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RESUMEN

En los dltimos afios ha surgido una nueva rama de la medicina denominada medicina regenerativa,
basada fundamentalmente en los nuevos conocimientos sobre las células madre y en su capacidad
de convertirse en células de diferentes tejidos. Las células madre se clasifican en embrionarias y
somaticas o adultas. Durante varios afios se considerd que la célula madre hematopoyética era la
Unica célula en la médula 6sea con capacidad generativa. Sin embargo, estudios recientes han
mostrado que la composicion de la médula 6sea es mas compleja, pues en ella se ha identificado
un grupo heterogéneo de células madre adultas, entre las que se encuentran las: hematopoyéticas,
mesenquimales (estromales), poblacion lateral, células progenitoras adultas multipotentes (MAPC).
Varios estudios han sugerido que la potencialidad de algunos tipos de células madre adultas es
mayor de lo esperado, pues han mostrado en determinadas condiciones capacidad para
diferenciarse en células de diferentes linajes, lo que las acercan a la potencialidad de las células
embrionarias. Esto ha creado nuevas perspectivas para el tratamiento de diferentes enfermedades
con células madre adultas, lo que inicialmente se pensaba solo podia hacerse con las
embrionarias.
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En los ultimos afios se ha producido un extraordinario avance en los conocimientos relacionados
con diferentes ramas biomédicas, entre ellas la biologia celular. Esto ha dado un notable impulso a
una nueva rama de la medicina denominada medicina regenerativa. Esta disciplina médica se ha
basado fundamentalmente en los nuevos conocimientos sobre las células madre y en su capacidad
de convertirse en células de diferentes tejidos. *

Un aspecto que se debe destacar y que conforma el elemento basico de este tipo de medicina, es
gue se apoya en los mismos factores intra e intercelulares que el organismo emplea para su auto-
reparacion. Se sustenta en la terapia celular, en la administracion de elementos subcelulares y en
la ingenieria de tejidos, conductas utilizadas para remplazar por células sanas a las células
dafiadas por diversos procesos en determinados tejidos.

A continuacidon se exponen conceptos basicos que consideramos necesarios para una mejor
comprension del desarrollo médico en este nuevo campo cientifico.



CELULAS MADRE

Los términos aplicados en espafiol para identificar a estas células han sido variados. Inicialmente
se utilizé el mismo término que en inglés: stem cells, pero posteriormente se han introducido
diversos nombres que han dependido mas bien del criterio del traductor. Asi encontramos los de
células troncales, células tronco, células precursoras, células progenitoras y células estaminales.
De estos preferimos el término de células madre. Por otra parte, le célula progenitora o precursora
puede considerarse una célula que ya ha alcanzado una diferenciacion parcial y ha perdido la
capacidad pluripotencial de la célula madre. Ademas, en su progresion evolutiva, puede
comprometerse con un determinado linaje celular y dar lugar a células especializadas especificas.

Desde el punto de vista de su capacidad reproductiva y funcional, las células madre se han
definido como aquellas que pueden dividirse simultdneamente para mantener por un lado su auto-
renovacion, con produccion de mas células madre semejantes a ella, y por otro lado, generar
células hijas comprometidas con diferentes linajes celulares que se diferencian en diversos tipos de
células especializadas, no solo morfol6gicamente, sino también funcionalmente. Ademas, se le han
afiadido 2 propiedades funcionales: las capacidades de implantacién persistente tanto en tejidos
dafiados como en sanos. ** (fig. 1).
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Fig. 1. Propiedades de las células madre.

De acuerdo con su estado evolutivo, las células madre se clasifican en embrionarias y somaticas o
adultas.

Célula madre embrionaria

Deriva del embrién de los mamiferos en su etapa de blastocisto y posee la capacidad de generar
cualquier célula diferenciada en el organismo.

Después de la penetracion del espermatozoide, el 6vulo fecundado adquiere la condicion de
cigoto, en el que durante su recorrido por la trompa de Falopio, se van produciendo sucesivamente
distintos periodos de division celular que aumentan rapidamente el nimero de sus células, las
cuales reciben el nombre de blastomeros. Aproximadamente a los 3 dias, el embrion tiene el
aspecto de una esfera compacta que se denomina mdrula y que contiene de 12 a 16 blastomeros.
Alrededor de los 4 dias llega a la cavidad uterina, y sobre los 5 dias, comienza a introducirse
liquido en su interior para formar una cavidad: el blastocele. En esta etapa, el cigoto se llama
blastocisto y posee en uno de sus polos una agrupacion celular que recibe el nombre de masa
celular interna o embrioblasto que forma una prominencia dentro del blastocele. Las células que la
integran dan origen a todos los tipos celulares, sistemas, tejidos y o6rganos del individuo en


http://bvs.sld.cu/revistas/hih/vol20_3_04/f0101304.jpg

formacion. Ademas, tiene una capa celular aplanada que recubre la cavidad del blastocisto y la
parte exdgena del embrioblasto, la cual se denomina masa celular externa o trofoblasto, de donde
deriva la placenta.

Hacia el final de la primera semana del desarrollo, el blastocisto humano ha comenzado su
anidacion en la mucosa uterina mediante la introduccién en esta de las células trofoblasticas que
recubren el polo del embrioblasto. >

Un aspecto que debe quedar bien esclarecido es que las células de la masa interna ho mantienen
indefinidamente in vivo su capacidad de generaciéon de cualquier tipo celular, pues estas se van
diferenciando progresivamente en los diversos tipos celulares durante la fase intrauterina del
desarrollo. Sin embargo, cuando se extraen de su ambiente embrionario natural y se cultivan in
vitro, si son capaces de proliferar ilimitadamente y a su vez mantener su potencial de generar
células capaces de diferenciarse en cualquiera de los tejidos del organismo. ' En este estado es
que se califican como células madre embrionarias (fig. 2).
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Fig. 2. Esquema simplificado de la generacion de células madre embrionarias y sométicas.

