
tumoral con el riesgo que ello conlleva de inducir cancer
hepatico, sino por el hecho de la alteracién de su fenotipo
con la casi total pérdida de funciones hepdticas clave, lo
que las incapacita para devolver al higado su funcionali-
dad hepética normal®**!. La inmortalizacién de los hepa-
tocitos humanos es otra opcidén que se ha abordado utili-
zando distintas estrategias®>*°. El procedimiento usado
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con mayor frecuencia es la transfeccién de los hepatoci-
tos con vectores de expresién que contienen el antigeno
SV40 LT. Sin embargo, a pesar de los avances en este
campo de la inmortalizacion celular, las células resultan-
tes no manifiestan los rasgos fenotipicos deseables para
constituir una alternativa real a los hepatocitos maduros.
Finalmente, otra posibilidad, no exenta de dificultades,
podria ser la utilizacién de hepatocitos de otras especies
para xenotrasplante celular, lo que obviaria el obsticulo
de la falta de hepatocitos humanos3*%7.

Estudios recientes en animales sugieren nuevas alternati-
vas al uso de hepatocitos adultos. La estrategia para el
trasplante celular en un futuro no muy lejano consiste en
la utilizacién de las llamadas células ovales del higado y
de las células hepadticas troncales, que parecen tener la ca-
pacidad de proliferar y diferenciarse en hepatocitos ma-
duros*. No obstante, por el momento no existe una forma
eficiente para purificarlas y conseguir un nimero sufi-
ciente de ellas para que puedan sustituir a los hepatocitos
maduros en el trasplante celular. Se han utilizado también
hepatocitos fetales y células troncales fetales en modelos
animales con insuficiencia hepética o enfermedades me-
tabdlicas, pero no se ha demostrado todavia si estas célu-
las son capaces de restaurar la funcién hepdtica normal®,.
En cualquier caso, las células troncales deben cumplir dos
importantes requisitos para convertirse en una alternativa
real a los hepatocitos adultos: ser capaces de proliferar en
el higado receptor y diferenciarse a hepatocitos maduros.
Finalmente, despiertan gran interés las investigaciones
realizadas en los ultimos afios sobre los precursores pluri-
potentes (células troncales de varios origenes) como fuen-
te potencial para el trasplante celular a distintos érganos.
Un ejemplo de ello es el uso de células mesenquimales
adultas derivadas de la médula dsea para la repoblacion
hepética mostrada en modelos animales®*4,

CELULAS TRONCALES Y SU POSIBLE UTILIZACION
PARA TERAPIA CELULAR

Por célula madre, como normalmente se le llama por su
traduccion del término original inglés stem cell, o célula
troncal, se entiende cualquier célula que tiene la doble ca-
pacidad de dividirse ilimitadamente y de dar lugar a dife-
rentes tipos de células especializadas. De acuerdo con
esta segunda capacidad, las células troncales pueden ser
totipotentes, pluripotentes y multipotentes, en relacién
con su mayor o menor versatilidad o potencialidad para
diferenciarse, tal como se definen a continuacion. La toti-
potencia es la capacidad funcional de una célula para dar
lugar a un individuo completo tras un proceso de desarro-
Ilo normal. La pluripotencia es la capacidad funcional de
una célula para dar lugar a varios linajes celulares o teji-
dos diferentes. La multipotencia es la capacidad funcional
de una célula para dar lugar a alguno, pero no a todos, los
linajes celulares. Las células troncales multipotentes estan
presentes en los tejidos u 6rganos adultos y tienen una ca-
pacidad limitada de reactivar su programa genético en
respuesta a determinados estimulos exdgenos*..

Atendiendo a su origen, hay varias clases de células tron-
cales (embrionarias, germinales embrionarias, adultas)
cuya eficacia en el establecimiento de cultivos de tejidos
en el laboratorio y la valoracién ética y legal para su utili-
zacion son diferentes (fig. 1).

Las células troncales embrionarias, también llamadas cé-
lulas ESC (acrénimo del inglés embryo stem cell), son cé-
lulas indiferenciadas que se encuentran en la masa celular
interna del embridn en el estadio de blastocito que se de-
sarrolla a partir del quinto o sexto dia después de la fe-
cundacion.

