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ABREVIATURAS

-Células madre adultas (ASC) -Células madre de liquido amniético (AFSC)
-Células madre embrionarias (ESC) -Células madre derivadas de musculo
-Células madre pluripotentes inducidas (iPSC) (MDSC)

-Células madre epiteliales (EPSC) -Células madre derivadas de tejido adiposo
-Celula precursora endotelial circulante (EPC) (ADSC)

-Células madre mesenquimales (MSC) -Células madre hematopoyeticas (HSC)
-Células madre mesenquimales derivadas de -Células madre neurales (NSC)

médula 6sea (BM-MSC)



1. RESUMEN/ABSTRACT

Uno de los campos de la medicina que mas expectativas ha levantado en los Gltimos afios es la
medicina regenerativa dentro de la cual se encuadra la terapia celular basada en el empleo de células
madre. El aislamiento de células madre embrionarias humanas, la aparente e inesperada
potencialidad de las células madre adultas (células madre mesenquimales, células madre derivadas
de médula osea...), y el desarrollo de células madre pluripotentes inducidas, nos lleva a imaginar un
futuro esperanzador para un importante nimero de enfermedades, actualmente, incurables tales
como enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiacas... Aunque, se han publicado
numerosos estudios, algunas cuestiones que conciernen a las células madre aun estan siendo
debatidas, tales como: los mecanismos moleculares de diferenciacion, los métodos para prevenir la
formacion de teratomas tras el trasplante o las cuestiones éticas o religiosas que conciernen,
especialmente, a la investigacion con células madre embrionarias. A lo largo de las siguientes
paginas vamos a tratar de dibujar el panorama de la investigacion con células madre, describiendo

los principales logros en este campo asi como algunas de las preguntas pendientes de responder.

Palabras clave: Células madre, Terapia celular, Medicina regenerativa, Células madre embrionarias,
Células madre pluripotentes inducidas, Células madre adultas.

One of the fields of medicine that has raised more expectations in recent years is regenerative
medicine in which the cell therapy based on the use of stem cells highlights. The isolation of human
embryo stem cells, the apparent and unexpected potentiality of adult stem cells (mesenchymal stem
cells, bone marrow stem cells...) and the development of induced pluripotent stem cells (iPSCs) lead
us to imagine a hopeful future for a significant number of diseases that at present are incurable such
as: neurodegenerative diseases, cardiac diseases... Although multiple studies were published, several
issues concerning the stem cellsare still debated, such as: the molecular mechanisms of
differentiation, the methods to prevent teratoma formation or the ethical and religious issues
regarding especially the embryonic stem cell research. In this review we will sketch out the
panorama of stem cell research, describing the main achievements in this field as well as some of the

questions that await an answer.

Key words: Stem cells, Cell therapy, Regenerative medicine, Human embryo stem cells, Induced

pluripotent stem cells, Adult stem cells



2. INTRODUCCION 818

Durante los altimos afios, el aumento de la esperanza de vida y el consecuente envejecimiento de la
poblacion ha dado lugar a la aparicién de nuevas enfermedades a menudo complejas y cronicas
muchas de ellas de dificil tratamiento. Debido a ello, la medicina moderna esta intentando desarrollar
nuevas técnicas terapéuticas que puedan aplicarse en estas enfermedades prescindiendo de
tratamientos farmacoldgicos de por vida. En este contexto nace la medicina regenerativa.

Aunque no se ha establecido una definicion clara de medicina regenerativa, ésta podria definirse
como un campo emergente e interdisciplinario que tiene como objetivos la regeneracion de células
de tejidos u organos dafiados, estructural o funcionalmente, como consecuencia del envejecimiento,
enfermedad, dafio o defecto congénito. Para ello, utiliza distintos abordajes tecnoldgicos basados en
la tecnologia de las células madre, moléculas solubles que tienen efectos sobre estas células e
ingenieria de tejidos entre otros.

Actualmente, la medicina regenerativa ha obtenido buenos resultados en el tratamiento de diversas
enfermedades. Sin embargo, a pesar de las prometedoras expectativas de ésta, son muchas las
aplicaciones que todavia no se han llevado a cabo debido a la falta de los conocimientos necesarios
para el desarrollo de las mismas.

Los avances en el campo de la medicina regenerativa se han vinculado estrechamente con los nuevos
conocimientos adquiridos sobre las células madre y su capacidad de convertirse en células de
diferentes tejidos, lo cual ha contribuido significativamente a calificarlas como el pilar central de la
medicina regenerativa.

Las células madre son aquellas que se caracterizan por su capacidad de diferenciacion (plasticidad)
en distintos tipos celulares en condiciones especificas y sefiales apropiadas, y capacidad de division
(auto-renovacion) durante un periodo indefinido de tiempo. Segun su potencial de diferenciacion, las
células madre pueden clasificarse en distintos tipos:

- Las células madre totipotentes son aquellas que pueden dar lugar a todos los tipos celulares.
Unicamente el cigoto y las descendientes de las dos primeras divisiones son células
totipotenciales ya que tienen la capacidad de formar tanto el embrién como el trofoblasto de la
placenta.

- Las células madre pluripotentes son las células de la masa celular interna del blastocisto y
pueden diferenciarse en las tres lineas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), pero
pierden la capacidad de formar la placenta.

- Las celulas madre multipotentes son células capaces de producir un rango limitado de linajes

celulares diferenciados de acuerdo a su localizacion.



- Las células madre oligopotentes tienen una capacidad de diferenciacion mucho mas reducida
que las celulas madre multipotentes como progenitores linfoides, mieloides, megacariociticos y
eritroides.

- Las células madre unipotentes solo dan lugar a un tipo de células.
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Figura 1: Clasificacion de Stem cells de acuerdo a su diferenciacion.

Otra posible clasificacion atiende a su origen:

- ASC: engloban a las células madre multi, oligo y unipotentes y su funcién es la renovacion de
los distintos tejidos. Dentro de las ASC destacan MSC. Las MSC son células multipotentes que
se pueden aislar a partir de diversos tejidos, incluida la grasa, la médula 6sea, sangre del cordon
umbilical, la pulpa dental, placenta y musculo.

- ESC: se caracterizan por su toti y pluripotencialidad. Su funcidn es la generacion de todos los
tejidos.