Las células germinales no inician la diferenciacién sexual hasta la mitad de la gestacion; se conoce
gue hasta ese momento mantienen capacidad de diferenciacion hacia diferentes lineas celulares. *
Las células madre germinales se han aislado a partir de esas células germinales primordiales
embrionarias y fetales, y tal como ocurre con las células madre embrionarias, estas poseen una
gran capacidad proliferativa que se hace evidente cuando se someten a cultivo. Se ha sefialado
gue en estas condiciones las células madre germinales se mantienen viables solo durante 70 a 80
pases, pero tienen la ventaja que no forman teratomas cuando se inyectan en ratones, por lo que
pudieran representar una fuente mas segura de material trasplantable. 2

A pesar de que las células madre embrionarias de ratén se venian estudiando desde el inicio de
los afios 80 del siglo pasado, no fue hasta 1998 que se obtuvieron las primeras células madre
embrionarias de procedencia humana, lo que abri6 un nuevo campo de investigacion y
posibilidades de aplicacion practica.

Historicamente, el término de célula madre embrionaria se introdujo en 1981 para distinguir las
células embrionarias procedentes de las masa celular interna, de aquellas derivadas de
teratocarcinomas y que también poseen la capacidad de diferenciarse en distintos tipos celulares. °
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Para que las células madre embrionarias puedan crecer indefinidamente y mantener su estado
indiferenciado, se utiliza en los cultivos una capa alimentadora formada por fibroblastos
embrionarios de ratdén y un suplemento de factor inhibidor de leucemia (LIF, del inglés leukemia
inhibitory factor) para aprovechar su actividad bloqueadora de la diferenciacién. Cuando las células
embrionarias se extraen de estas condiciones comienzan a diferenciarse espontaneamente. * El
mecanismo por el cual los fibroblastos embrionarios de raton facilitan el crecimiento indiferenciado
de las células embrionarias humanas, no estd bien esclarecido, pero posiblemente sea
multifactorial. Recientemente se ha planteado la necesidad de buscar sustitutos para esta capa
nutricia xenogénica. *

La diferenciacion espontanea que ocurre en los cultivos de células embrionarias puede acelerarse
en determinadas condiciones. En el ratén, el método mas empleado es la formacion de cuerpos
embrioides ® y su forma méas simple es hacer el cultivo celular en suspension en ausencia de la
capa alimentadora o del LIF. Asi, se genera un agregado celular llamado cuerpo embrioide, en el
que se forman 2 capas: una externa que tiene las propiedades del endodermo extraembrionario, y
otra interior que representa el tejido embrionario con capacidad generativa de las diferentes lineas
celulares. El cultivo de estos cuerpos embrioides bajo diferentes condiciones ambientales puede
dar origen a diversos tipos de células diferenciadas. Los cuerpos embrioides también se han
podido obtener a partir de células madre embrionarias humanas. * *°

Sin lugar a dudas, las células madre embrionarias han resultado un gran aporte cientifico que ha
despertado un gran interés no solo en el campo de la biologia del desarrollo, sino también en el de
la medicina regenerativa en particular, por las expectativas que se han creado para su aplicacion
terapéutica en multiples enfermedades humanas. ! Sin embargo, esto Ultimo es un proceder muy
complejo, pues existen varios aspectos que aun no son bien conocidos, entre ellos uno
fundamental: no conocemos bien cémo hacer que la célula embrionaria humana se diferencie en
una célula especifica y cuales son los factores y sefiales que lo harian posible. Por otra parte, se
conoce que el trasplante de células madre embrionarias puede formar teratomas o
teratocarcinomas. Ademas, puesto que estas células proceden de un embrién humano vivo, desde
el primer momento su manipulacion y destino se ha enfrentado en diferentes paises a una fuerte
oposicién, basada principalmente en aspectos éticos, religiosos y politicos.

Célula madre somatica o adulta

Clasicamente se ha definido como una célula especializada dentro de la organizacion de las
células de un tejido especifico de un organismo ya formado, que esta restringida en su capacidad
de diferenciaciéon y es capaz Unicamente de generar células del tejido que representa, a las que
debe recambiar de forma natural. * ¢ Se ha sefialado que en su evolucion el organismo sitia en los
tejidos células madre somaticas como parte de los mecanismos que emplea para su renovacién en
condiciones fisiologicas o ante un dafio histico.

Sin embargo, en los Ultimos afios, se han realizado varios estudios que han aportado resultados
sorprendentes, pues sugieren que la potencialidad de algunos tipos de células madre adultas es
mayor de lo esperado, ya que han mostrado en determinadas condiciones capacidad para
diferenciarse en células de diferentes linajes. ' ***> El caso mas destacado es el de las células
madre hematopoyéticas capaces de diferenciarse en diversos tejidos, entre ellos endotelio,
musculo cardiaco, misculo estriado, hepatocitos, neuronas, piel e intestino. *1#3161° Aunque se ha
planteado que los criterios establecidos para definir a una célula madre adulta son dificiles de
comprobar experimentalmente, ? se ha sefialado que la mayor parte de los criterios que cumplen
las células madre embrionarias los satisfacen también la célula madre hematopoyética, pues esta
puede tener divisiones auto-renovadoras, puede dar lugar a todas las células sanguineas,
reconstruir la médula 6sea cuando se trasplanta en receptores irradiados letalmente o aplasiados
mediante quimioterapia, y ademas se ha observado su implantacion en tejidos sanos. 3422 Mas



recientemente, estos criterios se han aplicado también para identificar otras células madre adultas,
como es el caso de la célula madre del tejido nervioso. *

