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RESUMEN

Actualmente el tnico tratamiento efectivo para las enfer-
medades hepéticas en estadio terminal es el trasplante de hi-
gado. El nimero de pacientes en lista de espera aumenta
considerablemente cada afio, dando lugar a una mayor des-
proporcion entre la oferta y la demanda de un higado sano.
El conocimiento y el posible uso de las células madre ha des-
pertado un gran interés en el campo de la hepatologia, ha-
ciendo de ellas una de las alternativas mas prometedoras a
corto plazo. La terapia celular hepatica permitiria suplir al
higado de células sanas capaces de llevar a cabo las funcio-
nes que las células dafiadas no son capaces de desarrollar.
Observaciones recientes han puesto de manifiesto la capa-
cidad de las células madre de diferenciarse hacia diferentes
linajes celulares. La diferenciacion hepatica de células ma-
dre adultas de diversos origenes ha dado resultados muy
prometedores. El tejido adiposo contiene en el individuo
adulto un reservorio de células madre capaces de ser induci-
das y diferenciadas hacia diferentes estirpes celulares, pre-
sentando un elevado grado de plasticidad celular. La abun-
dancia de este tejido y su facil accesibilidad hacen de él una
prometedora fuente de células madre adultas para su uso en
terapia celular hepatica. Se presenta una revision de los
avances obtenidos en la diferenciaciéon de células madre pro-
cedentes del tejido adiposo hacia células de fenotipo hepa-
tico y sus posible aplicaciones como un método terapéutico
con la finalidad de mantener la funcion hepatica del pacien-
te durante el periodo de espera hasta recibir el trasplante, o
para facilitar la regeneracion hepatica en casos de fallo he-
patico fulminante, y para el tratamiento de pacientes con
metabolopatias congénitas.
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ADIPOSE TISSUE-DERIVED STEM CELLS: HEPATIC
PLASTICITY

Currently, the only effective treatment for end-stage liver
disease is liver transplantation. The number of patients on
the waiting list increases considerably each year, giving rise
to a wide imbalance between supply and demand for healthy
livers. Knowledge of stem cells and their possible use have
awakened great interest in the field of hepatology, these cells
being one of the most promising short-term alternatives. He-
patic stem cell therapy consists of the implantation of he-
althy cells capable of performing the functions that dama-
ged cells are unable to carry out. Recent observations
indicate that several stem cells can differentiate into distinct
cell lineages. Hepatic differentiation of adult stem cells from
several origins has yielded highly promising results. Adipose
tissue in adults contains a reservoir of stem cells that can be
induced and differentiated into different types of cells, sho-
wing a high degree of plasticity. Because of its abundance
and easy access, adipose tissue is a promising source of adult
stem cells for hepatic stem cell therapy. The present article
reviews the progress made in the differentiation of adult
stem cells from adipose tissue into cells with hepatic phe-
notype. We also discuss the potential application of this
technique as a therapy for temporary metabolic support in
patients with end-stage liver failure awaiting whole organ
transplantation, as a method to support liver function and
facilitate regeneration of the native liver in cases of fulmi-
nant hepatic failure, and as a treatment in patients with ge-
netic metabolic defects in vital liver functions.

INTRODUCCION

El trasplante hepatico es, actualmente, el tGnico tratamien-
to efectivo existente para las enfermedades hepaticas en
estadio terminal. A pesar del incremento constante del nu-
mero de trasplantes hepaticos realizados, el nimero de pa-
cientes en lista de espera aumenta cada afio y, por tanto,
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también se incrementa el tiempo de espera y el niimero de
pacientes que fallecen sin llegar a ser trasplantados. Para
paliar estos problemas y aumentar el ndmero de trasplan-
tes, se han utilizado varias estrategias. Utilizar injertos
procedentes de donantes que hace pocos afios no se consi-
deraban aceptables, como los donantes de mas de 80 afios
de edad!, la extraccion de 6rganos a donantes en paro car-
diaco?, la divisién del higado donante (split), que permite
obtener injertos para dos receptores®, el trasplante a partir
de un donante vivo*, y finalmente el xenotrasplante (el
trasplante de un 6rgano de otra especie animal), que es
tedricamente una solucién prometedora ante la escasez de
6rganos. Sin embargo, atin no ha sido posible controlar la
respuesta inmunitaria celular en el rechazo de los xenoin-
jertos y la respuesta inmunitaria humoral. Por tanto, te-
niendo en cuenta que las enfermedades hepaticas afectan
aproximadamente a un 17,5% de la poblacién mundial’,
parece justificado plantearse nuevas alternativas al tras-
plante alogénico de higado. Actualmente, la terapia celular
se considera una prometedora estrategia complementaria
al trasplante de 6rgano sélido. En principio, las células sa-
nas utilizadas deberian suplir las funciones que las células
o tejidos lesionados ya no son capaces de llevar a cabo.

