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7. Células progenitoras multipotentes obtenidas
del tejido adiposo y su aplicacion clinica

DAMIAN GARCIA OLMO Y MARIANO GARCIA ARRANZ

RESUMEN

La primera vez que se describi6 la existencia de células progenitoras
en el tejido adiposo subcutaneo fue en el afio 2001. Se comunico la exis-
tencia de un grupo de células homogéneas con aspecto fibroblastico,
obtenidas a partir de la fraccion vasculo-estromal de tejido adiposo ex-
traido por liposuccion, que tenian la capacidad de diferenciarse a osteo-
citos, condriocitos y adipocitos. En el afio 2004 fueron definidas como
ASC (Adipose-derived Stem Cells) y se establecieron los criterios de
identificacion: 1. Células con morfologia fusiforme que se aislan median-
te digestion enzimatica y adhesion a los plésticos. 2. Con capacidad de
autorrenovacion por largos periodos de tiempo. 3. Multipotenciales (se di-
ferencian a adipocitos, condrocitos y osteocitos) y 4. Que tienen el si-
guiente perfil de expresion: marcaje positivo para CD29, CD44, CD 90 y
CD105; y un marcaje negativo para CD34, CD45 y CD133.

Se han descrito mas de doscientos ciclos de replicacion ex vivo de las
ASC sin alteraciones genéticas o fenotipicas. En los ultimos afios se ha
observado la expresion de marcadores de células madre embrionarias en
la superficie de las ASC (Oct-4, Rex-1 y Sox-2). También se han descrito
algunas vias de sefializacion, que regulan la proliferacion y/o la diferen-
ciacion celular (Wnt, Esfingosilfosforilcolina y FGF-2). También se ha
comunicado diferenciacién a musculo esquelético y cardiaco, tejido neu-
ronal, endotelio vascular, epitelio, tejido hepatico y tejido pancreatico. Lo
que propone a las ASCs como una de las células mas prometedoras para
su uso en terapia celular.
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A pesar de todos los estudios realizados hasta ahora, los procesos
biologicos sobre los que actuan las ASC no son completamente cono-
cidos. Ademas de su capacidad de diferenciacion, se ha comprobado
que las ASC son capaces de estimular los propios mecanismos endo-
genos de reparacion de los tejidos. El mecanismo de accion podria
estar asociado a su capacidad inmunomoduladora, inhibiendo los pro-
cesos inflamatorios, lo cual nos llevaria a mejorar el proceso de la
reparacion de los tejidos. Este efecto antiinflamatorio hace que se esté
evaluando la posibilidad de utilizarlas en la enfermedad de injerto
contra huésped o en patologias inflamatorias (artritis reumatoide, co-
litis intestinal). Existe un gran nimero de estudios que han demostrado
la capacidad de las ASC de reparar dafios en tejidos in vivo. Entre
ellos hay que destacar los encaminados a reparaciones Oseas y carti-
laginosas. Muchos de estos estudios estan sirviendo para probar nue-
vos biomateriales que puedan usarse en la clinica como soporte para
la reparaciéon de huesos.

Hemos identificado 12 ensayos clinicos que utilizan como fuente
terapéutica ASC. Entre las patologias objeto de estos ensayos clinicos,
se incluyen las derivadas de patologias vasculares, tratamientos para la
diabetes y el tratamiento para la patologia fistulosa. Estos usos clinicos
estan basados en la plasticidad de las células mesenquimales y su poten-
cial poder antiinflamatorio e inmunomodulador. Los mejores resultados
se estan consiguiendo en cicatrizacion. Los resultados definitivos de los
diferentes ensayos clinicos se conoceran en los proximos anos y posi-
blemente podamos ver realidades clinicas que se intuyeron hace diez
afos en los laboratorios de investigacion basica.

ABSTRACT

Progenitor cells in the subcutaneous fat were first described in 2001.
It was reported the existence of a homogeneous group of cells, like
fibroblasts, obtained from the stromal-vascular fraction of adipose tissue
removed by liposuction, with ability to differentiate into osteocytes,
chondrocytes and adipocytes. In 2004, these cells were defined as ASCs
(Adipose-derived Stem Cells) and the criteria for identification was set:
1. cells with spindle morphology that were isolated by enzymatic diges-
tion and adherence to plastic. 2. capacity of self-renewel for long pe-
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riods of time. 3. Multipotential (they could differenttiate to adipocytes,
chondrocytes and osteocytes) and 4. Showing a expression profile: CD29
CD44, CD90 and CD105 positive marking, and CD34, CD45 and CD133
negative marking.

