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RESUMEN

Uno de los campos de la medicina que mas expec-
tativas han levantado en los Gltimos afios es la terapia
celular con células madre. El aislamiento de células
embrionarias humanas, la aparente e inesperada
potencialidad de las células madre adultas y el desa-
rrollo de la terapia génica nos lleva a imaginar un futu-
ro esperanzador para un importante nimero de enfer-
medades actualmente incurables. A lo largo de las
siguientes paginas vamos a tratar de dibujar el panora-
ma de la investigacion 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 fundamental que manten-
gamos un espiritu critico y realista a la hora de analizar
los avances cientificos en esta area.

Palabras clave. Células madre adultas. Transdife-
renciacion. Células embrionarias. Terapia celular. Rege-
neracion celular.
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ABSTRACT

One of the fields of medicine that has created the
greatest expectations in recent years is cellular
therapy with stem cells. The isolation of human
embryo cells, the apparent and unexpected potential
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 the following pages we offer a sketch of
the panorama of research with stem cells, describing
the main achievements in this field as well as some of
the questions awaiting answers. In spite of the great
expectations, it is essential that we maintain a critical
and realistic spirit when it comes to analysing the
scientific advances in this area.

Key words. Adult stem cells. Transdifferentiation.
Embryo cells. Cellular therapy. Cellular regeneration.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios hemos visto como las células madre o
troncales han pasado de ser un concepto de interés cientifico
principalmente en el campo de la biologia del desarrollo, a ocu-
par tantas paginas en las revistas cientificas como en la prensa.
Los conocimientos que en este campo de la medicina se vienen
produciendo de forma casi diaria ha disparado las expectativas
de los enfermos y de los médicos de que las células madre
vayan a contribuir a la curaciéon de multiples enfermedades
humanas devastadoras como la diabetes, la enfermedad de Par-
kinson, el infarto de miocardio u otras muchas. En el centro del
debate cientifico, politico y ético se ha situado la utilizacién e
investigacion con células madre embrionarias. A lo largo de las
siguientes lineas discutiremos algunos conceptos basicos
sobre lo que son las células madre, que se entiende por versa-
tilidad de las células madre adultas y qué evidencias apoyan la
existencia de células madre adultas pluripotenciales. Finalmen-
te, comentaremos cuéles son algunas de las aplicaciones clini-
cas en desarrollo en la actualidad y cudl puede ser, al menos
desde nuestro punto de vista, el futuro en este campo.

CELULAS MADRE, POTENCIALIDAD Y VERSATILIDAD

Una célula madre o troncal es aquella que es capaz de divi-
dirse indefinidamente y diferenciarse a distintos tipos de célu-
las especializadas, no s6lo morfolégicamente sino también de
forma funcional (Fig. 1). Las células madre se pueden clasificar
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Figura 1. Modelo jerarquico de las células madre de acuerdo con su potencial.
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segln su potencial de diferenciacion: las células madre totipo-
tenciales son capaces de producir tejido embrionario y extra-
embrionario; las células madre pluripotenciales tienen la habi-
lidad de diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de
las tres capas embrionarias y, por altimo, las células madre mul-
tipotenciales, son capaces de diferenciarse a distintos tipos
celulares procedentes de la misma capa embrionaria'.

Tradicionalmente se han considerado a las células madre
embrionarias como células pluripotenciales, a diferencia de
las células madre adultas que se han caracterizado s6lo como
multipotenciales. Sin embargo, trabajos publicados reciente-
mente sugieren que la potencialidad de algunos tipos de célu-
las madre adultas podria ser mayor de lo esperado, existien-
do células troncales pluripotenciales en algunos Organos
adultos con capacidad de diferenciarse en tejidos derivados
de cualquiera de las capas embrionarias?’. Es importante des-
tacar que para que una célula madre pueda considerarse plu-
ripotencial tiene que cumplir las siguientes condiciones: en
primer lugar, una Unica célula debe ser capaz de diferenciarse
a células especializadas procedentes de cualquier capa
embrionaria; en segundo lugar, demostrar la funcionalidad in
vitro e in vivo de las células a las que se han diferenciado y,
finalmente, que se produzca un asentamiento claro y persis-
tente de estas células en el tejido diana, tanto en presencia o
ausencia de dafio en los tejidos en los cuales se injerta. En
estos momentos no existe ningin estudio que cumpla todos
estos criterios de forma estricta, aunque algunos trabajos
indican de manera bastante evidente la posible existencia de
células madre adultas pluripotenciales®?.