Las ESC pueden cultivarse sin perder su plasticidad ni su capacidad de auto-renovacion (si se
cultivan con factores que eviten su diferenciacion). Esto permite su manipulacion in vitro para
producir células precursoras especializadas para el tratamiento de diferentes enfermedades. Sin
embargo, dada su capacidad de proliferacion incontrolada pueden dar lugar al desarrollo de
teratomas. Ademads, su obtencién implica la destruccion del embrién con los consiguientes
inconvenientes éticos.

Las ASC, a pesar de su menor plasticidad, destacan por su abundancia, su alto rendimiento y su

obtencion por métodos menos invasivos a partir de tejidos adultos. Ademas, su uso no conlleva
problemas bioéticos y la probabilidad de inducir la formacién de teratomas es menor.

En el afio 2006, el Dr. Shinya Yamanaka mediante la insercion de cuatro genes activos en embriones

logrd la reprogramacion de células somaticas obteniendo iPSCs cuya plasticidad es semejante a la de

las ESC. De esta manera, se solventan las cuestiones bioéticas derivadas de la obtencion de estas,

pero pueden surgir otros problemas como veremos mas adelante.



Methods of induced pluripotent stem cell derivation
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Figura 2: Reprogramacion de iPSCs.
Adaptado de www.nature.com.

3. OBJETIVOS

El objetivo de esta revision bibliogréfica es la recopilacion de las terapias en las que actualmente se
emplean células madre asi como aquellas enfermedades en las que esta terapia esta en investigacion
con resultados muy prometedores para su futura aplicacion. No obstante, en el presente trabajo por
razones de complejidad y alargamiento del mismo, no se ha incluido otro aspecto del empleo de
celulas madre como es su uso en terapia génica lo cual constituye otro cuerpo de trabajo importante

hoy en dia como posible via de solucion a muchas enfermedades genéticas.
4. MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado una busqueda bibliogréfica en distintas bases de datos: pubmed, Scielo... en las que
utilizando las siguientes palabras clave: Celulas madre, Terapia celular, Medicina regenerativa,
Células madre embrionarias, Células madre pluripotentes inducidas, Células madre adultas, se han
revisado unos 100 articulos de los cuales se han seleccionado 25 para la realizacion de este trabajo.
Este trabajo ha sido realizado por dos autoras quienes han trabajado conjuntamente. Posteriormente

se realizaron reuniones sucesivas para la puesta en comun de ambas partes.
5. RESULTADOS

Se han realizado numerosos estudios en el campo de la medicina regenerativa que ofrecen buenas
perspectivas, a largo plazo, para su futura aplicacién en enfermedades crénicas que hoy en dia tienen
muy dificil tratamiento. Dentro de las enfermedades en las que se han detectado avances en la terapia
con células madre destacan:

5.1. Diabetes 14

Esta enfermedad es una diana de la medicina regenerativa siendo la principal técnica empleada el
reemplazamiento de las células B pancreaticas danadas a partir de células madre:

1. EPSCs: a partir de estas células pueden obtenerse células B3, sin embargo, éstas presentan fenotipo
de células B inmaduras caracterizado por la incapacidad de secretar insulina en respuesta a altos

niveles de glucosa, la no expresion de factores de transcripcion de células p maduras y fenotipos
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poli-hormonales andmalos. Se han desarrollado dos protocolos para mejorar la diferenciacion de
EPSCs obteniendo asi células f maduras. El primero consiste en el enriquecimiento del medio con
factores de transcripcion especificos de células f maduras aumentando asi la produccion in vitro de
éstas. El segundo implica la diferenciacion in vitro de las EPSCs hacia el progenitor pancreéatico
PDX1+ seguido de su implante permitiendo la maduracion in vivo mediante el microambiente del
receptor. En este caso, el periodo de maduracion es mayor y la capacidad para disminuir la glucemia
es limitada. EI primer ensayo clinico en humanos que se va a llevar a cabo se basara en el segundo
protocolo, implantando subcutaneamente progenitores pancreaticos PDX1+ microencapsulados, para
evitar el rechazo inmune.

2. iPSCs: Mediante estas células se han obtenido, in vitro, células p maduras. Sin embargo, se
desconoce si las células B obtenidas a partir de pacientes con diabetes conservan anormalidades
moleculares que conducen a su eventual fallo (DM-I1) o recurrencia de la autoinmunidad (DM-1).

3. Reprogramacién celular directa: Algunos estudios han demostrado la efectividad de la

reprogramacion directa de células somaticas (hepatocitos, células de pancreas a, células exocrinas
acinares) obteniendo células  maduras. Dado que con esta técnica se obtienen directamente células
diferenciadas, se evitan los inconvenientes de las células IPSCs.
4. MSCs: actualmente, se emplean como coadyuvantes en terapias de regeneracion de células B a por
sus propiedades inmunomoduladoras y angiogénicas. Las MSC obtenidas de médula osea, al
cultivarse en presencia de altas concentraciones de glucosa, pueden diferenciarse en células
productoras de insulina (IPC) las cuales, al ser implantadas en ratones hiperglucémicos, adquieren
una estructura 3D que imita a los islotes pancraticos, y son capaces de normalizar la glucemia pese a
que la cantidad de insulina que producen es limitada. Las MSC obtenidas de tejido adiposo son unas
buenas candidatas para la regeneracion de las células B puesto que dicho tejido produce hormonas
sensibilizadoras de insulina, y sus células madre poseen factores de transcripcion importantes en el
desarrollo pancreatico endocrino. Por Gltimo, las MSC obtenidas de corddn umbilical no expresan
MHC tipo Il. Debido a ello, pueden contribuir a evitar el rechazo de otras células implantadas en
combinacion con ellas.
5.2. Enfermedades renales ° 1

» Tratamiento con células madre: Pueden obtenerse de diversas fuentes:
-ESC: pueden diferenciarse en células epiteliales de los tabulos renales. Ademas, a partir de las ESC
del mesénquima metanéfrico se han conseguido desarrollar estructuras tridimensionales compuestas
por glomérulos y tabulos renales. También se han realizado trasplantes de metanefronas
embrionarias consiguiendo una estructura capaz de sintetizar EPO y renina, e incluso diferenciarse

en nefronas funcionales.