It has been described more than two hundred cycles of ex vivo
replication of the ASCs without genetic or phenotypic alteration. In
recent years, expression of embryonic stem cells markers on the surface
of the ASCSs (Oct-4, Rex-1 and Sox-2) has been observed. Furthermo-
re, some signaling pathways that regulate the proliferation and / or cell
differentiation (Wnt, Sphingophosphorilcoline and FGF-2) have been
described. It is reported that ASC are also able to differentiate into
cardiac and skeletal muscle, neuronal tissue, vascular endothelium, epi-
thelium, liver tissue and pancreatic tissue. These are some of the eviden-
ces that makes this type of cells one of the most promising cells in cell
therapy.

Being conducted all these studies, the biological processes on which
the ASCs participate are not completely known so far. Besides their
capacity for differentiation, it appears that the ASCs are able to stimu-
late endogenous mechanisms of tissue repair. This mechanism of action
could be associated with its immunomodulatory capabilities and inhibi-
ting inflammatory processes, which would lead us to improve the pro-
cess of tissue repair. Nowdays it is being evaluated the possibility of
using these cells in the graft versus host disease or inflammatory disea-
ses (rheumatoid arthritis, intestinal colitis) due to its anti-inflammatory
effect. There are several studies which demonstrate the ability of ASCs
to repair damaged tissues in vivo. Amongst them, it is worth highlig-
hting those research lines which are focused on the bone and cartilage
repair. Many of these studies are testing new biomaterials that could be
used in the clinic as a support for the repair of bones.

We have identified 12 clinical trials using therapeutic ASCs. Vascu-
lar diseases, treatments for diabetes and treatment for fistulizing disease
are some of the target diseases. These clinical applications are based on
the plasticity of mesenchymal cells and their potential anti-inflamma-
tory and immunomodulatory capability. The best results are achieved in
healing. The final results of these different trials will be announced in
the coming years and we could see as a clinical reality what was thought
in the basic research laboratories 10 years ago.
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INTRODUCCION

Durante la ultima década, estudios de diferentes grupos de investi-
gacion han identificado varias fuentes de células progenitoras, las cuales
se reconocen por su capacidad de autorrenovacion y su potencial de
diferenciacion a diferentes estirpes celulares. Hoy en dia se acepta la
existencia de células que cumplen ambas premisas en casi todos o todos
los 6rganos de los individuos adultos. La funcidn de estas células parece
estar relacionada con la renovacion de las células que mueren en los
tejidos adultos (1), asi como con la reparacion de pequeiias lesiones que
se producen constantemente en los 6érganos adultos. Dentro de este gru-
po de células, las mas conocidas por la comunidad cientifica y clinica
son las células residentes en la médula 6sea. Las células progenitoras de
la médula o6sea ser han clasificado en relacion a su principal funcion en
precursores hematopoyéticos y en células que anidan en el estroma de
la médula, también llamadas células mesenquimales por su origen em-
brionario, ya que se derivan de la ldmina mesotelial del embrion.

Durante los ultimos afnos, se han encontrado células similares a las
mesenquimales de la médula 6sea en numerosos 6rganos adultos como en
el tejido adiposo (3), en la pulpa dental (4), en la sangre del cordén
umbilical (5), en tejidos fetales (6-7), en tejidos placentarios (8-9) y en el
liquido amniodtico (10) y un largo etcétera. Las células mesenquimales
fueron descritas por primera vez por Friedenstein en 1976 (2) a partir de
extractos de médula 6sea adulta; las describi6 como unas células que se
adherian al plastico, capaces de ser cultivadas durante tiempo indefinido
sin modificar su fenotipo y que se podian derivar a células de tejidos
mesenquimales como 6seas, cartilago, musculo, tendon, grasa y estroma
medular. Ademds, numerosos autores han comprobado que, al menos in
vitro se pueden derivar a tejidos derivados de otras laminas embrionarias,
dando marcadores y morfologia tipica de cardiomioblastos (11-13), neu-
ronas o astrocitos (14-17), masculo esquelético (18) e incluso células he-
paticas. Si bien es cierto que muchos de estos estudios demuestran la ex-
presion de transcritos y/o proteinas especificos de cada uno de estos tipos
celulares, aun no se ha podido demostrar su funcionalidad.