Las células germinales embrionarias, también llamadas
células EGC (acrénimo del inglés embryonic germ cells),
derivan de células germinales primordiales, que constitu-
yen la linea germinal del organismo una vez separadas de
la linea celular somadtica y dardn lugar a las células germi-
nales.

Las células troncales adultas, también llamadas células
ASC (acrénimo del inglés adult stem cells), pueden estar
presentes en tejidos u 6rganos adultos. En el proceso de
desarrollo normal del organismo adulto tiene lugar un
proceso continuado de divisién celular para mantener
constante el nimero de células diferenciadas de determi-
nados tejidos que estdn sometidos a un desgaste natural
(dafo, enfermedad o muerte celular). Las células que tie-
nen un elevado ritmo de recambio son reemplazadas a
través de un proceso regulado de proliferacién, diferen-
ciacion y muerte celular programada (apoptosis). Tal es el
caso, por ejemplo, de las células troncales hematopoyéti-
cas de la médula 6sea y de las células epiteliales de la piel
o del intestino delgado. Estos tejidos contienen subpobla-
ciones de células troncales encargadas de reemplazar a
las células diferenciadas de corta vida*.

También se ha estudiado la utilizacién de las células tron-
cales fetales, que pueden aislarse de la sangre y la médula
Osea fetal, asi como de otros tejidos fetales, incluidos el
rifién y el higado®. La sangre fetal es una fuente rica en
HSC que proliferan mas rapidamente que las del cordén
umbilical o médula 6sea de adulto. Ademas, durante el
primer trimestre la sangre fetal también contiene una po-
blacién de MSC, que pueden diferenciarse a miltiples li-
najes*. Ambos tipos de células fetales, HSC y MSC, tie-
nen ventajas sobre sus homdlogas adultas, incluida una
mayor multipotencialidad y una menor inmunogenicidad.
El uso de las células troncales fetales, en particular las
HSC, plantea menos problemas de tipo ético que las célu-
las troncales embrionarias, y su potencial de diferencia-
cién es mayor que el de las adultas. Por este motivo, las
células troncales fetales representan una buena herra-
mienta para explorar muchos aspectos relativos a los
mecanismos moleculares responsables de la diferencia-
cién celular y podrian ser una alternativa terapéutica
muy prometedora para el trasplante celular y la terapia
génica®.

No obstante, la obtencion de células embrionarias huma-
nas, o células troncales fetales, es actualmente muy con-
trovertida. En otras especies se ha logrado generar vir-
tualmente células de todos los tipos encontrados en
organos adultos a partir de células troncales embrionarias.
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Fig. 1. Modelo jerdrquico de las células madre o troncales de acuerdo con su potencial de diferenciacion.

Esta posibilidad ha abierto aplicaciones clinicas ilimita-
das para el reemplazo y regeneracion de tejidos y érganos
por medio del trasplante de células derivadas de células
troncales embrionarias. Sin embargo, puede existir una
alternativa para obviar los aspectos éticos del uso de célu-
las embrionarias. Cada vez hay mayor seguridad de la
existencia de células troncales en muchos, sino en todos,
los tejidos adultos. Las células troncales adultas normal-
mente reabastecen al tejido de las células que ha perdido
por el deterioro causado por el envejecimiento, las lesio-
nes o la enfermedad. Estas células troncales podrian rege-
nerar el repertorio completo de células organotipicas con
la ayuda de técnicas de cultivo y protocolos de diferencia-
cién adecuados. Utilizar estas células para trasplante ce-
lular permitiria regenerar terapéuticamente tejidos in vivo
de la misma forma que lo harfan las células troncales em-
brionarias. Por varias razones, las células troncales mejor
estudiadas son las del sistema sanguineo. Los glébulos
rojos maduros, en general, tienen una duracién funcional
corta, normalmente medida en dias y, por consiguiente,
precisan reabastecimiento de forma estable a lo largo
de la vida. Dado que las células troncales estdn intima-
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mente involucradas en esta renovacion, y dada la facili-
dad de acceder a la médula dsea, las células troncales se
han estudiado en profundidad. No hay que olvidar el uso
clinico de las células troncales para el tratamiento del
céncer mediante trasplante de médula 6sea desde hace ya
mds de 30 afios*. Ello indudablemente ha contribuido
a fomentar la investigacién bésica y clinica de las apli-
caciones terapéuticas de las células troncales hematopo-
yéticas.