La existencia de células madre adultas en distintos tejidos,
incluyendo hematopoyético, neuronal, epidérmico, gastrointes-
tinal, masculo esquelético, musculo cardiaco, higado, pancreas
o pulmén no admite controversia. Sin embargo, cada vez pare-
ce mas evidente que las células madre adultas derivadas de
estos oOrganos, no sb6lo pueden generar células maduras de
dicho tejido sino también tejidos derivados de otras capas
embrionarias, siendo el caso mas tipico el de las células madre
hematopoyéticas capaces de diferenciarse a tejidos como
hepatocitos*, musculo cardiaco’, endotelio’ o a tejidos deriva-
dos de las tres capas embrionarias®. Este fenémeno, denomina-
do versatilidad o capacidad de transdiferenciacion de las célu-
las madre adultas, no estd exento de controversia, ya que
mientras algunos estudios lo apoyan, otros trabajos recientes
cuestionan la existencia de una auténtica versatilidad de las
células, justificando algunos de los hallazgos de versatilidad en
funcién de fendémenos de fusion celular™ o incluso cuestionan-
do abiertamente los resultados experimentales™. En las siguien-
tes lineas revisaremos los distintos tipos de células madres asi
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como algunas de las evidencias que apoyan la existencia de ver-
satilidad y los mecanismos que la justifiquen.

CELULAS MADRE DE LA MEDULA OSEA

Se han descrito diferentes tipos de células madre en la
médula 6sea: hematopoyéticas (HSC)!, mesenquimales
(MSC)", las llamadas Side Population Cells (SP)" y reciente-
mente las células progenitoras adultas multipotenciales o
MAPCs*®,

Células madre hematopoyéticas (HSC)

Las HSC han sido identificadas tanto in vitro como in vivo
por varios laboratorios y utilizadas clinicamente desde hace
mas de 50 anos. El trasplante alogénico de progenitores hema-
topoyéticos ha demostrado definitivamente que existen célu-
las madre multipotenciales hematopoyéticas en la médula
Osea y en la sangre periférica®. Mientras que en animales de
experimentacion es posible aislar e identificar las HSC, en el
hombre no se ha podido identificar de igual modo la célula
responsable de la regeneracion del resto de lineas celulares
hematopoyéticas, entre otras cosas porque la demostracion
definitiva de las células madre hematopoyéticas depende de
la realizacion de experimentos de repoblacién, que obviamen-
te no se pueden realizar en humanos.