Diversas informaciones han sefialado la existencia de células madre adultas en varios sitios del
organismo que incluyen médula ésea, sangre periférica, sangre del cordén umbilical, cerebro,
médula espinal, grasa, pulpa dentaria, vasos sanguineos, musculo esquelético, piel, tejido
conjuntivo, cérnea, retina, higado, conductos pancreéticos, foliculo piloso, tejido gastrointestinal y
pulmoén. 1237

Todos estos hallazgos han ampliado los conocimientos sobre las células madre adultas, y
particularmente los relacionados con el mayor potencial generativo de algunos de sus tipos que lo
acercan al de las células embrionarias. Esto ha creado nuevas perspectivas para el tratamiento de
diferentes enfermedades con células madre adultas, lo que inicialmente se pensaba solo podia
hacerse con células madre embrionarias.

POTENCIALIDAD CELULAR

La potencialidad representa la capacidad y posibilidades de diferenciacién, de las células, y se
manifiesta en el ambito natural de acuerdo con el orden jerarquico de su desarrollo. De acuerdo
con su potencial de diferenciacion las células madres se han clasificado en: totipotentes,
pluripotentes y multipotentes. 2428:2°

Las células madre totipotentes son aquellas que en las condiciones apropiadas son capaces de
formar un individuo completo, pues pueden producir tejido embrionario y extra-embrionario. Asi en
el ciclo evolutivo posfecundacién, el cigoto u évulo fertilizado se considera una célula totipotente,
capaz de dar origen a todo el organismo. Igual sucede con la etapa siguiente de moérula, en que
todas las células son totipotentes. En el ratdn se plantea que la totipotencia solo persiste hasta el
estadio evolutivo de 8 células. *

Las células madre pluripotentes son las que tienen la habilidad de diferenciarse a tejidos
procedentes de cualquiera de las 3 capas embrionarias. Aunque estas células por si solas no
pueden producir un individuo, ya que necesitan el trofoblasto, si originan todos los tipos de células
y tejidos del organismo. En esta categoria estarian las células provenientes de la masa celular
interna del blastocisto.

En la categoria siguiente estarian las células madre multipotentes, que pueden diferenciarse en
distintos tipos celulares procedentes de las misma capa embrionaria, lo que las capacitaria para la
formacién de tipos celulares diferentes, pero no de todos. Tradicionalmente, las células madre
adultas se habian ubicado en esta etapa de la evolucion celular. Sin embargo, en los Ultimos afios,
se ha hecho evidente que la potencialidad de algunos tipos de células madre adultas es mayor que
la que habitualmente se les conferia, pues se evidencié que podian diferenciarse en tejidos
derivados de cualquiera de las capas embrionarias, sefialandose como el caso mas tipico el de las
células madre hematopoyéticas. **>%-3 Este fendémeno ha sido calificado como versatilidad de las
células madre adultas, tomando en cuenta la flexibilidad que tienen algunas de ellas para formar
células especializadas de otros linajes. Para esto se ha planteado que cuando su entorno natural
es sustituido por otro, cambian su programa de diferenciacién de acuerdo con las nuevas sefiales
de diferenciacion que reciben, por lo que se les ha asignado capacidad pluripotencial, y en este
sentido, se asemejarian a las células madre embrionarias. *!''* Estos hechos contradicen el
dogma clasico en biologia celular de la capacidad diferenciativa limitada de las células madre
adultas. El cambio del programa de diferenciacion podria estar relacionado con variaciones en las
sefiales internas y externas que recibirian las células en las interacciones que tendrian con todos



los elementos constitutivos del nuevo microambiente, habitat o "nicho" en que se situarian en el
organismo. *? Entre esos elementos podrian considerarse, entre otros factores: proteinas
promotoras e inhibidoras del ciclo celular, factores secretados por las células vecinas, interacciones
intercelulares y con la matriz extracelular del tejido mediante proteinas de membrana.
Recientemente se ha propuesto una interesante explicacion para estos cambios, basada en las
modificaciones que podrian suceder en diferentes fases del ciclo celular, en la modulacion de la
cromatina y en la variacién de los receptores de la membrana celular. **

En el orden jerarquico inferior se situarian las células unipotentes, que son aquellas que solo se
pueden diferenciar en un tipo celular, y que han sido calificadas en algunos trabajos como células
en transito, ** células progenitoras comprometidas, * o células precursoras. 2

Finalmente, se encuentran las células diferenciadas, que son las que han alcanzado su plena
maduracién y una actividad funcional especifica.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS CELULAS MADRE EMBRIONARIAS Y
ADULTAS

Los estudios que han puesto en evidencia las propiedades pluripotenciales de algunos tipos de
células madre adultas han creado grandes perspectivas terapéuticas, por lo que se ha planteado
gue aunque no estan bien definidas las caracteristicas de estas células y su mecanismo de accion,
es posible que se amplie su uso clinico mediante su aplicacion autologa en la regeneracion de
tejidos. Por otra parte, se han tratado de contraponer sus indicaciones con las de las células madre
embrionarias, pero todavia es muy temprano para definir la superioridad de unas sobre las otras,
por lo que las futuras investigaciones en este campo contribuiran seguramente a esclarecer
aspectos hoy no bien delimitados. Por el momento, con ambos tipos de células madre se han
sefialado ventajas y desventajas, que quiza podrian modificarse en el futuro. *

