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Trasplante celular y terapia regenerativa con células madre

Cell transplant and regenerative therapy with stem cells

F. Prosper', J. J. Gavira’?, J. Herreros®, G. Rabago® R. Luquin?, J. Moreno’, J. E. Robles®, P.

Redondo®

RESUMEN

Uno de los campos de la medicina que méas expecta-
tivas ha levantado en los altimos afos es la terapia celu-
lar con células madre. El aislamiento de células embrio-
narias humanas, la aparente e inesperada potencialidad
de las células madre adultas y el desarrollo de la terapia
génica nos lleva a imaginar un futuro esperanzador para
un importante nimero de enfermedades actualmente
incurables. A lo largo de las siguientes paginas vamos a
tratar de dibujar el panorama de la investigaciéon con
células madre, describiendo los principales logros en este
campo asi como algunas de las preguntas pendientes de
responder. A pesar de las grandes expectativas, es funda-
mental que mantengamos un espiritu critico y realista a la
hora de analizar los avances cientificos en este area.

Palabras clave. Celulas madre. Terapia celular.
Transdiferenciacion.
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ABSTRACT

One of the fields of medicine that has raised the
most expectations in recent years is cell therapy with
stem cells. The isolation of human embryo cells, the
apparent and unexpected potentiality of adult stem
cells and the development of gene therapy lead us to
imagine a hopeful future for a significant number of
diseases that are at present incurable. In this article
we will sketch out the panorama of stem cell
research, describing the main achievements in this
field as well as some of the questions that await an
answer. In spite of the great expectations, it is essen-
tial that we maintain a critical and realistic spirit
when it comes to analysing the scientific advances in
this area.

Key words. Stem cells. Cell therapy. Transdifferen-
tiation.
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F. Préspey otros

INTRODUCCION

Las primeras evidencias cientificas de
que en el organismo adulto existen células
madres proviene de experimentos realiza-
dos por Till y McCulloch a finales de los
anos 50, centrados en las células madre
hematopoyéticas. Sin embargo, la capaci-
dad de regenerar tejidos en organismos
adultos, e incluso de regenerar organismos
completos, como en el caso de planarias, se
conoce desde mucho antes. Clinicamente,
hemos explotado la potencialidad de las
células madre adultas, concretamente de
las células madre hematopoyéticas, desde
hace mas de 50 anos, y podemos afirmar
que gracias al trasplante de médula 6sea
(trasplante de células madre hematopoyéti-
cas), miles de pacientes han podido ser
curados de enfermedades incurables de
otra forma. Aunque la forma mas amplia-
mente utilizada de terapia celular (TC) es el
trasplante de progenitores hematopoyéti-
cos, el término TC, en un sentido amplio
incluye cualquier tipo de tratamiento que
utiliza células como agente terapéutico.

El interés por la utilizacion de las célu-
las madre, sin embargo, ha crecido de
forma exponencial en los Gltimos afios a
raiz de la identificacién, caracterizacion y
aislamiento de las células madre embriona-
rias humanas' y de las expectativas, de
alguna forma prematuras, de que las célu-
las madre podrian ser capaces de curar
innumerables enfermedades (enfermeda-
des neurodegenerativas, cardiacas, endo-
crinolégicas, etc.) gracias a su enorme
potencial de diferenciacién. Desgraciada-
mente, el debate cientifico sobre las aplica-
ciones terapéuticas de las células madre,
adultas o embrionarias, se ha transforma-
do en un debate politico y mediatico en
detrimento del ambiente necesario que
facilite el progreso cientifico.

A lo largo de este articulo nos vamos a
centrar en discutir algunos aspectos sobre
las células madre adultas, sus origenes en el
organismo y sus posibles aplicaciones,
actuales y futuras. Antes de continuar, que-
remos hacer tres comentarios: por razones
obvias, en esta revision no podemos ser
comprehensivos, por lo cual pedimos discul-
pas al lector y a aquellos autores cuyos tra-
bajos omitimos por limitaciones de espacio;

220

en segundo lugar, debido al enorme impulso
que esta area de la biomedicina tiene en la
actualidad, con seguridad, algunos de los
conceptos y afirmaciones que hagamos en
estas paginas habran quedado obsoletas en
el momento de su publicacién, por lo que
nos gustaria que este capitulo sirviera mas
de guia para aquellas personas interesadas
en iniciarse en el campo de las células
madre; finalmente y quizad sea el mensaje
mas importante que queremos trasmitir, a
pesar de las enormes perspectivas que exis-
ten en relacion con las células madre, es
esencial que seamos capaces de trasmitir un
sentimiento de prudencia y paciencia a nues-
tros enfermos y colegas: las células madre
pueden llegar a contribuir al tratamiento de
distintas enfermedades, pero estos avances
no son a corto plazo. Solamente la investiga-
ci6én seria y continuada, podra contribuir a
medio o largo plazo a determinar la utilidad
terapéutica real de las células madre adultas
o embrionarias.

CELULAS MADRE

Una célula madre o mas adecuadamente
denominada troncal, es aquella que es
capaz de dividirse indefinidamente y dife-
renciarse a distintos tipos de células espe-
cializadas, no s6lo morfol6gicamente sino
también de forma funcional. Las células
madre se pueden clasificar segtin su capaci-
dad de diferenciarse a distintos tipos de
tejidos o lo que es lo mismo segan su poten-
cialidad: las células madre totipotenciales
son aquellas capaces de producir tanto teji-
do embrionario, es decir un embrién com-
pleto como extraembrionario (placenta y
anejos placentarios). En sentido estricto
solamente los estadios iniciales del zigoto
constituirian células madre totipotenciales;
las células madre pluripotenciales son
aquellas que tienen la capacidad de diferen-
ciarse a cualquiera de los tejidos existentes
en un organismo adulto y por tanto tejidos
procedentes de cualquiera de las tres capas
embrionarias, incluyendo las células germi-
nales; por ultimo, las células madre multi-
potenciales serian capaces de diferenciarse
a distintos tipos celulares, pero siempre
restringiendo su potencial a tejidos deriva-
dos de una Gnica capa embrionaria, es decir
tejidos derivados mesodérmicos, ectodér-
micos o endodérmicos®.
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Desde el punto de vista de su origen
dividimos a las células troncales en
embrionarias (derivan del embrién, bien
del blastocisto o de la cresta gonadal) y
adultas (derivan de alguno de los tejidos
adultos). Aunque no vamos a entrar en
aspectos éticos relacionados con la utiliza-
cion de células madre embrionarias huma-
nas, si que es interesante hacer algunos
comentarios sobre la biologia y potenciali-
dad de ambos tipos de células madre.