Ademas del potencial hematopoyético, diversos trabajos
recientes indican que las HSC bajo ciertas circunstancias pue-
den ser mas potentes de lo esperado dando lugar a tejidos
derivados de distintas capas embrionarias. Las células madre
hematopoyéticas de médula 6sea y de sangre periférica son
capaces de contribuir a la angiogénesis y vasculogénesis in
vivo de tal forma que las células CD34+ no s6lo contienen pro-
genitores hematopoyéticos sino también células progenitoras
endoteliales. Hoy en dia se acepta que existe un progenitor
comun endotelial y hematopoyético (hemangioblasto), lo cual
vendria apoyado por estos hallazgos de la potencialidad endo-
telial de las células troncales hematopoyéticas de la médula
6sea’. También se han publicado recientemente trabajos que
apoyarian la capacidad de las HSC de diferenciarse en células
de misculo cardiaco. El grupo de Orlic y Anversa han demos-
trado, en un modelo de infarto de miocardio murino, que una
inyeccion de células de médula 6sea Lin™ y c-kit* (fenotipo de
marcadores de superficie tipico de HSC) en el corazén dana-
do, resulta de la colonizaciéon de estas células en mas de la
mitad del area infartada. Estas posibles HSC adquirieron un
fenotipo caracteristico de células de miocardio y contribuyen
a la mejora y supervivencia de los animales®. La contribucién
de las células madre adultas a la regeneracion cardiaca ha
sido sugerida en modelos de trasplante cardiaco en humanos:
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en un grupo de pacientes varones trasplantados con corazo-
nes de donantes mujer, el andlisis de biopsias cardiacas per-
miti6 identificar que un porcentaje de entre el 7-10% de los
cardiomiocitos provenian del propio receptor ya que en ellos
se podia identificar el cromosoma Y". Aunque el origen de
dichas células no se pudo determinar, claramente estos
hallazgos sugieren la capacidad de células adultas de diferen-
ciarse a tejido cardiaco. Es necesario, sin embargo, establecer
una nota de precaucién en relacién con muchos de los traba-
jos existentes en este campo y es que los resultados experi-
mentales de ciertos trabajos no han podido ser reproducidos
por otros grupos. Estas discrepancias pueden deberse a dife-
rencias en los modelos experimentales, las técnicas de labo-
ratorio o incluso al entusiasmo de los investigadores. Sirva el
ejemplo de que mientras que en el trabajo que hemos men-
cionado el porcentaje de quimerismo era del 7-10%, 4 trabajos
adicionales utilizando un modelo muy similar han encontrado
que el nivel de quimerismo oscila entre el 0-1%'.

Basandose en que las células ovales (células madre hepati-
cas) expresan marcadores de superficie tradicionalmente aso-
ciados a HSC (c-kit, flt-3, Thy-1 y CD34), se ha sugerido que
éstas podrian diferenciarse a células ovales y hepatocitos. El
grupo de Lagasse y col han demostrado que células madre
hematopoyéticas de médula 6sea con el fenotipo Lin~, ckit™,
Thy-1, Sca-1 son capaces de regenerar un higado murino en un
modelo de dafio hepatico fulminante' mientras que utilizando
modelos de quimerismo en pacientes sometidos a trasplantes
de médula 6sea o de higado, y aprovechando la posibilidad de
utilizar el cromosoma Y como marcador del origen de la célula,
también se ha podido demostrar que un porcentaje de hepato-
citos provienen de células madre de origen no hepatico'*.

El potencial de las HSC para adquirir caracteristicas de
musculo esquelético, neuronas adultas asi como células de la
glia, y de contribuir a otros tejidos como el epitelio pulmonar,
gastrointestinal, renal o a la piel ha sido descrito reciente-
mente principalmente in vivo®. A pesar de todos estos esfuer-
zos, ninguno de los estudios publicados hasta el momento
demuestra que una Gnica célula madre hematopoyética con-
tribuya de forma robusta y funcional a la regeneracién de un
tejido distinto del hematopoyético y por tanto en sentido
estricto no cumple los criterios necesarios para hablar de ver-
satilidad. Cada uno de los trabajos mencionados pueden ser
criticados en este sentido. Sin embargo, si tomamos los estu-
dios de forma conjunta, si que aportan evidencias de la exis-
tencia de HSC con estas caracteristicas y potencialidades®**.

Células madre mesenquimales (MSC)

La médula 6sea también contiene células madre mesenqui-
males, también denominadas células madre estromales o
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MSC. En los ultimos afos se han descrito distintos marcado-
res de superficie que han permitido identificar y aislar células
MSC, tales como SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90 y CD1062.
Las MSC no expresan antigenos de superficie tipicos de las
HSC, como CD34, CD45 o CD14. Experimentos recientes han
demostrado in vitro que las MSC son capaces de diferenciarse
a tejidos mesodérmicos funcionales, como osteoblastos, con-
droblastos, adipocitos y mioblastos esqueléticos''.