En el organismo humano adulto se estima que existen
unos 200 tipos de células diferentes, cuyo origen se puede
retrotraer a las células troncales embrionarias pluripoten-
tes indiferenciadas presentes en la masa celular interna
del embrién en fase de blastocisto. Desde el punto de vis-
ta cientifico, la cuestion estd en llegar a conocer cudles
son las instrucciones por las que una célula pluripotente
indiferenciada se diferencia hacia un determinado tipo ce-
lular. Hasta ahora, se ha considerado que las células tron-
cales adultas estan limitadas a generar sélo células espe-
cializadas y diferenciadas del tejido donde residen, es
decir, han perdido la capacidad de dar lugar a otras estir-
pes celulares del cuerpo: son células multipotentes. Sin
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embargo, numerosos estudios han puesto de manifiesto
que estas células cultivadas y sometidas a ambientes hu-
morales distintos de los habituales pueden reprogramarse
y transdiferenciarse dando lugar a otros tipos celulares.
Es decir, dejarfan de ser células multipotentes para adqui-
rir caracteristicas de células pluripotenciales. Hay eviden-
cias recientes sobre la posibilidad de obtener ASC, que
estan presentes en los propios 6rganos adultos, con capa-
cidad para transdiferenciarse en células de otros tejidos u
organos in vitro. Si la utilizacién de las células somaticas
del organismo humano se hace una realidad en la practica
clinica, se obviarian totalmente los problemas éticos deri-
vados de la utilizacién de embriones.

La utilizacién de la terapia celular, basada en la transfe-
rencia de células o tejidos a los tejidos u 6rganos dafia-
dos, es uno de los grandes retos de la medicina regene-
rativa, que genera grandes expectativas terapéuticas para
el futuro. El establecimiento de cultivos celulares de teji-
dos humanos en el laboratorio es a veces dificil y en de-
terminados casos incluso imposible. Por ello, desde el
punto de vista clinico seria innegable el avance que su-
pondria la posibilidad de poner a punto técnicas que per-
mitieran obtener cualquier tipo de cultivos de tejidos
y, acaso, de 6rganos. En este contexto, no cabe duda de
que el uso de las células troncales puede resultar funda-
mental.

TRANSDIFERENCIACION DE LAS CELULAS MADRE
DE LA MEDULA OSEA A HEPATOCITOS

Existe un tejido fuente de células troncales adultas que se
considera como el mds prometedor: la médula dsea. Esto
estd motivado por la sencillez en la recoleccién de las
muestras y el procedimiento de aislamiento celular, al
contrario de lo que ocurre con otros tejidos, sumado a la
versatilidad de las células obtenidas de médula dsea para
reparar tejidos dafiados de muy diversas estirpes. Se han
descrito diferentes tipos de células madre en la médula
6sea: HSCH, MSC%, las llamadas side population cells
(SPC)* y recientemente las células progenitoras adultas
multipotenciales, o MAPC®.

Células madre hematopoyéticas

Las HSC han sido identificadas tanto in vitro como in
vivo por varios laboratorios y utilizadas clinicamente des-
de hace mds de 50 anos. El trasplante alogénico de proge-
nitores hematopoyéticos ha demostrado definitivamente
que existen células madre multipotenciales hematopoyéti-
cas en la médula 6sea y en la sangre periférica.

