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PALABRAS CLAVE Resumen La terapia celulary el uso de células madre para el tratamiento de las enfermedades
Células madre; hepaticas esta todavia en una fase temprana de investigacion. No obstante, la diversidad de
Enfermedades células madre en cuanto a su origen, caracteristicas y potencial de diferenciacion abre un
hepaticas; amplio abanico de posibilidades para el tratamiento de las enfermedades hepaticas. En este
Terapia celular articulo se describen los principales tipos de células madre y su potencial para el tratamiento

de las hepatopatias, asi como las principales estrategias terapéuticas que se estan explorando
para el tratamiento de enfermedades hepaticas mediante terapia celular. Ademas, se recogen
los principales estudios preclinicos y clinicos que indican que las células madre pueden llegar
a ser una buena alternativa terapéutica en diferentes enfermedades hepaticas.
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Liver diseases; Abstract Cell therapy and the use of stem cells in the treatment of liver diseases is still in the
Cell therapy research phase. Nevertheless, the diversity of stem cells in terms of their origin, characteristics

and potential for differentiation provides a wide spectrum of possibilities for the treatment of
liver diseases. The present article describes the main types of stem cells and their potential for
the treatment of liver diseases, as well as the main therapeutic strategies that are currently
being explored for the treatment of these diseases through cell therapy. In addition, the main
preclinical and clinical studies suggesting that stem cells could become an effective therapeutic
alternative in distinct liver diseases are discussed.
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Introduccion

La terapia celular se refiere al tratamiento de enfermedades
mediante el uso de células, ya sea a través de la sustitu-
Correo electrénico: psancho@clinic.ub.es cion celular o mediante la mejora del funcionamiento de un
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organo o tejido danado. La aplicacion de la terapia celu-
lar para el tratamiento de enfermedades hepaticas no es un
concepto nuevo. La hipotesis que los hepatocitos pueden ser
aislados y trasplantados para la correccion de una alteracion
metabdlica o un dafio hepatico fue propuesta hace mas de 30
anos'2. No obstante, la experiencia clinica en el trasplante
de hepatocitos se limita a algunos casos aislados o series
cortas de pacientes, principalmente dirigidos al tratamiento
de enfermedades metabdlicas, hepatitis fulminantes, o para
mantener la funcion hepatica durante el tiempo de espera
para el trasplante hepatico®®. El principal impedimento
para el desarrollo de una terapia celular con hepatocitos
adultos es la dificultad de obtencion de un nimero suficiente
de hepatocitos viables, los cuales sélo pueden ser obtenidos
de higados humanos en buen estado y por tanto aptos para
el trasplante hepatico. Ademas, los hepatocitos son difici-
les de manipular, criopreservar y no pueden ser expandidos
en cultivo. Otra aplicacion de la terapia celular es el des-
arrollo de higados artificiales, los cuales pueden llegar a ser
una buena herramienta de soporte para el mantenimiento
de la funcion hepatica. No obstante, el desarrollo de estos
dispositivos se ha visto también limitado por la falta de
hepatocitos funcionales y de células estromales de soporte.
Por estas razones se esta realizando un importante esfuerzo
para encontrar nuevas fuentes de hepatocitos para su utili-
zacion en terapia celular. Entre ellas, la mas prometedora
es la utilizacion de células madre para la diferenciacion y
obtencion de hepatocitos’. Una fuente inagotable de hepa-
tocitos como las células madre seria clave para el desarrollo
de terapias celulares para aquellas patologias en las que
los hepatocitos presentan alteraciones genéticas, pérdida
de la capacidad regenerativa o que el parénquima resulta
danado hasta el punto de no poder mantener la funcion
hepatica. No obstante, gracias a la capacidad regenerativa
del higado, situaciones clinicas como la hepatitis fulminante
pueden no necesitar de la administracion exégena de hepa-
tocitos, pero si requerir la modulacion del microambiente
del higado y la estimulacion de la regeneracion enddgena.
En este sentido, algunos tipos de células madre secretan
gran cantidad de factores capaces de inducir regeneracion
tisular, angiogénesis o modulacion local de la respuesta
inflamatoria, y por tanto estan siendo consideradas como
biofarmacos.