-iPSCs: Se han realizado estudios con células iPSCs obtenidas a partir de células renales ya que
podrian integrarse mas facilmente en el rifion debido a que conservan su memoria epigenética. A
partir de estas células se ha conseguido obtener diferentes células renales (nefronas, vasculatura
aparente). Ademas, las células iPS pueden proporcionar un modelo de la enfermedad y pueden
emplearse en el desarrollo de farmacos. Por otro lado, se ha observado que a partir de la orina se
pueden obtener células renales que posteriormente se reprograman a células iPSCs lo que supone un

método barato y no invasivo de obtencidon de estas células.

-MSC:
Tabla 1: Aplicaciones de las MSCs en alteraciones renales
TIPO DE MSCS VENTAJAS
MSCs de tejido adiposo  -Diferenciacion a células epiteliales tubulares.
MSC d(_a’h_quldo -Integracion y regeneracién del tejido renal.
amnidtico
MSCs de médula 6sea
(BM-SCs) + Células -Su administracidn exdgena en pacientes con insuficiencia renal aguda (IRA) mejora la
madre hematopoyéticas  recuperacion funcional y estructural de los rifiones.
(HSCs)
-Diferenciacion a células renales tubulares, podocitos, intersticiales, endoteliales,
BM-MSCs mesangiales.
-Contribuyen a la regeneracion renal mediante la secrecion de factores troficos.

Actualmente, se estan desarrollando dos estudios para evaluar la seguridad del trasplante de BM-
MSC alogénico en pacientes con insuficiencia renal aguda (IRA), y de la infusion de BM-MSCs, ex
vivo, para reparar el rifidn en pacientes con canceres de 6rganos solidos que desarrollan IRA después
de la quimioterapia con cisplatino. Los resultados de estos ensayos seran fundamentales para la
investigacion futura y permitirdn mejorar el proceso de trasplante de BM-MSCs en pacientes con
IRA.
> Creacion de rifiones bioartificiales.
Se han empleado diversos materiales para el desarrollo de rifiones bioartificiales, sin embargo, alin

no se han dado resultados viables en terapia renal.

Tabla 2: Tipos de rifiones bioartificiales desarrollados para el tratamiento de enfermedades renales

Tipo de andamio Células empleadas Aplicaciones

Membrana de gel de colageno Glomerulares, epiteliales y  Construccion de tejido glomerular
mesangiales

Acido hialurénico Brote uretral 'y mesénquima Derivacion del brote uretral

metanefronico
Pericardio bobino (coldgeno y Células derivadas de medula dsea Fallo renal cronico

elastina) (MSC o células mononucleares)

Acido poliglicélico Clonado metanefronico Construccion de estructuras similares
a rifion

Colageno (Matrigel®) Células renales (epiteliales, Reconstruccion renal

endoteliales y mesenquimales)
Matriz extracelular renal (rifion Células no sembradas, células Regeneracion renal completa
descelularizado) epiteliales y endotelilaes y ESC
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» Tratamiento preventivo en neonatos con riesgo de padecer insuficiencia renal (IR)
Existe evidencia de que los bebés prematuros y de bajo peso al nacer presentan elevado riesgo de
oligonefronia la cual representa el factor predisponente méas importante en el desarrollo de IR en la
edad adulta. Por ello se estan desarrollando diversos estudios para determinar si la terapia con células
madre para conseguir el nimero adecuado de nefronas puede ser un método preventivo para evitar el
desarrollo de IR en el adulto. Para ello se desarrolla una técnica que consiste en promover la auto-
renovacion y la diferenciacion de células madre endogenas utilizando sustancias fisioldgicas tales
como Tp4.

5.3. Enfermedades del tracto urinario '

» Celulas madre para el reemplazo de la vejiga:

Las técnicas actuales de reemplazo, ureterosigmoidostomia y neovejiga ileal ortétopica, presentan
una elevada morbi-mortalidad debido a la incorporacion de un segmento intestinal en el tracto
urinario. Ademas, las construcciones quirurgicas de vejiga carecen de capa muscular de modo que el
paciente tiene que aprender técnicas de contraccion de los musculos abdominales para eliminar la
orina. Por ello, la basqueda de nuevas terapias para la reconstruccion optima de la vejiga es de suma
importancia clinica. Recientemente, se han desarrollado diversos estudios basados en el empleo de
andamios sembrados con células autélogas musculares y epiteliales de vejiga. Cuando estas células
no estan disponibles (cancer), se emplean ADSCs, BM-SCs o AFSCs. En cualquier caso, no se ha
obtenido un modelo de vejiga que imite la mecéanica del musculo detrusor, proporcione una barrera
similar a la mucosa urotelial e incorpore elementos neuronales.

También se han empleado células iPSCs reprogramadas a partir de fibroblastos, células del estroma
del tracto urinario o células de la orina obteniendo células musculares y uroteliales.

» Células madre para la incontinencia urinaria de esfuerzo
La disfuncion miccional engloba una amplia gama de trastornos uroldgicos, como la incontinencia
urinaria de esfuerzo (IUE), cuyas terapias actuales proporcionan el alivio sintomatico, sin embargo,
no se centran en la etiologia de la enfermedad. Recientemente, un método prometedor para restaurar
la funcion de la miccion actuando sobre la etiologia de la patologia, es el empleo de células
madre. BM-MSCs son las mas utilizadas en aplicaciones uroldgicas, sin embargo, su escasez, bajo
rendimiento y la invasividad de las técnicas para su obtencién ha llevado a la busqueda de fuentes
alternativas tales como MDSCs, ADSCs vy células derivadas de orina. El empleo de células madre en
la disfuncion miccional se basaba en su capacidad de diferenciacion la cual posibilitaba el reemplazo
del tejido uretral lesionado. Sin embargo, investigaciones recientes demuestran que pocas células

madre se injertan y permanecen a largo plazo en el tejido dafiado, por lo tanto, ejercen su efecto



terapéutico a través de la secrecion de factores bioactivos que activan a las células progenitoras del

tejido diana promoviendo asi su regeneracion.

A continuacion se recogen los estudios clinicos y preclinicos realizados en IUE:

Tabla 3: Resumen de los resultados obtenidos en ensayos preclinicos en IUE.

Ensayos preclinicos IUE

Estudio

Chermans
ky et al.
[2004b]

Lin et al.
[2010]

Dissarana
net

al. [2013]

Stem
cell

MDSC

ADSC

MSC

Secretoma

Disefo

Cauterizacion de uretra
para producir deficiencia
intrinseca de esfinter en
ratas hembras seguido de
la inyeccién periuretral
de MDSCs una semana
después de la lesion.