La funcién normal de los tejidos requiere que el indice de
la pérdida celular (apoptosis®’) sea correspondido por el
indice de su renovacién. Dado el agotamiento celular con-
tinuo, que ocurre con el tiempo, cuando la pérdida excede
la reparacion, lo que sobreviene conduce eventualmente a
una disminucién en la funcién y, en ultima instancia, al
fallo del 6rgano. La finalidad de cualquier tratamiento
ante una pérdida de funcién o fallo organico es sustituir o
reparar la funcién de células o tejidos lesionados.

Dentro del area de la hepatologia, el trasplante celular de-
berfa permitir la correccién de enfermedades hepdticas
(metabolopatias hereditarias, hepatopatias virales, hepato-
patias toxicas), asi como el mantenimiento de la funcién
hepdtica en pacientes que se encuentran en lista de
espera®1°,

FUENTES CELULARES PARA TERAPIA CELULAR
HEPATICA

En los udltimos afios se ha dedicado un gran esfuerzo al de-
sarrollo y la caracterizacion de modelos celulares que pue-
dan constituir una alternativa a los hepatocitos humanos.
Entre las diferentes aproximaciones experimenta-les, cabe
destacar el uso de células derivadas de hepatoblastomas
naturales, como las HepG2. Sin embargo, estas células ca-
recen de la expresién de funciones hepdticas, articular-
mente del citocromo P450, sistema enzimadtico encargado
del metabolismo de fdrmacos en el higado y, por tanto, no
parecen ser una alternativa al uso de hepatocitos!2. La
inmortalizacién de los hepatocitos humanos es otra op-
cién; sin embargo, a pesar de los avances, las células
resultantes no manifiestan los rasgos fenotipicos desea-
bles!*1¢, El uso de células hepdticas procedentes de otras
especies para xenotrasplante es otra posibilidad; en cam-
bio, esta alternativa no estd exenta de dificultades, y tam-
bién arrastra el problema del mantenimiento de un trata-
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miento inmunosupresor, asi como las complicaciones rela-
cionadas con el rechazo'™!8,

El trasplante celular a partir de hepatocitos adultos aisla-
dos de o6rganos enteros descartados para implante se ha
aplicado con éxito en el caso de determinadas metabolo-
patias congénitas. Asi, se ha descrito la recuperacion de
las funciones hepadticas, especificamente la funcién defi-
citaria por el trastorno metabdlico, en casos puntuales
(déficit de alfa-1-antitripsina, déficit de UDP-glucurono-
siltransferasa o sindrome de Criggler-Najjar tipo I, tras-
torno del almacenamiento de glucégeno por déficit de
glucosa-6-fosfatasa o enfermedad del almacenamiento del
glucégeno tipo Ia y en el caso de la enfermedad de Ref-
sum infantil o error del metabolismo de los peroxiso-
mas)'®1*2, Son muchas las ventajas del trasplante celular
hepadtico frente al trasplante alogénico. Sin embargo, hay
limitaciones en la utilizacién de hepatocitos humanos
adultos, ya que se constata un déficit de higados descarta-
dos para trasplante alogénico pero ttiles para el aisla-
miento de hepatocitos viables. Asi, los dérganos ideales
para la obtencion de hepatocitos humanos viables son los
que se utilizan para el implante de érgano sélido?. En es-
tos momentos, las inicas fuentes de hepatocitos para tras-
plante celular son los 6rganos descartados para el implan-
te, el tejido hepdtico redundante resultante de los
procedimientos de reduccidn hepatica para trasplante in-
fantil®, y el tejido sobrante tras los procedimientos de
particién hepadtica (split)*®. Dada esta limitacion, los pro-
blemas a los que nos enfrentamos son los derivados de la
calidad y la cantidad del tejido hepatico disponible. La
esteatosis, principal motivo de exclusién de los injertos
para implante, supone un descenso drastico en la capaci-
dad del método de digestién enzimdtica para la obtencién
de hepatocitos humanos viables. Hay evidencias recientes
de que los hepatocitos esteatdsicos no son suficientemen-
te activos desde el punto de vista de su repertorio metabo-
lico para suplir otras funciones deficitarias?”-?%. Son nece-
sarios nuevos métodos que permitan recuperar los
hepatocitos humanos viables a partir de los higados gra-
sos?. El desfase de tiempo entre el momento de la obten-
cioén de hepatocitos (momento de la donacidén) y su utili-
zacion (injerto en un receptor adecuado) hace que se
pierda gran cantidad de recursos, debido a la falta de la
optimizacién de los métodos de crioconservacién de los
hepatocitos®.

