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Estado actual de lainvestigacion

con células madre

C. Garrido Colino

Pediatra EAP. Panaderas II. Area IX. Fuenlabrada. Madrid. Esparia.

En los tdltimos afios, los avances en la investigaciéon con
células madre han abierto un campo de esperanza para la
curacién de enfermedades y la medicina regenerativa. No
es raro encontrar noticias en la prensa diaria o en otros
medios de comunicacién sobre este tema. En este articulo
se pretenden aclarar algunos conceptos basicos en el cam-
po de la investigacion para entender la literatura médica re-
ferente a células madre, y aportar los datos y la bibliogra-
fia necesarios para una puesta al dia sobre uno de los temas
que mas publicaciones generan en los dltimos tiempos.
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CURRENT CONCEPTSIN STEM CHL RESEARCH

In the last few years, advances in stem cell research have
opened up new horizons in the treatment of human disea-
ses and in regenerative medicine. It is not unusual to find
news on stem cell research in newspapers and other me-
dia. This review describes some basic concepts in research
needed to understand the medical literature on stem cells
and to provide the information and bibliography necessary
to be up to date in one of the subjects that has generated the
greatest number of publications in the last few years.

Key words:
Embryonic stem cells. Adult stem cells. Regenerative me-
dicine. Cell therapy.

INTRODUCCION

La célula madre (stem cell en la literatura cientifica), se
caracteriza por su capacidad de autorrenovarse, es decir,
mantenerse en estado indiferenciado, y por su capacidad
de generar un gran ntimero de progenitores maduros!3.

La célula madre embrionaria o germinal, derivada de
abortos fetales o bien del blastocisto en una etapa muy
precoz de su divisién, posee pluripotencialidad o capaci-
dad de diferenciarse hacia las tres capas germinales: en-

Correspondencia: Dra. C. Garrido Colino.

dodermo, ectodermo y mesodermo?®. Este descubrimien-
to, a principios de los afios 1980, conmocioné a la co-
munidad cientifica y al ptiblico en general ante la pro-
mesa de nuevas terapias basadas en células madre como
solucién de enfermedades que afectan a 6rganos vitales:
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, can-
cer, diabetes, enfermedades genéticas, etc.5.

La capacidad de desarrollo de la célula madre embriona-
ria se ha demostrado en diferentes protocolos experimen-
tales, empleando diferentes medios de cultivo”®. Asimis-
mo, en estudios in vitro se ha demostrado la diferenciacién
de esta célula a cardiomiocito, musculo esquelético y cé-
lulas neuronales!®12,

Antes de la utilizacién de estas células en humanos,
existen algunos puntos que atn necesitan ser aclarados
por los investigadores!3:

1. El desarrollo de métodos de diferenciacién y aisla-
miento de poblaciones puras seleccionadas.

2. Demostrar que estas células no sean teratdgenas, ya
que es conocida la capacidad de la célula embrionaria
de diferenciarse hacia teratomas o teratocarcinomas cuan-
do se trasplanta fuera del ttero.

3. Conocer la integracion y funcionalidad de estas cé-
lulas tras el trasplante.

4. El problema de la incompatibilidad inmunolégica
entre donante y receptor.

En la actualidad, a pesar de las evidencias cientificas,
los problemas éticos y legales que plantea la investiga-
cién con embriones y abortos de fetos, hacen que sea ne-
cesario buscar nuevas alternativas para seguir investigan-
do en el campo de las células madre.

Un nuevo campo de investigacion, en el que pretende
centrarse este articulo, surge al demostrarse que células pro-
cedentes de otros tejidos como la médula adulta, sangre de
cordon umbilical y células de endotelio poseen cierta plu-
ripotencialidad, en contra de lo que se crefa previamente.
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PLASTICIDAD DE LA CA.ULA MADRE ADULTA

El término plasticidad hace referencia a la capacidad de
algunas células adultas para generar progenitores apropia-
dos cuando se las coloca en un nuevo tejido. Es decir, la cé-
lula madre adulta puede transdiferenciarse, cambiar su des-
tino, alojarse por via sanguinea en tejidos lejanos al que
reside habitualmente y ser capaz de regenerar esos tejidos.

El microambiente, la matriz extracelular, los factores
de crecimiento y la diferenciacion desempefian un papel
clave en la funcién de la célula madre. Se ha demostrado
que el nicho o microambiente controla muchas facetas de
estas células, como su divisioén, orientacién y el tipo
de division (simétrica o asimétrica)!415. Existen también
estudios recientes que apoyan la teorfa de que la transdi-
ferenciacién o plasticidad se debe a un fenémeno de fu-
sion, lo que significa que el contacto célula-célula ten-
dria un papel importante en la adquisicién de un nuevo
fenotipo celular'®!”.