Debido a la amplia distribucion y plasticidad de las células mesen-
quimales, en el individuo adulto, numerosos grupos de investigacion se
han planteado utilizarlas en Terapia Celular y como vehiculo para Te-
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rapia Génica. De esta manera se han conseguido importantes avances
terapéuticos en diferentes patologias mediante ensayos clinicos para la
osteogénesis imperfecta (19), leucodistrofia metacromatica y sindrome
de Hurler (20), en lo que se refiere a Terapia Génica. En lo referente a
Terapia Celular, si miramos en la pagina del Clinical Trials.gov, actual-
mente existen mas de 70 ensayos clinicos que emplean células mesen-
quimales a nivel mundial.

Debido a la morfologia fusiforme de las células mesenquimales asi
como a la ausencia de marcadores de membrana especificos, la comu-
nidad cientifica ha decidido que para que una célula mesenquimal sea
considerada progenitora debe cumplir tres requisitos bien definidos. El
primero de ellos es la capacidad de autorrenovacion, es decir, cuando
una célula progenitora mesenquimal se divide, al menos una de las
células resultantes debe ser idéntica a la célula de la que procede, si bien
en algunos casos ambas cé¢lulas hijas son idénticas a la célula de origen.
El segundo de ellos es la capacidad de diferenciarse a células de dife-
rentes estirpes mesoteliales (hueso, condrocito, adipocito) y, por ultimo,
el tercero de ellos es la existencia y ausencia de un grupo de marcadores
de membrana: entre los que deben tener un marcaje positivo estan CD9,
CD29, CD44, CD51, CD59, CD90, CD105, HLA 1, D7-FIB, y ausencia
de: CD34, CD133, HLA-DR. Por lo tanto, una célula progenitora me-
senquimal ademas de adherirse a superficies plasticas debe de cumplir
los 3 requisitos anteriormente mencionados durante su cultivo in vitro.

CELULAS MESENQUIMALES DERIVADAS DEL TEJIDO
ADIPOSO

La primera demostracion de la existencia de células progenitoras
mesenquimales en el estroma del tejido adiposo se produjo en el afo
2000. Un grupo de investigadores liderado por Gimble, describieron la
capacidad in vitro de estas células de diferenciarse a tejidos osteogéni-
cos y mineralizar una matriz extracelular, cuando se las exponia a dife-
rentes factores, demostrando la capacidad multipotencial de las células
estromales residentes en el tejido adiposo (21).

A pesar de esto primeros estudios, la primera vez que se considerd
la existencia de células progenitoras mesenquimales en el tejido adiposo
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subcutdneo fue en el afio 2001 cuando el grupo liderado por el Dr.
Hedrick (22) describi6 una poblacion celular multipotencial. Su descrip-
cion expresaba la existencia de un grupo de células homogéneas con
aspecto fibroblastico, obtenidas a partir de la fraccion vasculo-estromal
(Figura 1) del tejido adiposo y con capacidad de diferenciarse a osteo-
citos, condrocitos y adipocitos. A estas células las bautizaron con el
nombre de PLA (Processed Lipoaspirated cells, células procesadas del
lipoaspirado). Obtuvieron un gran nimero de células a partir de una
pequena muestra de lipoaspirado, que cultivaron sobre placas de Petri
durante bastante tiempo, comprobando que cumplian uno de los requi-
sitos de cé€lulas progenitoras, la autorrenovacion. Ademas, analizaron el
fenotipo de dichas células mediante sus marcadores de membrana y
analizaron su cinética de crecimiento; en ambos casos comprobaron que
esta poblacion celular cumplia los criterios estipulados para ser consi-
deradas células mesenquimales progenitoras, siendo su fenotipo muy
similar al descrito para las células mesenquimales progenitoras de la
médula 6sea. No obstante, hay que considerar que la existencia de cé-
lulas estromales en el tejido adiposo, aisladas como preadipocitos a
partir de la fraccion vasculo-estromal, se decribio hace mas de 30 afios

N Stromal fraction:

o
1

Ficura 1. Imagen histologica del tejido graso, donde se marcan los posibles nichos de
células mesenquimales en la fraccion vasculo-estromal.
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(23-30). Durante los ultimos afios, este grupo de células estromales con
capacidad de multipotentes ha tenido numeroso nombres en la literatura
cientifica, entre los que podemos destacar: ADAS: Adipose-Derived
Adult Stem cells (31); ADSC: Adipose Derived Stem Cells (32); ATSC:
Adipose Tissue Stem Cells (33); MADS: Multipotent Adipose-Derived
Stem cells (34); ASC: Adipose Stem Cells (35-37).