La terapia celular basada en la utilizacién de células ma-
dre es una nueva y prometedora alternativa. Estudios re-
cientes realizados en animales indican la utilizacién de
las llamadas células ovales del higado y células hepaticas
troncales, que parecen tener la capacidad de proliferar y
diferenciarse a hepatocitos®. Se han utilizado también he-
patocitos fetales y células troncales fetales sin demostrar
que sean capaces de restaurar la funcién hepdtica nor-
mal®'. Finalmente, despiertan gran interés los precursores
pluripotentes como fuente potencial para el trasplante ce-
lular a distintos 6rganos. Un ejemplo de ello es el uso de
células mesenquimales adultas derivadas de la médula
Osea para la repoblacion hepética mostrada en modelos
animales®*.
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TERAPIA CELULAR BASADA EN LA UTILIZACION
DE CELULAS MADRE

La investigacién con células madre constituye actualmen-
te uno de los campos mds fascinantes de la biologia mo-
derna, no solo en términos del entendimiento de los facto-
res que determinan el desarrollo embrionario, sino
también en términos de la bisqueda de mecanismos que
provocan el reemplazamiento de células dafiadas por cé-
lulas sanas en un organismo adulto. Una de las principa-
les caracteristicas de las células madre es su capacidad de
dar lugar a cada uno de los tipos celulares especializados,
proceso denominado «diferenciacién». En este proceso de
diferenciacién intervienen tanto las sefiales internas con-
troladas por genes intracelulares como externas, que in-
cluyen sustancias quimicas secretadas por otras células, el
contacto fisico de unas células con otras y ciertas molécu-
las del microentorno.

Por célula madre, o troncales, se entiende cualquier célula
que tiene la doble capacidad de dividirse ilimitadamente y
de dar lugar a diferentes 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 grado o potencial para dife-
renciarse, tal como se definen a continuacién. La totipoten-
cia es la capacidad funcional de una célula para dar lugar a
un individuo completo tras un proceso de desarrollo nor-
mal. La pluripotencia es la capacidad funcional de una cé-
lula para dar lugar a cualquier estirpe celular, pero no a un
embrién completo. La multipotencia se define como la ca-
pacidad de generar células, capacidad funcional de una cé-
lula para dar lugar a alguno, pero no a todos, los linajes ce-
lulares. Las células troncales multipotentes estan presentes
en los tejidos u 6rganos adultos y tienen una capacidad li-
mitada de reactivar su programa genético en respuesta a
determinados estimulos exdgenos*. Atendiendo a su ori-

gen, hay varias clases de células troncales (embrionarias,
germinales embrionarias, adultas). Las células troncales
adultas se obtienen de tejidos adultos. Se trata de células
indiferenciadas capaces de autorrenovarse para lograr el
mantenimiento de una reserva funcional y de diferenciarse
hacia tipos celulares, no sélo de su tejido originario sino
también hacia otras estirpes celulares®!. De este modo, las
células madre adultas dejan de considerarse multipotentes
para ser consideradas células pluripotentes. Este mayor po-
tencial de diferenciaciéon permite hablar en términos de
plasticidad celular, capacidad de una célula madre adulta
de un tejido especifico para dar lugar a un tipo celular espe-
cializado diferente del de su origen embrionario*? (fig. 1).

CELULAS MADRE MESENQUIMALES ADULTAS

La médula 6sea se considera la fuente de células troncales
adultas més prometedora. Se han descrito diferentes tipos
de células madre en la médula 6sea: hematopoyéticas
(HSC)*, mesenquimales (MSC)®, side population cells
(SPC)* y células progenitoras adultas multipotenciales
(MAPC)®.

Las MSC, también llamadas células madre estromales,
constituyen un modelo muy util en aplicaciones clinicas
para un nimero de enfermedades, tanto en terapia regene-
rativa como en terapia génica. En los ultimos afios se han
descrito distintos marcadores de superficie que han per-
mitido identificar y aislar células MSC, como SH2, SH3,
CD29, CD44, CD71, CD90, CDI105, CD106 y
CD120a*6. Las MSC no expresan antigenos de superfi-
cie tipicos de las HSC, como CD34, CD45 o CD14%47,
Algunos experimentos recientes han demostrado que las
MSC son capaces de diferenciarse in vitro a tejidos meso-
dérmicos funcionales, como osteoblastos, condroblastos,
adipocitos y mioblastos esqueléticos®, y a otros tipos ce-
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lulares derivados de otras hojas embrionarias, como hepa-
tOCitO S43,45,48-5 1 .

