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En este trabajo se revisa el estado actual de la
medicina regenerativa clinica con células madre de
adulto en los campos cardioldgico, digestivo, corneal
v neurolégico. Desde el punto de vista cardiolégico
existe experiencia clinica con progenitores de médula
o0sea y células de sangre periférica, asi como con
mioblastos esqueléticos. En el momento actual las
células madre del adulto (hematopoyéticas o
mesenquimales de médula 6sea) constituyen la mejor
opcion para la regeneracion del tejido cardiaco,
mostrando los estudios clinicos resultados favorables,
sin problemas éticos ni de seguridad. La mayoria de
los estudios con mioblastos esqueléticos también han
demostrado que contribuyen significativamente a
mejorar la funcién cardiaca, sobre todo la sistélica,
aunque tienen el inconveniente no aclarado totalmente,
de inducir arritmias ventriculares malignas. Tanto en
uno como en otro caso los estudios clinicos estan

en la fase inicial y se hace necesario nuevos estudios
sobre todo randomizados. En el campo digestivo se
presenta la experiencia pionera del Hospital La Paz
del uso de células madre procedentes de la grasa
abdominal en el tratamiento de la patologia fistulosa
de pacientes con enfermedad de Crohn. En
Oftalmologia el trasplante de limbo corneal es una
practica reconocida, usandose células del ojo
contralateral cuando el dafio es en un solo ojo y
células de un donante cuando el dafio es bilateral. Por
iltimo, en el campo neurolégico se han identificado
diversas zonas del cerebro de mamiferos adultos donde
existen células troncales: el hipocampo, la zona
subventricular, el bulbo olfatorio vy la zona
periependimaria de la médula espinal. Por otra parte,
es posible obtener neuronas a partir de células
troncales adultas procedentes de otros tejidos, como
la médula ésea o el tejido adiposo, lo que supondria
una fuente practicamente inagotable de precursores
neurales, bien mediante implante directo tras su
seleccién o bien tras su cultivo in vitro. Aunque
hasta la fecha la mayor parte de la experimentacién
es animal, se estan poniendo ya en marcha ensayos
clinicos de seguridad en esclerosis lateral amiotroéfica.
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Regenerative medicine with adult stem cells

The present state of clinical regenerative medicine
with adult stem cells in the cardiology, digestive,
corneal and neurological fields are reviewed.

From the cardiology point of view, there is clinical
experience with bone marrow stem cells and
peripheral blood cells and with skeletal myoblasts.
At present, the adult stem cells (bone marrow
hematopoietics or mesenchymal) constitute the best
option for the regeneration of heart tissue,

the clinical studies showing favorable results
without ethical or safety problems. Most of

the studies with skeletal myoblasts have also been
demonstrated to significantly contribute to improve
heart function, above all, the systolic one. However
they have the disadvantage that has not been totally
clarified that they induce malignant ventricular
arrhythmias. In either case, the clinical studies

are in the initial phase and new studies, above all
randomized, are necessary. In the digestive field,
there is the pioneer experience of the Hospital La Paz
on the use of stem cells from abdominal fat in the
treatment of fistulous condition of patients with
Chron disease. In ophthalmology, the limbal corneal
transplant is a recognized practice, using cells from
the contralateral eye when the damage is in a single
eye and cells from a donor when the damage is
bilateral. Finally, in the neurological field, different
zones of the adult mammal brain where there are
stem cells have been identified: the hippocampus,
subventricular zone, olfactory bulb and
periependymal zone of the spinal cord. On the other
hand, neurons may be obtained from adult stem
cells from other tissues, such as the bone marrow
or adipose tissue, which means a practically
unendable source of neural precursors, either by
direct implant after their selection or after their in
vitro culture. However, most of the experimentation
is animal up to now, clinical trails on safety in
amyotrophic lateral sclerosis are now being initiated.
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Introduccion

Todas las células de nuestro organismo tienen una vi-
da limitada, muriendo y siendo eliminadas tras un de-
terminado tiempo. Paralelamente, las células muertas se
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van sustituyendo por otras, regenerandose a fin de man-
tener la funcién de los diferentes érganos y sistemas.
Cabria distinguir células dabiles» de rapida destruccion
y regeneracion, «estables» de menor destrucciéon y re-
generacién y «perennes» de duracién practicamente
vital y, por tanto, de regeneracién casi nula. Se en-
tiende que la pérdida de células labiles es rapidamen-
te compensada y que no deja secuelas funcionales,
mientras que las pérdidas de células estables y perennes,
al ser la regeneracién deficitaria, ocasionaria trastor-
nos funcionales irreversibles.

Por medicina regenerativa entendemos todas aquellas
medidas encaminadas a favorecer la regeneraciéon celu-
lar, sobre todo de aquellas enfermedades con muerte y
eliminacién de células estables y perennes. Si desde el
punto de vista celular hemos hablado de células labiles,
estables y perennes, desde el punto de vista regenerativo
hablamos de células madre, células capaces de formar
uno o varios tipos de células diferenciadas. Aunque se
podrian separar por sus caracteristicas anatémicas y fun-
cionales, diferentes receptores de superficie, factores de
transcripcion v las diversas proteinas que expresan, en
esta breve revision complicariamos el tema maés que es-
clarecerlo y por ello es preferible descender a una ter-
minologia de uso méas comun y asi hablamos de células
madre embrionarias y del adulto, de células totipoten-
ciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales.
Las células madre embrionarias son las aisladas en el
embrién, mientras que las aisladas en el tejido adulto,
postnatales, serian las células madre del adulto. Son
embrionarias, las toti y pluripotenciales y son del adul-
to, las multi y unipotenciales.