En el afio 2004, en el Congreso internacional de IFATS (Internacio-
nal Federation for Adipose Therapeutics and Science) se decidi6 unifi-
car las diferentes nomenclaturas, dando como acrénimo ASC a las cé-
lulas troncales derivadas de la fraccion vasculo-estromal del tejido
adiposo; a pesar de ello, algunos importantes grupos de investigacion no
han aceptado este consenso y mantienen la nomenclatura anterior (38).
Durante esta reunion se sentaron las bases para definir a este tipo de
células: Células con morfologia fusiforme que se aislan mediante diges-
tion enzimatica y adhesion a los plasticos, de la fraccion vascular aso-
ciada a los tejidos adiposos de las diferentes especies animales, con
capacidad de autorrenovacion por largos periodos de tiempo y multipo-
tenciales, ya que se pueden diferenciar a adipocitos, condrocitos y os-
teocitos. Ademads, y quizd lo mas importante, se dieron un listado de
marcadores de membrana celular para identificarlas, ya que no existe
hasta ahora un marcador especifico para este tipo de células; dentro de
este listado de marcadores se propuso que al menos deberian tener un
marcaje positivo para CD29, CD44, CD90 y CD105; y un marcaje ne-
gativo para CD34, CD45 y CD133.

Como se puede comprobar, la definicion de estas células es muy
similar a la anteriormente expuesta de las células estromales obtenidas
a partir de médula o6sea, por ello el tejido adiposo, cada vez mas, se
considera una fuente alternativa de células estromales multipotenciales
frente a la médula d6sea u otros tejidos (22, 39). De hecho, el tejido
adiposo confiere numerosas ventajas terapetticas frente a la extraccion
de células multipotenciales desde la médula 6sea. Por ejemplo, para
realizar una extraccion medular, el paciente debe ser anestesiado por
completo para obtener una pequeia cantidad de tejido estromal; por el
contrario, para obtener la fraccion estromal del tejido adiposo basta con
una simple anestesia local y mediante una liposuccion se puede obtener
una gran cantidad de tejido; en resumen, una mayor cantidad de células
con una menor morbilidad para el paciente.
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Las ASC se han aislado de humanos y de otras especies de mamife-
ros mediante liposuccion (Figura 2) o mediante biopsias de tejido graso,
utilizando un protocolo muy sencillo que implica un tratamiento enzima-
tico y la propiedad de estas células de adherirse a los pléasticos usados en
los cultivos celulares; en principio, un protocolo similar al empleado para
obtener células estromales de la médula 6sea. Mas concretamente, des-
pués de lavar con una solucion salina el tejido obtenido y separar la frac-
cion vasculo-estromal por centrifugacion, el tejido es digerido mediante
colagenasa para obtener células individuales, a continuacion se lavan las
c¢lulas con una solucion para destruir los restos celulares hematopoyéti-
cos y las células resultantes se afladen a placas de cultivo; pasadas al
menos 4 horas (aunque habitualmente se suele dejar toda la noche), se
pueden retirar las células que no se han adherido al plastico mediante una
simple aspiracion del medio de cultivo y afiadiendo medio nuevo, para
que las células que se han adherido al plastico puedan crecer. Estas célu-
las se van replicando y se dejan en la placa de cultivo hasta que se obtie-

FiGura 2. La liposuccion como fuente de tejido graso para aislar células progenitoras.
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ne una densidad proxima al 80% de confluencia. Una vez obtenida esta
confluencia, las células se despegan de las placas de cultivo mediante trip-
sina-EDTA o mediante raspado en frio. Se pueden subcultivar y expandir
hasta obtener la cantidad que se necesita. Dependiendo de los autores y
de la especie animal, se suelen afiadir entre 3.000- 5.000 células por cm?,
cambiando el medio de cultivo, para recuperar los nutrientes utilizados
por las células, cada 3-4 dias. La composicion del medio de cultivo habi-
tual es DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) al que se le anade
un 1% de antibioticos y entre un 10-20% de suero fetal bovino, depen-
diendo de los autores, es decir el mismo medio que se utiliza para las cé-
lulas estromales obtenidas a partir de la médula 6sea.

La cantidad de fraccion vasculo-estromal que se obtiene depende
mucho de la especie animal e incluso dentro de una especie, del dona-
dor, asi como de la region en la que se hace la liposuccion, pero la
mayoria de los autores describen para la especie humana, dos millones
de células nucleadas por mililitro de lipoaspirado, del cual se pueden
llegar a obtener cien mil células adherentes en una semana por mililitro
de lipoaspirado. Por lo tanto, la frecuencia de células ASC en la region
vasculo-estromal de la grasa subcutanea (5.000 CFU por gr. de tejido
adiposo) es significativamente mas alta que la cantidad de células estro-
males que se pueden obtener de la médula 6sea (entre 100-1.000 CFU
por ml.) (22, 40-42).