De forma casi continua aparecen nuevos estudios en los
que se aislan células mesenquimales a partir de tejidos
adultos con capacidad multipotencial.

El tejido adiposo es altamente complejo, formado por adi-
pocitos maduros, preadipocitos, fibroblastos, células del
musculo liso vascular, células endoteliales, monocitos, ma-
créfagos y linfocitos. La fraccién celular de la estroma vas-
cular del tejido adiposo ha despertado recientemente un
gran interés en la investigacién con células madre®3. Es-
tudios recientes han identificado una poblacién de células
madre en la estroma adiposa (adipose derived stem cells
[ADSC])*>3%. Se ha demostrado que las células madre deri-
vadas del tejido adiposo tienen caracteristicas similares a
las de la médula dsea in vitro e in vivo, de forma que el te-
jido adiposo podria ser una fuente ideal de células madre
autblogas para el trasplante celular®**!. El tejido adiposo,
como la médula ésea, deriva del mesénquima embrionario,
pero, a diferencia de ésta, su estroma se puede aislar en
gran cantidad con facilidad y con la minima molestia para
el paciente. Estas células poseen mayor capacidad prolife-
rativa que las células mesenquimales de la médula ésea®.
Ademds, son capaces de ser inducidas a transdiferenciarse
hacia diferentes tejidos: condrocitos, adipocitos, osteoblas-
tos, miocitos y células endoteliales* >+,

En definitiva, poseen ventajas objetivas para constituir
una buena fuente alternativa de células adultas autélogas
para la terapia celular. El éxito observado en la diferen-
ciacion de ADSC en diferentes linajes mesenquimales ge-
nera un gran interés en su uso para la diferenciacién he-
pética®>3%,

TEJIDO ADIPOSO: FUENTE DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES

No esta claro cudl es el tipo de tejido que da origen a las
células adiposas, pero se sabe que todas las células adipo-
sas se originan por un proceso de diferenciacion a partir
de células mesenquimales primitivas. Hay dos tipos de te-
jido adiposo, el tejido adiposo blanco, también llamado
unilocular, por contener sélo una gota central de lipidos, y
el tejido adiposo marrén, o también denominado multilo-
cular, por contener varias gotas de lipidos. El origen de
ambos tipos de tejidos no es el mismo. El tejido adiposo
blanco comienza a desarrollarse en el quinto mes de vida
fetal en los islotes grasos. El proceso se inicia con la apari-
cién en el tejido conectivo de invaginaciones vasculares
de 16bulos de adipocitos. Los fibroblastos incluidos en los
l6bulos comienzan a acumular lipidos hasta alcanzar la
morfologia caracteristica del adipocito maduro®. En las
células mesenquimales tipicas aparecen gradualmente mas
gotas grasas haciendo a las células mds redondeadas. Fi-
nalmente, estas gotas se fusionan en una gran vacuola cen-
tral haciendo al nicleo cada vez mas excéntrico. Durante
el desarrollo del tejido adiposo podemos hablar de adipo-
blasto, célula pluripotencial que se replica activamente y
que puede dar lugar al preadipocito, célula predestinada a
diferenciarse hasta llegar a ser adipocito y, finalmente,
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adipocito, célula de morfologia tipica madura con la co-
rrespondiente maquinaria enzimédtica para la acumulacién
y movilizacién de triglicéridos®®. Las células adiposas to-
talmente diferenciadas no sufren mds procesos mitéticos y
tras el nacimiento sélo se forman nuevas células adiposas
a partir de células mesenquimales indiferenciadas. El teji-
do adiposo marrén se origina a partir de células mesenqui-
males indiferenciadas, pero el proceso es distinto. Primero
las células se asemejan a las epiteliales y el tejido se hace
lobulado, empiezan a aparecer gotas de lipidos en las célu-
las, convirtiendo al tejido en multilocular.