Ademas de las células madre, existen
las denominadas células progenitoras o
precursoras (hay autores que distinguen
células progenitoras y células precursoras
pero con el espiritu de simplificar un area
ya de por si compleja, consideraremos
sinénimos estos dos términos) que serian
aquellas células comprometidas a un
determinado linaje pero con cierta capaci-
dad proliferativa (también se han denomi-
nado células TAC o “transient amplifying
cells”). Las diferencias entre las células
madre y las células precursoras en ocasio-
nes no son claras.

Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias se han
obtenido bien a partir de la masa celular
interna del blastocisto en el estadio de
embrién preimplantatorio' o bien de las
cresta gonadal’. Aunque las lineas de célu-
las embrionarias de raton se utilizan desde
hace mas de 20 anos’, hasta 1998 no fue
posible obtener células embrionarias
humanas'?. La posibilidad de obtener y uti-
lizar terapéuticamente las células embrio-
narias humanas ha disparado, a nuestro
juicio de forma desproporcionada, las
expectativas de la terapia celular con célu-
las madre.

Las células madre embrionarias son
pluripotenciales, es decir son capaces de
proliferar de forma continua sin diferen-
ciarse, siendo practicamente inmortales, y
ademéas son capaces de diferenciarse a
cualquier tejido del organismo, incluyendo
tejidos somaticos (corazoén, higado, hueso,
pulmén, cerebro, etc... y células germina-
les (oocitos y espermatozoides) como se
ha podido demostrar recientemente®.
Obviamente, la posibilidad de obtener
cualquier tipo de tejido y sin limitaciones
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en cuanto a namero de células ha abierto
expectativas de tratamiento de enfermeda-
des tradicionalmente incurables (infarto
de miocardio, enfermedades neurodegene-
rativas, enfermedad de Parkinson, diabe-
tes y otras muchas).

Sin embargo, las células madre embrio-
narias tienen, a dia de hoy, importantes
limitaciones que de momento han hecho
que no exista ningtn estudio clinico abier-
to en pacientes. Por una parte, la misma
capacidad proliferativa de estas células
lleva a que en los distintos modelos ani-
males en los que se han utilizado, se detec-
te de forma invariable la produccion de
tumores (teratomas y teratocarcinomas).
Junto a este problema no despreciable, se
encuentra el hecho de que en el trasplante
de células embrionarias se produciria
entre dos sujetos inmunolégicamente
incompatibles, lo cual exigiria la utiliza-
cion de medicacién inmunosupresoray los
consiguientes efectos adversos. Aunque
en este sentido, la clonacion terapéutica al
menos tedricamente, permitiria eludir el
problema de histoincompatibilidad, desde
el punto de vista econémico e incluso cien-
tifico no es una solucion viable hoy en dia.

Células madre adultas

Se conoce desde hace muchos afos
que distintos tejidos del organismo tienen
la capacidad de auto-regenerarse, gracias
a la existencia de células madre residentes
en dichos tejidos. Estas células madre
obtenidas de tejidos adultos, poseen las
dos caracteristicas de auto-renovaciéon y
diferenciacion que hemos mencionado
anteriormente. Sin embargo, a diferencia
de las células madre embrionarias, se con-
sidera que su capacidad proliferativa y su
potencial de diferenciaciéon es significati-
vamente menor’. Se han identificado célu-
las madre adultas en la médula 6sea, mus-
culo esquelético, epidermis, intestino,
testiculo, higado, y de forma mas reciente
en tejidos como el sistema nervioso cen-
tral o el corazon.

Las células madre adultas se conside-
ran multipotenciales, es decir capaces de
diferenciarse a un nimero limitado de teji-
dos, principalmente en funcién de su ori-
gen embrionario (células de origen meso-
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dérmico pueden diferenciarse a tejidos
derivados mesodérmicos etc.). Sin embar-
go, cada vez parece mas evidente que las
células madre adultas son capaces de
generar células maduras de tejidos deriva-
dos de capas embrionarias distintas, sien-
do el caso mas tipico el de las células
madre hematopoyéticas capaces de dife-
renciarse a hepatocitos, masculo cardiaco,
endotelio o incluso a tejidos derivados de
las tres capas embrionarias®?. Este feno-
meno, denominado versatilidad o capaci-
dad de transdiferenciacién de las células
madre adultas, no estd exento de contro-
versia, ya que mientras algunos estudios lo
apoyan, otros trabajos recientes cuestio-
nan la existencia de esta capacidad de
transdiferenciacion de las células, justifi-
cando algunos de los hallazgos de versati-
lidad en funcién de fenébmenos de fusién
celular®®*" o incluso, cuestionando abierta-
mente los resultados experimentales®.

TERAPIA CELULAR CON CELULAS
MADRE

A dia de hoy las aplicaciones clinicas
de la terapia celular se limitan a las células
madre adultas por lo que de forma funda-
mental nos limitaremos a este tipo de célu-
las. Es posible que en el futuro las células
madre embrionarias se apliquen de forma
terapéutica, pero hoy en dia las limitacio-
nes que hemos mencionado anteriormen-
te, hacen inviable su utilizacion. Existen
ensayos clinicos con células madre
embrionarias previstos en un futuro proxi-
mo y dirigidos por una compaifia de bio-
tecnologia que posee la patente de todas
las lineas celulares embrionarias produci-
das hasta el momento.

Las aplicaciones de las células madre
las podemos dividir en dos grupos princi-
pales: en primer lugar, su potencial de dife-
renciacion permitiria utilizarlas para rege-
nerar tejidos destruidos o danados, como
es el caso de enfermedades neurodegene-
rativas, diabetes o patologia cardiaca; en
segundo lugar, las células madre podrian
ser empleadas como vehiculo terapéutico
de genes, como en el caso de enfermeda-
des monogénicas asi la hemofilia o incluso
como vehiculo de terapias antitumorales o
antiangiogénicas. Nuevamente por cues-
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tiones de espacio, describiremos algunas
de las potenciales aplicaciones de las célu-
las madre en terapia regenerativa.