La diversidad de células madre en cuanto a su origen,
caracteristicas y potencia puede llegar a ofrecer un amplio
abanico de posibilidades para el tratamiento de las enfer-
medades del higado que va mas alla de la generacion de
hepatocitos y su trasplante para la sustitucion y regene-
racion del parénquima hepatico o para la generacion de
higados artificiales. Asi pues, el trasplante de células madre
puede ir dirigido a: a) el reemplazo de hepatocitos dahados
o no funcionales, b) la promocion de la regeneracion endo-
gena del parénquima, y ¢) la modulacion de la respuesta
inflamatoria y inmunologica (fig. 1).

Células madre para repoblar el parénquima
hepatico dafado

Las células madre son células inmaduras con capacidad
de autorrenovarse y por tanto de dar lugar al menos a
una células hija idéntica a la célula madre, y a la vez,

con capacidad de adquirir caracteristicas de linaje celular,
dando lugar a células adultas totalmente diferenciadas. Una
tercera caracteristica que una célula madre debe cumplir
para poder ser utilizada en terapia celular es la capacidad
de repoblar un tejido y participar en el funcionamiento del
organo. Diferentes tipos de células madre cumplen estos
criterios, pero no todos ellos presentan las mismas carac-
teristicas en cuanto su capacidad de autorrenovacion y su
potencia®. Las células pluripotentes (células madre embrio-
narias y células madre pluripotentes inducidas) son aquellas
capaces de generar células de las 3 hojas embrionarias
y generar todos los tejidos adultos de un organismo. Las
células multipotentes (células mesenquimatosas, hemato-
poyéticas, células madre neurales, etc.) pueden ser aisladas
de tejidos adultos, y tienen capacidad de diferenciarse a
un nimero mas limitado de tipos celulares pero compren-
diendo células de mas de un linaje celular. Las células
progenitoras (progenitoras endoteliales, musculares, etc.)
son células adultas con una potencia restringida a uno o
pocos tipos celulares de un mismo 6rgano y con una capaci-
dad de autorrenovacion reducida. Estas células en muchos
casos corresponden a poblaciones de amplificacion que par-
ticipan en la regeneracion del tejido (fig. 2).

Para que un tipo de célula madre sea un buen candi-
dato para ser utilizado en terapia celular, idealmente debe
cumplir caracteristicas como: estar bien caracterizada, ser
facilmente cultivable y facil de preservar, tener gran capa-
cidad de expansién, buena capacidad de diferenciacion a
hepatocitos, tener un buen perfil de seguridad, ser inmuno-
privilegiada, buena capacidad de integracion en el érgano y
a ser posible estimular la regeneracion endégena del tejido.
En la tabla 1 se resumen las caracteristicas de diferentes
tipos celulares propuestos para ser utilizados en terapia
celular.

La repoblacion del parénquima hepatico con células
madre depende de una eficiente diferenciacion a hepato-
citos funcionales. La diferenciacion a hepatocitos ha sido
descrita a partir de practicamente todos los tipos de células
madre descritos’-%'0, Indistintamente de su origen mesen-
quimatoso o endodérmico, o de su aislamiento a partir de
organos adultos o embrionarios, un gran nimero de publi-
caciones muestran su capacidad de adquirir un fenotipo
«hepatico». Un analisis critico de estos estudios revela que
en muchos casos esto se reduce a la adquisicion de algunas
de las caracteristicas tipicas de hepatocitos. En los Gltimos
tiempos se ha puesto en cuestion si la presencia de algu-
nas propiedades de hepatocitos cualifica una célula para ser
designada como «hepatocito». La realidad es que la mayo-
ria de publicaciones presentan una caracterizacion muy
superficial de las células diferenciadas, y que estas distan
mucho de tener las caracteristicas funcionales de hepato-
citos maduros. Para que una célula pueda ser considerada
un hepatocito requiere la expresion génica y proteica de
marcadores especificos de hepatocito, capacidad funcional
de sintesis, almacenamiento y destoxificacion, y finalmente
que sea capaz de integrarse en el higado ejerciendo funcio-
nes propias’-'°. Las diferentes caracteristicas de las células
usadas para la diferenciacion de hepatocitos, la variedad de
protocolos y la falta de estandarizacion de los criterios que
definen una buena diferenciacion hace que sea muy dificil
identificar la mejor estrategia para la obtencion de hepa-
tocitos a partir de células madre. En el anexo al final del
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Figura1 Terapia celular en enfermedades del higado. La terapia celular puede abordarse a partir de 3 estrategias diferenciadas:
en primer lugar, la sustitucion o repoblacion del parénquima hepatico danado. Estrategia en fase de experimentacion preclinica
que implica la diferenciacion de las células madre y su integracion funcional en el 6rgano. En segundo lugar, la estimulacion
de la regeneracion hepatica, explorada en casos clinicos mediante el uso de células mesenquimatosas las cuales promueven la
estimulacion y la proliferacion de diferentes tipos celulares del higado. En tercer lugar, la regulacion de la respuesta inmunologica
y inflamatoria mediante el trasplante de células mesenquimatosas, estrategia que se encuentra en fase de investigacion clinica.
ES: células embrionarias; iPS: células pluripotenciales inducidas; HSC: células hematopoyéticas; MSC: células mesenquimatosas.
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articulo se describen los principales resultados obtenidos en
la diferenciacion de células madre a hepatocitos.