El tejido adiposo presenta una gran habilidad para llevar a
cabo cambios de volumen durante la vida de un individuo.
Estos cambios pueden producirse por un crecimiento hi-
pertréfico, es decir, por un aumento de tamafio de cada una
de sus células adiposas como consecuencia de la acumula-
cién intracelular de lipidos, o por un crecimiento hiperpld-
sico, resultado de la generacién de nuevos adipocitos por
divisién de células mesenquimales indiferenciadas®®®. Se
ha observado que estos cambios estdn mediados por pobla-
ciones celulares progenitoras incluidas en el propio tejido
adiposo, concretamente en la fraccién celular comprendida
en la estroma vascular, fraccion denominada células madre
(progenitoras) derivadas de tejido adiposo (ADSC). El teji-
do adiposo presenta un elevado grado de plasticidad. Esta
plasticidad se define como la capacidad de una célula ma-
dre adulta de un tejido especifico para generar un tipo ce-
lular especializado diferente del de su origen embrionario.
Para poder evaluar la plasticidad in vitro deben cumplirse
unos criterios minimos, como la capacidad de autorrenova-
cioén, la diferenciacion morfoldgica y funcional hacia tipos
celulares de su origen embrionario y, por lo menos, a un
tipo celular de diferente linaje’'. Las ADSC son células
pluripotenciales que se replican continuamente, su morfo-
logia bajo ciertas condiciones de induccién pasa de ser fu-
siforme a adoptar otras formas caracteristicas de otros
tipos celulares (p. ¢j., poligonal en el caso de la diferencia-
cién hacia fenotipo hepdtico), y son capaces de dar lugar a
preadipocitos que posteriormente se diferenciardn hasta
dar lugar a adipocitos adultos y, finalmente, pueden ser
conducidas hacia una diferenciacién condrogénica, osteo-
génica, miogénica, endotelial y, como se ha mostrado re-
cientemente, hepaticas-3841:34-36,

Todas estas propiedades hacen de las ADSC una fuente
alternativa de células adultas autélogas para terapia celu-
lar hepatica. La posibilidad de obtener estas células del
propio paciente evitaria los problemas derivados del re-
chazo y el tratamiento inmunosupresor, ya que se trataria
de una terapia autéloga. Todo ello hace de las ADSC una
herramienta muy {itil en el desarrollo de un modelo celu-
lar diferenciado préximo al hepatocito humano adulto,
tanto para terapia celular hepatica como para los estudios
de toxicologfia clinica.

DIFERENCIACION DE LAS ADSC HACIA FENOTIPO
HEPATICO

Aunque el nimero de estudios realizados sobre la poten-
cial capacidad de las ADSC para diferenciarse a fenotipos
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hepaticos adultos es todavia muy reducido, los resultados
son muy prometedores, ya que las ADSC alcanzan un
grado significativo de expresion de funciones propias del
hepatocito®8, La induccién de esta diferenciacién in vi-
tro se basa en el desarrollo de protocolos que tratan de re-
producir el proceso de desarrollo y diferenciacién del hi-
gado, teniendo en cuenta los factores de crecimiento, las
citocinas y las hormonas que estdn implicados.

El desarrollo hepatico embrionario se produce en multi-
ples estadios regidos por factores hormonales, asi como
por interacciones celulares y matriz-celular®’. Por tanto,
se trata de un proceso gradual condicionado por multi-
ples sefiales extracelulares e intracelulares perfectamente
ubicadas en el tiempo. El higado adulto deriva del endo-
dermo®. La especificacion hepdtica a partir del endoder-
mo depende fundamentalmente de dos rutas de sefaliza-
cion®*%, A partir del mesodermo cardiaco se induce una
fuerte respuesta morfogenética en el endodermo por me-
dio de factores de crecimiento fibrobldsticos (FGF)%%,
Por otra parte, las proteinas morfogenéticas dseas (BMP),
secretadas a partir del mesénquima del septo transverso,
son necesarias junto con los FGF del mesodermo cardia-
co para inducir al endodermo ventral hacia el higado (he-
patoblasto)®%7 (fig. 2A). En la formacién del higado adul-
to a partir del hepatoblasto, otros factores de crecimiento
tienen su protagonismo. El factor de crecimiento hepatico
(HGF), involucrado en la regeneracion hepdtica tras una
lesion tisular, también regula la expresién de los marca-
dores de diferenciacién hepdticos en presencia de gluco-
corticoides (p. €j., dexametasona)®%%, En la maduracion
y la diferenciacién terminal, desempefian un papel muy
importante la oncostatina (OSM)’*72, los glucocorticoi-
des, una elevada densidad celular® y la matriz extrace-
lular (ECM)”. La OSM estimula la expresién de mar-
cadores de diferenciaciéon hepdticos, induce cambios
morfolégicos y regula multiples funciones especificas del
higado. Los glucocorticoides son fundamentales para la
maduracién hepdtica, mientras que la OSM incrementa
los efectos de éstos; la OSM sola no induce fenotipos di-
ferenciados, sino que es absolutamente imprescindible la
presencia de una concentracién fisiolégica de glucocorti-
coides (dexametasona) para que la OSM ejerza sus accio-
nes y efectos; por ello, la induccién de la maduracién he-
pética requiere OSM y dexametasona’™. La adherencia
celular a la ECM es de vital importancia para el correcto
desarrollo tisular. Los componentes moleculares de la
matriz extracelular (coldgenos, glucoproteinas y proteo-
glucanos) estdn fisicamente interconectados con las pro-
teinas del citosqueleto, a través de los receptores de mem-
brana, como las integrinas; estas interacciones mecanicas
son importantes en la determinacién de la forma celular.
Los factores proteinicos asociados con la ECM, como el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento transformante alfa (TGFa), también estan
implicados en la diferenciacién celular inducida por la
matriz. Asi pues, la ECM debe actuar sobre la diferencia-
cién por distintas rutas de sefializacién™" (fig. 2B).