Cuando miramos las ASC al microscopio (Figura 3), mantienen una
morfologia muy similar a otras células de origen mesenquimal, como
son los fibroblastos o las células estromales de la médula 6sea. Las ASC
pueden ser crioconservadas durante largos periodos de tiempo en nitro-
geno liquido y mantienen toda su viabilidad, asi como sus propiedades
biologicas (43).

Algunos autores han descrito méas de doscientos ciclos de replica-
cion ex vivo de las ASC sin alteraciones genéticas o fenotipicas (40,44-
46) y es aceptado por la comunidad cientifica que estas células tienen
una capacidad ilimitada de crecimiento. Se ha demostrado que tardan
entre 30 y 120 horas en duplicar su poblacion, dependiendo de dos
factores: el donador y la composicion del medio de cultivo.

El fenotipo de superficie de las células ASC es muy homogéneo y
similar al descrito en las células estromales de médula 6sea. Son carac-

205



DaMIAN GAaRrciA OLMO Y MARIANO GARCIA ARRANZ

FiGura 3. Vision microscopica de las ASC en cultivo.

teristicas las marcas positivas por densitometria de flujo de: CD9, CD10,
CD13, CD29, CD44, CD54, CD90, CD105 y HLA-1; mientras que se
incluyen con marcas negativas: CD45, CD11b, CD14, CD31, HLA-2
(37, 42, 46, 49). Actualmente no existe consenso para los marcadores
CD34 y CD113 ya que, para algunos autores, son practicamente nega-
tivos, mientras que otros afirman que son positivos por citometria de
flujo. CD106 (VCAM-1) es el principal marcador de membrana que
diferencia las células estromales derivadas de la médula 6sea y las cé-
lulas estromales derivadas del tejido adiposo (50). Cuando uno aisla
cualquiera de estos dos tipos de células, inicialmente los marcadores de
membrana son muy heterogéneos (49), ya que la poblacion celular ais-
lada es muy diversa, con el paso del tiempo, sobre las placas de cultivo,
la poblacion celular se vuelve mas homogénea, asi como sus marcadores
de membrana. Esta homogeneidad de la poblacion se ha comprobado
mediante estudios protedémicos y mediante micromatrices (48, 51).
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En los ultimos afos, algunos autores han demostrado la expresion de
marcadores de células madre embrionarias en la superficie de las ASC;
entre éstos se incluye Oct-4, Rex-1 y Sox-2, durante al menos diez
ciclos de replicacion (52). También se han descrito algunas vias de
sefializacion, que regulan la proliferacion y/o la diferenciacion celular
de las ASCs, entre éstos estan Wnt, Esfingosilfosforilcolina y FGF-2
(52-54).

Otra importante propiedad de las ASC es su capacidad de diferen-
ciacion a diversos tipos de célula, como se ha demostrado desde el afo
2001 (55). Entre los linajes celulares que se han obtenido a partir de
ellas, estan: grasa (47, 56), hueso (21, 22, 47, 57-64) cartilago (22, 47,
63, 65-66), musculo esquelético (22,47,68-69), musculo cardiaco (33,
70-72), tejido neuronal (31, 47, 73), endotelio vascular (72, 73-76),
epitelio (77), tejido hepatico (78) y tejido pancreatico (79). Lo que pro-
pone a las ASCs como unas de las células mas prometedoras para su uso
en terapia celular.

Recientemente se ha descrito que las células ASC son tolerogénicas
y tienen la capacidad de inhibir la respuesta inmune (80-81). Asi mismo
su capacidad antinflamatoria puede jugar un papel importante en la
reparacion de tejidos dafiados y en la actividad inmunorreguladora de
estos tejidos (82). En resumen, las propiedades bioldgicas in vitro de las
ASC son practicamente idénticas a las células estromales de la médula
Osea, lo que sugiere que pueden ser usadas en numerosas estrategias
terapéuticas con una menor afectacion a los pacientes derivada de su
proceso de obtencion.