Varios grupos afirman haber conseguido diferenciar MSC a
células derivadas del neuroectodermo, basandose en la adqui-
sicion de ciertos marcadores de origen neuronal por parte de
dichas células cuando son sometidas a sistemas de cultivo
especificos. Sin embargo, los autores no llegan a demostrar
que estas células adquieran caracteristicas funcionales simi-
lares a neuronas o células de la glia?. A pesar de su probada
multipotencialidad mesodérmica y de su habilidad para dife-
renciarse a neuroectodermo, las MSC no se diferencian a teji-
do derivado del endodermo y, por lo tanto, no se pueden con-
siderar células madre pluripotenciales. Las MSC constituyen
un modelo muy til en aplicaciones clinicas para un namero
de enfermedades, tanto en terapia regenerativa como en tera-
pia génica®.

Células “side population” (SP)

Las llamadas células SP han sido aisladas tanto a partir de
médula 6sea como de musculo utilizando técnicas de citome-
tria de flujo (FACS). Se sabe que las SP son capaces de dife-
renciar a HSC en humanos, roedores y otras especies'**. Ade-
mas algunos estudios describen que las SP podrian dar lugar
a otros tipos de células especializadas e integrarse en distin-
tos tejidos in vivo. Asi, el grupo de Jackson y col demostro en
1999 que las SP podian diferenciar a células con caracteristi-
cas de musculo cardiaco y endotelio en un modelo murino de
infarto de miocardio®.

Células progenitoras multipotenciales adultas (MAPC)

Esta poblacion celular de la medula 6sea ha sido descrita
recientemente por el grupo de Catherine Verfaillie’. Su descu-
brimiento ha suscitado la atencién del mundo cientifico ya
que se han descrito como auténticas células pluripotenciales
con una capacidad diferenciadora muy similar a las células
madre embrionarias. Las MAPCs han sido aisladas tanto de
médula humana como murina. Estas MAPCs son capaces de
proliferar in vitro mas de 120 divisiones celulares sin un apa-
rente envejecimiento ya que mantienen unos niveles altos de
telomerasa durante todo el tiempo de cultivo. Se ha descrito
que las MAPCs no expresan CD34, CD44, MHC I, MHC II, CD45
y c-kit; expresan niveles bajos de Flk-1, Sca-1 y Thy-1, y altos
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de CD13, SSEA-1 (ratén/rata) y SSEA-4 (humano). Al igual que
las células madre embrionarias, en las MAPCs se detecta la
activacion de los factores de transcripcion Oct-4 nanog y Rex-
1, factores que son necesarios para mantener la célula en un
estado proliferativo e indiferenciado. Ademas se han realizado
experimentos de clonaje que prueban que es una Gnica célula
la que es capaz de diferenciarse a tejidos procedentes de cual-
quiera de las tres capas embrionarias (endodermo, mesoder-
mo o ectodermo). In vitro, las MAPCs pueden ser inducidas a
diferenciar a tejidos derivados del mesodermo como hueso,
cartilago, adipocitos, misculo esquelético, estroma hemato-
poyético o endotelio. Pero de momento no han sido capaces
de diferenciar a tejido hematopoyético maduro o cardiomioci-
tos. Estas células también han sido capaces de diferenciar a
hepatocitos y funcionar como tales, ya que son capaces de
producir urea, albtimina, inducir el citocromo p450 con feno-
barbital y almacenar glucégeno. La diferenciacion de las
MAPCs a tejidos derivados del ectodermo como neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos también ha sido demostrada in
vitro®.

Aunque el proceso de aislamiento de las MAPC todavia es
largo y laborioso, y atin no se han publicado experimentos
que prueben que no existen fusiones celulares, estos experi-
mentos con MAPCs son los que mas se han aproximado a la
demostracion de la existencia de células madre pluripotencia-
les, mostrando su potencialidad no sé6lo en el campo terapéu-
tico, sino como un instrumento para poder comprender mejor
los eventos que inducen a las células madre a la diferenciase.