La experiencia adquirida con el trasplante de hepatoci-
tos en diferentes enfermedades hepaticas, sobre todo en

errores del metabolismo, hace prever que muchos de los
problemas detectados seran comunes para el trasplante de
células madre. Estudios realizados en diferentes drganos
sefalan que es necesaria una amplia sustitucion de las célu-
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Figura 2 Capacidad de diferenciacion y auto-renovacion de
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las células madre. Las células madre pueden clasificarse segin su

potencia y capacidad de autorrenovacion. Las células madre totipotentes tienen la capacidad de formar todos los tejidos embriona-
rios y extraembrionarios; las pluripotenciales son capaces de dar lugar a células de las 3 lineas germinales; las células multipotentes
pueden diferenciarse a células de mas de una linea germinal; las oligopotentes tienen la capacidad de diferenciarse a mas de un tipo
celular de un mismo 6rgano. Finalmente, las células progenitoras son células ya determinadas las cuales presentan una capacidad
de autorrenovacion y diferenciacion mas restringida. HSC: células hematopoyéticas; MSC: células mesenquimatosas.
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Principales caracteristicas de los tipos celulares candidatos a ser usados en terapia celular en enfermedades hepaticas

Tabla 1

Integracion

Diferenciacion

Expansion

Movilizables

Efectos

Inmune

Seguridad

Cultivo y

Caracterizacion

preservacion

paracrinos

NE

privilegio

NA
++

+++

+++
NE

+++

Hepatocitos

++ NE NE

++

Progenitoras

hepaticas
Mesenquimatosa/

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

hematopoyéticas

Pluripotentes

NA

NE

+++

+++

+++

+++

ES/iPS
NA: no aplicable; NE: no evaluado.

las del 6rgano danado para la recuperacion de su funcion, no
obstante, el trasplante de hepatocitos ha demostrado que la
sustitucion de entre un 5 y un 15% del parénquima hepatico
con hepatocitos trasplantados es suficiente para la correc-
cién o mejora de enfermedades metabélicas''. Si bien una
sustitucion del 5% puede no revertir completamente un défi-
cit metabolico, si que puede convertir una enfermedad con
un déficit total y alteraciones muy graves en una enfermedad
tratable'.

Debido a la gran capacidad regenerativa del higado, para
que una célula trasplantada pueda integrarse y proliferar en
el higado, son necesarias al menos 3 condiciones: 7) que haya
«espacio», pérdida de parénquima hepatico o dafo hepato-
citario; 2) que las células trasplantadas tengan una ventaja
proliferativa respecto a los hepatocitos, y 3) que haya un
ambiente idoneo para el mantenimiento o adquisicion del
fenotipo adecuado. La falta de espacio es un problema
comin en muchas de las enfermedades metabolicas del
higado, donde la alteracion de un gen no comporta nece-
sariamente el dafo del parénquima. Estudios preclinicos en
modelos animales han demostrado un mayor éxito en la tera-
pia celular sustitutiva cuando el trasplante de hepatocitos
era combinado con la aplicacion de un dano en el parén-
quima, por ejemplo, la hepatectomia parcial, irradiacion
o isquemia de reperfusion en combinacion con el bloqueo
de la proliferacion de los hepatocitos endégenos'?'*. En la
actualidad hay un amplio debate sobre las posibles manio-
bras aptas para ser utilizadas en pacientes para generar este
espacio necesario, entre ellas, la isquemia reperfusion y la
irradiacion de parte del parénquima hepatico son las que
presentan una mayor viabilidad por su facilidad de ejecu-
cion y seguridad. La capacidad regenerativa del higado es
una de las principales causas de la pobre expansion de las
células trasplantadas. Es por tanto necesario que las célu-
las trasplantadas tengan una ventaja proliferativa respecto
a los hepatocitos endogenos para que tengan capacidad de
repoblacién del parénquima'®'¢. La hepatitis fulminante o
el fallo hepatico por dano agudo sobre cronico son situacio-
nes en las que hay una pérdida importante de parénquima
hepatico, y los hepatocitos presentan una marcada reduc-
cion de su capacidad proliferativa, y por tanto podrian
ser buenas candidatas para ser tratadas con terapia celu-
lar. No obstante, el importante componente inflamatorio,
con presencia de citocinas, factores de crecimiento y gran
cantidad de radicales libres, hace que sea dudoso que las
células trasplantadas den lugar a células sanas capaces de
repoblar el higado. En este sentido, diferentes grupos han
levantado la voz de alarma advirtiendo que el trasplante
de células mesenquimatosas en higados cirroticos contri-
buye de manera muy pobre a la generacion de hepatocitos
pero da lugar a fibroblastos, pudiendo asi contribuir a la
fibrogénesis'’.