BIOSEGURIDAD DE LAS CELULAS MADRE DERIVADAS
DE LA GRASA

Desde que se empezd a hablar de las células madre, surgieron
numerosas criticas de diferentes grupos cientificos y sociales, debido
al temor que provocaban. Estos temores siempre han estado asociados
a la posibilidad de neoformaciones de las células madre al inyectarlas
en organismos adultos, extrapolando lo que ocurre con las células
madre embrionarias, en las que una de sus caracteristicas principales
es la formacion de teratomas in vivo. Aunque se han desarrollado

207



DaMIAN GARrciA OLMO Y MARIANO GARCIA ARRANZ

infinidad de esfuerzos para intentar llegar a conclusiones, s6lo un ar-
ticulo en la bibliografia cientifica (83) ha demostrado que las células
estromales adultas son capaces de llegar a una fase de senescencia
celular tras dos meses en cultivo; estos autores afirman que, cuando
algunas de estas células superan esta fase de senescencia, son capaces
de transformarse y generar poliploidias en su cariotipo. Ningtn labo-
ratorio ha podido reproducir estos experimentos. Otros muchos grupos
han intentado protocolos mas agresivos para las células, sin lograr
conseguir la transformacion. Esto nos hace poner en duda estos resul-
tados, a pesar de provenir de uno de los grupos mas relevantes dentro
de los estudios de bioseguridad sobre células madre adultas. Sirvan
como ejemplo los trabajos realizados por nuestro grupo en el Hospital
Universitario La Paz, ain pendientes de ser publicados, en los que
mantenemos las células durante mas de 6 meses en cultivo, sin encon-
trar ninguna diferencia fenotipica ni cariotipica frente a las ASC recién
obtenidas, o los estudios de transformacion celular utilizando DNA
procedente de tumores, o la inyeccion de ASC cultivadas en ambiente
tumoral sobre ratones inmunodeficientes. En ninguno de los supuestos
anteriores hemos obtenido una sola célula transformada (datos sin
publicar). Por otro lado, la experimentacion con modelos animales muy
variados, desde ratones a humanos pasando por primates, conejos,
cerdos, ovejas y un largo etcétera, nunca han descrito neoformaciones
que pudieran asociarse a la inyeccion bien local o bien sistémica (a
través del torrente sanguineo) de células estromales adultas provenien-
tes del tejido adiposo o de la médula 6sea. Estos resultados derivados
de ensayos clinicos o de cirugia experimental, junto con los datos que
se van teniendo de la biologia molecular y celular, nos permiten afir-
mar que el uso de células estromales, de cualquier origen, es seguro,
a pesar de no conocerse totalmente sus mecanismos de accion una vez
inyectadas en los diferentes modelos animales.

CAPACIDAD REPARADORA DE LAS ASCs IN VIVO

Desde que se comprobo la similitud entre las ASC y las células
estromales de la médula 6sea, y teniendo en cuenta la facilidad de ob-
tencion de las ASC, se han intensificado los grupos de investigacion
interesados por el potencial de las ASC. Existe un gran nimero de
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estudios que han demostrado la capacidad de las ASC, de origen murino
y humano, de reparar pequenos dafios en tejidos in vivo (84). General-
mente estos estudios se realizan sobre roedores y han demostrado cla-
ramente la capacidad de las ASC de contribuir a la regeneracion de
tejidos danados sobre diferentes modelos experimentales. Como pode-
mos suponer, gran parte de estos estudios han estado dirigidos a la
reparacion y/o regeneracion de tejidos derivados de la [amina mesotelial
embrionaria; al proceder las ASC de esta misma lamina embrional, pa-
rece logico pensar que seria mas fécil su diferenciacién o su actuacion
sobre este tipo de tejidos. Entre ellos hay que destacar la infinidad de
articulos encaminados a reparaciones Oseas y cartilaginosas (85-93).
Muchos de estos estudios estan sirviendo para probar nuevos biomate-
riales que puedan usarse en la clinica como soporte para la reparacion
de huesos (86, 74-76).

Otros estudios relevantes sobre las posibilidades de las ASC son
los basados en su capacidad de diferenciarse a musculo esquelético, lo
que esta disparando las investigaciones para demostrar su capacidad de
reparar danos de fibras musculares tras una isquemia (74-76). En este
sentido, otro estudio ha demostrado que las ASC se incorporan a los
esfinteres urinarios dafiados, dando un fenotipo de musculo liso (41).
Es mas, hay diversos estudios que inyectan ASCs en animales con
dafio cerebral y han comprobado que las células, incluso pasadas varias
semanas, se incorporan a la region dafiada y muestran marcadores neu-
ronales y morfologia de neurona, astrocito y oligodendrocito (97).