Se sabe que la diferenciacién y otros procesos celulares
basicos estan influidos por interacciones humorales, inter-

celulares y matriz-celular; sin embargo, el principal me-
canismo responsable de la diversidad fenotipica es la ex-
presion de un ser de genes especificos para cada tipo ce-
lular. La diferente expresién genética entre tipos celulares
estd determinada, en la mayoria de los casos, por una re-
gulacién transcripcional mediada por una combinacién
especifica de factores de transcripcién’. Diversos estu-
dios indican que la expresion especifica de genes tipica-
mente hepdticos requiere la unién de mdltiples y distintos
factores de transcripcién abundantes en el higado (liver-
enriched transcription factor [LETF]) a regiones regula-
doras, lo que permite la activacion transcripcional de los
genes necesarios para llevar a cabo las funciones tipica-
mente hepéticas”. Sin embargo, la regulacién de la trans-
cripcién no sélo depende de la activacion por factores de
transcripcion, sino que hay una gran cantidad de corregu-
ladores que desempefian un papel clave en muchos proce-
sos bioldgicos, incluidos los programas de diferenciacion
celular””"® (fig. 3).

El andlisis por citometria de flujo muestra que las células
ADSC recién obtenidas en estado indiferenciado expre-
san antigenos de superficie, marcadores de células madre
mesenquimales humanas (CDI13*, CD90* [Thyl] y
CD105* [endoglina]); en cambio, son negativas para el
marcador hematopoyético (CD45°). En algunos estudios™®
se realiza una seleccion de la poblaciéon CD105%; sin em-
bargo, otros autores no lo han considerado necesario,
dado que el 95% de las ADSC que obtienen son CD105%,
lo que muestra ademds la coexpresién del otro marcador
mesenquimal, CD90 (Thy1)%*. Ademds, como se muestra
en la tabla I, no se observan cambios significativos en la
expresion de ambos antigenos de membrana entre las cé-
lulas obtenidas de lipoaspirados de distintos donantes?®.
Hasta el momento, se han desarrollado diferentes proto-
colos in vitro para conseguir la diferenciacién hepdtica de
ADSC. Una de las propuestas se basa en el tratamiento de
las células durante 3-4 semanas con un «céctel» de facto-
res que parecen ser criticos para inducir el fenotipo hepa-
tico, compuesto por dimetil sulféxido (DMSO), HGF y
OSM? (fig. 4A). Otras propuestas se basan en el trata-
miento secuencial con factores exdgenos. Uno de los pro-
tocolos consta de un periodo de acondicionamiento de las
células de 2 dias, durante los cuales se cultivan con medio
complementado con EGF y FGF. A continuacién las cé-
lulas se mantienen durante 7 dias en un medio comple-
mentado con HGF y nicotinamida (etapa de diferencia-
cion) y, finalmente, las células se cultivan de 7 a 21 dias
con medio complementado con OSM, dexametasona e
ITS Premix (insulina, transferrina y selenio) (etapa de
maduracién)®®. Paralelamente, se ha investigado el trata-
miento con HGF durante un periodo mds prolongado®’
(fig. 4B). Este segundo protocolo dio como resultado un
mayor grado de diferenciacién, en el que se obtuvieron
unos niveles de expresion de genes hepdticos mayores
que con el protocolo anterior. Otro estudio publicado re-
cientemente también utiliza un protocolo secuencial para
inducir la diferenciacion hepdtica, que consiste en mante-
ner las células adiposas en un medio de cultivo basal que
contiene hidrocortisona EGF, insulina y dexametasona al
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que se aflade HGF, FGF1 y FGF4 durante 3 semanas (eta-
pa de diferenciacién). Durante las 2 semanas siguientes
las células se mantienen en el mismo medio, pero en este
caso complementado con OSM y dexametasona a mayor
concentracion (etapa de maduracién) (fig. 4C)3.