Las totipotenciales serian aquellas capaces de formar
todas las células diferenciadas del cuerpo v las trofo-
blasticas de la placenta y tan sélo se encuentran en el
embrién, zigoto v las descendientes inmediatas de las
dos primeras divisiones celulares. Las pluripotenciales
pueden diferenciarse en casi todas las células prove-
nientes de las tres lineas germinales, endodermo, me-
sodermo y ectodermo, pero son incapaces de generar
tejido placentario. Son células embrionarias que for-
man la masa interna celular del blastocisto, aproxima-
damente 5 dias tras la fertilizacién. Las multipotencia-
les son capaces de producir una pequeina proporcidon
de lineas celulares apropiadas a su localizacién, encon-
trandose en los tejidos adultos. Algunas, una vez saca-
das de su localizacién habitual, son capaces de transdi-
ferenciarse en células tipicas de su nueva relocalizacion.
Las unipotenciales son aquellas con el menor poder de
diferenciacién, capaces en muchas ocasiones de sdolo
producir el mismo tipo celular una y otra vez.

No cabe duda de que las células embrionarias son las
que tienen la mayor capacidad regenerativa al ser ca-
paces de generar cualquier célula. Sin embargo, v
precisamente por su enorme potencialidad, escapan
al control y provocan gran cantidad de tumores. Por
otra parte hay que tener en cuenta que su obtencién
supone la muerte inexorable del embrién, es decir,
una vida humana en los primeros momentos de su
evolucion natural, provocando el rechazo de muchos
investigadores. Por otra parte, la demostracién tanto
experimental como en seres humanos de que las cé-

lulas postnatales tienen una capacidad regenerativa
mucho mayor que la que previamente se pensaba
abre un campo impensable hace unos afios en el
capitulo de la medicina regenerativa, ya que en este ca-
so seria un trasplante antélogo, mas facil de contro-
lar, con menores riesgos y sin los problemas éticos
anteriormente delineados.

En la presente revision se pretende repasar el estado
actual de la medicina regenerativa clinica con células
madre de adulto en los campos cardiolégico, digestivo,
corneal y neurolégico. En algunos existen ya estudios
clinicos con resultados esperanzadores, en otros, co-
mo la neurologia, los resultados son tan sélo experi-
mentales, pero por su importancia nos ha parecido
oportuno incluirlos.

En enfermedades cardiacas

La pérdida de miocitos ocurre en distintas cardiopatias,
como el infarto agudo de miocardio (IAM), la cardio-
patia isquémica crénica, la miocarditis y las miocar-
diopatias. La capacidad que tienen los miocitos adul-
tos de multiplicarse y regenerar el tejido cardiaco
danado es escasa, lo que ocasiona un déficit estructu-
ral y funcional permanente que acaba conduciendo a
la insuficiencia cardiaca.

Aunque a priori cualquier lesiéon cardiaca seria tribu-
taria a la terapia celular, el ambiente local ocasionado
por el dafo agudo en el IAM favorece la diferencia-
cién celular y por ello ha sido la cardiopatia isquémi-
ca, preferentemente en su manifestacién aguda la que
ha despertado un mayor interés, habiéndose demos-
trado que diferentes tipos celulares mononucleares
han sido capaces de regenerar el miocardio necrético
y los vasos dafiados. En los dltimos 5 afios hemos
asistido al desarrollo paralelo de una investigacién ba-
sica, intentando conocer los mecanismos biolégicos
implicados y de una clinica que ha evaluado de forma
entusiasta los resultados iniciales de esta nueva y gran
oportunidad de tratamiento.

Los estudios actuales han sido realizados con mio-
blastos de musculo esquelético, progenitores de me-
dula 6sea y células de sangre periférica.

Progenitores de médula 6sea v células
de sangre periférica

Las células madre de la medula 6sea han demostrado
una capacidad ilimitada de proliferacion y diferencia-
cién hacia distintos tipos celulares, incluidos los cardio-
miocitos. La medula ésea contiene diferentes tipos de
células madre, incluidas las hematopoyéticas (CD34+),
precursores endoteliales (CD34+CD133+), mesen-
quimales (CD34-) y progenitores multipotentes del
adulto *. De forma natural se ha podido observar que
tras un IAM se produce una movilizacién de células
madre (CD34+) desde la médula 6sea a la circulacion
periférica, con posterior localizacién en el miocardio
danado #*, aunque dicha movilizacién es minima e in-
suficiente para regenerar la totalidad del tejido necro-
sado. Sin embargo, la trasdiferenciacion en el caso de
las células hematopoyéticas no ha sido observada por
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todos los autores y existen resultados discordantes *°.
Asimismo, parece que la transformacién hacia mioci-
tos es debida en parte a un fenémeno de fusion celular
que acompanaria al fenémeno de transdiferenciacion
celular’. En todo caso esta diferenciacién requiere de
una compleja serie de senales miiltiples (célula-célula,
citocinas, moléculas de adhesién y factores estimu-
lantes de colonias) que en el momento actual son po-
co conocidas. Asimismo, existe una intensa investiga-
cién sobre qué marcadores de superficie identifican a
aquellos tipos celulares con una mayor capacidad pa-
ra regenerar el miocardio ®.