Terapia celular en endocrinologia

La prevalencia de la diabetes mellitus se
estd incrementando hasta adquirir propor-
ciones epidémicas en el mundo. Se estima
que actualmente 100 millones de personas
padecen la enfermedad, debido a la incapa-
cidad de las células 3 del pancreas de secre-
tar insulina, hormona fundamental para el
control de la glucemia. En la actualidad no
existe un tratamiento curativo de la diabe-
tes sino que el pronéstico de los pacientes
esta supeditado al control de su glucemia
mediante el tratamiento sustitutivo.

Recientemente, los resultados positi-
vos obtenidos mediante el trasplante de
islotes de pancreas en pacientes diabéti-
cos ha incrementado el interés por utilizar
células capaces de producir insulina. Mien-
tras que el escaso ntimero de islotes y la
imposibilidad de expandir dichas células
in vitro, impide que el trasplante de islotes
de cadaver sea utilizable en un ntmero
importante de pacientes, la posibilidad de
utilizar células madre con capacidad de
diferenciarse en células productoras de
insulina se plantearia como una estrategia
mucho mas atractiva’.

En modelos experimentales se ha podi-
do demostrar que las células madre
embrionarias se pueden diferenciar a célu-
las secretoras de insulina y que cuando
estas células se implantan en el bazo de
ratones, en los que previamente se ha
inducido una diabetes mediante la inyec-
cion de estreptozotozina, son capaces de
inducir una normalizacién de las cifras de
glucosa. Uno de los principales problemas
para la utilizacién de células embrionarias
es que en el proceso de diferenciacion,
ademaéas de células productoras de insuli-
na, se producen otros tipos celulares dife-
rentes, que habria que eliminar de forma
previa a su utilizacién".

Aunque hasta el momento no ha sido
posible caracterizar la célula madre pan-
credtica, distintos estudios sugieren el
potencial de células obtenidas a partir de
higado, conductos pancreaticos o islotes
pancreaticos o incluso células de médula
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6sea para producir células secretoras de
insulina™”. En cualquier caso, una de las
principales limitaciones con cualquiera de
los tipos celulares descritos es que el por-
centaje de células secretoras de insulina
que se pueden obtener es muy pequefio, lo
cual limita su aplicacion terapéutica. A
pesar del enorme interés en esta area de
investigacion, no existe ningtn estudio cli-
nico publicado utilizando células madre en
pacientes con diabetes tipo I aunque las
expectativas sean enormes.

Terapia celular en enfermedades
neurolégicas

Las células madre tienen un enorme
potencial como células capaces de recons-
truir las neuronas y estructuras dafiadas
en enfermedades como la enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotroéfica,
enfermedad de Alzheimer, esclerosis en
placas, infartos cerebrales o las lesiones
medulares por mencionar algunas. El siste-
ma nervioso central aflade una dificultad
adicional a la terapia celular. Al ser un
6rgano con una sofisticada organizacién
estructural, las células implantadas han de
ser capaces no solo de injertarse, sino asi-
mismo de establecer nuevas conexiones
sindpticas e integrarse con el resto del teji-
do circundante.

La enfermedad de Parkinson (EP) es
una enfermedad neurodegenerativa que
afecta a méas del 2% de la poblacién mayor
de 65 afos. Se caracteriza por una degene-
racion progresiva de las neuronas dopami-
nérgicas de la sustancia negra® que origina
la aparicion de los signos y sintomas
caracteristicos de la enfermedad. A pesar
del tratamiento farmacolégico, la evolu-
cion de la enfermedad conlleva complica-
ciones motoras y psiquiatricas que dismi-
nuyen la calidad de vida de los pacientes y
dificultan su manejo clinico. La utilizaciéon
de células con capacidad de sintetizar y
liberar dopamina y restablecer los circui-
tos neuronales dafiados se perfilan como
nuevas expectativas en el tratamiento de
la EP?. En la EP se han utilizado células de
origen fetal en ensayos clinicos en huma-
nos con resultados cuando menos contro-
vertidos®**. Estudios in vitro e in vivo han
demostrado que tanto las células madre
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embrionarias como las adultas (células
madre de médula 6sea, células madre neu-
rales) son capaces de diferenciarse a neu-
ronas dopaminérgicas. Sin embargo, no
esta claro hasta que punto dichas células
son capaces de restablecer los circuitos
neuronales destruidos en la EP y por tanto
eliminar los sintomas de la enfermedad.

Las lesiones medulares, principalmente
secundarias a traumatismos, son una de las
causas mas frecuentes de patologia neuro-
légica en edades jovenes. No existe un tra-
tamiento curativo para esta enfermedad
incapacitante, por lo que la posibilidad de
utilizar células madre para restablecer las
conexiones axonales aparece como una
estrategia especialmente atractiva. Estu-
dios recientes sugieren que las células
madre embrionarias poseen la capacidad
de diferenciarse a neuronas motoras y faci-
litar la recuperacién motora en animales
con lesiones espinales*”. Sin embargo,
parece que el mecanismo por el cual dichas
células contribuyen a restablecer las neuro-
nas motoras estaria relacionado con la libe-
racion de factores de crecimiento que con-
tribuirian al recrecimiento de los axones
destruidos. Otros tipos celulares, como las
células de la glia envolvente o las células
mesenquimales (o estromales) de la médu-
la 6sea también han demostrado su capaci-
dad para favorecer el recrecimiento de los
axones tal como se ha demostrado en
modelos animales**,

La esclerosis miltiple es una enferme-
dad neurodegenerativa caracterizada por
la degeneracion de las células productoras
de mielina (oligodendrocitos) y que se
manifiesta por una afectacion motora y
sensitiva como consecuencia de la desmie-
linizacion de los axones. La posibilidad de
favorecer la formacion de mielina median-
te la utilizacion de células madre capaces
de diferenciarse a oligodendrocitos ha
sido explorada en modelos animales. Un
estudio reciente, ha podido demostrar en
un modelo de esclerosis multiple en ratén
(méas concretamente de encefalitis autoin-
mune experimental), que la inyecciéon de
neuroesferas (células madre neurales),
tanto de forma intravenosa como intrate-
cal, promueve la remielinizacién multifo-
cal. Indudablemente, estos resultados
estan muy lejos de justificar experimentos
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en pacientes, en una enfermedad, que aun-
que incapacitante, tiene una supervivencia
prolongada®.