Mientras que en animales de experimentacion es posible
aislar e identificar las HSC, en el hombre no se ha podido
identificar de igual modo la célula responsable de la rege-
neracién del resto de lineas celulares hematopoyéticas.
Ademds del potencial hematopoyético, diversos trabajos
recientes indican que las HSC bajo ciertas circunstancias
pueden ser mds potentes de lo esperado, dando lugar a te-

jidos derivados de distintas capas embrionarias. Las célu-
las madre hematopoyéticas de médula 6sea y de sangre
periférica son capaces de contribuir a la angiogénesis y
vasculogénesis in vivo, de tal forma que las células
CD34* no sélo contienen progenitores hematopoyéticos
sino también células progenitoras endoteliales. Hoy en
dia se acepta que existe un progenitor comtn endotelial y
hematopoyético (hemangioblasto), lo cual vendria apoya-
do por estos hallazgos de la potencialidad endotelial de
las células troncales hematopoyéticas de la médula ésea®’.
También se han publicado recientemente trabajos que
apoyarian la capacidad de las HSC de diferenciarse en cé-
lulas de miisculo cardiaco. El grupo de Orlic et al*® ha de-
mostrado, en un modelo de infarto de miocardio murino,
que una inyeccién de células de médula 6sea Lin~ y c-kit*
(fenotipo de marcadores de superficie tipico de HSC) en
el corazén dafiado, resulta de la colonizacion de estas cé-
lulas en mds de la mitad del 4rea infartada. Estas posibles
HSC adquirieron un fenotipo caracteristico de células de
miocardio y contribuyen a la mejora y supervivencia de
los animales*. El potencial de las HSC para adquirir ca-
racteristicas de musculo esquelético, neuronas adultas, as{
como células de la glia, y de contribuir a otros tejidos
como el epitelio pulmonar, gastrointestinal, renal o a la
piel ha sido descrito recientemente principalmente in
vivo®.

Basdndose en que las células ovales expresan marcadores
de superficie tradicionalmente asociados a HSC (c-kit,
flt-3, Thy-1 y CD34), se ha sugerido que éstas podrian di-
ferenciarse a células ovales y hepatocitos. El grupo de
Lagasse et al*® ha demostrado que células madre hemato-
poyéticas de médula ésea con el fenotipo Lin-, c-kit*,
Thy-1, Sca-1 son capaces de regenerar un higado murino
en un modelo de dafio hepatico fulminante mientras que
utilizando modelos de quimerismo en pacientes someti-
dos a trasplantes de médula 6sea o de higado, y aprove-
chando la posibilidad de utilizar el cromosoma Y como
marcador del origen de la célula también se ha podido de-
mostrar que un porcentaje de hepatocitos provienen de
células madre de origen no hepatico®'.

Otro trabajo realizado por el grupo de Avital et al>? de-
muestra que en la médula 6sea de rata y hombre la frac-
cion de células beta-2-2-microglobulina-negativa, beta
(2) m (=) y Thy-1 (+) expresan funciones y genes especi-
ficos de higado. Comprobaron que tras la infusién intra-
portal en higados de rata, estas células troncales hepdticas
derivadas de la médula 6sea (BDHSC) se integran con cé-
lulas hepdticas y se diferencian a hepatocitos maduros. A
pesar de todos estos esfuerzos, ninguno de los estudios
publicados hasta el momento demuestra que una dnica
célula madre hematopoyética contribuya de forma consis-
tente y funcional a la regeneracion de un tejido distinto
del hematopoyético y, por tanto, en sentido estricto no
cumple los criterios necesarios para hablar de versatili-
dad. Cada uno de los trabajos mencionados puede ser cri-
ticado en este sentido. Sin embargo, si tomamos los es-
tudios de forma conjunta, si que aportan evidencias de la
existencia de HSC con estas caracteristicas y potencia-
lidades.
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Células madre mesenquimales

La médula 6sea también contiene células madre mesen-
quimales, también denominadas células madre estromales
o MSC. Las MSC constituyen un modelo muy 1til en
aplicaciones clinicas para un nimero de enfermedades,
tanto en terapia regenerativa como en terapia génica. En
los tdltimos afios se han descrito distintos marcadores de
superficie que han permitido identificar y aislar células
MSC, como SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90,
CD106 y CD 120a*-3. Las MSC no expresan antigenos
de superficie tipicos de las HSC, como CD34, CD45 o
CD14%3% Experimentos recientes han demostrado in vi-
tro que las MSC son capaces de diferenciarse a tejidos
mesodérmicos funcionales, como osteoblastos, condro-
blastos, adipocitos y mioblastos esqueléticos*.