La otra gran aplicacion de los hepatocitos derivados de
células madre para la terapia celular es el desarrollo de
higados artificiales. Estos son dispositivos mixtos que com-
binan componentes artificiales con un componente celular,
normalmente hepatocitos. Los higados artificiales han sido
utilizados en ensayos clinicos como soporte a la funcion
hepatica en pacientes con fallo hepatico'®'. No obstante,
los resultados obtenidos en estos estudios han sido dispa-
res y en muchos casos no concluyentes o negativos. Los



Posibilidades terapéuticas de las células madre en el tratamiento de las enfermedades hepaticas 705

malos resultados obtenidos son debidos principalmente a
la variabilidad de los pacientes y enfermedades tratadas,
y a la deficiente calidad del componente celular utilizado,
hepatocitos porcinos o lineas tumorales'®-2°, Una complica-
cion anadida es la desdiferenciacion y pérdida de funcion
de los hepatocitos en estos dispositivos. En este sentido, se
ha sugerido que el cocultivo de hepatocitos con células de
origen mesenquimatoso permite la prolongacion de la viabi-
lidad y funcion del componente celular, pero esta estrategia
no ha sido explorada en estudios con biorreactores de uso
clinico. Es evidente que una fuente renovable de hepatocitos
y células de soporte humanas permitira la estandarizacion
del componente celular en estos dispositivos facilitando su
desarrollo y aplicacion terapéutica.

Trasplante de células madre para estimular la
regeneracion hepatica endégena

Es ampliamente aceptado que en la mayoria de enfer-
medades hepaticas, la restitucion de la masa perdida del
parénquima hepatico se da gracias a la proliferacion de
los hepatocitos maduros, los cuales entran sincronicamente
en el ciclo celular para dar lugar a una respuesta prolife-
rativa bien regulada. En circunstancias de dano hepatico
extremo y cuando los hepatocitos presentan una capacidad
proliferativa disminuida, las células progenitoras hepaticas
proliferan dando lugar a la reaccion ductular contribuyendo
a la generacién de nuevos hepatocitos y colangiocitos?'. El
conocimiento de los mecanismos que controlan la capacidad
regenerativa del higado abre la posibilidad a la interven-
cion en las principales vias implicadas en la proliferacion
de hepatocitos o células progenitoras en situaciones de
dano?> %, En este sentido, la farmacologia convencional
nos ofrece la posibilidad de actuar sobre vias implica-
das en la regeneracion hepatica, pero esta es claramente
una estrategia reduccionista teniendo en cuenta que la
regeneracion hepatica es un proceso complejo en el que
intervienen multitud de estimulos, procesos y tipos celu-
lares. Recientemente se ha sugerido que el trasplante de
células madre (principalmente mesenquimatosas) puede
ser una estrategia alternativa, ya que inducen un efecto
pleiotrépico, actuando sobre la proliferacion de los hepato-
citos, pero también sobre células endoteliales, estrelladas
y progenitoras, y a su vez teniendo un efecto modulador
sobre la reaccion inflamatoria necesaria para la regenera-
cion hepatica pero desfavorable para proliferacion de los
hepatocitos?®>~2°.