Diseccién uretral en ratas
seguido de la inyeccion
periuretral o intravenosa
una semana después de la
lesion

Disfuncion uretral en
ratas seguido de
inyeccion intravenosa de
MSCs o  inyeccion
periuretral de secretoma .

Resultados

Los ratas tratadas tenian un aumento
significativo de la presion del punto de
pérdida de orina en comparacion con los
controles. La tincion de tejidos mostro la
integracion MDSC en el musculo
estriado uretral.

Las ratas tratadas tuvieron una incidencia
menor de miccién anormal en el analisis
cistométrico. El analisis histologico
mostré un mayor contenido de elastina
uretral y de musculo liso.

En las ratas tratadas con MSC como con
secretoma, se produjo un aumento de
presion del punto de pérdida de orina asi
como de las fibras de elastina y de
musculo liso uretral.

Tabla 4: Resumen de los resultados obtenidos en ensayos clinicos de IUE

Conclusiones

La inyeccion
periuretral de MDSCs
mejora la funcion del
esfinter en ratas con

deficiencia intrinseca
de esfinter
La  inyeccion  de

ADSCs es eficaz para
el tratamiento de IUE

El uso de secretoma
puede representar una
alternativa a la terapia
con células madre en el
tratamiento de IUE

en 11 hombres con IUE
persistente tras cirugia de
présstata.

fuga en 24 horas. Un paciente logro la
continencia total. La media de la presion
de cierre uretral aumento y la resonancia
magnética demostr6 la  presencia
sostenida del tejido adiposo inyectado.
No se produjeron eventos adversos.

En linicos IUE
Estudio Stem Disefio Resultados Conclusiones
cell
Carr et al. | MDSC | Inyeccion La mejora se observd en 5 de las 8 | La terapia local con
[2008] intraesfinterinana mujeres en un tiempo medio de 16.5 | MDSC puede
autdloga en 8 mujeres | meses. Una mujer logr6é la continencia | representar un
con IUE total. No se detectaron eventos adversos | tratamiento eficaz
graves. para la IUE.
Gotoh et al. | ADSC | Inyeccion Los resultados mostraron una | La terapia local con
[2013] intraesfinteriana autologa | disminucién del 59,8% del volumen de | ADSCs puede

represenntar un
tratamiento eficaz
para la IUE después
de la cirugia de
prostata.

» Las células madre del cancer de vejiga

Las células madre adultas estan implicadas en el desarrollo del cancer, su progresion y la recurrencia

tras la terapia convencional. Varios grupos de investigacién han sido capaces de aislar células madre

en tumores de vejiga.

Estas células han sido identificadas mediante diferentes marcadores,

expresando principalmente CD44+ y CDA47+. Estos hallazgos pueden posibilitar el desarrollo de una

terapia dirigida contra las células madre del cancer que permita erradicar el cancer resistente a las
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terapias convencionales y minimizar el riesgo de recurrencia. También permiten entender la
carcinogeénesis de vejiga 'y como los factores de riesgo dan lugar al inicio del proceso tumoral.
5.4. Enfermedades digestivas

> Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) 1-*

La terapia con células madre se estd estudiando para inducir y mantener el estado de remision,
regenerar el epitelio de la mucosa y reconstituir la funcién normal del intestino.

Los primeros estudios se realizaron con células madre hematopoyéticas (HSC). Esta terapia
consiste en la ablacion de la hematopoyesis enddgena del paciente y el posterior trasplante de HSC
autologas/alogeénicas eliminando de esta forma los linfocitos T reactivos, asi como los linfocitos de
memoria y consiguiendo el cese de la reaccion inflamatoria. El trasplante alogénico es la opcion mas
prometedora ya que podria corregir la predisposicion genética a la enfermedad y restablecer la
reaccion inflamatoria mediante la generacion de nuevos linfocitos auto-tolerante. Sin embargo, este
tratamiento todavia implica cierto riesgo debido a la toxicidad de los regimenes de
acondicionamiento y a la enfermedad de injerto contra el huésped (EICH).

Debido a estos inconvenientes, se han buscado otras alternativas siendo una de las mas prometedoras
la terapia con MSCs. Muchos estudios han demostrado la efectividad de las MSC de tejido adiposo,
por ejemplo, en la curacion de fistulas enterocutaneas, sin embargo, los resultados son
contradictorios con las MSC obtenidas de médula ésea (BM-MSC). Las ventajas que estas células
presentan se resumen a continuacion:

v" Mayor seguridad y eficacia en pacientes con EICH.

v Se dirigen de forma selectiva a las areas de lesion en la Ell. A su vez, para aumentar el
porcentaje de MSC que llegan al intestino se emplearon receptores y proteinas especificas.
Una de estas proteinas es la efrina (Eph) asi como los receptores de la misma que, ademas de
aumentar el porcentaje de células en la zona de lesidn, actian como supresores de tumores
controlando la replicacion de las células intestinales.

v" Amortiguan la inflamacioén ya que inhibe la proliferacion y maduracion de los linfocitos T
citotoxicos y T cooperadores, células dendriticas, células NK y linfocitos B, y estimulan la
produccién de linfocitos T reguladores. De este modo pueden facilitar la regeneracion de los
tejidos dafiados. Asimismo, se han descubierto ciertas moléculas (US6 y US11) que reducen
la expresion de HLA 1 en las MSC reduciendo la expresion de linfocitos frente MSC asi
como la lisis por parte de las células NK. También se demostré que la expresion de otras
proteinas (US2) reduce la lisis por parte del complemento. De este modo, se podria aumentar
la resistencia del injerto en la zona de lesion y disminuir los rechazos en el trasplante

alogénico.
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Recientemente, se ha realizado un estudio con unidades formadoras de colonias endoteliales

derivadas de células de cordon umbilical humano para favorecer la vasculogénesis que en esta

enfermedad se encuentra alterada. Estas células son EphB2" por lo que migran al intestino

contribuyendo a la microvasculatura del mismo. Debido a ello, estas células pueden ser unos valiosos

agentes terapéuticos solos o en combinacion con las MSC.