Los criterios para establecer la plasticidad de una célu-
la serfan:

1. Demostrar que un gen, previamente silente y espe-
cifico del nuevo tipo celular, se expresa en la célula de in-
terés.

2. Demostrar que la célula estd bien integrada en la es-
tructura del nuevo tejido y es morfolégicamente indistin-
guible de las células vecinas derivadas del huésped.

3. Realizar un ensayo funcional; es decir, demostrar la
produccién de una enzima deficiente u otra molécula espe-
cifica de un 6rgano, en un animal genéticamente deficiente.

Como queda reflejado més adelante en la lectura de este
articulo, se han descrito varios ejemplos de plasticidad en
la literatura médica, pero el mas evidente fue realizado por
Clarke et al'® quienes demostraron que una célula adulta
implantada en la cavidad amniética de un embrién puede
diferenciarse hacia las tres capas germinales.

FENOTIPO DE LA CA.ULA MADRE

Conocer el fenotipo de la célula madre es uno de los
objetivos primordiales de los investigadores para su mejor
identificacién y aislamiento, ya que el porcentaje de es-
tas células en los tejidos es muy pequefio; se habla de
1 de cada 10.000 células en médula ésea y un 5% en el
musculo esquelético. Actualmente, los principales gru-
pos de investigadores trabajan con células mesenquima-
tosas, hematopoyéticas y progenitores endoteliales.

El fenotipo de las células mesenquimatosas no se co-
noce aun bien tras su descubrimiento hace aproximada-
mente 30 afios por Friedenstein!®. Aproximadamente el
30% de un aspirado de médula ésea se consideran célu-
las mesenquimatosas. Estas células se han logrado ex-
pandir in vitro y diferenciarse a hueso, cartilago, tendén,
musculo y grasa. Esto las hace atractivas para la ingenie-
ria de tejidos y la terapia génica?023.
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En cuanto a los progenitores endoteliales aislados de
la vena umbilical de cordones o vasos embrionarios, la
mayorfa de los grupos trabaja investigando su capacidad
de diferenciarse a células cardiacas, lo que abre impor-
tantes perspectivas para los tratamientos de regeneracién
del miocardio?*?”.

Sin embargo, la célula mejor conocida fenotipicamente
por su uso desde hace afios para el trasplante de médula
es la célula madre hematopoyética?®. Habitualmente, un
marcador de supertficie, el antigeno CD34 se ha emplea-
do para enumerar, aislar y manipular esta célula huma-
na, porque los estudios en trasplante prueban que la re-
poblacién medular puede llevarse a cabo tras seleccion
de células CD34+. Otros marcadores ya conocidos de cé-
lula hematopoyética son el antigeno CD133 y el c-kit.

Avances recientes en el conocimiento de estas células
describen nuevos marcadores como el factor de creci-
miento vascular (KDR). Esto tiene su importancia porque
Thomas et al*® demuestran que la poblacién CD34+,
KDR + estd muy enriquecida en progenitores hematopo-
yéticos con gran capacidad de autorrenovarse, mientras
que esta capacidad es menor en la poblacién CD34+,
KDR-.

Otro hallazgo de interés es el llevado a cabo por Zan-
jani et al®). Durante afios se habia asumido que s6lo las
células que expresaban antigeno CD34 tenian actividad
de células madre. Pero estos investigadores ponen en evi-
dencia que poblaciones celulares Lin—, CD34- contienen
células madre capaces de repoblar a largo plazo y dife-
renciarse a diferentes tejidos in vivo. Algunos experimen-
tos realizados sugieren que las células CD34— podrian
ser mds primitivas que las CD34+. Las células CD34- en-
contradas entre la fraccién de células Lin—, CD34-, CD38-
representan una nueva poblacién de células madre y
confirman que el comportamiento de la célula madre he-
matopoyética es mas complejo de lo que se crefa previa-
mente. Sin embargo, por el momento se desconoce el pa-
pel de esta célula madre CD34-.