Durante este ultimo afio se esta estudiando la capacidad inmunomo-
duladora de las ASC. En este sentido, la posibilidad de utilizarlas en la
enfermedad de injerto contra huésped o en patologias inflamatorias ha
abierto una nueva linea de investigacion. Se ha comprobado que en
modelos animales de inflamacion (artritis reumatoide, colitis intestinal)
las ASC son capaces de disminuir el proceso inflamatorio, ademas de
controlar la respuesta de las células T (82, 98). Este hecho puede ser
muy importante a la hora de intentar conocer los mecanismos de actua-
cion de estas células, asi como su potencial terapéutico en el futuro.

A pesar de todos los estudios realizados hasta ahora, los procesos
bioldgicos sobre los que actian las ASC son desconocidos, aunque si se
han observado sus efectos terapéuticos sobre tejidos dafiados. Es reco-
nocido por todo el mundo que las células madre (stem cells) tienen una
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doble funcidén en el organismo adulto, por un lado regeneran las células
que van muriendo en los diferentes tejidos con el paso del tiempo y, por
otro lado, reparan pequenias lesiones de los tejidos. Como mencionamos
anteriormente, no conocemos los mecanismos bioldgicos de actuacion
de las células madre. En este sentido, la capacidad de diferenciacion de
las ASC en respuesta a danos en diferentes tejidos, se muestra como un
evidente mecanismo de accion de estas células in vivo. No obstante, no
parece ser el unico mecanismo que explique algunos de sus efectos
terapéuticos. Ademas de esta capacidad de diferenciacion, se ha com-
probado que las ASC son capaces de estimular los propios mecanismos
enddgenos de reparacion de los tejidos; un ejemplo seria la capacidad de
promover neovascularizacioén de los tejidos en ratones isquémicos (74-
76). Otro posible mecanismo de accion podria estar asociado a su capa-
cidad inmunomoduladora, inhibiendo los procesos inflamatorios, lo cual
nos llevaria al proceso normal de la reparacion de los tejidos. En resu-
men, son muchas las opciones que podrian explicar el mecanismo de
accion de las ASC y, posiblemente, varias de las opciones propuestas
anteriormente e incluso otras que ain desconocemos puedan explicar los
efectos terapéuticos que se han observado utilizando células mesenqui-
males, y mas concretamente ASC en los diferentes estudios sobre mo-
delos animales, incluyendo la especie humana.

TERAPIA CELULAR CON ASC: ENSAYOS CLINICOS
ACTUALES

Como todos los avances en el campo de la ciencia basica, para llegar
a ser realidades clinicas es necesario que se prueben bajo las condicio-
nes experimentales que impone la via de los ensayos clinicos.

Los ensayos clinicos en los paises occidentales estan sometidos a
una estricta regulacion y una de sus primeras premisas es dar publico
conocimiento de que se estan realizando. Para ello se inscriben en bases
de datos oficiales. Una de las bases de datos mas importantes, en las que
se incluyen la mayoria de los ensayos clinicos que se realizan en el
mundo, es el Clinical Trials.gov del Instituto Nacional de la Salud de
Estados Unidos. Si realizamos una btisqueda informatica de los ensayos
clinicos que dicha pagina tiene registrados actualmente (enero-2009)
podemos comprobar que se estan desarrollando mas de 2.000 ensayos en
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terapia celular, dato que nos indica la evolucion tan vertiginosa que se
esta produciendo en este campo, gracias fundamentalmente a la creacion
de grupos de investigaciéon multidisciplinares. Hay mas de un centener
con células no hematopoyéticas. Si aiin queremos concretar mas, y bus-
camos terapias con células mesenquimales, encontramos mas de 70. De
ellos la mayoria utilizando células derivadas de la médula d6sea y 12
relacionados con la grasa (Figura 4). Estos datos son atin mas interesan-
tes si los comparemos con los que se realizaban hace tan sélo 7 afios:
en aquel momento, solo existia registrado un ensayos clinico que utili-
zaba células mesenquimales. Es muy comprensible que la gran mayoria
de los ensayos clinicos con células madre mesenquimales se realicen
con células derivadas de la médula 6sea, puesto que se utiliza toda la
infraestructura que los servicios de hematologia tienen para el trasplante
de médula 6sea, no obstante, nosotros consideramos que la grasa como
fuente celular puede tener ventajas adicionales. En la tabla 1 realizamos
una comparacion sobre ambas fuentes.
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Ficura 4. Ensayos clinicos con células distintas a las hematopoyéticas.
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TasLa 1. Comparacion entre MSCs y ASCs en cuanto a sus caracteristicas como fuente
celular para terapia celular humana.

|Comparativa entre células madre mesenquimales y derivadas delf
tejido adiposo como fuente para terapia celular humana.