Por la gran incidencia y el elevado coste
econémico y humano que generan, los
accidentes cerebrovasculares son uno de
los objetivos mas atractivos para la terapia
celular. Las evidencias recientes que indi-
can la presencia de un proceso de neurogé-
nesis tras producirse una isquemia cere-
bral han estimulado el interés por utilizar
células madre para suplementar la regene-
racién autéloga que se produce espontane-
amente®?'. El beneficio de la terapia celular
con células madres podria deberse al apor-
te exdgeno de células con capacidad de
neurogénesis o de angiogénesis, o debido a
la modulaciéon del microambiente, estimu-
lando la supervivencia y diferenciacién de
las células residentes en el tejido dafiado.
El trasplante de células madre neurales en
modelos de rata ha demostrado ciertos
beneficios y de hecho se han realizado
pequeios estudios en humanos utilizando
neuronas obtenidas a partir de una linea
celular de teratocarcinoma®*. Estudios
realizados en animales sugieren que las
células de médula 6sea son reclutadas a las
zonas de infarto cerebral y que contribu-
yen a la mejoria funcional cuando son
inyectadas focalmente e incluso intraveno-
samente. La inyeccion de células se asocia
con la formacién de nuevos vasos, libera-
ciéon de factores troficos asi como con la
expresion de marcadores neurales por
parte de las células implantadas.

No son éstas las tUnicas enfermedades
neuroldgicas susceptibles de beneficiarse
de la terapia celular con células madre
pero si las mas frecuentes o las que repre-
sentan un paradigma, como es el caso de
la enfermedad de Parkinson.

Terapia celular en enfermedades
cardiovasculares

La cardiopatia isquémica es una de las
causas mas importantes de mortalidad y
morbilidad en el mundo occidental y un
problema de salud puablica. Dentro de ésta,
el infarto de miocardio tiene una especial
trascendencia ya que el muasculo cardiaco
posee una limitada capacidad de regene-
rarse, por lo que la necrosis de una region
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lleva a la formacion de una cicatriz fibrosa.
Dependiendo del area a la que afecte esta
cicatriz, y debido a los mecanismos que
condicionan el remodelado ventricular, el
infarto puede llevar a una disminucién pro-
gresiva e irreversible de la funcién cardia-
ca que conduce al sindrome de la insufi-
ciencia cardiaca (IC). La prevalencia de la
IC en la poblacién general en EEUU o el
Reino Unido es del orden del 1% y en los
mayores de 75 afnos oscila entre el 5 y
10%*. En los altimos afnos se han desarro-
llado nuevos tratamientos para la fase
aguda del infarto de miocardio (fibrinoli-
sis, angioplastia primaria) que han tenido
un gran impacto en el pronéstico de estos
pacientes pero, que desgraciadamente no
han conseguido detener la evolucion de la
enfermedad que prosigue hasta el desarro-
llo de la IC terminal. Para su tratamiento el
Gnico recurso real del que disponemos en
la practica clinica es el trasplante cardia-
co, cuyas limitaciones més importantes
son la desproporciéon entre el nimero de
donantes y receptores potenciales, asi
como la necesidad de tratamiento inmuno-
supresor de por vida.

La posibilidad de utilizar células madre
para regenerar el musculo cardiaco des-
truido ha abierto enormes esperanzas
para un namero muy importante de
pacientes. Es probablemente en este
campo donde la experiencia clinica es
mayor, habiéndose publicado en la actuali-
dad maés de 20 ensayos clinicos de terapia
celular en pacientes con infarto de miocar-
dio. Por limitaciones de espacio nos limita-
remos a detallar los tipos de células emple-
adas y algunos aspectos concretos de los
resultados obtenidos (se han publicado
excelentes revisiones recientes en este
sentido)**.

Diversos estudios, inicialmente en
modelos experimentales y posteriormente
en humanos, han utilizado las células
madre del msculo para regenerar el mis-
culo cardiaco en pacientes con infarto de
miocardio (mioblastos esqueléticos)”. La
plasticidad de las células de miusculo
esquelético junto con su capacidad de res-
ponder a estimulos eléctricos sugieren la
posibilidad de que células musculares indi-
viduales (mioblastos) puedan ser converti-
dos en fibras musculares capaces de pro-
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ducir trabajo cardiaco (cardiomioplastia
celular)®. Los estudios iniciales con mio-
blastos obtenidos de musculo esquelético
han permitido determinar que dichas célu-
las son capaces de injertar en el corazén
de animales de experimentacién y contri-
buir a mejorar la funcién contractil del
coraz6n® constituyendo la base de la apli-
cacion de esta técnica en pacientes con
infarto de miocardio.

El grupo de Menasche ha sido pionero
en la utilizacion de mioblastos esqueléticos,
realizando el primer implante de mioblas-
tos aut6logos en un pacientes con un IM en
junio de 2.000*. La estrategia disenada por
este grupo y posteriormente utilizada por
otros grupos, consiste en la obtencion de
una biopsia muscular del propio paciente
entre las 2-3 semanas previas a la cirugia de
revascularizacion en pacientes con IM anti-
guo. Durante la cirugia se procede al
implante por inyeccién intramiocardica de
las células cultivadas in vitro en la region
peri-infarto. Los estudios realizados por el
grupo de Menasche y por nuestro grupo
han permitido demostrar la seguridad del
procedimiento y su eficacia®*. Otros gru-
pos, de forma muy reciente, han utilizado
una via de administracién percutanea, evi-
tando por tanto la necesidad de la cirugia®.
Tanto los estudios en modelos experimen-
tales como los estudios clinicos indican la
capacidad de los mioblastos para implan-
tarse y diferenciarse a células masculares
esqueléticas, Sin embargo, no se ha podido
demostrar que las células originadas a par-
tir de los mioblastos sean capaces de tras-
mitir las sefales electromecéanicas deriva-
das de las células musculares cardiacas o
de transdiferenciarse a células musculares
cardiacas.