Poblacion SP

También ha sido posible aislar en médula ésea una po-
blacién mas pura de células madre, basandose en la ca-
pacidad de sus células para emitir fluorescencia con tin-
ciones. Mediante el uso de un separador de células con
fluorescencia activada (FACS) y la tincién de Hoechst
33342, se puede seleccionar una poblacién celular que
supone el 0,05 % de la celularidad total de la médula. Esta
poblacién se conoce como side population (SP) en la li-
teratura cientifica y se vio que tenfa un fenotipo similar a
la célula madre de médula adulta, por tanto la poblacién
SP tiene un considerable potencial de diferenciacién e in-
tegracion en otros 6rganos.

La caracterizacién de una nueva proteina resistente al
céncer de mama (BCRP), también llamada ABCG2, que es
expresada por células madre hematopoyéticas Hoechst
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SP/CD34~ define una célula madre muy primitiva, en es-
tado quiescente3!32,

PLASTICIDAD DE LA CAULA MADRE
HEMATOPOYETICA ADULTA

Las investigaciones de los tdltimos afios apoyan la capa-
cidad de la célula madre hematopoyética para diferen-
ciarse a otros tejidos tanto in vitro como in vivo.

Corazon

Las modalidades terapéuticas para el tratamiento del fa-
llo cardiaco son limitadas e incluyen la terapia médica,
los marcapasos y el trasplante. Este es el tratamiento de
eleccién para los estadios finales de muchas enfermeda-
des cardiacas, pero la disponibilidad de donantes es li-
mitada y las complicaciones importantes. Por esta razén,
los avances en la terapia con células madre podrfa pro-
porcionar una fuente alternativa para el tratamiento de
los cardi6patas®®. En este sentido, el reciente aislamiento
y caracterizacién de una poblacién de células madre he-
matopoyéticas purificadas (SP) es quizés el avance mas
prometedor, ya que estas células pueden diferenciarse a
endotelio vascular, musculo y cardiomiocitos®. Estudios
realizados en ratas demuestran la regeneracién de mio-
cardio tras infarto provocado al ligar la coronaria y pos-
terior inyeccién de células lin— ckit+ procedentes de mé-
dula de ratén en el tejido sano adyacente al dafio

miocérdico. Tras 9 dias se observa una banda de miocar-
dio nuevo y regeneracién vascular®>3. Un estudio recién
realizado por el grupo de Orlic también demuestra que
esta capacidad de la célula hematopoyética de cambiar
de destino no es una curiosidad biol6gica, sino una im-
portante contribucién a la reparacién del miocardio in
vivo¥. Sin embargo, es necesaria una cierta cautela hasta
que las propiedades funcionales y electrofisiolégicas de
los cardiomiocitos derivados de estas células estén bien
definidas y pueda conseguirse un ntimero suficiente de
células para un resultado terapéutico satisfactorio.

Sistema nervioso central

Dos conceptos en la biologia del desarrollo han cambia-
do en los dltimos afios. El dogma de que las neuronas del
cerebro adulto no regeneran cayo tras la evidencia del na-
cimiento de nuevas neuronas en el hipocampo y zona
subventricular en roedores y seres humanos34%. El se-
gundo principio, ya comentado a lo largo de este articulo,
es la posibilidad de una célula de cambiar su destino.

Diferentes estudios experimentales resumen la capaci-
dad de la célula adulta hematopoyética procedente de
médula o sangre de cordén de diferenciarse in vitro e in
vivo hacia microglia, oligodendroglia, astrocito o neurona
(tablas 1 y 2). Todo ello abre nuevos caminos para el tra-
tamiento de accidentes cerebrales y enfermedades neuro-
degenerativas como el Parkinson#6-48,

TABLA 1. Diferenciacion de células madre de médula dsea a lineas neurales in vitro

Poblacién celular Medio de cultivo Marcador neural Referencias

Células humanas de médula deplecionada de CD34+ DMEM Nestina 40,41
+ Betatubulina IIT
FBS + EGF + FGF

Células humanas de médula deplecionada de CD34+ DMEM Betatubulina IIT 42
+ Gal-c MAP

Glicoforina A+ FBS + EGF + PDGF Glutamato
GFAP

Médula humana o-MEM NSE 43
+ Vimentina
FBS

DMEM: medio de Dulbecco’s modificado; FBS: suero bobino fetal; EGF: factor de crecimiento epidérmico; FGF: factor de crecimiento de los fibroblastos; PDGF: factor
de crecimiento plaquetario; Gal-c MAP: proteina asociada a ttbulo; GFAP: proteina écida glial fibrilar; NSE: enolasa especifica de neurona.