Varios grupos afirman haber conseguido diferenciar MSC
a células derivadas del neuroectodermo, basandose en la
adquisicién de ciertos marcadores de origen neuronal por
parte de dichas células cuando son sometidas a sistemas
de cultivo especificos. Sin embargo, los autores no llegan
a demostrar que estas células adquieran caracteristicas
funcionales similares a neuronas o células de la glia%. A
pesar de su probada multipotencialidad mesodérmica y de
su habilidad para diferenciarse a neuroectodermo, las
MSC no se diferencian a tejido derivado del endodermo
y, por tanto, no se pueden considerar células madre pluri-
potenciales.

Respecto a la diferenciacion a hepatocitos de las MSC, no
hay trabajos claros, aunque recientemente Shu et al*’ han
investigado de forma simultdnea la diferenciacion hepati-
ca tanto de las HSC como de las MSC derivadas de la
médula 6sea de rata. Estos autores concluyen que ambas
MSC y HSC tienen capacidad de diferenciacién hepética.
Sin embargo, no de la misma manera. Las MSC pueden
diferenciarse a células similares a hepatocitos maduros,
nunca expresando genes especificos hepdticos tempranos,
mientras que las células Thy-1.1 (+) tienen una tendencia
a diferenciarse a células similares a las células troncales
hepdticas, con una expresion creciente de AFP y una se-
fial decreciente de albimina. En otro trabajo reciente, Lee
et al®® parten de células mesenquimales de médula ésea
humana y de cordén umbilical. Con ayuda de un protoco-
lo de diferenciacién muy complejo consiguen la diferen-
ciacién hepatica de estas células.

Las MSC constituyen un modelo muy itil en aplicaciones
clinicas para un nimero de enfermedades, tanto en terapia
regenerativa como en terapia génica®’.

Células side population (SP)

Las llamadas células SPC han sido aisladas tanto a partir
de médula 6sea como de musculo utilizando técnicas de
citometria de flujo. Se sabe que las SP son capaces de di-
ferenciar a HSC en humanos, roedores y otras espe-
cies*8, Ademads, algunos estudios describen que las SP
podrian dar lugar a otros tipos de células especializadas e
integrarse en distintos tejidos in vivo. Asi, el grupo de
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Jackson et al demostré que las SP podian diferenciar a cé-
lulas con caracteristicas de musculo cardiaco y endotelio
en un modelo murino de infarto de miocardio®®.

Células progenitoras multipotenciales adultas (MAPC)