En la actualidad las Unicas células madre usadas en
estudios clinicos para el tratamiento de las enfermedades
hepaticas son las células madre derivadas de la médula
0sea, cordon umbilical o células mesenquimatosas aisladas
de tejido adiposo?®°. La presencia de células derivadas
del donante de la médula dsea en el higado del receptor
llevo a la creencia que estas podian dar lugar a hepatoci-
tos mediante el fenémeno de transdiferenciacion332. No
obstante, poco después fue demostrado que estas células
derivaban de la fusion con hepatocitos y no de la diferen-
ciacion legitima de las células madre®*3>. En la actualidad la
generacion de hepatocitos derivados de células de la médula
o0sea se ha excluido como proceso fisiologicamente relevante
y sobre todo como alternativa clinicamente viable.

El dafo hepatico tanto agudo como crénico moviliza célu-
las de la médula 6sea, las cuales migran a los focos de
inflamacion y participan en los procesos de remodelado
tisular?®3637, Como se ha comentado anteriormente, estas
células contribuyen principalmente a la formacion de células
de origen mesenquimatoso del higado, y en raras ocasio-
nes pueden dar lugar a hepatocitos'33°, La participacion
de células de la médula 6sea en la regeneracion hepatica
sugiere que mediante la diferenciacion a tipos celulares
hepaticos o mediante la sintesis de factores solubles pue-
den promover la reparacion tisular. Las células de la médula
6sea pueden ser obtenidas mediante la aspiracion directa,
cultivadas y trasplantadas, o bien pueden ser movilizadas
con G-CSF para promover su migracion al higado o ser obte-
nidas por aféresis*#', Ambas estrategias han sido utilizadas
para la terapia celular en enfermedades hepaticas. Estu-
dios en ratones han demostrado que el tratamiento con
G-CSF aumenta el nimero de células de la médula dsea en
el higado, reduce el dano hepatocelular, mejora la funcion
hepatica y reduce la fibrosis en modelos animales de dafo
agudo y crénico®*, En la actualidad diferentes ensayos han
investigado la idoneidad y seguridad del uso de G-CSF en
pacientes con cirrosis hepatica®®. Todos los estudios se han
realizado con pocos pacientes y por tanto tienen que ser
valorarlos con cautela. Aunque la mayoria de estudios no
evaltan la funcion hepatica, la movilizacion de células de
la médula 6sea es segura en pacientes cirroticos y los resul-
tados muestran que el tratamiento con G-CSF disminuye los
niveles de transaminasas y baja la bilirrubina, indicando que
podria desempefar un papel en la proteccion frente al daifo
hepaticoy a la vez participar en la regeneracion como ocurre
en los modelos animales*47.

El trasplante de células derivadas de la médula dsea
en modelos animales de regeneracion y daio hepatico se
ha asociado a una mayor regeneracion y una mejora de
la funcion hepatica. La promocion de la regeneracion es
debida a una multitud de factores: la estimulacion de
la proliferacion y la disminucion de la apoptosis de los
hepatocitos, un aumento de la proliferacion de células pro-
genitoras, una disminucion de la activacion de las células
estrelladas y por tanto una disminucion de la deposicion
de matriz extracelular, y una modulacion de la inflamacion
hepatica?®?’-%. Ademas, en modelos de hepatitis fulmi-
nante, el trasplante de células mesenquimatosas (MSC) se
asocia a una disminucion de la mortalidad*®*’. Los meca-
nismos responsables de esta respuesta son ampliamente
desconocidos. Ademas, pocos estudios han evaluado espe-
cificamente la distribucion intrahepatica de las células
trasplantadas, su persistencia in vivo y su fenotipo des-
pués del trasplante. Pero la mayoria de estudios concluyen
que las células mesenquimatosas (MSC) trasplantadas actua-
rian de manera paracrina, promoviendo la angiogénesis y
por tanto la perfusion del higado dahado, y mediante fac-
tores de crecimiento la proliferacion y supervivencia de
los hepatocitos. No obstante, algunos estudios son criti-
cos con la utilizacion de MSC en procesos de fibrogénesis
activa por la posible contribucion de las células mesenqui-
matosas a la poblacion de miofibroblastos del higado y por
tanto a la progresion de la fibrosis'»>°. Ademas, debido a la
accion de las MSC sobre el sistema inmunitario y la sintesis
de factores de crecimiento, algunos estudios han alertado
que podrian promover el desarrollo de tumores, aunque en
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ningn caso el trasplante de MSC se haya asociado a su
aparicion.