TABLA 2. Diferenciacion de células madre de médula hacia lineas neurales tras trasplante in vivo

Poblacién celular Marcador donante Modelo animal Marcador neural Referencias
Médula de ratéon Cromosoma Y Rata irradiada Marcadores de microglia 44
GFAP, Ag F4/80

Médula de ratéon Células GFAP+ Rat6n irradiado Betatubulina IIT 45
NeuN, Nf-H

Médula de ratén tratada con 5-fluorowacilo BrDU Ratén enfermo de Parkinson Tirosina 46
Hidrosilasa

Médula de rata pretratada con 5-fluorowacilo ~ BrdU Rat6n con accidente cerebral: ~ MAP-2, GFAP 47

células inyectadas en carétida

BrdU: bromodesoxiuridina; GFAP: proteina écida glial fibrilar; NeuN: proteina del nticleo especifica de neurona; Nf-H: neurofilamento; MAP-2: proteina asociada a microttibulo.
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Pancreas

El pancreas se compone de una porcién exocrina, or-
ganizada en 4cinos y ductos, y otra endocrina, compues-
ta por los islotes de Langerhans que albergan las células
beta responsables de la homeostasia de la glucosa en
plasma. La capacidad de replicacién de la célula beta ma-
dura es limitada; de ahf la importancia de terapias de
remplazamiento para la curacién de la diabetes®.

No se ha identificado de forma clara la célula madre
pancredtica adulta, aunque hay evidencias de su existen-
cia y multiples células se han considerado responsables
de esta funcién, como las células madre que expresan
nestina, un marcador de células madre neural, y las célu-
las ovales procedentes de médula 6sea, ambas halladas
en el interior de los islotes pancreéticos en ratas y seres
humanos®L. Sin embargo, la mayoria de los trabajos su-
gieren que la principal fuente de progenitores pancreati-
cos son las células maduras de los propios ductos, que
tienen una gran capacidad para expandirse, diferenciarse
y regenerar pancreas tras pancreatectomia®?->4,

Higado

En el caso de este 6rgano es conocida su capacidad
de regeneracién, ya que después de una hepatecto-
mia de hasta dos tercios, las células restantes son capa-
ces de restaurar el ntimero de células previo a la cirugfa.
Parece ser que el compartimento productor de células
madre hepaticas, se encuentra en las ramas del 4rbol bi-
liar intrahepético®.

En cuanto a la capacidad de la médula 6sea adulta para
producir hepatocitos, dos grupos de estudio la han de-
mostrado en seres humanos®**’. Los hepatocitos encon-
trados en higado derivados de la célula madre hemato-
poyética varfan en funcién de si existe lesion hepética o
no; es decir, son mas numerosos si existe lesién hepati-
ca’®. Estos hallazgos tienen gran importancia en pediatria
por la capacidad de células de médula 6sea para curar
enfermedades metabdlicas como la tirosinemia tipo 1, lo
que se ha logrado hasta el momento en experimentos
realizados en ratones®.

Rifidn

No existe una zona reconocida que produzca células
madre en el rifién. Diferentes estudios han demostrado
que células de médula modifican la progresion de enfer-
medades renales como el sindrome de Goodpasture o la
esclerosis glomerular mesangial®061.

Gastrointestinal

El recambio (turnover) de células epiteliales en el trac-
to gastrointestinal es un proceso que ocurre cada 2-7 dfas
y aumenta tras lesién. Este proceso estd regulado por una
célula madre que en el tubo digestivo no esté bien iden-
tificada, aunque existe acuerdo en que se localiza en las
criptas intestinales y las glandulas géstricas®?.
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En cuanto al papel de la célula madre de médula 6sea
en el recambio normal y la regeneracién de tejidos dafia-
dos gastrointestinales, algunos estudios realizados en pa-
cientes trasplantados demuestran la presencia de miofi-
broblastos derivados de la célula madre hematopoyética
en la ldmina propia intestinal, y de células epiteliales en
el tubo digestivo®. El hallazgo de miofibroblastos deriva-
dos de médula 6ésea en intestino plantea la posibilidad de
terapia génica para tratar la lJdmina propia dafiada, evi-
tando o tratando la formacién de fibrosis en enfermeda-
des como la de Crohn®5.

Musculo

Ia célula satélite, una célula mononuclear localizada
entre el sarcolema y la ldmina basal del muisculo, es la cé-
lula capaz de dividirse y autorrenovarse para mantener
la fibra muscular intacta®¢”. Esta célula representa un 5 %
de las células musculares®.