Esta poblacién celular de la medula ésea, descrita por un
grupo de investigadores de la Universidad de Minneso-
ta®, ha suscitado la atencién del mundo cientifico, ya que
se han descrito como auténticas células pluripotenciales
con una capacidad diferenciadora muy similar a las célu-
las madre embrionarias. Las MAPC han sido aisladas tan-
to de médula humana como murina. Estas MAPC son
capaces de proliferar in vitro mas de 120 divisiones celu-
lares sin un aparente envejecimiento, ya que mantienen
unos valores altos de telomerasa durante todo el tiempo
de cultivo. Se ha descrito que las MAPC no expresan
CD34, CD44, MHC I, MHC II, CD45 y c-kit; expresan
niveles bajos de Flk-1, Sca-1 y Thy-1, y altos de CD13,
SSEA-1 (ratén/rata) y SSEA-4 (humano). Al igual que las
células madre embrionarias, en las MAPC se detecta la
activacién de los factores de transcripcién Oct-4 nanog y
Rex-1, que son necesarios para mantener la célula en un
estado proliferativo e indiferenciado. Ademads, se han rea-
lizado experimentos de clonacién que prueban que es una
tUnica célula la que es capaz de diferenciarse a tejidos pro-
cedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias (en-
dodermo, mesodermo o ectodermo). In vitro, las MAPC
pueden ser inducidas a diferenciar a tejidos derivados del
mesodermo, como hueso, cartilago, adipocitos, musculo
esquelético, estroma hematopoyética o endotelio. Pero de
momento no han sido capaces de diferenciar a tejido he-
matopoyético maduro o cardiomiocitos. Estas células
también han sido capaces de diferenciar a hepatocitos, ya
que expresan HNF-3 beta, GATA4, CK19, transtiretina,
AFP al séptimo dia, y CK18, HNF-4 y HNF-1 alfa tras
14-28 dias y funcionar como tales, pues son capaces de
producir urea, albimina, inducir el citocromo P450 con
fenobarbital y almacenar gluc6geno. Asi, Shwartz et al®
concluyen que las MAPC pueden diferenciarse a células
con caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas y funciona-
les de hepatocitos. La diferenciacién de las MAPC a teji-
dos derivados del ectodermo, como neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos, también ha sido demostrada in vitro®.
No obstante, el proceso de aislamiento de las MAPC to-
davia es largo y laborioso, y auin no se han publicado ex-
perimentos que prueben que no existen fusiones celula-
res. Estos experimentos con MAPC son los mads
demostrativos de la existencia de células madre pluripo-
tenciales, de gran potencialidad en el campo terapéutico,
y como un instrumento para facilitar la comprensién de
eventos que inducen las diferenciaciones de las células
madre. Este tipo de resultados experimentales ponen de
manifiesto que no son infundadas las esperanzas deposi-
tadas en la utilizacion de las células troncales adultas para
la terapia celular del futuro. Sin embargo, hay autores que
consideran que las células MAPC podrian considerarse
como MSC, puesto que se copurifican juntas®,
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CELULAS MADRE NO DERIVADAS
DE LA MEDULA OSEA

De forma casi continua aparecen nuevos estudios en los
que se aislan células madre a partir de tejidos adultos con
capacidad multipotencial. Clarke et al® han mostrado la
existencia de células madre adultas pluripotenciales de
origen neural y su capacidad de diferenciacién. De la epi-
dermis humana y murina se han aislado células madre
con capacidad de diferenciarse a células especializadas
procedentes de dos capas embrionarias distintas, neuroec-
todermo y mesodermo®. Qu-Petersen et al% han conse-
guido aislar diferentes poblaciones de células madre mus-
culares murinas. Estas células pueden mantenerse en
cultivo durante mds de 60 divisiones celulares sin anor-
malidades cromosémicas, y son capaces de diferenciarse
in vitro e in vivo a endotelio, musculo y células del linaje
neuronal. Uno de los trabajos que mds expectativas ha
despertado sugiere que es posible aislar células madre
multipotenciales en el miisculo cardfaco, capaces de dife-
renciarse in vitro e in vivo a cualquiera de los tejidos ne-
cesarios para reconstituir un corazén dafiado, es decir, en-
dotelio, musculo liso y misculo cardiaco®®.

Estudios preliminares han identificado recientemente una
poblaciéon de células madre en la estroma adiposa. El teji-
do adiposo, como la médula ésea, deriva del mesénquima
embrionario y contiene una estroma que se puede aislar
en gran cantidad con facilidad y con la minima molestia
para el paciente. De esta forma, a partir de lipoaspirados
humanos se puede aislar una poblacién celular que, como
las células de la médula dsea, es capaz de diferenciar a li-
najes osteogénicos, adipogénicos, miogénicos y condrio-
génicos® 7", Asi, algunos trabajos han demostrado que las
células madre derivadas del tejido adiposo tienen caracte-
risticas similares a las de la médula Osea in vitro e in vivo,
de forma que el tejido adiposo podria ser una fuente ideal
de células madre autélogas’"’®. Respecto a la diferencia-
cién a hepatocitos, un trabajo muy reciente’ utiliza célu-
las derivadas de la estroma adiposa humana y muestra su

diferenciacion a linaje hepdtico in vitro. El tratamiento
con ciertos factores ex6genos induce la expresion de mar-
cadores funcionales hepaticos clave en las células del teji-
do adiposo. Para ello, afiade factores exdgenos al medio
de cultivo y determina mediante anélisis inmunohistoqui-
mico y de PCR la capacidad de las células del tejido adi-
poso de diferenciar a hepatocitos. Estos autores conclu-
yen que el tejido adiposo puede ser una fuente alternativa
para la regeneracion hepdtica o para la terapia celular.