En el propio tejido cardiaco existen también células
madre multipotenciales. En los tltimos afios varios
trabajos han mostrado la existencia de un ciclo en los
propios miocitos ventriculares, tanto en tejido normal
como patolégico ?, y se han identificado células car-
diacas multipotentes que dan lugar a células endote-
liales, musculares lisas y miocitos?. Sin embargo, se
desconoce por qué estas células son incapaces de re-
generar el dafio ocasionado por un infarto. Seran ne-
cesarios nuevos trabajos que aborden este tipo celular
como posible terapia de regeneracion.

Vias de administracién

El éxito de la terapia podria residir en alcanzar eleva-
das concentraciones celulares en la zona dafiada. Los
estudios realizados han usado distintas rutas de admi-
nistracién. La administracién intracoronaria se ha uti-
lizado en la fase aguda del IAM. La intramiocardica
requiere de cirugia abierta asociada, y si bien permite
una mejor visualizacién anatémica de la zona, tiene un
mayor riesgo de arritmias y en la propia operacion. La
transendocardica se realiza percutdneamente a través
de catéter intraventricular y un sistema de mapeo elec-
tromagnético. Al inyectar las células a alta presion se
corre un mayor riesgo de deterioro de las células in-
fundidas y de inducir arritmias. Estas dos dltimas vias
de administracién se han aplicado en pacientes con
cardiopatia isquémica crénica, donde el medio es dife-
rente al infarto en fase aguda y de una u otra manera
la inyeccién epi o endocérdica seria el estimulo nece-
sario para la nidacién y proliferacién celular.

Factores estimulantes

Un enfoque terapéutico alternativo ha sido la poten-
ciacién mediante factores estimulantes de colonias,
de la movilizacién fisiolégica de células mononuclea-
res de medula ésea hacia la circulacién. Si bien en un
modelo animal esta estrategia obtuvo resultados favo-
rables !, recientemente su evaluacién en pacientes con
[AM y revascularizacién percutédnea se ha asociado a
un aumento de la reestenosis del stent implantado '*.

Resultados clinicos

En el momento actual disponemos de estudios con
escaso nimero de pacientes y sélo un estudio rando-
mizado, evaluando la seguridad vy la efectividad del
trasplante de células en la fase aguda del IAM y en la
cardiopatia isquémica crénica.

Seguridad

Los estudios clinicos con células madre de médula
Osea o periférica no han informado de arritmias, ni
otros efectos adversos como tumores angiogénicos,
por lo que no parecen existir problemas de seguridad
con este tipo celular. Sélo en algunos estudios en ani-
males se han descrito microinfartos en relacién con la
inyecciéon intracoronaria de grandes volimenes, asi
como la aparicién de calcificaciones intramiocardicas *.
En un estudio con factor estimulante de colonias, se
ha descrito un aumento de reestenosis intrastent ',
atribuido a la diferenciaciéon hacia células musculares
lisas intrastent; sin embargo, en el resto de estudios
no se ha descrito este fenémeno.

En el infarto agudo de miocardio

Los estudios realizados han observado a pacientes tras
un primer IAM reperfundido con angioplastia prima-
ria y colocacion de un stent, infundiendo las células
mediante inyeccién intracoronaria en la arteria res-
ponsable del infarto, generalmente en la primera se-
mana tras el IAM. Globalmente todos han demostra-
do una mejoria de la fraccién de expulsién, asi como
de la perfusién y viabilidad miocardica, sin observar
aumento de la reestenosis, arritmias ni otros eventos
adversos significativos.

Strauer et al® infundié una poblacién de médula 6sea
(CD133+/CD45+) en pacientes entre 5-9 dias tras
un primer [AM (n = 10), encontrando una reduc-
cién significativa del area de necrosis respecto a un gru-
po control que rechazé la terapia celular. El estudio
TOPCARE * evalué la infusién intracoronaria a los
4,9 + 1,5 dias de un IAM reperfundido, randomizan-
do los pacientes a recibir progenitores de médula
6sea (CD34+ CD45+4) (n=29) o células mononucle-
ares obtenidas de sangre periférica y cultivadas ex vi-
vo (CD105+ CD31+4) (n=30). A los 4 meses se ob-
servd una reduccién del tamario de la necrosis y de los
voliimenes ventriculares, asi como una mejoria de la
fraccion de eyeccion y de la viabilidad miocardica,
persistiendo la mejoria al afo. Los resultados fueron
similares para ambos grupos celulares. En otro estu-
dio se evalu6 el uso de progenitores mononucleares
de sangre periférica tras ser movilizados mediante fac-
tor estimulante de colonias, encontrando una mejoria
en términos de capacidad de ejercicio, funcién sistoli-
ca y perfusion; sin embargo, este estudio fue detenido
por un aumento de la reestenosis intrastent atribuida
al uso de factor estimulante de colonias''. En nuestro
pais los resultados preliminares del estudio observa-
cional y multicéntrico, TECAM, muestran que la ad-
ministracién intracoronaria de una poblacién celular
no seleccionada de médula 6sea en pacientes (n=20)
tras un primer IAM anterior 10-15 dias antes es un
procedimiento seguro y tiene como resultado en una
mejoria de la funcién y el remodelado ventricular res-
pecto a una poblacién control contemporanea y no
randomizada >'¢.

Recientemente se ha publicado el primer estudio ran-
domizado , el estudio BOOST, que enfrenté un gru-
po que recibia (n=30) y un grupo que recibia infusién
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intracoronaria de progenitores de medula 6sea 4,8 +
1,3 dias tras el IAM (n=30). A los 6 meses hubo una
mejoria significativa de la funcién sistdlica evaluada
por resonancia magnética, a expensas de las regiones
periinfarto, en el grupo celular, sin cambio significa-
tivo de los volimenes ventriculares.