> Patologias hepaticas: %

Tabla 5: Tipos de células madre empleadas en diferentes patologias hepaticas.

Progenitor
hepatico
adulto

Estudios para su maduracion in vitro e in vivo
Contribuyen a la regeneracion del parénquima hepético y de las células de los conductos biliares.

SCs del
higado fetal

Se ha demostrado su capacidad de repoblacidn del higado tras un trasplante.
Dan lugar a hepatocitos maduros y células epiteliales de los conductos biliares.

ESCs

Reparacion del tejido dafiado por reemplazamiento de células hepaticas dafiadas y por secrecion de
factores tréficos que estimulan la regeneracion hepatica fisiol6gica.

Inconvenientes: no actlan como verdaderos hepatocitos, riesgo de rechazo inmunolégico muy
elevado.

Posible uso en el estudio de mecanismos de diferenciacion de los hepatocitos

iPSCs

Revierten el fallo hepatico mortal

Estimulan la regeneracion hepética por a la elevada actividad antioxidante y las propiedades anti-
apoptaticas que redujeron las areas necrotizadas

Futuros 6rganos aut6logos a partir de injertos de iPS de donantes

EPSCs

Fomentan la secrecion de factores de apoyo de los mecanismos de reparacion enddgena del higado
favoreciendo la supresidn células radiadas hepaticas activadas, el aumento de la actividad de
metaloproteinasa de la matriz, la regulacion de la proliferacién de hepatocitos y la angiogénesis.

MSCs

Capacidad de diferenciacion en hepatocitos
Sefializacion paracrina (liberacion de factores tréficos e inmunorreguladores) que reducen la
apoptosis de hepatocitos, inhibien citoquinas proinflamatorias, aumenta la proliferacién de
hepatocitos y disminuye la infiltracion de células mononucleares en el higado.
Se emplean en:
= Insuficiencia hepatica: mejoran el dafio hepatico, reducen la mortalidad y tienen actividad
immunoreguladora debido a:
= Cirrosis hepética: inducen vias anti-inflamatorias y de regeneracion y suprimen la activacion
linfocitos T-cooperadores patégenos de modo que:

o Pueden integrarse en el higado y mejoran la fibrosis disminuyendo la expresién de actina de
musculo liso, reduciendo la deposicion de colageno y mejorando la recuperacion de
hepatocitos dafiados

o Inhiben la proliferacién y activacion de células radiadas hepaticas in vitro y mejoran la
microcirculacién del higado fibrético

Se ha demostrado que la diferenciacion previa a HLCs (células similares a hepatocitos), y el

cultivo de MSC con factor de crecimiento fibroblastico (FGF) puede facilitar el injerto

hepatico, la proliferacion de hepatocitos e induce la apoptosis de células hepaticas estrelladas
Efecto secundario: potencial diferenciacion a miofibroblastos. Se ha propuesto como solucién la
diferenciacién previa a HLCs o la microencapsulacion.

HSCs

Participan en la regeneracion hépatica diferencidndose en HLCs.

Su infusién reduce la fibrosis hepéatica y mejora la supervivencia

Contribuyen a la regeneracién hepatica gracias a la sefializacion paracrina que estimula los
mecanismos de reparacion y la diferenciacion de las células porgenitoras hepaticas.

Ingenieria
hepatica

Ingenieria de tejidos implantables: obtenidos por la inmovilizacién o encapsulacién de las células en
andamios de biomateriales formando estructuras 3D que se implantan junto a un medio de induccion
adecuado para promover la diferenciacion de las MSC a HLCs.

Dispositivos BAL: contienen hepatocitos funcionales que secretan moléculas que apoyan la funcién
hepatica y eliminan las toxinas circulantes. Limitado por la escasez de donantes y la complejidad de
la funcion hepatica. Por ello se emplean hepatocitos derivados de ESC que mejoran la funcién
hepética y prolonga la supervivencia
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5.5 Trastornos neuroldgicos

> Esclerosis multiple (EM): 8
Se esta estudiando el empleo de células madre para frenar la progresion de la enfermedad:
1. NSC.: se estan realizando estudios con estas células debido a su capacidad de auto-renovacion,
multipotencialidad y su capacidad para migran largas distancias pero debe demostrarse su eficacia
clinica y su seguridad.

2. MSC: son capaces de diferenciarse en células que expresan marcadores neuronales y gliales:

Tabla 6: Resultados obtenidos en los estudios realizados con MSCs en Esclerosis Mdltiple.

Estudios relacionados con el uso de MSCs en Esclerosis Multiple

AUTOR  PAIS MSCs MODELOS CONCLUSIONES
MSCs alogénicas no muestran efecto terapéutico
Cobo et Espafia MSCs alogénicas Raton cuando se administran en el pico de EM.
al. /2012
Pueden constituir una via terapéutica potencial para
Zhang et China / MSCs modificadas Rata con el tratamiento de EM debido a que estimulan a las
al. 2012 genéticamente con  desmielinizacion  células que participan en la re-mielinizacion.
neurotrofina-3 inducida.
Progenitores neurales derivados de BM-MSCs
Harris et  EE.UU  Progenitores Humano pueden influir en la tasa de reparacién neuronal a
al. /2012 neurales derivados través de efectos sobre progenitores enddgenos en
de BM-MSC la médula espinal en MS.
El trasplante de MSCs en pacientes con EM es un
Karussis  Israel MSCs autdlogas Humano procedimiento clinicamente factible y
etal. /2010 relativamente seguro. Induce efectos

inmunomoduladores inmediatos.

También tienen un papel inmunomodulador:

Figura 3: Funcién inmunomoduladora de MSCs en EM. La inyeccién de
MSCs el cuadro de EM mediante la inhibicion del rendimiento de las células T,
células B y macrofagos, a través de la secrecién de factores solubles, tales
como IFN-y, TNF-a, PGE2... MSC también puede promover un efecto anti-
inflamatorio a través de la promocion de la proliferacion de Treg. Ademas, las
MSC también modulan positivamente las funciones de los astrocitos, los
oligodendrocitos y los axones neuronales. Adaptado de www.pubmed.es

Demyelinating axon

Ma -
crophage Oligodendrocyte

3. HSC: los estudios realizados en pacientes con EM que no respondian a la terapia
inmunomoduladora de primera linea, muestran como éstos presentan una respuesta adecuada tras el
trasplante de HSC autdlogo y alogénico, produciéndose en algunos casos la remisién. EI mecanismo
se basa en su migracion a zonas del SNC dafiadas y posterior diferenciacion a macrofagos que

eliminan los restos celulares resultantes en la fase aguda de la enfermedad.
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4.iPSC: el empleo de células iPS autologas permite llevar a cabo el estudio de los mecanismos
patogénicos y las vias moleculares especificas de la enfermedad, asi como realizar estudios de
nuevos farmacos.