Entre las ventajas de las células madre embrionarias humanas esta que ellas virtualmente pueden
formar cualquier tipo de tejido y mantenerse indefinidamente en cultivo. En su contra tendrian los
problemas éticos que provienen de la necesidad de extraerla de su medio natural que es un
embrién en desarrollo, o que equivaldria a la interrupcion de la vida de un nuevo ser ya en proceso
de formacion. Ademas, su procedencia alogénica es en la actualidad una gran limitante,
establecida por la conocidas diferencias en el sistema de histocompatilidad HLA. Esto pudiera
resolverse a mediano o largo plazo mediante el desarrollo de O&ptimos métodos de
inmunotolerancia o en un periodo mas cercano, con el empleo de células embrionarias
provenientes del propio paciente, lo que equivaldria a un autotrasplante sin problemas de rechazo
u otras reacciones inmunes que se presentan con el trasplante de células alogénicas. En esto
intervendria el desarrollo del método de la transferencia de un nacleo de célula somatica del propio
paciente a un évulo desnucleado, con lo que se crea un embrion, derivado de una célula somatica
y que algunos han llamado "embrién artificial”, el cual se lleva hasta la fase de blastocisto para la
obtencion de las células embrionarias que se utilizarian en el enfermo y que tendrian las
caracteristicas de células autélogas. Este proceder es lo que se ha llamado clonacion terapéutica,
gue ya ha sido aceptada por gran parte de la comunidad cientifica, mientras que se mantiene la
oposicion a la clonacion con fines reproductivos (fig. 3).
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Fig. 3. Aplicaciones de la clonacion de embriones humanos.

Por otra parte, ain no se han establecido ni se conocen bien las condiciones necesarias para la
diferenciacion hacia lineas celulares especificas, aunque se espera que en este campo pueda
avanzarse con rapidez a medida que se vayan incrementando los conocimientos que podrian
proporcionar las investigaciones actuales y perspectivas. Una desventaja adicional, es su conocida
potencialidad teratogénica. !

En cuanto a las ventajas de las células madre adultas, se plantea que dada su procedencia
autéloga, no producen trastornos inmunolégicos ni presentan problemas éticos. Pueden ser de
diferentes tipos y obtenerse de distintas fuentes; algunos de ellos tienen un amplio potencial de
autorrenovacion y posibilidades de modificar su diferenciacion y de utilizaciéon para la transferencia
génica.

Entre las desventajas se ha sefialado que la mayor parte de estas células tienen una
autorrenovacion limitada y una manipulacion engorrosa y costosa. * Sin embargo, los resultados
obtenidos en algunos ensayos clinicos con células madre adultas de la médula ésea han abierto la
posibilidad de un método de obtencién més factible y menos costoso. *

CELULAS MADRE ADULTAS PRESENTES EN LA MEDULA OSEA

Durante varios afios se consideré la célula madre hematopoyética como la Unica célula en la
médula 6sea con capacidad generativa y se pensaba que solo era multipotencial. Sin embargo,
estudios recientes han mostrado que la composicién de la médula 6sea es mas compleja, pues en
ella se ha identificado un grupo heterogéneo de células madre adultas (fig. 4), entre las que se
encuentran los tipos siguientes:

Hematopoyéticas.

Mesenquimales (estromales).

Poblacion lateral.

Células progenitoras adultas multipotentes (MAPC).
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Fig. 4. Poblaciones de células madre presentes en la médula 6sea.

Células madre hematopoyéticas

Estas células se han utilizado desde hace mas de 50 afios en el trasplante de médula ésea y han
mostrado su efectividad en el tratamiento de diversas enfermedades. En los primeros tiempos, su
fuente casi exclusiva era la médula ésea; posteriormente se extrajeron de la sangre periférica, tras
su movilizacion de la médula 6sea mediante factores de crecimiento, y también de la sangre del
cordén umbilical. Ocasionalmente se ha usado como fuente tejido hepatico fetal.

Habitualmente se ha empleado el marcador de superficie CD34 para la identificacion de estas
células, pero estudios mas amplios han mostrado que su inmunofenotipo es mas complejo, ya que
puede expresar un espectro de marcadores de acuerdo con su estado de diferenciacion.

En fecha relativamente reciente se ha incorporado un marcador de superficie (CD133) que indica
un estadio mas inmaduro de estas células, ** y se han encontrado células CD133* CD34", CD38,
asi como CD34*, CD38 y CD34*., CD38*. * Un inmunofenotipo caracteristico se considera
CD133*, CD117* (c-kit), CD34*, CD38:, Lin" (marcadores de linaje celular). Algunos autores
sefialan que hay casos que pueden expresar CD45. !

En el ratdén se ha planteado que las células madre hematopoyéticas son CD45*, Thy 1.1* (grupo de
antigenos descubierto en el ratén en la superficie de timocitos y linfocitos), c-kit*, Sca-1* (stem cell
antigen 1), Lin -y no expresan niveles significativos de CD34 en contraste con los humanos, en
gue la mayoria son CD34*. *

Estudios recientes apoyan también la existencia de células madre hematopoyéticas CD34", lo que
va en contra del criterio establecido hasta ese momento de que siempre expresan CD34. Se ha
sefialado que en el raton las células CD34  representan una subpoblacion en estado quiescente,
que después que son activadas, mediante diferentes procederes que incluyen la adicion de
citocinas, se diferencian en células CD34*. % Esto concuerda con las opiniones de que las células
CD34 podrian representar un estado mas primitivo que el de las CD34". * Es posible que algunas
de las células CD34" correspondan a la subpoblacion medular recientemente identificada como

"poblacion lateral" (del inglés side population), que contiene una alta proporcidn de células CD34".
36-39

Otros estudios han incorporado nuevos marcadores en el inmunofenotipo de las células madre
hematopoyéticas, entre ellos el VEGFR-2 (receptor tipo 2 del factor de crecimiento del endotelio
vascular), también conocido como KDR/flk -1. ** Este es un marcador que se ha encontrado en
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células hematopoyéticas y sus precursores, asi como en células endoteliales. Se ha planteado que
tiene una intervencién importante en el desarrollo hematopoyético y vascular. Por otra parte, se ha
observado que la subpoblacion CD34* KDR* incluye una alta proporcién de células madre
hematopoyéticas con gran capacidad de autorrenovacion, mientras que en la CD34* KDR™ esta
capacidad es mucho menor. 38

Atendiendo a lo antes expuesto, se ha sugerido que las células madre hematopoyéticas son
capaces de contribuir en buena medida a la angiogénesis y vasculogénesis.