Cardiopatia isquémica crénica

Stam et al ** evaluaron la inyeccién intramiocéardica
durante cirugia de by-pass en 6 pacientes con un an-
tecedente de [AM entre 10 dias y 3 meses antes. Un
total de 1,5x 10° células purificadas de sangre perifé-
rica, con el marcador AC133+ (mesenquimales y mul-
tipotentes), se inyectaron en la region periinfarto, ob-
teniendo a los 9-16 meses una mejoria funcional de
la fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo (FEVI)
y la perfusiéon. En otro estudio se evaluaron 14 pa-
cientes con disfuncién ventricular intensa de origen is-
quémico, a los que se inyecté una poblacién celular de
medula 6sea seleccionada (CD34+CD45+) de forma
transendocéardica mediante un sistema de catéter guia-
do . A los 2 meses se encontré una mejoria de la
perfusion y funcién ventricular global. Otro trabajo si-
milar, pero en pacientes con angina refractaria (n=8),
mostré una mejoria sintomética y de la contractilidad
segmentaria a los 3 meses ?. Por ultimo, en pacien-
tes con enfermedad coronaria grave no revasculariza-
ble, un estudio utilizando también inyeccién trasendo-
cardica, pero con una poblacién total de médula 6sea,
mostré también reduccién en sintomas e isquemia in-
ducible por ecocardiografia de estrés?.

Conclusiones

En el momento actual las células madre del adulto
(hematopoyéticas o mesenquimales de médula 6sea)
constituyen la mejor opcién para la regeneracién del
tejido cardiaco, mostrando los estudios clinicos resul-
tados favorables, sin problemas de seguridad ni éti-
cos. Sin embargo, nos encontramos atn en una fase
inicial de su desarrollo como terapéutica y nuestros
esfuerzos deben dirigirse en los préximos afios a lo-
grar un adecuado conocimiento del campo de aplica-
cién, las poblaciones celulares més adecuadas vy los
mecanismos implicados. Para ello serd necesario no
s6lo la potenciacién de la investigaciéon basica, sino
también el desarrollo de ensayos clinicos con pobla-
ciones amplias.

Mioblastos esqueléticos

La fuente de células madre con la que mas experien-
cia se tiene en el campo de la regeneraciéon cardiaca,
tanto desde el punto de vista experimental como en
pacientes, son los mioblastos esqueléticos. Existen
numerosas razones por la cuales las células satélite o
mioblastos han sido el primer tipo de células madre
en ser utilizado con el objetivo de regenerar el mio-
cardio: su capacidad proliferativa in vitro junto al he-
cho de tratarse de células con un programa de desa-
rrollo limitado a tejido muscular y, por tanto, con

minimas probabilidades de desarrollar tumores, la po-
sibilidad de obtener células autélogas y su gran resis-
tencia a la isquemia #*. Existen numerosos estudios
experimentales utilizando mioblastos esqueléticos
en modelos de infarto agudo y crénico en roedores, en
animales de mayor tamafo como cerdos u ovejas e
incluso en pacientes que han permitido establecer
una serie de conclusiones: los mioblastos esqueléticos
implantados en un corazén infartado son capaces de
injertar tanto en la zona del infarto como alrededor
del infarto y diferenciarse en miotubos multinucleados
y sobrevivir durante periodos de al menos 18 meses.
Sin embargo, el porcentaje de células capaces de in-
jertar en el miocardio, incluso pocas semanas tras el
implante celular, es extremadamente bajo, oscilando
entre un 1% y un 6% de las células implantadas . La
mayoria de los estudios también han demostrado que
el trasplante de mioblastos contribuye significativa-
mente a mejorar la funcién cardiaca, mejorando prin-
cipalmente la funcién sistélica (fracciéon de eyeccion),
pero en algunos casos también la funcién diastélica.
En general, los estudios publicados sugieren que la
mejoria de la funcién es proporcional al nimero de
mioblastos injertados % y esta mejoria se mantiene
en el tiempo. Aunque algunos de los estudios iniciales
sugerian que los mioblastos esqueléticos eran capaces
de adquirir propiedades similares a las del musculo
cardiaco e incluso transdiferenciarse y establecer co-
nexiones electromecanicas 2, en la actualidad las evi-
dencias indican que no se produce una transdiferen-
ciacién de los mioblastos y que ademas las fibras
musculares esqueléticas no son capaces de acoplarse
mecéanicamente con el resto de los cardiomiocitos ni
establecer uniones densas . Sin embargo, también
parece claro que las fibras musculares esqueléticas
son capaces de adquirir ciertas caracteristicas de célu-
las musculares cardiacas y expresar fibras musculares
de contraccién lenta y rapida, favoreciendo su resis-
tencia a la fatiga muscular.

Hasta el momento se han publicado 5 estudios clini-
cos fase 1 con mioblastos esqueléticos autélogos en
pacientes con patologia cardiaca. Los resultados ob-
tenidos con el primer paciente tratado mediante la ad-
ministracién intracardiaca directa de mioblastos fue-
ron publicados por el grupo de Philippe Menasche %,
que posteriormente describié los resultados obtenidos
en un ensayo fase 1 con un total de 10 enfermos?®. En
este ensayo se incluyeron pacientes con una historia
de infarto de miocardio e indicacién de cirugia de re-
vascularizacién coronaria. En el momento de la ciru-
gia se realizd la inyeccién directa intramiocardica de
mioblastos esqueléticos previamente obtenidos del
propio paciente y cultivados in vitro durante 14-16
dias. Los resultados de este estudio muestran que el
tratamiento mediante la revascularizacién junto al
trasplante de mioblastos se asocié a una mejoria sig-
nificativa de la funcién miocardica (mejoria del engro-
samiento sistélico y aumento de la fraccion de eyec-
cién) junto con signos evidentes, mediante tomografia
por emisién de positrones (PET), de aumento de via-
bilidad miocérdica. Desde el punto de vista de los
efectos secundarios el hallazgo mas significativo fue
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la presencia de una alta incidencia de arritmias ven-
triculares que requirieron en 4 pacientes la implanta-
cién de un desfibrilador ventricular.