Estudios recientes apoyan la existencia
de diferentes poblaciones celulares en la
médula 6sea (MO) con capacidad de dife-
renciarse a fibras musculares cardiacas,
asi como a células endoteliales, contribu-
yendo a la angiogénesis o vasculogénesis®™
* En la mayoria de estos estudios, los
investigadores han utilizado poblaciones
celulares heterogéneas, lo que limita de
forma importante las conclusiones, ya que
no es posible determinar cuales son exac-
tamente las células responsables del bene-
ficio terapéutico. Frente a estudios en los
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que se han utilizado células mononuclea-
das de MO®, el grupo de Anversa y Orlic
han utilizado poblaciones seleccionadas
de células madre hematopoyéticas de MO
(Lin- Kit+), demostrando la capacidad de
dicha células de injertarse, diferenciarse a
células musculares cardiacas y endotelia-
les, y contribuir a la mejoria de la funcién
cardiaca.

Ademas de las células madre hemato-
poyéticas, en la médula 6sea existen pro-
genitores y células madre angioblasticas,
identificables por la presencia de una serie
de marcadores y antigenos celulares como
CD34, AC133 o el receptor de VEGR tipo 2,
expresados a su vez en células madre
hematopoyéticas™". Estudios realizados
en modelos animales de isquemia periféri-
ca e IM indican que en la MO existen célu-
las madre endoteliales con capacidad de
contribuir a la neoangiogénesis, favore-
ciendo la regeneracién miocardica**>,
Estas células madre endoteliales pueden
ser movilizadas a sangre periférica y con-
tribuir también a la angiogénesis en extre-
midades isquémicas®™.

Las células madre mesenquimales
(MSC) son capaces de diferenciarse a teji-
dos mesodérmicos como osteoblastos,
condrocitos, adipocitos o misculo esque-
l1ético®, pero a su vez, estudios recientes
indican que las MSC son capaces de dife-
renciarse tanto in vifro como in vivo a car-
diomiocitos®*. In vitro, el cultivo de MSC
en presencia del agente desmetilante 5-
azacitidina induce diferenciacién hacia
células con caracteristicas fenotipicas y
electrofisiolégicas de musculo cardiaco®.
Utilizando modelos animales de IM, varios
grupos han demostrado que las células
madre mesenquimales inyectadas en la
cicatriz miocardica no s6lo son capaces de
injertarse, sino que adquieren caracteristi-
cas de cardiomiocitos y, lo que es mas
importante, contribuyen a mejorar la fun-
cién cardiaca®®.

A pesar del nimero de incognitas exis-
tentes, la acumulacion de resultados deriva-
dos de los estudios preclinicos en los ulti-
mos 5 anos ha impulsado el desarrollo de
los primeros ensayos clinicos de factibilidad
y seguridad de regeneracién cardiaca con
células madre. Tales ensayos hasta el
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momento no han estado desprovistos de
cierto grado de controversia, derivado de la
opinion de distintos investigadores cuyo
argumento es la falta de suficientes eviden-
cias que apoyen el inicio de la investigacion
clinica. No vamos a detenernos en argumen-
tar las distintas posturas, sino en poner en
perspectiva los esfuerzos clinicos realiza-
dos. Hasta el momento se han publicado al
menos 20 estudios clinicos en los que se han
utilizado las vias percutanea, intracavitaria
o intramiocéardica; se han implantado célu-
las mononucleadas de médula 6sea, células
enriquecidas en progenitores hematopoyéti-
cos o endoteliales o mioblastos y los resul-
tados se han monitorizado mediante técni-
cas de imagen y funciéon como resonancia,
ecocardiografia o tomografia con positro-
nes. Algunos estudios han utilizado pacien-
tes controles con los que comparar los
resultados entre los pacientes que han reci-
bido células y los que no, pero en cualquier
caso todos los pacientes han recibido ade-
maés de las células tratamientos adicionales.
La acumulacién de estos resultados apoyan
la continuidad de los estudios en marcha y
el desarrollo de nuevos ensayos clinicos.

Terapia celular en oftalmologia

La visién junto con los otros sentidos
provee la relacion con el mundo exterior, y
es de gran valor para la supervivencia de
muchas especies animales y tiene un gran
valor para los hombres. A pesar de su impor-
tancia s6lo en algunas especies de anfibios
se conserva una capacidad de regeneracion
importante de los tejidos del ojo. Es por
tanto, de gran valor conocer en profundidad
los distintos tipos de células madre del ojo y
sus mecanismos de renovacion y regenera-
cion, para intentar terapias capaces de recu-
perar los distintos tejidos oculares que se
pueden danar. Las estructuras que tienen
mas interés desde el punto de vista de la
medicina regenerativa son el epitelio corne-
al, el epitelio conjuntival y la retina.

La fuente de células del epitelio corne-
al son las células madre que se encuentran
en la region del limbo corneal. Estas célu-
las, que se encuentran en la zona de tran-
sicion entre la cérnea y la esclera, tienen
todas las caracteristicas de las células
madre, ya que poseen una gran capacidad
de renovacion, que se mantiene a lo largo
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de la vida y son capaces de originar células
hijas que pueden sufrir un proceso de dife-
renciaciéon terminal a células especializa-
das® Sin embargo, no se ha podido
demostrarse que estas células sean pluri-
potentes y parece que sb6lo dan lugar a
células del epitelio corneal y conjuntival.
Actualmente no existe un marcador biol6-
gico definitivo de las células madre del
limbo corneal, aunque se han propuesto
varios, como la alfa-enolasa, y mas recien-
temente, el factor de transcripcion p63
aunque ciertamente estos antigenos puede
aparecer en otras células®.