Los resultados positivos con el uso de células de la médula
Osea para la estimulacion de la regeneracion hepatica en
modelos animales, sumado al excelente perfil de seguridad
que presenta el trasplante de estas células, ha hecho que se
haya pasado rapidamente a la fase de ensayos clinicos. Se ha
sugerido el trasplante de MSC para promover la regeneracion
hepatica en situaciones tan diferentes como el trasplante
de donante vivo, el trasplante de higados pequefios, las
resecciones hepaticas o la hepatitis fulminante. Diferentes
poblaciones de células de la médula désea han sido utiliza-
das en ensayos de terapia celular, poblaciones mixtas de la
médula osea, células CD34+, CD133 o mesenquimatosas. El
tratamiento con G-CSF y la infusion de células madre de
la médula 6sea en pacientes con cirrosis induce la mejora
en la funcion hepatica y la proliferacion de células pro-
genitoras del higado, pero se desconoce la relevancia de
este proceso ni su papel en la promocion de la regenera-
cion hepatica®#7:51:52 Asimismo, el trasplante de MSC se
ha demostrado seguro y eficaz en pacientes cirréticos para
inducir una mejora en la funcion hepatica o como adyuvante
para pacientes que han recibido reseccion hepatica®->.

Trasplante de células madre para regular la
respuesta inflamatoria-inmunitaria

Los efectos de las MSC son pleiotrdpicos y por tanto es difi-
cil discernir si sus efectos sobre la regeneracion hepatica
son debidos a su accién paracrina induciendo la prolifera-
cion celular y la angiogénesis, o bien debido a su capacidad
moduladora de la respuesta inmunolégica y inflamatoria. Es
evidente que en enfermedades con un fuerte componente
inflamatorio, como la hepatitis fulminante, el trasplante de
células mesenquimatosas tendra un efecto dual ejerciendo
un efecto sobre la respuesta inflamatoria pero también
sobre la proliferacion hepatocelular. Cabe destacar que las
MSC son consideradas inmuno-privilegiadas, es decir, que no
son rechazadas por el organismo receptor, permitiendo el
trasplante de células con HLA diferente sin necesidad de
inmunosupresion®-38,

Las MSC presentan caracteristicas Unicas en cuanto a
su capacidad de regular la respuesta inmunolégica e infla-
matoria. Las MSC responden al dafo hepatico migrando
a la zona con inflamacion y ejerciendo una accion
inmunomoduladora®>8. Estas regulan tanto la respuesta
inmunitaria innata como adaptativa. Inducen la supresion
de la capacidad citotoxica de las células natural killers®®°,
inhiben la maduracion de monocitos y actian sobre la
capacidad de presentacion de antigenos de las células den-
driticas promoviendo un fenotipo reguladort’62. Los efectos
de las MSC sobre el sistema inmunitario adaptativo también
son multiples. Las MSC inhiben la proliferacion de linfo-
citos T, promoviendo asi un fenotipo antiinflamatorio®3¢4.
Ademas algunos estudios sefalan que podrian reducir la
citotoxicidad y la sintesis de citocinas en las células
CD8%. Estos efectos han estado extensamente estudiados in
vitro, pero sus mecanismos son ampliamente desconocidos.
No obstante, parece que el mecanismo es indepen-
diente del contacto y seguramente mediado por factores
solubles®®%6.

En muchas situaciones clinicas el trasplante de MSC
tendra lugar en ambientes con una elevada respuesta infla-
matoria, por ello es importante tener en cuenta los efectos
de las diferentes sustancias inflamatorias sobre el fenotipo y
la accion de las MSC. Por un lado, la presencia de interferon-
gamma juntamente con cualquiera de las citocinas proinfla-
matorias TNF-alfa, IL-1 alfa o IL-1beta promueve la sintesis
de 6xido nitrico y la actividad inmunosupresora de las MSC®7,
sugiriendo que es necesaria la estimulacion de las MSC por
sustancias inflamatorias para inducir un fenotipo inmunomo-
dulador. No obstante, algunos estudios han demostrado que
la activacion de receptores TLR, y la accion de ligandos infla-
matorios promueve su proliferacion y secrecion de citocinas,
pudiendo adoptar un fenotipo proinflamatorio®®¢°,