En la actualidad se acepta la existencia del hemangioblasto como un progenitor coman endotelial y
hematopoyético, lo que apoyaria la potencialidad endotelial de las células madre hematopoyéticas
de la médula oOsea. > Ademas se ha sefalado que la interrelacién entre las células
hematopoyéticas y las endoteliales, es un hecho esencial para la angiogénesis, puesto que en esta
interviene la liberaciéon por las células hematopoyéticas de varios factores angiogénicos, tales
como angiopoyetinas y factores de crecimiento del endotelio vascular. Tanto en la médula 6sea
humana como en sangre periférica, la célula progenitora endotelial se ha caracterizado como
CD133*, CD34* VEGFR2", lo que indica su estrecho vinculo con la célula madre hematopoyética.
A estos marcadores se suman antigenos distintivos como el CD146 (sialomucina) y el CD144 (VE-
Cadherina). En su maduracion, las células endoteliales pierden el antigeno CD133. *°

Investigaciones recientes han mostrado el potencial de las células madre hematopoyéticas adultas
para la regeneracion de diversos tejidos, tanto en experimentos animales como en ensayos
clinicos. ' Todos estos datos evidencian que el comportamiento y la potencialidad de las células
madre hematopoyéticas son mucho mas complejas de lo que se creia previamente.

Células mesenquimales

En 1976 se informd que de la médula 6sea se podian obtener células estromales con capacidad
clonogénica. Con posterioridad, se describid en la médula 6sea una poblacién de células que
presentaba una gran capacidad proliferativa y de diferenciacion a varios linajes celulares. Estas
células se denominaron células madre mesenquimales, las cuales se identifican habitualmente por
las siglas MSC, del inglés mesenchymal stem cell. ** También se han llamado mesenquimatosas o
mesenquimaticas. Por su procedencia del estroma de la médula dsea otros las han llamado células
madre estromales. ** Estas fueron las primeras células madre no hematopoyéticas que se aislaron
de la médula 6sea. Entre sus caracteristicas se destacan su adherencia al plastico, el aspecto de
fibroblastos fusiformes en cultivos no estimulados, expresién de marcadores especificos como
SH2, SH3 y SH4 con ausencia de marcadores hematopoyéticos como CD45, CD34, CD11 y CD14.
4042 M&s recientemente se han afiadido otros antigenos de superficie Utiles para la identificacion de
las MSC, como son CD29, CD44, CD71, CD90y CD106. **

Se ha demostrado que las células estromales son necesarias para el mantenimiento y expansion
de células madre hematopoyéticas derivadas de la médula 6sea de adultos y de la sangre del
corddén umbilical. ** Estas células, ademéas de dar apoyo a la hematopoyesis pueden diferenciarse
en osteoblastos, condroblastos, adipoblastos y mioblastos. a4
Por otra parte, se ha sefialado la posibilidad de diferenciacién de células estromales derivadas de
la médula 6sea en células con marcadores asociados con las neuronas, como es la nestina. Estas
observaciones abren posibilidades para su empleo en diferentes enfermedades neurolégicas *° y
amplian el potencial terapéutico que estas células podrian tener en la medicina regenerativa.

Poblacién lateral

Esta poblacion se representa en la literatura con las siglas SP provenientes de su nombre en
inglés: side population.



Habitualmente las células madre hematopoyéticas se han identificado mediante su
inmunofenotipaje de membrana estudiado por citometria de flujo. Otra estrategia que se ha
incorporado para su deteccion es la evaluacion de su capacidad funcional para emitir mayor o
menor fluorescencia cuando se enfrentan a determinados colorantes fluorescentes y el anélisis se
realiza en un separador de células activadas con fluorescencia (FACS). Esto se basa en su mayor
0 menor capacidad para expulsar esos citofluorocromos.

Los estudios iniciales se hicieron en ratones empleando la rodamina -123 y se comprobé la
existencia de 2 subpoblaciones de células primitivas: una con una fluorescencia muy tenue y otra
con una emision brillante. Con posterioridad se comprobdé en los humanos este diferente
comportamiento celular y ademés que las células hematopoyéticas primitivas tienen también una
mayor capacidad de eliminacién del citofluorocromo Hoechst 33342. “ Hasta hace poco se
aceptaba que la débil emision fluorescente era un reflejo de su hipoactividad metabdlica y de un
estado de quiescencia. Sin embargo, hoy se acepta que la débil emisién de fluorescencia se debe,
en su mayor parte, a la rapida expulsiéon del fluorocromo. Este flujo del colorante es mediado al
menos por 2 transportadores que se unen con ATP y que son miembros de la familia ABC (siglas
gue provienen de su nombre en inglés: ATP-binding cassette). Estos son el ABCG2, equivalente a
una nueva proteina resistente al cancer de mama (BCRP), y la glicoproteina P. *” La subpoblacion
de células madre que eliminan rapidamente el Hoechst 33342 presenta un patrén caracteristico en
la citometria de flujo, a lo que se debe su hombre de poblacion lateral.