PLURIPOTENCIALIDAD Y CELULAS MADRE NO
DERIVADAS DE LA MEDULA OSEA

La existencia de células madre en diferentes tejidos como
el sistema nervioso central, higado, corazén, piel y masculo
no admite controversia. La visién tradicional de que 6rganos
como el corazén o el sistema nervioso central no son capaces
de regenerarse ya que carecen de células con potencial de
proliferar y diferenciarse han quedado claramente obsoletos.
Sin embargo, por limitaciones de espacio, no vamos a entrar
en detalle en los distintos tipos de células madre, sino que
exclusivamente vamos a hacer una breve referencia a algunos
estudios que indican la posibilidad de que células madre obte-
nidas de alguno de estos 6rganos tengan un mayor potencial
del esperado, es decir que existan células pluripotenciales en
estos 6rganos. Los argumentos tanto contrarios como a favor
de la versatilidad de las células madre derivadas de tejidos
adultos, que hemos mencionado en el parrafo anterior, son
también validos en este caso.

Uno de los mejores experimentos donde se prueba la exis-
tencia de células madre adultas pluripotenciales de origen
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neural y su capacidad diferenciadora fue el publicado por el
grupo de Clarke y col®. Este grupo inyect6 células madre neu-
ronales o neuroesferas procedentes de un ratén transgénico
para el gen reportero LacZ en embrion de raton. Aproximada-
mente el 25% de los embriones presentaban quimerismo no
s6lo en el tejido neuronal, sino también en tejidos del meso-
dermo y del endodermo. Cuando estas mismas neuroesferas
fueron inyectadas dentro de un blastocito de raton, la contri-
bucién se extendi6 al sistema nervioso central, corazén, higa-
do, intestino y otros tejidos. Debido a que los animales no fue-
ron evaluados después del nacimiento, no se pudo realizar
una valoraciéon objetiva de la funcionalidad de las células
donadas.

El grupo de Qu-Petersen y col’” ha sido capaz de aislar dife-
rentes poblaciones de células madre musculares murinas
basandose en su capacidad de adhesién y proliferacion. Estas
células pueden mantenerse en cultivo durante mas de 60 divi-
siones celulares sin anormalidades cromosémicas siendo
capaces de diferenciarse in vitro e in vivo a endotelio, muscu-
lo, y células del linaje neuronal. Una vez maés la critica que los
investigadores hacen es la ausencia de experimentos clonales
que prueben que es una Gnica célula y no una poblacién hete-
rogénea la causante del potencial diferenciador.

De la epidermis humana y murina se han aislado células
madre con capacidad de diferenciarse a células especializa-
das procedentes de dos capas embrionarias distintas. Estas
células se pueden mantener en cultivo durante mas de 12
meses sin diferenciarse y se puede inducir diferenciacion in
vitro a neuroectodermo (neuronas y células de la glia) o a lina-
jes mesodérmicos (adipocitos y misculo liso). Su potencial de
diferenciacion a tejidos derivados del ectodermo y mesoder-
mo ha sido demostrado a nivel clonal, pero no existen evi-
dencias de una multipotencialidad in vivo y tampoco que los
tejidos diferenciados sean funcionales. Ademas el porcentaje
de las células con caracteristicas morfolégicas neuronales o
mesodérmicas es menor al 10%*.

De forma casi continua aparecen nuevos estudios en los
que se aislan células madre a partir de tejidos adultos con
capacidad multipotencial. Uno de los trabajos que mas expec-
tativas ha levantado sugiere que es posible aislar en el mus-
culo cardiaco, células madre multipotenciales capaces de dife-
renciarse in vitro e in vivo a cualquiera de los tejidos
necesarios para reconstituir un corazén dafado, esto es endo-
telio, musculo liso y miisculo cardiaco®. Incluso més sorpren-
dente es el hecho de que dichas células son facilmente identi-
ficables en el corazon gracias a la expresion de c-kit junto con
la ausencia de expresion de marcadores especificos de linea
(c-kit*, Lin"). Si estos resultados pudieran ser reproducidos
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por otros grupos en animales asi como en humanos, las pers-
pectivas terapéuticas serian enormes.

