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Puntos clave

Las células

madre presentan,

como características, la

capacidad de formar clones

que pueden autorregenerarse y

diferenciarse en múltiples tipos de

tejidos, aunque no pueden formar per

se un nuevo ser vivo.

La posible aplicación terapéutica de las

células madre embrionarias está basada en

su extraordinaria capacidad para promover una

diferenciación uniforme hacia una población

homogénea de células con la función que se pretende

restaurar.

La regulación del microclima apropiado por parte de las

células de los alrededores de la cripta, para asegurar un número

adecuado y suficiente de células madre, se lleva a cabo mediante la

secreción de factores específicos.

Frente al potencial uso terapéutico de células madre endógenas tejido-

específicas, el uso de células madre derivadas de otros tejidos (principalmente

médula ósea) pueden ser una fuente incluso más eficaz en procesos de terapia celular.
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La investigación en células madre o troncales está
permitiendo el avance en el conocimiento del
desarrollo de un organismo completo a partir de
una sola célula fecundada, así como comprender
algunos de los mecanismos mediante los cuales los
organismos adultos sanos reparan sus células
dañadas. Las células madre se definen a través de
una serie de características que las hacen distintas
del resto. Se trata de un grupo de células que
forman clones capaces de autorregenerarse y
diferenciarse en múltiples tipos de tejidos, aunque

no pueden formar per se un nuevo ser vivo. La
primera propiedad supone la capacidad de dividirse
de un modo continuo y prácticamente ilimitado, y
dar lugar a hijas feno y genotípicamente
indiferenciables. La segunda característica, la
pluripotencialidad, indica la capacidad de
diferenciarse en múltiples tipos celulares1. Son
muchas las categorías que se usan para clasificarlas
pero, atendiendo exclusivamente a su origen,
distinguimos, básicamente, las células madre
embrionarias y las células madre adultas.



Tras la fecundación y, una vez completados varios ci-
clos de división mitótica, las células totipotentes de-
rivadas del cigoto empiezan a especializarse gene-
rando una estructura morfológica conocida como
blastocisto, formado por una masa celular interna que
dará lugar al embrión propiamente dicho y una capa
celular externa o trofoblasto que originará la placenta.
Las células madre embrionarias (ESC) de ratón se empeza-
ron a aislar hace más de 20 años a partir de la masa celular in-
terna de blastocistos de 4-5 días, lo que posibilitó posterior-
mente su cultivo in vitro2,3. Estas ESC pueden originar
cualquier célula del organismo, incluida la línea germinal; por
ello, son pluripotentes. Las ESC aisladas pueden expandirse y
mantenerse de forma indiferenciada en un medio de cultivo
apropiado (fig. 1). El principal reto científico para buscar una
posible aplicación terapéutica a esta extraordinaria capacidad
es tratar de promover una diferenciación uniforme hacia una
población homogénea de células con la función que se pre-
tende restaurar en los pacientes potencialmente subsidiarios
de trasplante4. Previamente, deberá demostrarse la capacidad
regeneradora de estas células diferenciadas en modelos ani-
males que reproduzcan la enfermedad en concreto. El hecho
de que recientemente se haya descubierto la posibilidad de
obtención y cultivo de estas células a partir de embriones hu-
manos, provenientes de procesos de fertilización asistida, jun-
to a la mayor apertura legal en muchos países, como el nues-
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tro, ha incrementado las expectativas
sobre la posible utilización clínica de
las ESC5.
La creación de bancos de células inmu-

notipadas, para poder elegir la mayor
compatibilidad posible antes de un tras-

plante y naturalmente la administración de
una terapia inmunosupresora, son las principa-

les vías para enfrentarse a un posible rechazo. Una
alternativa sería la creación de líneas de ESC humanas autólo-
gas mediante transferencia nuclear, fusionando el núcleo de
una célula somática del paciente con el óvulo de una donante,
al que previamente se ha extraído su núcleo; la célula híbrida
resultante, tras ser activada, podría ser capaz de dar los prime-
ros pasos de división y diferenciación que, supuestamente, de-
ben desembocar en la formación de un preembrión del que se
podrían obtener células pluripotentes para la obtención de di-
ferentes tipos celulares mediante diferenciación dirigida in vi-
tro: es lo que se conoce como clonación terapéutica. En el pro-
ceso de transferencia nuclear se produce una reprogramación
genética que convierte esta célula híbrida en una célula totipo-
tente6, capaz de iniciar el desarrollo embrionario que podría
evolucionar in vitro hacia la diferenciación de distintos tipos
celulares funcionales, con la particularidad de que tendrían la
dotación genética del paciente y podrían ser trasplantados sin
rechazo.