Las células del tejido adiposo se obtienen en grandes can-
tidades, con anestesia local y con la minima molestia para
el paciente. Ademds, parece que tienen mayor capacidad
proliferativa que las células mesenquimales de la médula
6sea’, por lo que en definitiva poseen ventajas objetivas
para constituir una buena fuente alternativa de células
adultas aut6logas para la ingenieria celular.

FACTORES EPIGENETICOS O SENALES EXTERNAS
QUE INDUCEN LA TRANSDIFERENCIACION
DE LAS CELULAS MADRE

Hay una serie de hechos atn no dilucidados dentro de la
terapia celular; tal es el caso de la forma en que las célu-
las madre se alojan en un tejido que ha sido dafiado, don-
de aparentemente una serie de factores inducen a la per-
manencia de las mismas en un sitio y, a su vez, se inicia
un proceso de especializacién que las hace comportarse
en forma semejante a las células sanas del tejido que las
rodea. Una vez obtenido un cultivo de células diferencia-
das y su posterior trasplante al paciente, se espera que €s-
tas ayuden a recobrar la funcién del 6rgano perdida.

A la capacidad que adquieren estas células, bajo determi-
nadas condiciones microambientales, de diferenciarse en
células de tejidos distintos de aquel con el cual la célula
madre se encuentra aparentemente comprometida se le ha
denominado plasticidad*>”. En la actualidad, para es-
clarecer este proceso, se plantean 4 hipédtesis o modelos
(fig. 2) que se describen brevemente:

Heterogeneidad
de la poblacién
celular

Célula
Fig. 2. Posibles mecanismos para explicar la oval
plasticidad de las células madre adultas.
HSC: célula madre hematopoyética. Tomado

de Verfaillie et al” y Prosper et al’s.

Fusion Trans-/de- Pluripotencialidad
celular diferenciacién
HSC Embrionaria

©
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tetraploide
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Heterogeneidad de las células madre somaticas
presentes en una poblacién celular

La mayor parte de los estudios publicados no han sido ca-
paces de demostrar la potencialidad de las células madre
adultas en la clonacion, es decir, una unica célula dando
origen a dos poblaciones celulares diferentes. Por ello, es
posible que muchas de las observaciones realizadas corres-
pondan realmente a la heterogeneidad de las células estu-
diadas, y puede haber diversas células madre en la misma
poblacidn, cada una con distintas capacidades. Como ejem-
plo de este modelo estd la heterogeneidad de células madre
que se ha encontrado en la médula 6sea, cada una con dis-
tintas caracteristicas y potencialidades®-°7,

Fusion de las células madre trasplantadas con
las células especificas residentes en un érgano

Trabajos recientes han demostrado que al menos algunas
de las observaciones de pluripotencialidad podrian justifi-
carse por procesos de fusion entre las células madre tras-
plantadas y las células residentes’. El fenémeno de fu-
sién se suele acompafiar con la formacién de células con
caracteristicas de ambas poblaciones fusionadas y gene-
ralmente con doble dotacién cromosémica, lo que induce
una desventaja proliferativa®>77,

Proceso de desdiferenciacion y rediferenciacion
celular

Es posible que las células madre adultas, en determinadas
circunstancias, se desdiferencien para posteriormente di-
ferenciarse hacia células de distinta estirpe. Asi, existe la
posibilidad de que las células madre adultas puedan ser
reprogramadas cuando se extraen de su microambiente
natural y se sitian en otros diferentes, en los que reciben
estimulos y sefiales que las inducen a la activacién de un
nuevo programa genético que las lleva a la diferenciaciéon
en células del nuevo tejido en que se han implantado. De
esta forma, una célula genéticamente afectada puede su-
frir un proceso de desdiferenciacién mediante un salto
atras en su etapa de maduracion y adquirir por esta retro-
diferenciacién una nueva capacidad regenerativa, que le
permite después rediferenciarse en células maduras espe-
cializadas de estirpes diferentes*>7>78,

Persistencia de células madre adultas con capacidad
multipotencial o pluripotencial

Es posible que en el organismo adulto persistan células
madre indiferenciadas, remanentes de tejido embrionario
con capacidad pluripotencial, que en funcién del medio
en que se sitien pueden diferenciarse hacia células de di-
ferentes linajes® 7.