Bien en forma de resumen (estudios fase 1 del grupo
de Dib con dosis escaladas de mioblastos y del grupo de
Siminiak)** o de articulos #%*? se han publicado los
resultados de 6 estudios de regeneracién cardiaca
con mioblastos esqueléticos. Estos estudios se han
desarrollado en tres situaciones clinicas distintas: ad-
ministracién intramiocérdica en asociacién a cirugia
de revascularizacién aortocoronaria ', por via per-
cutdnea mediante administracién endocavitaria ** o
de forma adyuvante a la implantacion de un sistema
de asistencia ventricular ?*. Estos estudios confirman
algunos de los hallazgos descritos en modelos expe-
rimentales y demuestran la factibilidad del procedi-
miento. Al menos en dos de los estudios se de-
muestra anatomopatolégicamente que los mioblastos
esqueléticos son capaces de injertar en el cora-
z6n 233, Por otra parte, es una constante de todos los
trabajos que se produce una mejoria funcional con
un incremento de la fraccién de eyeccion ventricular.
Sin embargo, debido a que en la mayor parte de los
estudios el tratamiento con células se asocia a la ci-
rugia de revascularizacién, en estos momentos es im-
posible determinar si el trasplante de mioblastos con-
tribuye de forma directa a mejorar la funcién. En
cualquier caso solamente la realizacién de estudios
aleatorizados con y sin administracion de mioblastos
junto a la cirugia de revascularizacién permitiran de-
terminar de forma definitiva la eficacia de esta estra-
tegia terapéutica. Al menos 3 estudios aleatorizados
estan en marcha en Francia, Espafia y EE.UU. La ad-
ministracién percutdnea también permitiria determi-
nar la eficacia del tratamiento con mioblastos como
sugiere el Ginico estudio publicado hasta el momento *.
Uno de los aspectos mas controvertidos de la utiliza-
cién de mioblastos, de hecho no anticipado por los
estudios experimentales, ha sido la aparicién de arrit-
mias cardiacas #??%. Aunque existen diversas hipotesis,
se desconoce el mecanismo por el cual se produci-
rian estas arritmias, y de hecho la presencia de arrit-
mias no ha sido un fenémeno constante en todos los
estudios *'. Aunque es un aspecto relevante, en estos
momentos no se puede afirmar que el trasplante de
mioblastos induzca arritmias cardiacas. Los resultados
de los nuevos estudios clinicos y experimentales de-
beran determinar si los mioblastos son arritmogénicos
y su posible mecanismo.

En enfermedades corneales

La fuente de células del epitelio corneal son las célu-
las madre que se encuentran en la regién del limbo
corneal. Estas células, que se encuentran en la zona
de transicién entre la cérnea y la esclera, tienen todas
las caracteristicas de las células madre, ya que poseen
una gran capacidad de renovacién, que se mantiene
a lo largo de la vida, y son capaces de originar célu-
las hijas que pueden sufrir un proceso de diferencia-
cién terminal a células especializadas®*. Sin embargo,
no se ha podido demostrar que estas células sean plu-

ripotentes, y parece que sélo dan lugar a células del
epitelio corneal y conjuntival. Actualmente no existe
un marcador bioldgico definitivo de las células madre
del limbo corneal, aunque se han propuesto varios,
como la alfaenolasa y mas recientemente el factor de
transcripcién p63, aunque ciertamente estos antige-
nos pueden aparecer en otras células*.

En condiciones fisioldgicas las células madre del limbo
corneal son capaces de suplir la necesidad de renova-
cién de la cérnea. Sin embargo, en algunas situaciones
patoldgicas, como traumatismos, quemaduras, sustan-
cias quimicas, sindrome de Stevens Johnson o penfi-
goide ocular, la capacidad de regeneracién de las célu-
las limbocorneales se ve desbordada (o se produce una
disminucién o ausencia de éstas) y se origina un dafio
corneal permanente*®. Aunque el trasplante de cérnea
es una opcion, no es eficaz en los casos donde es ne-
cesario restaurar el epitelio corneal. Kenyon y Tseng
en 1989 fueron los primeros en llevar a cabo un auto-
trasplante de limbo conjuntival ¥. Posteriormente, tras
el conocimiento de las células madre corneales, Kinos-
hita modificé la técnica para trasplantar células madre
del limbo corneal en conejos.

Actualmente el trasplante de limbo corneal es una
practica reconocida, uséndose células del ojo contra-
lateral cuando el dafio es en un solo ojo y células de
un donante cuando el dafio es bilateral. Se pueden
usar células histocompatibles de un donante vivo o
células no compatibles de donantes cadaver. La posi-
bilidad de expandir ex vivo estas células puede redu-
cir el riesgo de deficiencia de células del limbo del ojo
sano o del donante *. La combinacién de células del
limbo con membrana amnidtica se usa con éxito pa-
ra promover una rapida reepitelizaciéon de la cornea.
En Espafia al menos 2 grupos de investigacion (Vall
d’'Hebron y Clinica Universitaria) han implantado cé-
lulas madre limbocorneales con éxito en pacientes
con insuficiencia limbocorneal completa, con el resul-
tado de una reepitelizacién de la cérnea con mejoria
de la agudeza visual de los pacientes.