Células madre embrionarias

Células madre somáticas o adultas

Las células ma-

dre presentan, como

características, la capaci-

dad de formar clones que

pueden autorregenerarse y

diferenciarse en múltiples

tipos de tejidos, aunque

no pueden formar per

se un nuevo ser

vivo.

Figura 1. Células madre
embrionarias aisladas y
cultivadas in vitro en
presencia de fibroblastos
(A) y en su ausencia (B).

A B

Las células madre somáticas o adultas (ASC) permi-
ten mantener la homeostasis y la integridad celular
de los diferentes órganos y tejidos a lo largo de
nuestra vida. Estas células son altamente indife-
renciadas y se caracterizan por su capacidad de
autorreplicación y diferenciación. Este peculiar
proceso puede realizarse de 2 formas: mediante
división asimétrica, cuando tras cada ciclo se origi-
nan 2 células distintas: una idéntica a la célula madre
de la que procede, que permite la autorreplicación, y
otra más diferenciada, con distinto fenotipo, que puede ser

una célula en estado transitorio, comprometida hacia
una célula madura determinada. La otra posibilidad

es mediante división simétrica. En este caso, la cé-
lula troncal puede proliferar o diferenciarse de-
pendiendo del estímulo que reciba. Este sistema
es más flexible, pues el medio extracelular y las
condiciones fisiopatológicas permiten regular el

tamaño de la población de células troncales precur-
soras y la correspondiente progenie de células dife-

renciadas. Un importante concepto referido reciente-
mente a la potencialidad de las ASC es el de “plasticidad”, por

Atendiendo

exclusivamente a

su origen, se diferen-

cia entre las células

madre embrionarias

y las células ma-

dre adultas.
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el que se propone que el destino de estas células –que
dan lugar a uno o varios tipos de células diferencia-
das– es más flexible de lo que inicialmente se su-
ponía y puede variar en función de determinadas
condiciones7.
Las ASC, principalmente las procedentes de la
médula ósea, se consideran en la actualidad la
fuente principal de células con capacidad para
regenerar ciertos tejidos. De hecho, fueron las
primeras en utilizarse en la práctica clínica como
medicina regenerativa, una nueva disciplina que
estudia el uso de células para regenerar tejidos y ór-
ganos dañados, como una alternativa al trasplante de ór-
ganos. A pesar de su menor capacidad proliferativa con res-
pecto a las ESC, las ASC son consideradas, en la actualidad,

como una alternativa más cercana a la terapéutica
en determinados casos, sobre todo por la posi-

bilidad de utilizarse en autotrasplantes, lo
que evitaría problemas asociados con el re-
chazo inmunológico. Para algunos de estos
tratamientos ya se han iniciado ensayos
clínicos con éxito, por ejemplo en la rege-
neración miocárdica utilizando ASC del
propio paciente8.

La investigación con ambos tipos de células
troncales, ESC y ASC, es complementaria y

debería avanzar en paralelo pues, difícilmente,
ninguno de los 2 tipos celulares por separado pue-

da representar la única alternativa capaz de solucionar to-
das las posibles enfermedades susceptibles de terapia celular.