> Esclerosis lateral amiotrofica (ELA): 1013
Se emplean dos tipos de sistemas para el estudio de nuevos farmacos: las neuronas motoras humanas
(in vitro) que pueden obtenerse a partir de células iPSC y el sistema neuromuscular de raton (in
vivo). También se han empleado las células madre para remplazar las MN dafiadas y ejercer un
efecto neuroprotector mediante la expresion paracrina de factores neurotroficos que promueven la
diferenciacion de SC a astrocitos, microglia e interneuronas.

> Alzheimer: 220
Se buscan nuevas alternativas terapéuticas, como las células madre, que permitan compensar la
disminucion de la funcion cerebral y frenar la progresion:
1. MSCs: mejoran la memoria y el aprendizaje debido sus efectos paracrinos, incluyendo la
produccién de factores de crecimiento y citoquinas antiinflamatorias y la regulacion antiapoptética,
inducen la regeneracion neural, la remielinizacion y la inmunomodulacion. Pueden reducir los
niveles de placas R-amieloide al afectar a la amiloidogénesis a través de la microglia. Ademas, las
MSCs secretan prostaglandina E-2 y estimulan la produccion de IL-10 que previene la migracion de
neutrofilos y reduce el dafio oxidativo. Asimismo, MSCs secretan factores neurotréficos que inducen
la neurogénesis enddgena, la angiogénesis y favorecen la proteccion neuronal. Se han realizado
estudios en los que se observa la capacidad de MSCs para reducir los niveles de proteina Tau
hiperfosforilada.
2. iIPSC: permiten estudiar los mecanismos moleculares implicados en la patologia y estudiar los
efectos de nuevos farmacos.
3. NSCs: se diferencian a células maduras dentro del cerebro y mejoran el aprendizaje y la memoria
y aumentan el namero de neuronas colinérgicas. Los beneficios se deben a la accion paracrina de
estas células. Por otro lado, dado que el microambiente cerebral influye en la migracién y
diferenciacion de las NSCs, las NSC que expresan hNGF se integran mejor en la corteza cerebral y
mejora el rendimiento cognitivo.

> Parkinson: 20
1. ADSC: El trasplante de ADSCs mejora los sintomas (reduccion del temblor y motilidad). Ademas,
se ha demostrado que el trasplante combinado con adenovirus que contiene neurtaurina y tirosina
hidroxilasa mejora la captacion de dopamina en el nacleo estriado y tiene efectos neuroprotectores
mayores. Asimismo, se ha demostrado que las neuronas derivadas de ADSCs podrian reemplazar las

neuronas perdidas y reconstruir la via nigro-estriada. En otros estudios se ha demostrado que la
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infusion de ADSCs podria tener efectos inmunomoduladores, antiinflamatorios y neurotréficos lo
que contribuye a la recuperacion de la enfermedad.

2. iPSC: Las células iPSC especificas de la enfermedad puede reflejar con precision las condiciones
antes de la aparicion de la enfermedad clinica o, durante las etapas iniciales de la enfermedad. Esto
permite el estudio de los mecanismos patogénicos de la enfermedad tanto hereditaria como la
esporadica, asi como, el desarrollo de nuevos farmacos, pruebas de sensibilidad, seguridad, y
ensayos de toxicidad de los medicamentos existentes.

5.6. Alteraciones pulmonares 12 2223

Se han llevado a cabo numerosas investigaciones para determinar la viabilidad de la administracion
exogena de células madres para la reparacion estructural del pulmon.

Se han publicado informes que sugieren la posibilidad de que HSC, MSC y otras células progenitoras
adultas multipotentes pueden injertarse en las vias respiratorias y posteriormente diferenciarse a
células epiteliales alveolares, en modelos de raton. Resultados mas prometedores se han evidenciado
en el caso de la administracién exdgena de EPCs pues en modelos animales de hipertension
pulmonar han logrado la restauracion de los vasos dafiados obteniéndose resultados similares en
ensayos clinicos llevados a cabo a partir de EPCs autélogos.

Las MSC, por su accion inmunomoduladora, son unas atractivas candidatas para la terapia celular
de enfermedades inmunoldgicas e inflamatorias tales como:

v’ Hipertension pulmonar: no se conoce con exactitud si las MSCs mejoran la lesion al

intervenir directamente en la angiogénesis, o bien, indirectamente mediante la secrecion de
sustancias antiinflamatorias. Las MSCs pueden ser modificadas genéticamente
sobreexpresando moléculas con efectos beneficiosos en la hipertension pulmonar, tales como
sintasa endotelial de 6xido nitrico o hemo-oxigenasa I.

v Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC): se han demostrado efectos protectores de

MSCs derivados de la liberacién de mediadores solubles anti-inflamatorios. En otros estudios

se ha observado una notable disminucion de los niveles de proteina C- reactiva, marcador

inflamatorio circulante cominmente elevado en pacientes con EPOC.
Un area de rapido crecimiento es la utilizacion de matrices 3D para el crecimiento ex vivo de tejido
pulmonar funcional a partir de células madres. Existen trabajos con pulmones de rata los cuales son
descelularizados para obtener una matriz que sirva de soporte para las células epiteliales y
endoteliales que se inyectan a continuacion. Tras su incubacion en un biorreactor, los estudios
morfoldgicos concluyen que las células obtenidas son similares en volumen, aspecto y nimero a las
células alveolares de un pulmon animal, y los estudios fisiologicos (in vitro) muestran que la

capacidad de ventilacion e intercambio de gases se mantiene. Ademas su implantacion in vivo
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produce la ventilacion espontanea durante seis horas produciéndose tras este tiempo el fracaso
respiratorio.

Otro avance significativo es el empleo de chips de polidimetilsiloxano poroso (lung-on-a-chip),
revestidos con células epiteliales y endoteliales humanas, que imitan la arquitectura alveolar
posibilitando el estudio de procesos fisiopatologicos y la accion de nuevos farmacos.