Los experimentos i1 vivo se encaminan a conocer los
marcadores de clones celulares capaces de regenerar
musculo adulto, pero cuando se realizan trasplantes in
vivo de estas células, sélo una minorfa sobreviven y son
capaces de regenerar®®70. Esto cuestiona si las células
obtenidas derivan de la célula satélite o de otras células
del musculo esquelético. Por el momento se conocen po-
cos marcadores de la célula satélite, lo que impide con-
testar a esta cuestion.

Entre las células candidatas a regenerar musculo, estin
las procedentes de médula 6sea, tanto la célula mesen-
quimatosa como la hematopoyética. Ferrari et al’! se-
paran la médula en dos fracciones (células adherentes,
mesenquimatosas y no adherentes, hematopoyéticas).
Ambas implantan en musculo de ratén y ven que las dos
contribuyen a la regeneracién de fibras musculares”.

El grupo de Gussoni et al”® utiliza poblaciones SP en ra-
tones con distrofia muscular tipo Duchenne y observa
que las células trasplantadas expresan distrofina, aunque
en un ndmero bajo. Este grupo ha sido capaz de selec-
cionar una poblacién purificada de células madre que
reside en el propio musculo.

Los experimentos en ratones consiguen un porcentaje
muy bajo de fibras musculares que expresen distrofi-
na747s,

Empleando modelos murinos y células mesenquimato-
sas de médula, el grupo de Reyes consigue una diferen-
ciacién a células miogénicas més importante en niimero.

Por el momento, el rechazo inmunolégico de células
de donante y el bajo ntimero de células musculares ob-
tenido, hace que la investigacion con células de otros te-
jidos diferentes a la médula esté abierta.

Pulmén

En el arbol broncopulmonar se ha propuesto la exis-
tencia de célula madre a varios niveles: epitelio seudoes-
tratificado de via aérea proximal, bronquiolos y alvéolos.

An Pediatr (Barc) 2003;59(6):552-8

555



Garrido Colino C. Investigacion con células madre

556

La plasticidad de progenitores hematopoyéticos queda
demostrada tras la inyeccién en recipientes femeninos
de progenitores procedentes de donante masculino, y ob-
servar la produccién de neumocitos®.

También tras dafiar el pulmén con bleomicina en rato-
nes e infundir médula ésea se demuestra la presencia de
neumocitos nuevos en pulmén?®.

Piel
La epidermis y los foliculos capilares son un claro
ejemplo de autorrenovacién. En la epidermis la prolifera-
cién celular parte de la capa basal, y en el foliculo tam-
bién existe una porcién con actividad de célula madre.
La plasticidad de la médula a este nivel queda demos-
trada en los estudios de Krause et al®.

Hueso

La médula 6sea contribuye a la formacién de huesos
largos en el ratén””.

La mayoria de las investigaciones se centran en la cu-
racién de la osteogénesis imperfecta, una anomalia ge-
nética que altera la sintesis del coladgeno. Se han realizado
protocolos terapéuticos usando modelos de ratén con os-
teogénesis imperfecta, con mejorfa en la composicién
del hueso”879. En los nifios afectados, la sustitucién de
su médula por médula de donante mejora la enfermedad:
aumenta la densidad 6sea total, disminuyen las fracturas
y el crecimiento se incrementa®081.

Conclusiones

Los avances en la investigacién con células madre han
sido grandes. Una célula madre no es necesariamente
una célula especifica, sino mds bien una funcién que
puede ser asumida por diferentes tipos celulares. La ca-
pacidad de una célula de funcionar como célula madre
disminuye a medida que esa célula madura. En un con-
texto de dafio tisular, sefiales presentes en el microam-
biente pueden lograr que células con baja capacidad de
células madre se comporten como tal.

La plasticidad de estas células ha quedado demostrada
sobre todo con la célula hematopoyética de médula adul-
ta, lo que deja una puerta abierta para la curacion de en-
fermedades degenerativas o incurables hasta el momento.
Sin embargo, sin conocer el mecanismo molecular res-
ponsable de la plasticidad de la célula adulta, es dificil la
aplicacién clinica. La demostracién de repoblacién parcial
de un érgano con células que se parecen a sus vecinas no
es lo mismo que demostrar la competencia funcional de
esas células.

Quedan por resolver muchas cuestiones, y atin debe
esperarse para poder emplear con fines terapéuticos las
células madre. Una etapa interesante sigue abierta para
la investigacion con la esperanza de conocer mejor y cu-
rar muchas enfermedades.
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