Se han realizado pocos ensayos clinicos hasta la fecha
para la evaluacion del efecto inmunomodulador de las MSC.
La mayoria consisten en casos aislados o pequefios grupos de
pacientes que han permitido evaluar la seguridad mas que
la eficacia del tratamiento con MSC. Entre ellos encontra-
mos estudios en fase | destinados a evaluar el tratamiento
de las MSC en la enfermedad de Crohn’ o la esclerosis
multiple’’. El tratamiento de la enfermedad del injerto
contra el huésped es quiza la Unica excepcion. Le Blanc et al
publicaron en 2008 el primer estudio clinico en fase Il uti-
lizando MSC autélogas y alogenéticas para su tratamiento
demostrando una respuesta en pacientes resistentes a este-
roides con enfermedad aguda® . No obstante, otros ensayos
han aportado resultados dispares en cuanto a la respuesta al
tratamiento’?, incluidos aquellos realizados por la compafia
Osiris Therapeutics.

Otro importante campo de posible aplicacion de las MSC
es la modulacion de la reaccion inflamatoria por infecciones
bacterianas. Factores solubles sintetizados por las MSC como
el péptido antimicrobial LL-37 tienen un efecto antimicro-
biano, reduciendo su crecimiento’>. Ademas el trasplante
de MSC atenua la inflamacion y mejora la supervivencia en
sepsis experimental por un mecanismo dependiente de la
sintesis de prostaglandina-E274-7¢,

Los resultados preliminares obtenidos en diferentes érga-
nos sugieren que las MSC pueden tener un gran potencial
para su uso en la modulacion de la respuesta inflamatoria e
inmunitaria en diferentes enfermedades hepaticas. No obs-
tante, pocos estudios evallan estos efectos moduladores en
hepatopatias. El trasplante de MSC esta siendo evaluado en
modelos animales de dafio hepatico crénico® 7778 y en ensa-
yos clinicos en hepatopatia cronica o insuficiencia hepatica
terminal, donde las MSC pueden ejercer un efecto sobre la
regeneracion hepatica y la respuesta inflamatoria y inmu-
nologica. A la espera de la publicacion de los resultados de
ensayos clinicos en el tratamiento de enfermedades hepa-
ticas, en la pagina web www.clinicaltrials.gov encontramos
un buen nimero de ensayos clinicos dirigidos a evaluar la efi-
cacia de las células mesenquimatosas en el tratamiento de
la cirrosis hepatica, la falla hepatica aguda, la hipercoles-
terolemia familiar o para promover la regeneracion después
de una reseccion hepatica.

Consideraciones finales

Las posibilidades terapéuticas de las células madre para el
tratamiento de las hepatopatias son multiples. No obstante,
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todavia falta recorrer un largo camino para que la tera-
pia celular sea una realidad en la practica clinica. Para
ello es esencial determinar el perfil de seguridad de algu-
nos tipos de células madre en cuanto a su capacidad de
generar tumores, estudiar la estabilidad del fenotipo celu-
lar que vamos a trasplantar, y sobre todo conocer la funcién
y los mecanismos de accion de estas células en el contexto
de la enfermedad hepatica. Ademas, la terapia celular no
sera una realidad hasta que todos los procesos implicados
en el tratamiento estén estandarizados y validados. Esta
estandarizacion es importante que tenga lugar a todos los
niveles, empezando por la investigacion basica, seguido de
los estudios preclinicos y finalmente mediante ensayos cli-
nicos bien controlados. Para que la terapia celular tenga
éxito en el futuro, es importante 1) estandarizar el método
de obtencion, la caracterizacion y la manipulacion de las
células usadas para la terapia celular; 2) desarrollar mode-
los animales que reproduzcan fielmente las caracteristicas
de las enfermedades que se van a tratar; 3) estandarizar el
método de administracion y posibles maniobras necesarias
para el trasplante celular; 4) identificar aquellos pacientes
y enfermedades susceptibles de tratamiento; 5) definir los
efectos y resultados deseados, y 6) diseiar ensayos clinicos
bien controlados.
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Anexo 1. Evidencias de que diferentes tipos
de células madre pueden ser diferenciadas a
hepatocitos