En condiciones fisioldgicas, las células
madre del limbo corneal son capaces de
suplir la necesidad de renovaciéon de la
coérnea. Sin embargo, en algunas situacio-
nes patologicas, como traumatismos, que-
maduras, sustancias quimicas, sindrome
de Stevens Johnson o penfigoide ocular, la
capacidad de regeneracion de las células
limbocorneales se ve desbordada (o se
produce una disminucién o ausencia de
éstas) y se origina un daio corneal perma-
nente®. Aunque el trasplante de cérnea es
una opcién, no es eficaz en los casos
donde es necesario restaurar el epitelio
corneal. Kenyon y Tseng en 1989 fueron los
primeros en llevar a cabo un autotrasplan-
te de limbo conjuntival®. Posteriormente,
tras el conocimiento de las células madre
corneales, Kinoshita modificé la técnica
para transplantar células madre del limbo
corneal en conejos.

Actualmente el trasplante de limbo cor-
neal es una practica reconocida, usandose
células del ojo contralateral cuando el daio
es en un solo ojo, y células de un donante
cuando el dafo es bilateral. Se pueden usar
células histocompatibles de un donante
vivo, o células no compatibles de donantes
cadaver. La posibilidad de expandir ex vivo
estas células puede reducir el riesgo de
deficiencia de células del limbo del ojo sano
o del donante®. La combinacién de células
del limbo con membrana amniética se usa
con éxito para promover una rapida reepi-
telizacion de la cérnea. En Espaia al menos
2 grupos de investigacion (Vall d’'Hebron y
Clinica Universitaria) han implantado célu-
las madre limbocorneales con éxito en
pacientes con insuficiencia limbocorneal
completa, consiguiendo en la re-epiteliza-
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cién de la cérnea una mejoria de la agudeza
visual de los pacientes.

La retina neural y el epitelio pigmenta-
rio de la retina se desarrollan durante el
periodo postnatal temprano, y no hay evi-
dencia de regeneracion en la edad adulta.
Ha sido ampliamente documentada la pre-
sencia de células madre en la retina de
peces y anfibios. Sin embargo, hasta el aio
2000 no se habian identificado células pro-
genitoras de la retina en mamiferos. Estas
células se encuentran en muy baja fre-
cuencia en la zona ciliar marginal y tienen
muchas propiedades asociadas con las
células madre: son capaces de proliferar y
expresar el marcador neuroectodérmico
nestina; son multipotentes y pueden auto-
rrenovarse. La identificacion de células
progenitoras de la retina abre la posibili-
dad de su uso para tratamiento en degene-
raciones retinianas como la retinitis pig-
mentosa, el glaucoma y la degeneraciéon
macular. El éxito del uso de células madre
retinianas para la regeneracion de la retina
depende de la posibilidad de restaurar los
complejos circuitos establecidos en la reti-
na, ya que aunque el entendimiento actual
de las conexiones dentro de la retina es
muy importante, se conoce menos cé6mo
se controla el proceso que lleva a estas
conexiones entre las células.

Ademaés se estan llevando a cabo estu-
dios experimentales con otros tipos de
células madre, como células madre neura-
les, células madre embrionarias, células
madre derivadas de la médula 6sea, etc.
que tratan de confirmar el potencial del
trasplante de células madre en este con-
texto y contribuyen al conocimiento de los
mecanismos de diferenciacién y de inte-
gracion de las células transplantadas en la
retina, que conduzca a un adecuado pro-
cesamiento visual.

Terapia celular en dermatologia

La epidermis es un epitelio estratifica-
do compuesto por queratinocitos, una
célula especializada que es, entre otras
cosas, responsable de la renovacién epi-
dérmica. Debido a su situacién como capa
mas externa del cuerpo, la epidermis esta
sometida a constantes agresiones y por
tanto estd en un proceso de renovacion
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continuo. Este proceso de renovacién es
posible por la existencia de células madre
epidérmicas distribuidas en la capa basal y
sobre todo en los foliculos pilosos. Como
ocurre en otros tejidos, y a pesar del inten-
so trabajo realizado, tampoco se conoce
un marcador definitivo de las células
madre epidérmicas, aunque estas células
expresan niveles altos de integrinas f3; y ag
y niveles bajos de CD71, pero estas carac-
teristicas no son exclusivas de las células
madre epidérmicas. Otros marcadores pro-
puestos, como la keratina 15, AC133-2 (una
isoforma de CD133) y el factor de trans-
cripcién p63 no parecen ser exclusivos de
estas células.

Algo que si esta claro es la capacidad
de cultivar células madre epidérmicas que
forman colonias, las cuales pueden ser cul-
tivadas en serie en condiciones apropia-
das y alcanzar una enorme expansion de
su poblacién hasta generar un epitelio.
Esto ha permitido desde hace afos gene-
rar cantidades suficientes de epitelio culti-
vado para trasplantar a pacientes con
grandes quemaduras.

Terapia celular en enfermedades
musculares

El muasculo ha sido reconocido recien-
temente como otra importante fuente de
células madre adultas. Las células progeni-
toras musculares mas importantes son las
células satélite, que no so6lo contribuyen a
la regeneracion de miofibras, sino que se
han demostrado capaces de diferenciarse
en otras lineas celulares como osteoblas-
tos, condrocitos y adipocitos. Si embargo,
ademas de las células satélite, existen
otras poblaciones del células madre en el
musculo con un mayor potencial de dife-
renciacion. El origen de estas células, bien
existentes en el muasculo® o procedentes
de otros 6rganos como la médula 6sea™ se
desconoce con precision, pero en cual-
quier caso estas células serian las progeni-
toras de las propias células satélite.

La mayoria de las lesiones musculares
son reparadas espontidneamente, sin que
quede deterioro funcional, pero en algunas
circunstancias, debido a la importancia de
la herida, ésta no cura completamente y se
forma tejido cicatricial que impide la recu-
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peraciéon funcional completa. En estos
casos la curacién de la lesién podria ser
mejorada aumentando la regeneracion de
fibras musculares e inhibiendo la fibrosis.
El trasplante de células progenitoras mus-
culares podria curar esas importantes
lesiones. Muchos de los esfuerzos de los
investigadores que trabajan en patologia
muscular se centran en determinar la
forma de corregir miopatias congénitas
tales como la distrofia muscular de
Duchenne, enfermedad caracterizada por
la ausencia de expresién de distrofina, una
proteina de membrana imprescindible
para mantener la integridad estructural de
las miofibras. A lo largo de la vida del
enfermo se produce una destruccion croé-
nica del tejido muscular y aunque inicial-
mente, las células satélites son capaces de
regenerar el musculo, progresivamente
van agotando su capacidad de proliferar. El
objetivo del tratamiento seria conseguir
células musculares con genoma normal
capaces de formar miofibras que se injer-
ten y regeneren el misculo atrofiado.