Como se ha comentado, por definición, las célu-
las madre (o células troncales) tienen la capaci-
dad de proliferar y diferenciarse, dando lugar
a distintos tipos celulares. Esta capacidad
de diferenciación puede ser limitada, como
es el caso de las ASC, consideradas como
multipotentes, ya que pueden generar in
situ sólo algunos tipos celulares o mucho
más versátil, como en las ESC, que son
pluripotentes, es decir, pueden originar
cualquiera de las más de 200 clases de célu-
las distintas que componen un organismo. La
mayoría de las células que constituyen nuestro
organismo son células somáticas, diferenciadas, que
cumplen una función determinada para nuestra
supervivencia. El daño diario que afecta a los te-
jidos y que supone una pérdida constante de
células, en algunos casos, se contrarresta por
simple división celular, como ocurre con los
hepatocitos del hígado; en otros, no obstante,
este daño se revierte gracias exclusivamente a
la presencia de ASC. Esta población quiescente
y difícil de localizar, por falta de marcadores celu-
lares específicos, se activa en condiciones de daño
celular, iniciándose un proceso de división y dife-
renciación que permite regenerar constante-
mente los distintos tipos celulares que com-
ponen los tejidos9. En algunos casos como,
por ejemplo, en el epitelio intestinal, este
proceso tiene una gran actividad debido al
rápido recambio celular. Sin embargo, en
otros tejidos de lenta regeneración, como
cerebro, corazón o páncreas, el proceso es
menos evidente.
Existen múltiples estrategias experimentales
que se han desarrollado durante los últimos años
que permiten la diferenciación de células madre ha-
cia un tipo celular concreto. Es éste un campo de intensa
investigación y base fundamental en el área de la bioingeniería

o ingeniería tisular, cuya misión es la de encontrar
protocolos eficaces de diferenciación de células

madre en la búsqueda de su potencial uso fu-
turo en terapia celular. De un modo simplista
pueden clasificarse en 3 grandes categorías,
si bien en la mayoría de los casos es necesa-
ria la combinación inteligente de ellos para
lograr la diferenciación efectiva hacia un li-
naje específico.

Protocolos de selección mediante
gating o cell trapping

Se basan en la expresión de genes transfectados
que confieren una ventaja selectiva a un determinado
grupo de células. De este modo, se usan constructos de

ADN especialmente diseñados para obtener resis-
tencia a antibióticos (p. ej., higromicina, puromici-
na) o la expresión de proteínas fluorescentes (p. ej.,
GFP) bajo el control de promotores tejido-especí-
ficos. En teoría, esta estrategia permite la obten-
ción de cultivos puros de precursores o células dife-

renciadas a partir de ESC10.

Métodos coaxiales
Esta aproximación usa una estrategia de diferen-

ciación directa, basada en la adición de facto-
res de crecimiento específicos o modificando

las condiciones de cultivo11. La aplicación
de esta tecnología, generalmente, necesita
de amplios conocimientos en embriogé-
nesis.

Estrategias direccionales
Mediante la transfección de ADN com-

plementario bajo el control de determinados
promotores se puede lograr la expresión cons-

titutiva o regulada de factores de transcripción
clave en el proceso de desarrollo o funcionalidad del

tejido en cuestión11.

Células madre y diferenciación celular

La posible apli-

cación terapéutica de

las células madre embrio-

narias está basada en su ex-

traordinaria capacidad para

promover una diferenciación

uniforme hacia una población

homogénea de células con

la función que se preten-

de restaurar.

Un importante

concepto referido a la

potencialidad de las células

madre adultas es el de “plastici-

dad”, por el cual se propone que

el destino de estas células, dando

lugar a uno o varios tipos de célu-

las diferenciadas, es más flexible

de lo que inicialmente se supo-

nía y puede variar en fun-

ción de determinadas

condiciones.

Para crear tole-

rancia inmunológica en

el trasplante de células ma-

dre embrionarias se puede re-

currir a la creación de líneas hu-

manas autólogas mediante

transferencia nuclear, fusionando

el núcleo de una célula somática

del paciente con el óvulo de

una donante, al que previa-

mente se ha extraído

su núcleo.

Las

células madre

adultas permiten

mantener la homeos-

tasis e integridad celu-

lar de los diferentes

órganos y tejidos a

lo largo de nues-

tra vida.
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El epitelio intestinal de mamíferos es una monocapa de cé-
lulas que sirve de barrera selectiva entre el lumen del tracto
gastrointestinal y los tejidos internos. Dos estructuras –villi y
criptas– se repiten a lo largo y ancho de la mucosa del intes-
tino delgado, aunque al llegar al colon el diseño se simplifica
y son sólo las criptas las que tapizan sus paredes.
Mientras los villi son proyecciones hacia el lumen
del intestino, las criptas son invaginaciones en
la base de las cuales se localizan las células
madre del epitelio intestinal (fig. 2). Las cé-
lulas madre dan lugar a las células progeni-
toras de los principales tipos celulares que
forman dicho epitelio: células enteroendo-
crinas que secretan factores de crecimiento;
células de Goblet secretoras de mucus; ente-
rocitos, los más abundantes, dedicados a la ab-
sorción de nutrientes y, en el caso del intestino
delgado, células de Paneth, que completan su dife-
renciación en la base de las criptas y tienen como fun-
ción la de secretar péptidos antimicrobióticos, enzimas di-
gestivas y factores de crecimiento.
Excepto en el caso de las células de Paneth, las criptas están
formadas, en su mayor parte, por células poco diferenciadas