5.7. Enfermedades cardiovasculares: > %

El objetivo principal de la medicina regenerativa en ECV es la sustitucion de los cardiomiocitos
afectados. Los primeros estudios se centraron en el empleo de ESC y ASC, sin embargo, las
cuestiones bioéticas de ESC y la dificil obtencion de ASC, ha llevado al desarrollo de otras
alternativas.

1..iPSC: Durante la obtencion de cardiomiocitos a partir de iPSC se emplean distintas moléculas para
estimular la diferenciacion celular, y técnicas de cultivo 3D para lograr un alto rendimiento, asi
como, técnicas de identificacién de marcadores de superficie de cardiomiocitos y técnicas basadas en
las propiedades metabolicas de los mismos para aumentar su pureza. Los cardiomiocitos obtenidos a
partir de células iPSC presentan varios problemas:

v' Posibilidad de desarrollo de teratomas debido a la pluripotencialidad de las células iPSC.

v Heterogenicidad en la eficacia, calidad y desarrollo de la reprogramacion obteniéndose
poblaciones mixtas de células.

v Pobre supervivencia y maduracion baja. La supervivencia de los cardiomiocitos es limitada
de modo que se emplea la ingenieria del tejido cardiovascular en la que a través de
estructuras laminares se obtiene una estructura muscular organizada que evita la pérdida de
los cardiomiocitos y permite el control de la forma y el tamafio del injerto. Ademas, también
destaca la importancia de introducir otros tipos celulares, fibroblastos o células progenitoras
vasculares, para mejorar la perfusion de la ingenieria tisular.

v" Posibilidad de rechazo inmunoldgico.

2. Reprogramacion directa: el empleo de genes caracteristicos de cardiomiocitos permite obtener,

dichas células a partir de los fibroblastos presentes en las cicatrices cardiacas sin pasar previamente
por iPSCs. Sin embargo, los cardiomiocitos resultantes no laten espontaneamente debido a la
incompleta reprogramacion de los mismos, de modo que, se ha sugerido el empleo de condiciones de
cultivo que mejoren la eficiencia de la reprogramacion. Asimismo, se ha observado que esta técnica
es mas eficiente in vivo. Ademas, debido a que los retrovirus sélo se pueden integrar de manera
estable en el genoma de células que se dividen activamente, se pueden dirigir los factores de
reprogramacion a fibroblastos cardiacos sin afectar a los cardiomiocitos funcionales puesto que la

division de éstos ultimos es mas lenta. Por lo tanto, la ventaja mas significativa de la reprogramacion
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directa reside en su potencial para el uso in vivo asi como un menor tiempo para la obtencion de
cardiomiocitos y la reduccion del riesgo de formacion de teratomas.

A pesar de estos avances, el acoplamiento de los cardiomiocitos reprogramados en el corazon y la
supervivencia de los mismos sigue siendo un problema debido probablemente a la respuesta inmune.
Ademas, en algunos estudios se ha observado una mayor incidencia de arritmias en los ratones en los
que se habia realizado la reprogramacion directa.

Debido a todo ello, antes de que la reprogramacion directa de los cardiomiocitos pueda ser estudiada
en ensayos clinicos humanos hay una serie de obstaculos que deben superarse.

5.8. Trasplante de precursores hematopoyéticos (TPH) *

Es una técnica utilizada para regenerar el tejido hematopoyético cuya funcion es insuficiente, bien
por una enfermedad primaria de la médula 6sea o por la presencia de una enfermedad tumoral que
sea curable con dosis muy altas de quimio/radioterapia, tratamiento que necesita rescate de la

funcion hemopoyeética. Los trasplantes se clasifican segun la fuente de células progenitoras en:

1. Trasplante de médula 6sea (MO): Es la fuente original de las células progenitoras hematopoyéticas
pero su utilizacion esta disminuyendo progresivamente al ser sustituida por la obtencién de
progenitores a partir de sangre periférica. La extraccion se realiza bajo anestesia general o epidural
practicando una incision sobre las crestas iliacas. A través de ellas se punciona el hueso y se aspira la
médula con una jeringa. La cantidad total a extraer se calcula por el contaje celular que se realiza
durante la extraccion con el fin de obtener un nimero de células predeterminado (normalmente 3 x
108células/Kg de peso del paciente).

2. TPH a partir de sangre periférica (SP): En SP, en condiciones normales, existe una minima

cantidad de células madre hematopoyéticas circulantes, que aumentan durante la fase de
recuperacion de una aplasia inducida por quimioterapia o tras la administracion de diversos factores
de crecimiento hemopoyético, el més utilizado es el G-CSF (Factor de crecimiento de colonias de
granulocitos). Una vez conseguido el aumento de células progenitoras circulantes, se somete al
paciente a sesiones de aféresis para obtener la fraccion de células mononucleadas, en la que se
encuentran las células CD34+ que son las utilizadas como referencia para el trasplante.

3. TPH a partir de sangre de cordon umbilical: La sangre de corddén umbilical es rica en progenitores

hematopoyéticos, pero su volumen es limitado, lo que hace que el nimero total de células madre sea
pequefio y la recuperacion inmunohematoldgica lenta. Se obtiene por puncion de la vena umbilical
una vez producido el alumbramiento. Inicialmente se usé sélo en nifios, por la menor dosis celular

necesaria, pero actualmente se esta utilizando con éxito en pacientes adultos.

Figura 4: Grafico de la evolucion de uso de TPH
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5.9. Otros 81724

Tabla 7: Estudio de células madre en otras patologias

Enf. Dérmicas MSC

Enf. Oseas MSC

Células
epiteliales
vaginales y
musculo liso
vaginal
Fibroblastos
cervicales

Células
epiteliales y
del musculo
liso uterino

Enf. Aparato
reproductor
femenino

Células
madre
oogonial
(OSCs),
ESC, iPS,
BM-MSC

Enfermedades

oculares limbar

Insuficiencia

Quemados
Lesiones cutaneas secundarias a
radioterapia
Cicatrizacion de heridas
(politraumatizados)

Osteogénesis imperfecta

Hipofosfatasia infantil

Osteoporosis

Osteoartritis

Vagina (malformaciones
congeénitas, traumas...)