En enfermedades digestivas

Los primeros indicios de que el uso de células madre
pudiera ser beneficioso en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal se obtuvieron a finales de la dé-
cada de los noventa al observar, en algunos casos
mejorias sustanciales de los pacientes tras recibir un
trasplante de médula 6sea. Desde entonces se han
publicado casos aislados de tratamiento de brotes de
enfermedad de Crohn y de colitis ulcerosa utilizando
progenitores hematopoyéticos mediante la tecnolo-
gla estandar del TMO (trasplante de médula 6sea),
tanto de forma autéloga como alogénica, pero no hay
evidencias firmes sobre la utilidad real de su uso *.
Se ha concluido que es necesario emprender ensayos
clinicos aleatorizados y controlados para poder dar
pautas adecuadas. A pesar de ello estas experiencias
han servido para sefalar algunos de los posibles efec-
tos beneficiosos de las células troncales.

Uno de los problemas que maés reduce la calidad de
vida de los pacientes con enfermedad de Crohn es la
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patologia fistulosa (PF), que suele ser compleja y muy
resistente a los tratamientos empleados hasta ahora.
El tratamiento quirirgico de la PF ha sido quizas el
que mas cambios de enfoque ha sufrido en los tltimos
afios. En la década de los ochenta se popularizé la
idea de que las fistulas perianales en la enfermedad de
Crohn no deberian tratarse quirtirgicamente, conde-
nando a los pacientes a estados de supuracién créni-
ca, interviniendo sélo para el drenaje de abscesos y
desbridamiento de cavidades. Sin embargo, las co-
rrientes que mantuvieron una actitud intervencionista
sobre la PF, junto con un adecuado tratamiento mé-
dico de la enfermedad, han comunicado mejores re-
sultados, especialmente en lo que a calidad de vida se
refiere. También se estan proponiendo nuevos proce-
dimientos quirtirgicos dirigidos a obturar los trayectos
con la ayuda de los modernos selladores bioldgicos
basados en los adhesivos de fibrina. En la actualidad
la gran mayoria de los cirujanos colorrectales reco-
miendan que una vez controlado médicamente el bro-
te agudo se realice un tratamiento correcto de los tra-
yectos fistulosos, pero con mayor énfasis en el uso de
procedimientos de drenaje basados en sedales (seto-
nes), aunque los pacientes frecuentemente quedan
con fistulas bien drenadas pero permanentes, lo que
disminuye en mucho su calidad de vida. Esta situaciéon
es especialmente grave si tenemos en cuenta que fre-
cuentemente se trata de pacientes jévenes y que
cuando son mujeres se dan con mucha frecuencia las
fistulas rectovaginales. Estos hechos justifican la in-
vestigacién con nuevas terapias que puedan mejorar
las condiciones locales hasta lograr la correcta cicatri-
zacion de los trayectos fistulosos.

Nuestro grupo de trabajo del Hospital Universitario
La Paz inicié6 en mayo del afio 2002 un ensayo de
factibilidad y seguridad (ensayo clinico en fase 1) sobre
el uso del trasplante autélogo de células madre pro-
cedentes de la grasa en el tratamiento de la PF ano-
rrectal en pacientes con enfermedad de Crohn, cuyos
dltimos resultados de seguimiento se recogieron en
mayo de 2004. Se practicaron ocho procedimientos
en 5 pacientes, pudiendo concluir: 1) de los lipoas-
pirados podemos obtener un suficiente ntimero de cé-
lulas con caracteristicas citogenéticas de células ma-
dre; 2) estas células se reproducen bien en cultivo y
entre 5y 7 dias se obtiene una cantidad clinicamente
utilizable; 3) la inyeccién celular no produjo en ningtn
momento fenémenos de rechazo; 4) en ningiin mo-
mento a lo largo del seguimiento se han detectado
fenémenos de crecimiento celular incontrolado que
supongan riesgo tumoral; 5) en 6 de los 8 casos tra-
tados se logré el cierre completo (75%) y en dos hu-
bo una clara disminucién del flujo; los mayores efec-
tos reparadores de esta terapia se han observado al
cabo de 4-8 semanas de la inyeccién, y 6) ciertos
efectos beneficiosos parecen debidos a la demostrada
capacidad antiinflamatoria de estas células tronca-
les 42.43.

A partir de estos datos de factibilidad y seguridad nos
hemos planteado la posibilidad de influir sobre los
procesos de cicatrizacion eligiendo la fistula perianal
como uno de los exponentes claros del fracaso en la

cicatrizacién. La fistula perianal se define como la co-
municacién anormal entre el canal anal y la piel
perianal. El tratamiento clasico es la intervencién qui-
rlrgica, aunque presenta un postoperatorio muy mo-
lesto y esta gravada por dos importantes complica-
ciones, la incontinencia anal y la recidiva, lo que
justifica la investigacién con nuevas modalidades tera-
péuticas, optando nosotros por el tratamiento del ori-
ficio interno y de los trayectos fistulosos con células
madre derivadas de lipoaspirados. Nosotros en la ac-
tualidad estamos desarrollando un ensayo clinico en
fase 2 dirigido a conocer la eficacia y seguridad pa-
ra el cierre de las fistulas perianales mediante el tra-
tamiento del orificio interno y de los trayectos fistulo-
sos con células madre derivadas de lipoaspirados. El
ensayo ha sido aprobado por la Agencia Espariola del
Medicamento en agosto de 2004 y lleva incluyendo
pacientes desde septiembre.