Se han utilizado modelos experimenta-
les de enfermedad de Duchenne, mas con-
cretamente en ratones mdx1 (ratones trans-
génicos deficientes en distrofina) para
determinar la capacidad de distintos tipos
de células madre de contribuir a regenerar
el masculo esquelético. De forma anéloga a
la regeneracion cardiaca, los primeros estu-
dios en modelos de distrofia muscular se
realizaron con mioblastos esqueléticos, es
decir células progenitoras musculares. Aun-
que los resultados iniciales en los aiio 90 no
fueron positivos, permitieron determinar
una serie de aspectos como la importancia
de la inmunosupresion y la forma de admi-
nistracion de células que posteriormente
han sido de gran utilizada a la hora de dise-
nar estudios nuevos™. De forma més recien-
te, distintos grupos han utilizado otras fuen-
tes de células madre con la esperanza de
poder utilizar una via sistémica de adminis-
tracion™”. En estos estudios se ha podido
demostrar que utilizando células obtenidas
de médula 6sea de ratones, un pequeio
nimero de células contribuyen a formar
fibras musculares con expresion de distrofi-
na. A pesar de intentos posteriores, el grado
de contribucién de las células de médula
6sea que se ha observado en los distintos
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estudios hasta el dia de hoy es muy escaso
(menor del 1%). Una de las principales limi-
taciones para el éxito de la terapia celular en
pacientes con distrofias musculares es la
escasa supervivencia de las células una vez
implantadas a pesar de que el implante se
realice directamente en el musculo™, asi
como el hecho de que el tratamiento se ten-
dria que realizar entre un donante y un
receptor no idénticos y por tanto supedita-
do a problemas de rechazo inmunolégico.

Terapia celular en traumatologia

El organismo tiene una importante
capacidad de reconstruir los huesos, carti-
lagos y tendones danados, gracias a la
capacidad regenerativa de las células pro-
genitoras presentes en las estructuras
lesionadas. Por ahora estamos lejos de
conocer el origen y caracteristicas fenoti-
picas de estas células progenitoras y los
factores que gobiernan la formacién y
remodelacion de los huesos. A pesar de
este desconocimiento, ha sido posible la
utilizacion de células maduras como forma
de contribuir a la regeneracion de tejidos
6seos y cartilaginosos, y concretamente la
utilizacion de células de cartilago cultiva-
das es un ejemplo de como el autotras-
plante de células maduras puede ser un
tratamiento eficaz para la reparacion de la
superficie articular®™.

Mas atractiva resulta la posibilidad de
utilizar células madre con capacidad de
diferenciarse hacia tejidos de estirpe
mesenquimal como el hueso o el cartilago.
Las células madre mesenquimales (MSC)
se pueden obtener a partir de médula 6sea
pero también de grasa e incluso otros teji-
dos. Son capaces, in vitro, de autorreno-
varse y proliferar extensamente, sin per-
der su capacidad de diferenciarse hacia
osteoblastos, condrocitos, adipocitos o
incluso musculo esquelético segin las
condiciones en las que se cultivan. Estas
cualidades han permitido su utilizacion
para la reparacion de lesiones 6seas exten-
sas normalmente utilizando algin tipo de
soporte en la colocacion de las células.
Igualmente también se han utilizado para
tratar defectos cartilaginosos y lesiones
traumaticas, pudiendo substituir a los
injertos de condrocitos, con la ventaja de
su mayor capacidad proliferativa y de
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supervivencia, al no tratarse de células
maduras sino de progenitoras.

También se han utilizado células
mesenquimales en el tratamiento de nifios
con osteogénesis imperfecta™ En este
estudio, los ninos recibieron tratamiento
mediante trasplante alogénico, pudiendo
demostrarse a los meses del trasplante un
mejoria muy significativa en la calidad y
cantidad de tejido 6seo formado y demos-
trando la capacidad de las células mesen-
quimales injertadas de generar osteoblas-
tos y sintetizar nueva matriz 6sea.

Terapia celular en enfermedades
hepaticas

Un ndmero importante de enfermos
hepaticos pueden curarse gracias al tras-
plante hepatico que restituye un érgano
enfermo por un Organo sano. De igual
forma que en otros tipos de trasplantes de
organos, las dificultades técnicas junto
con la escasez de 6rganos hacen que el
namero de pacientes que se benefician de
esta terapéutica sea mucho menor que el
numero de potenciales candidatos. La
posibilidad de utilizar células madre de
distintos origenes o incluso hepatocitos
maduros modificados genéticamente apa-
rece como una alternativa de gran interés.
Vaya por delante que no existen en la
actualidad estudios clinicos de regenera-
cién hepética con células madre y tan solo
se han realizado algunos estudios clinicos
utilizando el trasplante de hepatocitos con
escaso éxito. Sin embargo, existen estu-
dios experimentales que sugieren la posi-
bilidad de regenerar tejido hepatico a par-
tir de células madre.

Las células madre embrionarias tienen
una indudable capacidad de diferenciarse
en hepatocitos maduros in vitro, sin embar-
go existen muy escasos estudios in vivo,
que hayan podido demostrar la eficacia de
las células embrionarias en la regeneracion
hepatica, existiendo ademas el problema de
la generacion de tumores a partir de dichas
células embrionarias™.