Cuello uterino (evitar partos
prematuros)

Utero (tratamiento infertilidad)

Ovario (tratamiento insuficiencia

ovarica prematura, infertilidad
por quimioterapia y sintomas

vasomotores, atrofia genital y
pérdida de masa dsea por la
disminucion de estrdgenos)

Células madre limbares o CLET

(biopsia de la region limbar y
cultivo ex vivo)
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SISTEMA CELULAS APLICACIONES ACCIONES

Regeneracion epitelial
Angiogénesis
Hidratacion histica
Aceleracion de la reparacion de tejidos
Amortiguacion eventos inflamatorios
Reducir formacidn de cicatrices
Aumento del contenido mineral del hueso
Mejora de la velocidad de crecimiento
Reduccidn de las fracturas
Mejora de la mineralizacion 6sea
No se observo ningin cambio en los niveles
séricos de fosfatasa alcalina
Aumento del remodelado 6seo y la rotacién
dependiente de la disponibilidad continua de
células osteoprogenitoras, factores de
crecimiento y hormonas
Mejora en el dolor
Mejora en la flexion de la rodilla
Mejora del grosor del cartilago

Leve mejoria en sintomas subjetivos y objetivos

Creacion de vagina a partir del cultivo in vitro
de tejido vaginal autdlogo.

Estudios con resultados prometedores de
reconstruccion del cérvix

Obtencién de utero capaz de soportar la
gestacion en ratas y conejos mediante la
siembra de estas células es soportes
poliméricos

Promueven la regeneracion del endometrio
uterino y células musculares, y mejoran la
vascularizacién favoreciendo el embarazo en
ratas por la administracion de factor de
crecimiento de fibroblastos basico.

SC: obtencion de ovaocitos para el tratamiento
de la infertilidad

Trasplante de tejido ovarico aut6logo
criopreservado: mejora del desarrollo del
foliculo, la reanudacién del ciclo estral y la
ovulaciéon regular con el correspondiente
patrén hormonal en conejos, ovejas y monos,
obtencidn de ovocitos funcionales mediante
el tratamiento con distintos  factores
(activacion in vitro aplicado en una mujer
japonesa con éxito)

Ingenieria de tejidos: sistemas de hidrogeles
para el mantenimiento de la arquitectura
folicular, interacciones célula-célula y Ila
sefializacion paracrina para el desarrollo
folicular directo. Ayudan a la maduracion in
vitro y protegen frente al sistema inmune.

Promueven la regeneraciéon de las células
madre limbares y reemplazan aquellas que
sufren un deterioro funcional.



6.CONCLUSIONES
El avance de la medicina regenerativa ha hecho que en las ultimas décadas la terapia celular se
convierta en una opcion terapéutica a considerar. Actualmente, el trasplante de precursores
hematopoyéticos y el empleo de MSCs en alteraciones cutaneas (quemados, lesiones secundarias a
radioterapia) han demostrado una gran eficacia, realizandose de manera habitual en la practica
clinica. Sin embargo, el empleo de la terapia celular en otras patologias no se ha instaurado puesto
que es necesaria la realizacion de ensayos clinicos que permitan conocer con exactitud la total
seguridad y eficacia de ésta en humanos. En la siguiente tabla se recogen las patologias en las que se

ha estudiado la aplicacién de células madre y la verdadera implicacion de éstas en la practica clinica

habitual.

Tabla 8: Implicacién del empleo de células madre en la préactica clinica habitual

Enfermedad

Células empleadas

Aplicacion

Enfermedades
cardiovasculares

Células iPSC

A pesar de los prometedores resultados no es posible su aplicacion en
un futuro préximo ya que existen muchos obstaculos que salvar para
ser empleado en ensayos clinicos en humanos.

Enfermedad Células madre Se han obtenido resultado positivos en ensayos con animales y se han
inflamatoria mesenquimales realizado ensayos en fase Il y 11l en humanos pero se requieren mas
intestinal estudios

Enfermedades iPSC MSC Son las células con las que se han obtenido mejores resultados y
hepéticas especialmente, cuando son empleadas en ingenieria de tejidos. Su
aplicacion es futurible ya que se estan realizando numerosos ensayos

en humanos con resultados positivos.
Enfermedades MSC Se estan realizando ensayos en fase | y Il con resultados muy
renales prometedores pero se requieren mas ensayos para poder ser aplicados

en la practica clinica

Enfermedades del
tracto urinario

Células madre e
ingenieria de tejidos

Los ensayos clinicos muestran que la terapia con ADSC y MDSC es
eficaz en IUE siendo cercana su aplicacién en la préctica clinica
habitual. El empleo de scaffolds sembrados con ADSCs y BM-SCs
en el reemplazo de vejiga atn no es cercano al no lograr imitar la
mecanica de la vejiga.

Enfermedades dseas

MSC

Se han realizado estudios en humanos para el tratamiento de
diferentes enfermedades dseas obteniendo resultados muy
prometedores lo que implica que podran ser aplicadas en un futuro
préximo

Enfermedades
aparato
reproductor
femenino

Se emplean varios tipos
celulares procedentes
del aparato reproductor
femenino

Se estan aplicando en la clinica obteniendo resultados muy positivos
tanto en el trasplante de las distintas partes del aparato reproductor
femenino como en el tratamiento de la infertilidad.

Diabetes

iPSC, MSCs, EPSCs,
reprogramacion directa

A partir de células madre se han obtenido células R maduras capaces
de regular la glucemia en respuesta a la insulina, en modelos de
ratén. No se emplea como terapia en la practica clinica habitual
puesto que se esperan los resultados de ensayos clinicos ya iniciados.

Insuficiencia limbar

CLET

Se ha demostrado su eficacia y seguridad en humanos poniéndose en
practica en casos aislados. Su empleo en la practica clinica habitual
es probable en margen de tiempo muy breve.

Enfermedades HSCs, EPCs, MSCs e | Ensayos preclinicos en modelos de ratos muestran su capacidad de

pulmonares ingenieria de tejidos diferenciacion en células alveolares, sin embargo, para su empleo en
la préctica clinica es necesario realizar ensayos clinicos.

Enfermedades NSC, Los resultados obtenidos en ensayos preclinicos son alentadores, sin

neurodegenarativas

MSC,HSC,iPSC,ADSC

embargo, es necesario demostrar su eficacia y seguridad en humanos.
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