que muestran altas tasas de profileración. Según ascienden
por el eje cripta-villi se diferencian de tal manera que las cé-
lulas que forman los villi completamente diferenciadas mue-
ren y se desprenden del epitelio cuando llegan al extremo su-
perior de éste, y finalmente son excretadas junto con el resto

de materia fecal. Teniendo en cuenta que en humanos,
la duración aproximada de una célula, desde que

nace en la base de la cripta hasta que muere y
pasa al lumen del tracto gastrointestinal, es de
5 a 7 días, el epitelio intestinal es uno de los
tejidos con mayor tasa de regeneración del
organismo, dotado de células pluripotencia-
les capaces de regenerar el tejido por com-
pleto más de 4.000 veces durante la vida de

un individuo12,13. Las células madre se locali-
zan en la base de las criptas del colon y cerca

de la base de las criptas del intestino delgado, ro-
deadas de células de Paneth14. El número de células

madre por cripta ha sido y es objeto de discusión. Llegar
a una conclusión no parece tarea fácil, debido, en parte, a los
modelos utilizados y a la dificultad que conlleva interpretar
los datos a partir de éstos. Algunos investigadores defienden
que la mayoría de las células proliferativas que forman la

Células madre intestinales

Figura 2. Representación esquemática de una cripta y de los factores que se supone que influyen en el mantenimiento del nicho de
las células madre intestinales (A). Fragmento de mucosa de colon humano mostrando las criptas de Lieberkhum (B superior) y
células en cultivo procedentes de una cripta (B inferior).

BA

En el intestino,

las células madre dan

lugar a las células proge-

nitoras de los principales ti-

pos celulares que forman di-

cho epitelio: células

enteroendocrinas, células

caliciformes, enteroci-

tos y células de

Paneth.
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cripta deberían ser consideradas como células madre; esta
aproximación incluiría el 60% de todas las células de la
cripta. Otros autores15, sin embargo, apuestan por
una cripta monoclonal, es decir, una sola célula
madre por cripta a partir de la cual se originarí-
an todas las demás células. También se ha pro-
puesto una situación intermedia, indicando un
número aproximado de 4-6 progenitores de
larga vida por cripta16. Las células madre que
mueren son reemplazadas por otras adyacentes
o por sus células hijas inmediatas, capaces de
desdiferenciarse para regenerar el compartimen-
to de sus progenitores en caso de que sea necesa-
rio. Este segundo grupo de células pluripotenciales
procedentes de las células madre se desplaza a la zona
de proliferación situada justo por encima de la base de la
cripta. Hay, seguramente, una pérdida gradual de pluripoten-
cialidad según se asciende por las paredes de la cripta, origi-
nando un pool de células muy poco diferenciadas capaces de
volver al estadio de célula madre. También se aprecia una
mayor tasa de proliferación en esta zona intermedia de la
cripta que la que muestran las células madre en la base. El
estado indiferenciado en el que se mantienen las células ma-
dre del epitelio intestinal parece estar controlado
por factores secretados por las células vecinas
o por la propia matriz extracelular. Experi-
mentos realizados por Bjerknes y
Cheng17,18 demuestran que las células
madre deben salir de la base de la
cripta para comenzar a diferenciarse.
Tanto es así que incluso las células
de Paneth, localizadas en la base de
la cripta junto con las células madre,
provienen de precursores que comien-
zan a diferenciarse tras migrar hacia la
zona proliferativa, volviendo a bajar
posteriormente para regenerar las células
de Paneth de la base. Estos hechos sugieren
la existencia de un microambiente o “nicho” es-
pecífico, generado por factores localizados en la base de
la cripta, que mantienen el estado indiferenciado de
las células. Es poco lo que se conoce sobre este ni-
cho, sin embargo, sí se sabe que son varios los
factores que parecen desempeñar un papel fun-
damental en su mantenimiento. Aparte de las
proteínas de la matriz, las células vecinas pare-
cen participar en el mantenimiento del nicho
de las células madre epiteliales, secretando fac-
tores que modulan la proliferación y la diferen-
ciación del epitelio intestinal.
Tal vez, neuronas entéricas y células enteroendo-
crinas tengan un papel determinante en el manteni-
miento del estado indiferenciado de las células madre de
la cripta (fig. 2).
Aun con todo, las células madre intestinales no han sido
identificadas, aisladas, ni cultivadas in vitro, debido entre
otras razones a la dificultad del cultivo primario prolonga-