Se ha sefialado que esta poblacidn celular tiene una frecuencia media de 0,02 % en la sangre
periférica movilizada y extraida por aféresis, y es menor en la médula 6sea y en la sangre del
corddén umbilical. “® Formando parte de esta poblacién, se han detectado subpoblaciones CD34* y
CD34 ¢85 39 Se plantea que en los humanos gran parte de las células SP son CD34". “8 Por otro
lado, se ha sefialado que la expresion del transportador ABCG2 constituye una indicacién de una
célula madre muy primitiva. *° Se ha indicado que las células de la SP pueden dar lugar a diferentes
tipos de células especializadas e integrarse en distintos tejidos in vivo que incluyen tejidos no
hematopoyéticos. 2

Células progenitoras multipotenciales adultas

Recientemente se han generado nuevas expectativas en la comunidad cientifica ante la posibilidad
de que algunas células madre adultas puedan tener propiedades de diferenciacién muy similares a
las de las células madre embrionarias. Esto estd estrechamente relacionado con el aislamiento en
cultivos de médula ésea de ratas, ratones y humanos de células progenitoras multipotenciales
adultas con una versatilidad inusual, pues mostraban capacidad de diferenciarse rdpidamente en
multiples tipos celulares segun las condiciones de cultivo. **** Estas células se denominan con las
siglas MAPC derivadas de su nombre en inglés multipotent adult progenitor cells. Después que
estas se introducen en blastocistos murinos, pueden generar la mayoria de los tipos celulares
derivados de cualquiera de las 3 capas embrionarias. ! De igual forma sucede cuando se someten
a determinadas condiciones de cultivo. * Aunque no hay evidencias concretas de que las MAPC
existan como tales en tejidos normales, estas se pueden obtener mediante cultivos a largo plazo
de células estromales de la médula Osea mantenidas en condiciones especificas. *

A diferencia de las células madre embrionarias, las MAPC se pueden obtener de la médula 6sea
autologa, con lo que se evita la reaccion de rechazo que se puede producir debido a la expresion
en las células embrionarias de antigenos de histocompatibilidad diferentes a los del receptor de
esas células. Por otra parte, no se ha observado en estas el potencial teratogénico que tienen las
embrionarias. * Se ha sefialado que las MAPC son capaces de proliferar in vitro con mas de 120
divisiones celulares sin un aparente envejecimiento, y también que no expresan CD34, CD44,
CD45, c-kit ni antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y clase Il. Su
expresion de Flk-1, Sca-1 y Thy-1 es muy baja, pero la de CD13, SSEA-1 (en rata/ratén) y SSEA-4



(en humano) es alta. ** Los antigenos embrionarios 1, 3 y 4 especificos de etapas, reconocidos
por las siglas SSEA (derivadas del término que los designa en inglés: stage - specific embryonic
antigens), se detectan mediante anticuerpos monoclonales que se emplearon originalmente para
identificar las primeras etapas del desarrollo del ratén. Las células pluripotentes de los primates
expresan SSEA-3 y SSEA-4, pero el SSEA-1 solo se manifiesta después de su diferenciacion. En
las células embrionarias del ratdn ese patrén de expresion antigénica se invierte. * Las mayores
limitantes que se plantean para el empleo de las MAPC son las condiciones tan especializadas que
al parecer son necesarias para su cultivo. Por otra parte, las condiciones que se requieren para
gue se diferencien en tipos celulares especificos no estan totalmente esclarecidas, por lo que esto
es un tema de gran interés y objeto en la actualidad de diversas investigaciones. * Indudablemente
que la identificacién y estudio de las MAPC abren nuevas perspectivas no solo en su posible
aplicacion terapéutica, sino también para el mejor conocimiento de la biologia de las células madre.

Células ovales

Investigaciones realizadas en modelos animales han evidenciado que entre las células de la
médula ésea se puede encontrar una poblacion con las caracteristicas de las células ovales a las
que se le atribuye una capacidad generativa bipotencial, pues pueden transformarse en
hepatocitos y células epiteliales del arbol biliar. Se ha sefialado que una pequefia subpoblacion de
células CD34* Lin™ es la que tiene esta propiedad. Estudios posteriores efectuados en humanos
también apoyan estos criterios. 7*8°2 Asi se ha planteado que la contribucién de las células de la
médula 6sea a la regeneracion hepatica pudiera estar relacionada con la infusion de células ovales
presentes dentro del conjunto de células medulares. * Estos estudios, tomados en forma integrada,
apoyan el concepto actual de la heterogeneidad de las poblaciones de células madre adultas
existentes en la médula ésea y la contribuciéon de sus células circulantes a la formacion de tejidos
no hematopoyéticos.

CONTRIBUCION DE CELULAS CIRCULANTES A LA FORMACION DE
TEJIDOS NO HEMATOPOYETICOS

En los dltimos tiempos se han acumulado algunas evidencias que indican que las células madre
hematopoyéticas pueden contribuir a la homeostasis de tejidos no hematopoyéticos. Este criterio
se apoya en los resultados obtenidos en modelos animales y en observaciones realizadas en
humanos.

Las investigaciones sobre este tema se han realizado en general mediante la evaluacion del
quimerismo que se puede producir en determinados 6rganos, cuando se realiza un trasplante
alogénico de médula ésea o de células madre hematopoyéticas extraidas de sangre periférica
después de su movilizaciéon por medio de un factor estimulador. En algunos trabajos también se
han utilizado como material de estudio, casos en que se ha hecho un trasplante de drgano. En
ambas situaciones, donantes y receptores eran de sexos diferentes, lo que permitia usar el
cromosoma Y como marcador para identificar la existencia de quimerismo en tejidos de casos
femeninos. En los trasplantes de células hematopoyéticas los donantes eran siempre masculinos,
mientras que una situacion inversa se us6 en los casos de trasplantes de 6rganos, ya que el
organo trasplantado siempre provenia de una donante.