En todos los estudios realizados, la morfologia celular
pasa de formas fusiformes en estado indiferenciado a
adoptar formas poligonales caracteristicas de los hepato-
citos, al final del periodo de diferenciacion. La caracte-
rizacién funcional dio como resultado un aumento cre-
ciente de la expresiéon de marcadores hepdticos, como
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albdmina, alfafetoproteina®-® (fig. 5A y C), proteinas de
membrana (CK18)%, captacién de LDL?, enzimas de
biotransformacién, CYP 3A4 y 2E13%38 (fig. 5C), y facto-
res de transcripciéon abundantes en higado, HNF4a y
C/EBPR*¥ (fig. 5C), asi como una disminucién en la ex-
presion de marcadores mesenquimales, como el Thyl
(CD90)**%" (fig. 5C). La expresion de albimina y alfafeto-
proteina se confirmé por inmunohistoquimica®-¢. Tras
inducir la diferenciacién, se observa un incremento en la
produccién de urea dependiente del tiempo*>*%, no detec-
table en las células desdiferenciadas®-# (fig. 5B). Respec-
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to a la capacidad de biotransformacién de las ADSC dife-
renciadas, determinada por la expresiéon de isoenzimas
del citocromo P450, CYP3A4 y CYP2EI, se observd un
incremento significativo, que mostraba niveles de expre-
sién muy superiores a los obtenidos en la linea celular del
hepatoma humano HepG23. Si bien estas células con fe-
notipo fetal expresan genes caracteristicos de hepatocitos
fetales, como la albimina’, expresan valores muy bajos o
formas no activas de determinados factores de transcrip-
cioén hepaticos, cuyo resultado son unos valores bajos o
indetectables de expresién de marcadores hepéticos, par-
ticularmente de enzimas de biotransformacion (sistema
P450)%. Sin embargo, la expresién del factor de trans-
cripcién hepatico C/EBPB aumenta considerablemente
durante el proceso de diferenciacion de las células ADSC
(fig. 5C), asi como el HNF4a’*. Mediante la utilizacién
de vectores de expresién adenovirales, se ha mostrado
que ambos factores de transcripcion C/EBPB y HNF4 de-
sempefian un papel clave en la regulacion del proceso de
diferenciacion®*%° (fig. 6). Diversos estudios recientes de-
muestran que muchos de los LETF conocidos estdn im-
plicados en el control de la expresién de los genes CYP
en el higado®®2. Diversos estudios también demuestran
que tanto la expresion de los LETF como la de los genes
CYP estan estrechamente asociadas al estado diferenciado
del hepatocito.

Estos trabajos muestran que la transdiferenciacion hepati-
ca de las ADSC origina células funcionales y trasplanta-
bles. En cuanto a la funcionalidad, si bien los valores de
expresion de los marcadores hepdticos alcanzados distan
de los encontrados en el higado, muestran una gran proxi-
midad a los valores observados en los hepatocitos adultos

TABLA 1. Expresion de CD90 y CD105 en ADSC tras el cultivo
primario

ADSC
CD90* CD105*
Donante
Células | Flyorescencia | Células | Flyorescencia
positivas media positivas media
(%) (%)

1 99,88 8.623.91 93,92 211,55
2 99,83 5.467,01 99,83 1.118,22
3 99,82 6.157,88 99,08 1.089,24
4 99,89 6.830,06 97,79 758,79
5 99,78 7.495,60 99,70 2.025,79
6 99,81 8.052,66 99,54 1.510,95
7 98,83 8.878,06 99,35 1.298,27
8 91,14 5.123,70 73,52 203,77
Media 98,62 7.078,61 95,34 1.027,07
DE 3,04 1.418,10 9,03 624,75

ADSC: adipose derived stem cells (células madre en la estroma adiposa); DE:
desviacion estdndar.
Modificado de Talens-Visconti et al.

en cultivo primario y son muy superiores a los descritos
en hepatoblastomas humanos. Un aspecto muy importan-
te para asegurar el éxito del trasplante es su capacidad
para implantarse o quedar retenidas en el higado receptor.
En relacioén con ello, se ha descrito que las células dife-
renciadas in vitro implantadas en ratones desnudos
NOD/SCID con fallo hepético agudo inducido por CCl,,
se incorporan directamente en el higado, confirmado por
la inmunotincién de albiumina humana en el higado del
ratén. Todo ello pone de manifiesto el extraordinario po-
tencial hepatogénico y terapéutico de las ADSC** para
el trasplante celular.
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Fig. 4. Protocolos de diferenciacion he-
pdtica, A%, B, C*%. En todos ellos, el
cambio de medio se efectiia cada 48 h'y
la retirada del suero se realiza el dia 0.
En el protocolo A'y C el suero utilizado
procede de bovino fetal, mientras que el
utilizado en la etapa de expansion del
protocolo B es de procedencia humana.