do, así como a la falta de marcadores molecu-
lares específicos. En los últimos años, se

han ido identificando moléculas que
parecen expresarse con cierta especi-

ficidad en la célula madre intesti-
nal. Así, buenos candidatos, al
menos para la célula madre intes-
tinal murina, pueden ser implica-
dos en la ruta de señalización
Wnt como la betacatenina nucle-
ar19 y otros20 como Musashi-1 y

Hes-1. Hes-1 es un factor de
transcripción relacionado con el

mantenimiento del estado indiferen-
ciado y marcador de células indiferencia-

das en muchos tejidos; Musashi-1 se expresa
preferentemente en progenitores neuronales21. Parece

ser que las células madre de la cripta expresarían los 2 mar-
cadores mientras que progenitores más diferenciados solo se
mostrarían positivos para Hes-1.
Aunque todavía lejos de comprender el intrincado mecanis-
mo que mantiene el nicho de las células madre intestinales,
estudios como el de Kayahara et al20 pueden ser determinan-

tes para seguir el progreso de estas células tanto in vivo
como in vitro y, de esta forma, descubrir cuál es la

aportación de cada uno de los factores que inter-
vienen en el mantenimiento del pool de células

indiferenciadas.
La regulación del microclima apropiado por
parte de las células de los alrededores de la
cripta, para asegurar un número adecuado
y suficiente de células madre, suele llevarse
a cabo mediante la secreción de factores
específicos. Algunos de estos factores son

de crecimiento que, en muchos casos, cum-
plen la función de promover la regeneración

tras producirse un daño en el epitelio. Estudios
realizados in vitro e in vivo muestran el efecto de

diferentes factores sobre la capacidad proliferativa de
células procedentes del epitelio intestinal: insulina,

factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF-1), factor de crecimiento epitelial

(EGF), factor de crecimiento de transfor-
mación (TGF) β y factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) pro-
mueven la proliferación de células proce-
dentes de criptas de ratón en cultivo22. El
factor de crecimiento de los queratinoci-
tos (KGF) incrementa el número de célu-

las madre del epitelio intestinal in vivo23.
Los fibroblastos intestinales24 promueven la

proliferación en líneas celulares del epitelio
principalmente, a través del factor de crecimiento

de los hepatocitos (HGF). Por otra parte, el stem cell factor
(SCF) y el factor de crecimiento de los tipo 2 (FGF-2) pro-
tegen a las células madre del intestino del efecto de las radia-
ciones ionizantes25.

La capacidad de

diferenciación de las célu-

las madre puede ser limitada,

como es el caso de las adultas,

consideradas multipotentes, ya que

pueden generar in situ sólo algunos

tipos celulares, o mucho más versátil,

como en las embrionarias, que son

pluripotentes, es decir, que pueden

originar cualquiera de las más de

200 clases de células distintas

que componen un orga-

nismo.

La regulación del

microclima apropiado

por parte de las células

de los alrededores de la

cripta, para asegurar un nú-

mero adecuado y suficiente

de células madre, se lleva a

cabo mediante la secre-

ción de factores es-

pecíficos.

Se contempla la

posibilidad de regenera-

ción de órganos defectuosos

mediante el autotrasplante de cé-

lulas madre procedentes de médula

ósea, previamente manipuladas, evi-

tando de este modo el rechazo al in-

jerto. La disponibilidad de material, su

fácil acceso quirúrgico y la ausencia

de conflictos éticos están hacien-

do que la investigación en este

campo sea potente y pro-

ductiva.