MSCs ASCs
CANTIDAD TEJIDO
Menos abundante Mas abundante
DONANTE
ACCESIBILIDAD |Poco accesible (dentro Muy accesible
de hueso) (subcutaneo)
TECNICA DE Precisa anestesia Anestesia local o
general regional
EXTRACCION Asocia mas morbilidad| Escasa morbilidad
LPRECISA Si, infusion de G-CSF N ;
(no exenta de efectos 0 precisa
MOVILIZACION? SBcindanos)

RENDIMIENTO
(SCs/gramo) DE Menor efectividad
TEJIDO EXTRAIDO

Mayor efectividad (10-

100x rendimiento)

CARACTERISTICAS | Misma potencialidad, | Misma potencialidad,
capacidad replicativa, | capacidad replicativa,
DE LAS CELULAS ) g

Si nos centramos en los ensayos con ASC, podemos comprobar que
de los 12 ensayos clinicos que se estan realizando actualmente, 5 se
realizan en Europa, 4 en Estados Unidos, 2 en Sudamérica y 2 en el
sureste asidtico. Entre las patologia mas comunes incluidas en estos
ensayos clinicos estan las derivadas de patologias vasculares, tratamien-
tos para la diabetes y el tratamiento para la patologia fistulosa.

Centrandonos en el tipo de patologias tratadas mediante Terapia
Celular utilizando como fuente celular las células mesenquimales, debe-
mos clasificarlas segun el campo de aplicacion:

— Campo cardiovascular, se estan realizando ensayos clinicos para
tratar el fallo cardiaco. El objetivo es conseguir un nuevo tejido
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cardiaco funcionante. Aunque queda mucho por conocer, parece
que se aumenta el nimero de cardiomiocitos, la angiogénesis y
se produce un remodelado de la cicatriz. También hay ensayos
dirigidos a tratar la enfermedad vascular periférica (99).

Campo de la Cirugia pléstica y reconstructiva, el uso de células
mesenquimales en grandes quemados, en lesiones cutaneas se-
cundarias a radioterapia ha demostrado una regeneracion epite-

lial, un aumento de los vasos y una importante hidratacion tisu-
lar (100).

Campo de cirugia ortopédica y traumatologia, se pretende obte-
ner hueso trasplantable y actualmente son una realidad los ensa-
yos clinicos con nifios con osteogénesis imperfecta, obteniéndo-
se osteoblastos funcionantes que aumentan el contenido mineral
del hueso (101).

Campo de la oftalmologia, el tratamiento de las ulceras cornea-
les es una realidad y el uso en degeneraciones retinianas empie-
za a dar sus resultados.

Campo de cirugia general y digestiva, el tratamiento de las fis-
tulas de distintas localizaciones es una realidad que se lidera
desde el Hospital Universitario La Paz (47, 102-103).

Campo de cirugia toracica, el tratamiento de fistulas del tracto
respiratorio esta llegando a la clinica con resultados muy prome-
tedores (104).

Ademads se estan realizando importantes avances en investiga-
cion en el campo de la diabetes, de las enfermedades neurode-
generativas y de la regeneracion hepatica (105).

Resumiendo estos usos clinicos, podriamos afirmar que, dada la
plasticidad de las células mesenquimales y su potencial poder regenera-
dor, se estd trabajando en numerosos modelos para tratar de sustituir
tejidos dafiados, sobre todo los considerados clasicamente como perma-
nentes, si bien se ha conseguido principalmente mejorar la cicatrizacion.

Como colofon final a este capitulo, es importante resaltar que nume-
rosas empresas biofarmaceuticas y biotecnoldgicas estan invirtiendo en
el campo de la terapia celular y especificamente en ASC. Esto sin duda

213



DaMIAN GARrciA OLMO Y MARIANO GARCIA ARRANZ

es imprescindible para que los avances del laboratorio lleguen al enfer-
mo y se trata de un claro ejemplo de lo que se ha denominado «inves-
tigacion traslacional». Los resultados definitivos de los diferentes ensa-
yos clinicos se conoceran en los proximos afios y posiblemente podamos
ver realidades clinicas que se intuyeron hace diez afios en los laborato-
rios de investigacion bésica.
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