Células pluripotentes. Células madre embrionarias (ESC) y
células pluripotenciales inducidas (iPS): Las células madre
embrionarias ESC son células aisladas a partir del cultivo del
embrioblasto’®®°. En condiciones in vitro pueden ser culti-
vadas indefinidamente e inducidas a diferenciarse a células
de las 3 lineas embrionarias. Esto hace que sean una fuente
inagotable de células, pero a su vez constituye el princi-
pal problema para su aplicacion en terapia celular, ya que
cuando son trasplantadas indiferenciadas forman terato-
mas. Recientemente se ha descrito la generacion de células
pluripotenciales inducidas (iPS). Mediante la expresion de un
reducido numero de factores de crecimiento implicados en
el mantenimiento de la pluripotencialidad es posible generar
células con caracteristicas de células embrionarias a partir
de cualquier célula adulta. Este descubrimiento ha abierto
un importante campo de investigacion, ya que estas célu-
las pueden ser obtenidas de pacientes y ser usadas como

modelos in vitro de enfermedades, y a su vez pueden llegar
a permitir el autotrasplante, evitando el rechazo. Nume-
rosos articulos describen la diferenciacion de ESC e iPS a
hepatocitos. Ambas pueden ser diferenciadas espontanea-
mente mediante la supresion de las condiciones de cultivo,
o bien pueden ser estimuladas con sustancias que indu-
cen su diferenciacion a lo largo del desarrollo embrionario
permitiendo obtener células con caracteristicas fenotipicas
y funcionales de hepatocitos®'#. El trasplante de célu-
las diferenciadas en modelos animales de dafno hepatico
ha permitido la identificacion de hepatocitos funciona-
les, pero la eficiencia es muy baja y ningln estudio ha
logrado revertir el fenotipo del modelo animal de dafo
hepatico®-,

Células mesenquimatosas y hematopoyéticas: La
médula d6sea contiene al menos 2 poblaciones de células
madre, las células mesenquimatosas (MSC) y las hemato-
poyéticas (HSC). Las HSC son una pequena subpoblacion
de células de la médula 6sea (< 0,01%) con la capaci-
dad de mantener la poblacion de todos los tipos celulares
de la sangre. La mayoria de estudios que han investi-
gando la diferenciacion de HSC a hepatocitos lo han hecho
mediante el trasplante de poblaciones no purificadas de
células de la médula ésea en modelos animales de dano
hepatico. No obstante, pocos estudios han investigado la
diferenciacion directa in vitro o excluyendo la fusion in
vivo®'=%3. Las MSC fueron inicialmente descritas como células
de la médula 6sea capaces de formar colonias y diferen-
ciarse a tipos celulares mesenquimatosos. Principalmente
han sido obtenidas de médula dsea, pero también de tejido
adiposo®, placenta®, liquido amniético®, etc. Los criterios
minimos que definen una MSC son la expresion de CD105,
CD73 y CD90, pero no CD45, CD34 o CD14%, la adheren-
cia en plastico y la capacidad de diferenciarse a adipositos,
condorcitos y osteoblastos®. En los Ultimos afos se ha des-
crito su capacidad de diferenciarse in vitro a células con
algunas caracteristicas de hepatiocitos®-%' | y a integrarse
en el parénquima hepatico®®® aunque con una eficiencia
baja.

Progenitoras hepaticas: Las caracteristicas fenotipicas y
funcionales de las células progenitoras hepaticas no estan
bien definidas. Esta aceptado que las células progenito-
ras se encuentran en los canales de Hearing'2'% y son
activadas cuando hay un dafo hepatico importante, princi-
palmente cuando la capacidad replicativa de los hepatocitos
estd afectada y hay una pérdida importante del parén-
quima. Este activacion se da en hepatitis fulminante, dano
agudo sobre crénico y en menor medida en la cirrosis'0410>,
Se asume que estas células proliferan y se diferencian
dando lugar a hepatocitos y colangiocitos participando en
la regeneracion hepatica. Aunque su fenotipo no esta bien
caracterizado, expresan marcadores descritos en otros tipos
de células madre como CD133, CD44 y EpCAM, pero tam-
bién marcadores hepatocitarios inmaduros como HNF4 y
biliares como la queratina 7 y 9'%'%7_ Las caracteristicas
del nicho de las células progenitoras humanas, y los fac-
tores que gobiernan su proliferaciéon y diferenciacion son
ampliamente desconocidos, pero es esperable que un mejor
conocimiento de estos permita estimular la participacion
de las células progenitoras en la regeneracion hepatica
y eventualmente que puedan ser utilizadas en terapia
celular.
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