Uso terapéutico de las células madre

Mediante los avances en el aislamiento y cul-
tivo de células madre intestinales sería posi-
ble pensar en su purificación, con función
preservada, para posterior reconstitución
de epitelios intestinales dañados median-
te el trasplante a pacientes. Muchos pro-
blemas habrán de resolverse en esta área
concreta derivados no sólo de cuestiones
técnicas, sino del paupérrimo conocimien-
to actual sobre la célula madre intestinal y la
expresión de marcadores específicos, en mu-
chos casos íntimamente unidos a procesos de carci-
nogénesis de novo26. Frente al uso de células madre
endógenas tejido específicas, estudios recientes27

revelan que células madre derivadas de otros teji-
dos pueden ser una fuente incluso más eficaz en
procesos de terapia celular. La médula ósea es un
tejido complejo compuesto básicamente de 2
clases de células madre: las células madre hemato-
poyéticas (HSC) y las células madre mesenquima-
les (MSC). Las MSC son células no hematopoyéti-
cas que, en realidad, pueden considerarse como tejidos
hematopoyéticos (fig. 3). Desde hace varios años se ha
comprobado el alto grado de plasticidad de estas células, que
pueden ser diferenciadas hacia células de linaje meso, ecto y
endodérmico como osteoblastos28, adipocitos29, cardiomio-
citos30, neuronas31 así como células epiteliales hepáticas in
vivo32,33. Por todo ello, la visión convencional de la médula
ósea se va rechazando progresivamente a favor de su alto
grado de plasticidad. Las características y potencial de las
MSC sugieren que estas células madre serán un punto de
partida fundamental en el naciente campo de la medicina re-
generativa. Aunque queda mucho por andar, se comienza a
vislumbrar la posibilidad de regeneración de órganos defec-
tuosos mediante el autotrasplante de células madre proce-
dentes de médula ósea, previamente manipuladas, evitando

de este modo el rechazo al injerto, habitual caballo
de batalla en los alotrasplantes. En este sentido,

destaca el trabajo de Lagasse et al32 en el que,
usando un modelo de ratón que reproduce la ti-
rosinemia tipo I humana, logran rescatar el fallo
hepático mediante el trasplante de células ma-
dre purificadas de médula ósea. En la misma lí-
nea, Krause et al34 lograron demostrar la presen-

cia de células epiteliales derivadas de médula ósea
en el tracto gastrointestinal de ratones 11 meses

después del trasplante de células mesenquimales. En
humanos destacan varios trabajos35,36 que logran

mostrar evidencia clínica de que células madre
procedentes de médula ósea contribuyen efi-

cazmente a la regeneración epitelial de la úl-
cera gástrica.
De entre otras células troncales somáticas
con plasticidad suficiente como para ser sus-
ceptibles de permitir su diferenciación y uso

en gastroenterología destaca sobremanera las
presentes en tejido adiposo (fig. 3). La disponi-

bilidad de material, su fácil acceso quirúrgico y la
ausencia de conflictos éticos, está haciendo que la in-

vestigación en este campo sea potente y productiva. En el
campo de la patología digestiva, cabe mencionar su uso en el
tratamiento de fístulas rectovaginales en pacientes afectadas de
la enfermedad de Crohn. El trasplante autólogo de células
madre procedentes de lipoaspirados ha permitido comprobar
su eficacia in vivo37,38.
Otras fuentes celulares alternativas para la terapia celular he-
pática, en concreto, incluyen las células progenitoras adultas
multipotentes (MAPC) o los hepatocitos fetales39. Reciente-
mente se ha demostrado que células mesenquimales proce-
dentes de sangre de cordón umbilical humano retienen poten-
cial hepatogénico con utilidad en terapia celular futura en
enfermedades hepáticas de origen genético o adquiridas40.
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Figura 3. Células madre adultas humanas aisladas y cultivadas por nuestro grupo: derivadas de médula ósea (A) y de tejido
adiposo (B).
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En resumen, el trasplante de células madre o derivados es uno
de los retos más importantes que roza, en la actualidad, las
fronteras de la medicina. Aunque las células madre tienen el
potencial suficiente como para corregir y convertir en irrever-
sible el daño celular, múltiples puntos deben resolverse aún
para permitir una aplicación clínica segura y efectiva de proce-
dimientos de terapia celular.
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