La posibilidad de regenerar tejido hepa-
tico con células madre hematopoyéticas se
describi6 por primera vez por el grupo de
Petersen™ en el que observaron la contribu-
cion de células de médula 6sea a la regene-
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racion del higado a través de la diferencia-
cién hacia células ovales. Utilizando un
modelo de raton transgénico analogo a la
tirosinemia humana tipo I, Lagasse demos-
tro la capacidad de las células madre hema-
topoyéticas de rescatar animales con dicha
enfermedad con la consiguiente implica-
cion clinica®. Aunque como ya hemos
comentado no existen estudios clinicos, si
que existen observaciones en pacientes
sometidos a trasplante de médula 6sea en
los que se ha podido demostrar que células
derivadas del donante son capaces de
adquirir caracteristicas de células hepati-
cas, apoyando en humanos las observacio-
nes de Lagasse y Petersen. La principal limi-
tacion de estos estudios es que datos
posteriores obtenidos por diversos grupos
de investigacién sugieren que la mayor
parte de los fenémenos de regeneracion
hepéatica observados a partir de células
madre hematopoyéticas se deben realmen-
te a la capacidad de fusién de las células
trasplantadas con los hepatocitos existen-
tes en el animal, y por tanto no a una autén-
tica transdiferenciaciéon®. Aunque el meca-
nismo que contribuye a la regeneracion de
los hepatocitos es de indudable interés
desde el punto de vista biolégico, el hecho
de que se trate de fusion celular o de autén-
tica transdiferenciacién no disminuye su
interés desde el punto de vista clinico. Es
decir, incluso en el caso de que las obser-
vaciones experimentales de regeneracion
hepatica se debieran mayoritariamente a
fusioén celular, seria posible que resultaran
clinicamente beneficiosas en pacientes.

La existencia de un compartimento
hepatico de células madre ya se sugirio
hace mas de 40 anos®. Las células ovales
fueron las primeras candidatas a células
madre hepaticas. Localizadas en los cana-
les de Hering, son células madre multipo-
tenciales capaces de diferenciarse a hepa-
tocitos asi como a epitelio ductal y que
poseen algunos antigenos comunes con
células de médula 6sea. Sin duda esta
poblaciéon celular tiene cierta capacidad
de regeneracion hepatica, pero a dia de
hoy permanece sin definir, si realmente su
origen esta en el higado o por el contrario
derivan de células de la médula 6sea.

Estudios recientemente publicados
sugieren que una poblacion de células
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madre bien caracterizada como las células
madre mesenquimales pueden contribuir a
la regeneraciéon hepética. Como hemos
mencionado anteriormente la principal
fuente de células madre mesenquimales es
la médula 6sea, si bien es posible derivar
dichas células a partir de otros tejidos
como la grasa. Son células no hematopo-
yéticas de origen mesodérmico en las que
al menos in vitro se ha podido demostrar
su capacidad de diferenciarse a hepatoci-
tos maduros y funcionales®. El potencial in
vivo de esta poblacién de células madre no
esta definido en la actualidad.

Terapia celular en enfermedades
renales

Un objetivo primordial de la terapia
regenerativa es la reposicion, reparacion o
mejora de la funcién biolégica de tejidos u
organos dafados. En el caso del rifion esto
puede suponer una tarea extraordinaria.
Por un lado el rifién posee una estructura
muy compleja, en la que se pueden detec-
tar hasta 26 tipos de células terminalmen-
te diferenciadas, que a su vez derivan de 4
tipos celulares surgidos en el mesodermo
intermedio durante el desarrollo embrio-
nario. Ademas, a diferencia de otros 6rga-
nos en los que se ha demostrado la exis-
tencia de células con caracteristicas de
pluripotencialidad y capacidad regenerati-
va, en el rinén adulto no se ha podido
demostrar de forma concluyente la exis-
tencia de células madre. Maeshima y col
han demostrado recientemente la existen-
cia en el rinén, de unas células denomina-
das LRC (label-retaining cells) por su capa-
cidad para permanecer marcadas por la
bromodeoxiuridina durante periodos pro-
longados de tiempo®. Las células que pro-
liferan durante el proceso de regeneracion
tubular parecen ser derivadas de esta
poblacion LCR. Si estas células constitu-
yen auténticas células madre renales y par-
ticipan en el proceso de recuperacion que
sigue al dafo isquémico del rifién, el des-
cubrimiento de agentes capaces de esti-
mular su diferenciaciéon podria constituir
un avance en el tratamiento de las enfer-
medades renales.

Otra via de actuacién posible seria la
utilizacion de células madre pluripotencia-
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les que tuvieran la capacidad de diferen-
ciarse a células renales maduras. Las célu-
las madre de origen embrionario, trasplan-
tadas en ratones inmunodeficientes, son
capaces de desarrollar teratomas que con-
tienen estructuras de todas las capas
embrionarias, incluyendo glomérulos y
tabulos renales. Ya que todo el riién
excepto su aporte neural es de origen
mesodérmico, se puede pensar que se ori-
gina a partir de una célula riinén especifica
derivada de una célula madre embrionaria.
Si tal célula existe, estaria localizada en
algin lugar del mesodermo intermedio en
una fase de la embriogénesis. Aunque tal
célula madre renal exista y pueda ser iden-
tificada, conseguir que se divida y sea
capaz de originar los precursores capaces
de organizarse en un rifién adulto, es evi-
dentemente mucho mas complejo que
derivar de una linea de células madre
embrionarias un tipo celular cualquiera.

CONCLUSIONES

A lo largo de las péaginas anteriores
hemos tratado de presentar una perspecti-
va general, quiza un poco superficial, de lo
que la terapia celular y las células madre
podrian representar en el futuro. No tene-
mos ninguna duda de que las posibilidades
son enormes, pero, sin embargo, es muy
importante que seamos conscientes de que
estamos todavia muy lejos de alcanzar el
objetivo de utilizar clinicamente esta nueva
herramienta. Este es el mensaje mas impor-
tante que queremos trasmitir: a pesar de
las enormes expectativas que existen para
pacientes con enfermedades incurables es
imprescindible eludir el optimismo exage-
rado y continuar desarrollando una investi-
gacion de calidad cientifica que nos permi-
ta alcanzar nuestros objetivos.

No sabemos si la terapia celular llegara
a curar la diabetes o la enfermedad de Par-
kinson, pero si lo hace, seguro que no sera
en los proximos 5 anos, ni con células
madre adultas ni con células madre
embrionarias. Los obstaculos existentes
son enormes, y es responsabilidad de los
meédicos e investigadores no manipular no
trasmitir esperanzas erréneas e infunda-
das a los pacientes, que a la larga se volve-
ran contra nosotros.
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