Fig. 5. Caracterizacion funcional de cé-
lulas madre en la estroma adiposa
(ADSC) diferenciadas en hepatocitos.
A. gel de electroforesis que muestra los
resultados de RT-PCR para 3 marcado-
res hepdticos. (Modificado de Seo et
al®.) B. produccion de urea por ADSC
cultivadas con HGF, OSM y DMSO. La
produccion de urea fue cuantificada a
492 nm con un espectrofotometro en
4 muestras diferentes. (Modificado de
Seo et al”.) C. andlisis de la expresion
de ARNm de 4 marcadores hepdticos
por RT-PCR determinados en distintos
periodos del protocolo de diferencia-
cion, protocolo 1 (circulo negro) y pro-
tocolo 2 (tridngulo blanco). Resultados
normalizados con hPBGD. "p < 0,05;
“p < 0,01; ""p < 0,001. (Modificado de
Talens-Visconti et al’’.)
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PERSPECTIVAS DE FUTURO

Los resultados obtenidos recientemente con las células
progenitoras adultas derivadas de tejido adiposo despier-
tan un gran interés. Poseen ventajas objetivas para consti-
tuir una buena fuente alternativa de células adultas auté-
logas. La terapia celular aut6loga evitaria complicaciones
y costosos tratamientos de supresion del sistema inmuno-
l6gico para prevenir rechazos o las contaminaciones pro-
venientes de un donador. Por otra parte, la posibilidad de
crioconservacion de estas células sin pérdida de funciona-
lidad incrementaria su disponibilidad.

La obtencién de células de fenotipo hepdtico derivadas de
procesos de diferenciacién in vitro de células progenito-
ras adultas de tejido adiposo confirma atn mads, si cabe, el
elevado grado de plasticidad de este tipo celular y su po-
sibilidad de dar lugar a estirpes celulares, no sélo origina-
das a partir del mesodermo, sino también del endodermo
y el ectodermo.

El gran conocimiento que se ha alcanzado sobre las fun-
ciones celulares y su regulacién hace que el método de
trasplante celular se presente con una gran posibilidad de
éxito con los conocimientos médicos actuales (a diferen-
cia del xenotrasplante o la terapia génica). Esto lo con-

vierte en una opcién con posibles resultados a corto pla-
zo. Sin embargo, la disponibilidad de este recurso celular
requiere una optimizacion del protocolo de diferenciacién
y un mayor conocimiento de los mecanismos celulares y
moleculares que controlan la transdiferenciacién a hepa-
tocitos.

Los modelos celulares hepaticos existentes en la actuali-
dad no poseen las caracteristicas necesarias para cubrir
las necesidades de estudio en farmacotoxicologia y bio-
medicina. El establecimiento de un modelo celular hepa-
tico diferenciado tendria gran utilidad en estudios de me-
tabolismo y toxicidad de medicamentos, en estudios de
fisiopatologia hepdtica, en aplicaciones clinicas, como el
biorreactor hepatico, o como fuente de recursos para la
terapia celular. Los modelos celulares actuales presentan
en comun una desdiferenciacién y una pérdida de funcio-
nes caracteristicas del higado, como la biotransformacién
de xenobidticos. Por tanto, las perspectivas de futuro de-
rivadas de la obtencién de células de fenotipo hepético a
partir de ADSC son muchas, ya que no sélo se trata de un
recurso abundante de células para terapia celular, sino
que a su vez supone el establecimiento de un nuevo mo-
delo celular diferenciado util para estudios de toxicidad y
metabolismo de farmacos.
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Sin embargo, muchos son los factores involucrados en la
organogénesis hepatica, cuyo papel no se ha explorado
todavia. Por ello, en el futuro préximo uno de los objeti-
vos debe ser perfeccionar y optimizar el protocolo de di-
ferenciacion actual, investigando el efecto de otros facto-
res que pudieran estar involucrados en la diferenciacién
(BMP-2, BMP-4, activina A)%¢’, Por otra parte, los com-
ponentes de la matriz extracelular, como el coldgeno o la
fibronectina, también desempefian un papel clave en la
organogénesis del higado™”. Es de interés investigar su
contribucién en la transdiferenciacién in vitro.
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