En los trasplantes experimentales de células hematopoyéticas practicados en ratones, en la
hembra receptora se observaron células con el marcador masculino en diferentes localizaciones,
gue incluian masculo esquelético y cardiaco, neuronas, hepatocitos, células endoteliales, alvéolos
pulmonares, bronquios, tracto digestivo y piel. **® En los humanos también se pudieron comprobar
diferentes porcentajes de células con el marcador masculino en diferentes sitios de la receptora,
qgue incluian osteoblastos, hepatocitos, epitelio gastrointestinal, cardiocitos, piel y células de
Purkinje. +7%



En los trasplantes de érganos también se observé quimerismo en el 6rgano femenino trasplantado;
asi en el trasplante hepatico se encontraron hepatocitos con el marcador masculino y en los
corazones trasplantados cardiomiocitos con el marcador Y procedente de células del receptor
masculino.

Todos estos datos sugieren que las células procedentes de la médula 6sea pueden llegar a través
de la circulacién a los tejidos no hematopoyéticos, donde pueden adquirir caracteristicas de las
células del tejido donde se implanten. En la actualidad, no esta completamente definido el
mecanismo por el cual las células madre circulantes pueden se atraidas por diferentes sectores del
organismo y después diferenciarse en células especificas de esos tejidos.

Se ha sefialado que las lesiones histicas pueden originar cambios en el microambiente de un
organo determinado y desempefiar una importante funcién en la atraccion de las células madre
circulantes. Una posibilidad seria la produccion en la zona dafiada de quimocinas especificas las
cuales atraerian a las células madre dotadas de receptores que les permitan unirse con ellas (fig.
5). 2 Sin embargo, la situacién no parece tan simple, pues las células madre circulantes también
pueden incorporarse a 6rganos no dafiados, situacion en que la explicacion resulta mas dificil.

con receptor
o o0

Quimocina

Zona de tejido dafiado

Fig. 5. Mecanismo propuesto para explicar la migracién de las células madre a tejidos lesionados.

La habilidad de las células madre adultas para en determinadas situaciones adquirir caracteristicas
de células especificas de otros tejidos, se ha atribuido a un proceso calificado como plasticidad
celular.

PLASTICIDAD DE LAS CELULAS MADRE ADULTAS

En los Ultimos afios, se ha acumulado una serie de conocimientos sorprendentes que contradicen
el dogma de que una célula madre adulta solo puede diferenciarse en células de un tejido
especifico. Asi, ha surgido el concepto de plasticidad de las células madre adultas. Como este
concepto no estéd perfectamente esclarecido, se le ha dado una posible definicion, en la que se
identifica a la plasticidad como la capacidad que adquieren estas células, bajo determinadas
condiciones microambientales, de diferenciase en células de tejidos distintos de aquel con el cual
la célula madre se encuentra aparentemente comprometida.'® Asi, se ha sefialado una plasticidad
potencial para diferentes células madre adultas, entre las que destacan las hematopoyéticas y las
neuronales (fig. 6). Sin embargo, al parecer esta situacion es mucho mas compleja, pues sobre
esta capacidad se han emitido diferentes opiniones e interrogantes acerca de los mecanismos que
pueden explicar la versatilidad de las células madre adultas y su aparente plasticidad. En la
actualidad, para esclarecer este proceso, se plantean 4 hipétesis 0 modelos. Se ha sefalado la
existencia de datos en la literatura que apoyan la intervencién de 4 mecanismos (fig. 7). *
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Fig. 6. Plasticidad potencial de algunas células madre adultas (las flechas indican la posible
capacidad de transformacion de la célula madre).
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Fig. 7. Mecanismos para explicar la plasticidad de las células madre adultas.CMH: célula madre

hematopoyética; CET: célula especifica del tejido.A: heterogeneidad de células madre que se ha

encontrado en la médula 6sea. B: fusion celular con produccion de una célula hibrida con

caracteristicas de ambas células fusionadas. C: procesos de transdiferenciacién, desdiferenciacion
y rediferenciacion que pueden dar lugar a que las células sean reprogramadas y se diferencien en
otras de distinto linaje. D: persistencia en el organismo ya desarrollado de células madre somaticas

con capacidad multi o pluripotencial. (Tomado de las referencias 1y 24).
Los mecanismos planteados son los siguientes:

1. Heterogeneidad de las células madre presentes en una poblacién celular.

2. Fusién de las células madre trasplantadas con las células especificas residentes en un

organo.
3. Consumacion de un proceso de desdiferenciacion y rediferenciacion celular.
4. Persistencia de células madre adultas con capacidad multi o pluripotencial.
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HETEROGENEIDAD DE LAS CELULAS MADRE SOMATICAS PRESENTES EN
UNA POBLACION CELULAR

Diversos estudios apoyan la coexistencia de tipos diferentes de células madre en determinados
tejidos, cada una con distintas caracteristicas y potencialidades. Como ejemplo de este modelo
esta la heterogeneidad de células madre que se ha encontrado en la médula ésea. Esto ha llevado
a plantear que la regeneracion de tejidos no hematopoyéticos que se ha observado después de la
infusion de células procedentes de la médula 6sea, podria deberse a la accién especifica de
alguno de los tipos de células madre que actualmente se han identificado en ella, y no a la
transdiferenciacion de la célula madre hematopoyética, aunque esta Ultima posibilidad no puede se
excluida.