VERSATILIDAD, FUSION CELULAR Y CELULAS MADRE
ADULTAS

A pesar de los miiltiples estudios publicados que sugieren
la existencia de células madre adultas pluripotenciales o
incluso de la capacidad de ciertas células madre de transdife-
renciarse, existen importantes interrogantes e incluso nuevas
evidencias cientificas que han cuestionado la verdadera natu-
raleza de estos fen6menos de diferenciacion: quiza la pregun-
ta fundamental radica en cudl es el posible mecanismo(s) que
justifica las observaciones que hemos comentado. Cuatro
serian las hip6tesis que se barajan en la actualidad (Fig. 2). 1-
La mayor parte de los estudios publicados hasta el momento
que sugieren la existencia de células madre adultas pluripo-
tenciales no han sido capaces de demostrar esta potenciali-
dad a nivel clonal, es decir, una tnica célula dando origen a
dos poblaciones celulares diferentes. En este sentido es posi-
ble que muchas de las observaciones realizadas, correspon-
dan realmente a la heterogeneidad de las células estudiadas,
pudiendo existir diversas células madre en la misma pobla-
cioén, cada una con distintas capacidades. En este sentido, sin
embargo, si existen trabajos en los que se demuestra a nivel
clonal, la potencialidad de las células madre identificadas®". 2-
Varios trabajos recientes han demostrado que al menos algu-
nas de las observaciones de pluripotencialidad podrian estar

Heterogeneidad Fusién Trans-/de-
de lac glcl)llﬁz;cmn celular diferenciacién Pluripotencialidad

(:’:\ Embrionaria

-
Q@ ®

Célula Y ¥y
Oval Tetraploides -

HSC

Figura 2. Posibles mecanismos de “potencialidad” de las células madre adultas.
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justificadas por procesos de fusién entre las células madre
transplantadas y las células residentes™. El fenémeno de
fusion se suele acompanar con la formacién de células con
caracteristicas de ambas poblaciones fusionadas y general-
mente con doble dotacion cromosémica, lo que induce una
desventaja proliferativa. La existencia del fenomeno de fusién
es indudable y la pregunta que cabe hacer es si podria justifi-
car todas las observaciones de pluripotencialidad realizadas
hasta la fecha, lo cual parece poco probable, e incluso hasta
qué punto este fendmeno puede ser ventajoso para la regene-
racion de un 6rgano o tejido . 3- De igual forma que durante
el proceso de clonacién, el nicleo de la célula somatica sufre
un proceso de reprogramacion, es posible que las células
madre adultas, en determinadas circunstancias, puede desdi-
ferenciarse para posteriormente diferenciarse hacia células
de distinta estirpe®*. 4- Finalmente, es posible que en el orga-
nismo adulto persistan células madre indiferenciadas, rema-
nentes de tejido embrionario con capacidad pluripotencial.

CONCLUSION

A pesar de todas las controversias existentes en este
campo, no cabe duda de que la utilizacioén de células madre en
el futuro ha despertado unas enormes expectativas. Bien
como materia prima para terapia regenerativa de enfermeda-
des hasta ahora incurables como la enfermedad de Parkinson,
diabetes o enfermedades cardiacas crénica o bien como vehi-
culo de terapia génica, s6lo hemos empezado a imaginar las
posibilidades terapéuticas de las células madre. Sin embargo,
es fundamental recordar que para conseguir que las células
madre se trasformen en una realidad terapéutica es impres-
cindible continuar haciendo investigacion rigurosa y estricta
que nos permita llegar a conclusiones. A pesar de la presién
social, es imprescindible que ni los cientificos, ni los politicos,
ni los periodistas ni la sociedad en general levanten expecta-
tivas que lejos de la realidad, llevaran a la frustracién y desen-
canto de los enfermos.
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