Regeneracién neurologica

La terapia celular quizd tenga una importancia espe-
cial en neurologia dado que hasta ahora se pensaba
que las neuronas adultas no se dividian ni se repara-
ban. Este dogma, junto con el de que «a regeneracion
axonal en el sistema nervioso central (SNC), es aborti-
va, dando lugar a la pérdida permanente de las fun-
ciones» * hacian que una lesién cerebral fuese irrepa-
rable. No hay que olvidar que esta situacion se aplica
a enfermedades muy prevalentes y con gran impacto
social, como el accidente cerebrovascular, la lesion
cerebral y medular postraumatica, o las enferme-
dades neurodegenerativas, para las que no existe
actualmente alternativa de tratamiento curativo. El
aparente fracaso del uso de injertos de células dife-
renciadas con capacidad de liberar neurotransmiso-
res, fundamentalmente de mesencéfalo fetal en la en-
fermedad de Parkinson (EP)*, ha renovado el interés
de la investigacion con células troncales neurales
(CTN).

Aunque no existe evidencia para asegurar que la te-
rapia celular con CTN es superior al uso de neuronas
primarias en injertos fetales, su uso puede permitir la
disponibilidad de un nimero elevado de células en dis-
tintos grados de diferenciacién, y su manipulacién in
vitro, ambiental o genética, para mejorar su supervi-
vencia, diferenciacién, migracién e integracién *. Es
posible obtener los diversos tipos celulares del SNC a
partir de diversos origenes, entre los que se encuen-
tran lineas celulares totipotenciales o pluripotenciales
derivadas de células embrionarias. Sin embargo, su
caracter heterélogo, el desconocimiento de las sefia-
les apropiadas para diferenciarlas en el fenotipo celu-
lar maduro deseado vy su alto riesgo para producir te-
ratomas plantean actualmente problemas préacticos
en cuanto a su uso.

Lo que es realmente novedoso es que es posible ob-
tener CTN desde tejidos adultos. Se han identificado
diversas zonas del cerebro de mamiferos adultos don-
de existen células troncales: el hipocampo, la zona
subventricular (SVZ), el bulbo olfatorio y la zona pe-
riependimaria de la médula espinal. No se han en-
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contrado en otras localizaciones como la corteza, los
ganglios basales o el cerebelo *. Estas células, que
han sido caracterizadas en roedores como astroci-
tos *®, pueden diferenciarse en neuronas y migrar ha-
cia areas tan distantes como el bulbo olfatorio en con-
diciones normales o bien hacia zonas dafadas. Estas
mismas células han sido identificadas en muestras de
SVZ procedentes de autopsias o resecciones quirtrgi-
cas de humanos adultos *. La existencia de CTN en
el cerebro humano adulto permite plantear la estrate-
gia clinica de la estimulacién de su crecimiento, bien
localmente o bien tras su explante y expansién in vi-
tro, para reparar las enfermedades neurales.

Por otra parte, es posible obtener neuronas a partir
de células troncales adultas procedentes de otros teji-
dos®°, como la médula dsea o el tejido adiposo, los
cuales supondrian una fuente practicamente inagota-
ble de precursores neurales, bien mediante implante
directo tras su seleccién o bien tras su cultivo in vitro.
Hasta ahora esta capacidad de transdiferenciacion
s6lo ha sido comprobada in vitro. Existen experi-
mentos que sugieren que es posible que esto se de in
vivo, es decir, que tras la inyeccién en animales de cé-
lulas troncales procedentes de la médula 6sea® se en-
cuentren células con el fenotipo del huésped portado-
ras de material genético del donante *2. Sin embargo,
existen explicaciones alternativas para este fenéme-
no, y una de ellas puede ser la fusion celular *®. Pero
los efectos beneficiosos de las CTN, ademas de la re-
posicién de neuronas perdidas por otras que puedan
sobrevivir durante mucho tiempo integradas en los
circuitos neurales del huésped, pueden producirse por
otros mecanismos, como la liberacién de neurotrans-
misores u otras sustancias que repongan o modifi-
quen la actividad neural, la liberacién de factores de
crecimiento o la estimulacién de respuestas regenera-
tivas locales mediadas por la inflamacién, sin olvidar
que el dafio tisular provocado por el hecho mecéanico
del implante o la reaccién inmunolégica contra las cé-
lulas puede provocar una interferencia en la actividad
neural del huésped.

Las enfermedades neurodegenerativas, como la EP,
supondrian una de las primeras aplicaciones de la te-
rapia con CTN. La tecnologia actual permite generar
un nimero elevado de neuronas dopaminérgicas en
condiciones estandarizadas. Sin embargo, estos culti-
vos dan lugar a mezclas de poblaciones neurales, no
siendo posible actualmente una seleccién adecuada
de estas células, por no disponer de antigenos de su-
perficie especificos que permitan su separacién por
citometria de flujo (FACS)*. Hasta ahora casi toda la
experiencia de trasplantes de células dopaminérgicas
proviene de cultivos de células troncales embrionarias
o de células troncales neurales fetales de roedores,
primates y seres humanos, existiendo dudas sobre su
estabilidad gendémica®. Los datos sobre su posible al-
ternativa, generar células dopaminérgicas a partir de
CTN adultas, son limitados hasta ahora*°. Por otra
parte, es necesario desarrollar nuevas estrategias para
mejorar la funcionalidad de los implantes, estimulando
la capacidad de éstos para recuperar neuronas do-
paminérgicas disfuncionales y promoviendo el creci-

miento de los axones desde la sustancia negra hasta el
estriado, reconstruyendo el tracto nigroestriatal.