FUSION DE LAS CELULAS TRASPLANTADAS CON LAS CELULAS PROPIAS
DE UN TEJIDO

Existen varios trabajos que apoyan el criterio de que la aparente plasticidad y pluripotencialidad se
deben en algunos casos a un proceso de fusidn celular. #3*** También se ha visto que la fusién de
mioblastos con fibroblastos induce en estos Ultimos la expresién de proteinas propias del misculo,
lo que ha sugerido la existencia en los mioblastos de algunos factores que pueden inducir la
diferenciacion muscular de otros tipos de células. * Por otra parte, se ha sefialado que el contacto
intercelular podria tener una accién importante en la fusion de una célula incorporada a un nuevo
microambiente. Este mecanismo daria lugar a células hibridas con caracteristicas de ambas
células fusionadas, pero con la desventaja de poseer una menor capacidad proliferativa, pues
generalmente debido a la fusiébn adquieren doble dotacion cromosémica. *

El mecanismo de fusion celular se ha comprobado en estudios experimentales con ratones en que
la mayor parte de las células hibridas eran tetraploides o hexaploides. *** Sin embargo, muchas de
las células especificas de tejidos y con marcadores propios del donante que se han identificado en
pacientes que han recibido trasplantes alogénicos de células madre hematopoyéticas, han
mostrado una dotacion cromosémica normal. Para compatibilizar esta situacién, se sugirié que tal
vez la célula fusionada hiperdiploide podia evolutivamente llevar su dotacion cromosémica a un
estado diploide. Pero estudios posteriores no han favorecido esta hipétesis. 3

Se ha sefialado que hasta donde se conoce en la actualidad, no existe ningln estudio que permita
eliminar radicalmente la posibilidad de la fusion celular como un mecanismo que pueda intervenir
en la versatilidad de las células madre somaticas, aunque es muy poco probable que pueda
justificar todas las observaciones de pluripotencialidad celular realizadas hasta la fecha. Quiza la
fusién pudiera explicar la transformacion celular en determinados tejidos donde la frecuencia de los
otros mecanismos sea extremadamente baja. *

EXISTENCIA DE UN PROCESO DE DESDIFERENCIACION Y
REDIFERENCIACION CELULAR

Se ha planteado que una célula madre programada para su diferenciacion en células
especializadas especificas puede transdiferenciarse en determinadas situaciones ambientales, es
decir, cambiar su destino y dar lugar a células de otros tejidos diferentes.

Desde hace mucho tiempo se conoce que la desdiferenciacién y rediferenciacion pueden ocurrir en
ciertos animales, y como ejemplo se citan los anfibios, que son capaces de regenerar
completamente alguna extremidad dafiada. Tal como sucede durante el proceso de la clonacion
celular, en que el nicleo de una célula somatica es sometido a un proceso de reprogramacion
genética, se ha planteado la posibilidad de que las células madre adultas pudiesen ser
reprogramadas cuando se extraen de su microambiente natural y se sitllan en otros diferentes, en



los cuales reciben estimulos y sefiales que las inducen a la activacién de un nuevo programa
genético que las lleva a la diferenciacién en células del nuevo tejido en que se han implantado. De
esta forma, una célula genéticamente comprometida puede sufrir un proceso de desdiferenciacion
mediante un salto atras en su etapa de maduracién y adquirir por esta retrodiferenciacion una
nueva capacidad regenerativa, que le permite después rediferenciarse en células maduras
especializadas de estirpes diferentes. *32* Un ejemplo de este proceso es la desdiferenciacion que
se ha observado en células epidérmicas que se han transformado en células inmaduras con
caracteristicas de células madre. =

PERSISTENCIA DE CELULAS MADRE ADULTAS CON CAPACIDAD MULTI O
PLURIPOTENCIAL

Se ha sugerido la posibilidad de que en el organismo después de rebasado el periodo embrionario,
persistan células madre con capacidad multi o pluripotencial, que en dependencia del medio en
gue se sitlen, pueden diferenciarse hacia células de diferentes linajes. Algunos estudios han
evidenciado la existencia de células que apoyan esta hipotesis. 5!

Hasta el momento, ninguno de los modelos expuestos puede por si solo explicar completamente el
mecanismo de la plasticidad atribuida a las células madre. Es posible que en determinados casos,
tejidos y situaciones ambientales, pueda ocurrir mas de uno de estos procesos. La explicacién de
la versatilidad planteada en las células madre adultas es el objeto de diferentes investigaciones, y
resulta de gran interés y preocupacién para muchos cientificos en el mundo, lo que seguramente
contribuira a esclarecer este importante topico de la moderna biologia celular.

Todos los aspectos analizados en este trabajo ofrecen una vision panoramica de los grandes
avances que se han logrado en el estudio de las células madre en un tiempo relativamente corto, y
aunque aun persisten muchas incognitas por despejar, no cabe duda que la investigacion en este
campo ha creado grandes expectativas, fundamentalmente en relacion con la aplicacién
terapéutica de estas células y el desarrollo de la medicina regenerativa, pues los nuevos
conocimientos podrian abrir las puertas a una verdadera e importante "revolucion” en el tratamiento
de diversas enfermedades.

SUMMARY

In the last few years, there has emerged a new branch of medicine called regenerative medicine
based mainly on the new knowledge about stem cells and their capacity to turn into cells of different
tissues. Stem cells are classified into embryonic cells and somatic or adult cells. For many years, it
was believed that hematopoietic stem cell was the only one with regenerative capacity in the bone-
marrow. However, recent studies have shown that the composition of the bone marrow is more
complex an heterogeneous group of adult stem cells such as hematopoietic, mesenchymal
(stromal), lateral population and multipotent adult progenitor cells have been identified there.
Several studies suggested that the potential of some types of adult stem cells is greater than
expected since they have shown their capacity to differentiate into cells of various lineages under
certain conditions, which means that their potential is very close to that of the embryonic cells. This
has given rise to new prospects for the treatment of a number of diseases with adult stem cells that
it was thought to be possible only with the embryonic cells.

Key words: regenerative medicine, stem cells, cell plasticity, transdifferentiation.
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