Ninguno de estos modelos, hasta el momento, puede por
si solo explicar completamente el mecanismo de la plasti-
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cidad atribuida a las células madre. Es posible que en de-
terminados casos, tejidos y situaciones ambientales, pue-
da ocurrir mas de uno de estos procesos.

Respecto a la transdiferenciacion de las células madre a
linaje hepatico in vitro, la mayoria de los trabajos publi-
cados trata de imitar las circunstancias del desarrollo he-
patico para definir el proceso de diferenciacidon. Asi, el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) se ha visto
implicado en el proceso de diferenciacién hepdtica de cé-
lulas madre embrionarias en un estado inicial. El factor
de crecimiento hepatico (HGF), la oncostatina M (OMS),
los glucocorticoides y la insulina son factores implicados
en la etapa de maduracién posterior”.

PERSPECTIVAS DE FUTURO

Esta fuera de toda duda la necesidad urgente por disponer
de alternativas al trasplante de 6rgano sélido; sin embar-
go, de los diversos métodos propuestos hasta el momento
—ninguno de ellos estd exento de dificultades—, el tras-
plante celular se considera actualmente como la alternati-
va mas prometedora como método terapéutico en las en-
fermedades hepdticas, para el mantenimiento de Ia
funcién hepética hasta la obtencién de un injerto adecua-
do para trasplante cuando éste sea inevitable. Hay mu-
chos aspectos de la terapia celular que la convierten en
atractiva: se trata de una aproximacion nueva, prometedo-
ra, factible y versatil; posee un interés sanitario obvio por
cuanto permite introducir nuevos instrumentos terapéuti-
cos en procesos para los que no disponemos de una tera-
pia mejor; utiliza principios comunes, independientemen-
te del tipo de célula madre de la que se parta, e integra
muy bien los conocimientos adquiridos en la investiga-
cion bésica con las aplicaciones clinicas.

A pesar de todas las controversias existentes en este cam-
po, el gran potencial terapéutico de la utilizacién de célu-
las madre en el futuro despierta unas enormes expectati-
vas. Bien como materia prima para terapia regenerativa
de enfermedades hasta ahora incurables o bien como ve-
hiculo de terapia génica, s6lo se ha empezado a imaginar
las posibilidades terapéuticas de las células madre. En
este tipo de terapia, las células empleadas pueden prove-
nir del mismo paciente o de un donante. Las células se in-
yectan al torrente sanguineo o se colocan directamente en
el sitio del 6rgano por tratar. La terapia celular aut6loga
(empleo de células vivas del mismo paciente) evita com-
plicaciones y costosos tratamientos de supresion del siste-
ma inmunoldgico para prevenir rechazos o las contamina-
ciones provenientes de un donador. Hay una serie de
hechos atin no dilucidados dentro de la terapia celular; tal
es el caso de la forma en que las células madre se alojan
en un tejido que ha sido dafiado, donde aparentemente
una serie de factores inducen a la permanencia de las mis-
mas en un sitio y, a su vez, se inicia un proceso de espe-
cializacién que las hace comportarse en forma semejante
a las células sanas del tejido que las rodea. Una vez obte-
nido un cultivo de células diferenciadas y su posterior
trasplante al paciente, se espera que éstas ayuden a reco-
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brar la funcién del 6rgano perdida. Por todo ello, es fun-
damental recordar que para conseguir que las células ma-
dre se transformen en una realidad terapéutica es impres-
cindible continuar haciendo una investigacion rigurosa y
estricta, que nos permita delimitar y definir sus aplicacio-
nes terapéuticas.
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