En el caso de la enfermedad de Huntington para
que se obtenga un beneficio clinico claro es necesario que
se produzca una mayor supervivencia de las células
tras su implante. Sin embargo, la terapia celular con
CTN se encuentra con dos ventajas adicionales: por
un lado, casi todas las neuronas derivadas espontanea-
mente de CTN son gabaérgicas, apareciendo neuro-
nas con marcadores de interneuronas estriatales tras
el implante en el estriado de ratas tanto de células em-
brionarias de ratén, como de neuroesferas humanas y
de células autélogas de médula 6sea. Por otra parte,
dado que existe regeneracién neural espontanea a
partir de la SVZ en los pacientes con enfermedad de
Huntington, seria posible aumentar la eficacia de la
misma *°.

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) también puede
ser un objetivo préximo de la terapia con CTN, ini-
cialmente estimulando su aspecto neuroprotector. El
implante intraespinal de neuronas generadas a partir
de la linea celular humana NT-2 (teratoma) o la ad-
ministracién intravenosa de células de cordén umbili-
cal humano o de médula 6sea retrasa la progresion de
un modelo de enfermedad de neurona motora en ra-
tones. Existe un ensayo clinico activo con células pro-
cedentes de la médula 6sea*®. En cuanto a la posibili-
dad de conseguir una neurorreparacioén con células
troncales es méas remota, ya que ésta deberia sustituir
neuronas motoras tanto superiores como inferiores
e integrarlas en los circuitos corticales del paciente.
Dado que ha sido posible generar células con carac-
teristicas colinérgicas a partir de células troncales de
diversas fuentes, existe la esperanza de que se puedan
aplicar al tratamiento de la ELA®".

Otro planteamiento es la reposiciéon celular para re-
generar las células mielinicas perdidas en el trata-
miento de la esclerosis miiltiple. En modelos experi-
mentales de desmielinizacién por reaccién alérgica
(encefalomielitis alérgica experimental) o por irradia-
cién se ha demostrado la remielinizacién de la médu-
la espinal tras la administracién local o intravenosa de
células procedentes de la médula 6sea. Ademas, célu-
las procedentes de neuroesferas derivadas de tejido
adulto inyectadas por via intravenosa o intraventricu-
lar son capaces de remielinizar axones desmielini-
zados *®.

Las enfermedades que cursan con un dafio cerebral
agudo, tales como el accidente cerebrovascular (ACVA)
o las lesiones postraumaticas, suponen un problema
mas complejo, ya que en ellas no se pierde un tipo ce-
lular Gnico, sino un tejido complejo formado por di-
versos tipos neuronales formando redes, junto con
células gliales y vasos. Para reconstruir el tejido cere-
bral perdido sera necesario probablemente el uso de
construcciones complejas, quiza soportadas con es-
tructuras de materiales biocompatibles. Entre los dis-
tintos tipos de ACVA, el més estudiado ha sido el ic-
tus en los ganglios basales, ya que se ha demostrado
la generacién de nuevas neuronas a partir de CTN en
la SVZ modelos de isquemia focal. A pesar de que no
se conoce la funcionalidad de neuronas, éstas expre-
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san marcadores de interneuronas estriatales. Desgra-
ciadamente, mas del 80% de las neuronas mueren du-
rante las primeras semanas tras el ictus, siendo sélo
capaces de reemplazar una infima fraccién de las neu-
ronas que mueren. Sin embargo, si se identifican los
estimulos apropiados quiza seria posible provocar la
formacién de nuevas neuronas a partir de las CTN del
adulto. Por ejemplo, en un modelo de isquemia cere-
bral global la infusién intraventricular de FGF-2 y de
EGF se sigue de la regeneraciéon de neuronas pirami-
dales en el hipocampo, cerca del ventriculo. En estos
mismos modelos la inyeccién de CTN procedentes de
la médula 6sea o del cordén umbilical de diversas es-
pecies, incluyendo la humana, contribuye a la repo-
blacién neuronal de regiones cerebrales isquémicas *2.
Sin embargo, la mejoria funcional que se registra en
los animales aparece mucho antes de lo que cabria es-
perar si estas células tuviesen que trasformarse en
neuronas, emitir prolongaciones y formar conexiones
funcionales apropiadas, por lo que su papel podria
consistir en estimular la regeneracion a partir de cé-
lulas precursoras locales o bien a través de la fusién
celular. Otras maniobras terapéuticas que no implican
la infusién de células, sino de sustancias vasodilatado-
ras, por ejemplo, también estimulan la neurogénesis
local *°.

La terapia celular puede tener, ademas, otras aplica-
ciones clinicas en neurologia. Las células pueden ser
usadas como fuentes o como vectores de farmacos y
neurotransmisores hacia diversas dianas del sistema
nervioso central. La secrecién de estos factores pue-
de conseguirse seleccionando el fenotipo celular ade-
cuado, incluyendo el farmaco en su citoplasma, o
bien implantando el gen apropiado en la célula. Una
de sus posibles aplicaciones es el tratamiento de en-
fermedades neurolégicas farmacorresistentes focales,
como es el caso de la epilepsia® o la EP . Por otra
parte, la afinidad que presentan las células madre por
las células tumorales®! puede aprovecharse como vec-
tores de quimioterapicos o en la preparaciéon de va-
cunas antitumorales.
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