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INTRODUCCION

La posibilidad de aplicar estrategias similares a las que
de forma natural usa el organismo para la renovacion de
las células en un tejido dafiado es la idea central que sub-
yace detrds del concepto de terapia celular y medicina
regenerativa. La terapia celular hepdtica estd condiciona-
da por la accesibilidad de los tipos celulares apropiados
para este fin. En el presente trabajo, se hace una revisién
de los distintos tipos celulares con aplicacién potencial
para el trasplante celular hepdtico, y se examinan sus ca-
racteristicas y posibilidades de aplicacién, asi como su
diferenciacion a hepatocitos. Tanto las células madre
adultas de origen hepatico o extrahepatico, las células
madre de origen embrionario, o los hepatocitos diferen-
ciados son posibles candidatos. La accesibilidad de las
células, junto con el conocimiento que nos permita dise-
flar protocolos de diferenciacion hepatica in vitro, son los
factores limitantes. Actualmente, los hepatocitos adultos
aislados de higados humanos descartados para trasplante
son la opcién mds realista, a corto plazo, con vistas a la
terapia celular hepatica.

LOS PRINCIPIOS DE LA TERAPIA CELULAR
HEPATICA: { QUE CELULAS SERIA POSIBLE
UTILIZAR?

El trasplante hepatico y la enfermedad hepatica
terminal

El trasplante de 6rganos ha sido uno de los grandes logros
médicos del siglo xx. El trasplante alogénico de higado,
introducido en la préctica clinica a mediados de la década
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de 1980, ha supuesto el avance terapéutico mas relevante
y eficaz para tratar las enfermedades hepaticas en su esta-
dio terminal. Las técnicas quiridrgicas, junto con el desa-
rrollo y la terapia adecuada de farmacos inmunodepreso-
res, han hecho posible que el trasplante hepatico sea una
opcioén terapéutica integrada en la practica clinicoquirtr-
gica habitual de los grandes centros hospitalarios. Sus re-
sultados son excelentes, con una supervivencia en torno
al 70% a los 5 afios postrasplante. Precisamente ha sido
ese éxito lo que ha hecho del trasplante una opcién tera-
péutica accesible a muchos pacientes, s6lo condicionada,
hoy dia, por la limitacion en la disponibilidad de érganos
adecuados.

Las enfermedades hepdticas degenerativas afectan, por
término medio, al 17,5% de la poblacién mundial'. De
ellos, alrededor de un 1-2% evoluciona de manera que se
hace necesario el trasplante hepdtico. Estas cifras, muy
por encima de la actual tasa de donaciones, generan un
desfase entre el nimero de pacientes que podria benefi-
ciarse del trasplante hepatico y la actual disponibilidad
de 6rganos, lo que resulta en un aumento gradual de la
lista de espera. Pese a que Espafia es uno de los paises
con una de las tasas de donacién m4s elevada en el dmbi-
to mundial, la mortalidad de pacientes en lista de espera
para trasplante hepatico (en torno al 8%) continda ascen-
diendo.

¢Sanar, reponer o regenerar?

La posibilidad de aplicar estrategias terapéuticas simila-
res a las que de forma natural usa el organismo para reno-
var las células dafiadas ha generado un notable interés
cientifico, y se han acufiado nuevos términos, como medi-
cina regenerativa y terapia celular. El principio en el que
se apoya la terapia celular es en el trasplante de células,
en lugar del 6rgano entero, con el fin de lograr la recupe-
racioén de la capacidad funcional del érgano. Esta es la
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Fig. 1. Nicho celular intrahepdtico y sus
componentes celulares.

opcidn terapéutica potencialmente mas prometedora para
actuar de una manera eficaz y resolutiva en enfermedades
degenerativas, alli donde el trasplante de 6rgano entero
no es posible.

Hay 2 vias posibles de actuacién en la terapia celular he-
patica que difieren en la estrategia de su aplicacién: a) el
trasplante de células somadticas diferenciadas, funciona-
les (hepatocitos), en niimero suficiente para poder asumir
las funciones metabdlicas del 6rgano dafiado®>, y b) el
trasplante de células progenitoras hepdticas, que den
origen a hepatocitos funcionales en el propio 6érgano da-
fiado, y as{ contribuir a recuperar su funcién®’.

Los avances recientes de la biologia celular y molecular
han sentado las bases para que la terapia basada en el uso
de células hepaticas diferenciadas (hepatocitos adultos), o
células progenitoras diferenciables a hepatocitos, sean
una idea verosimil y realizable. La capacidad de las célu-
las progenitoras de multiplicarse, y al tiempo diferenciar-
se a tipos celulares especificos, en funcién del entorno y
estimulos que reciban, hace percibir a estas dltimas como
un recurso potencialmente inagotable de células hepdticas
utilizables para trasplante celular. Sin embargo, la terapia
de células progenitoras hepdticas es muy complejo, y
nuestro actual grado de conocimiento no es equiparable al
que se posee en terapias celulares aplicados a otros 6rga-
nos. En la raiz del problema estd nuestro conocimiento,
todavia insuficiente, de los mecanismos que llevan a la
diferenciacion de las células progenitoras hacia el hepato-
cito adulto.

Los hepatocitos son células diferenciadas terminales que
poseen todas las capacidades metabdlicas caracteristicas
del higado, pero que, sin embargo, tienen una capacidad
proliferativa in vitro muy baja. Por tanto, no es viable ex-
pandirlas de forma significativa, y su obtencién, con vis-
tas a la terapia celular, debe hacerse a partir de tejido he-
patico adulto. No obstante, los hepatocitos adultos son,
hoy dfa, la tnica forma de terapia celular que se ha podi-
do aplicar con éxito en humanos?>.
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CELULAS PROGENITORAS HEPATICAS:
EL NICHO HEPATICO

Una caracteristica que diferencia al higado de otros 6rga-
nos es su notable y aparentemente ilimitada capacidad de
autorregeneracién, cuando parte del tejido hepdtico desa-
parece por reseccion del parénquima o muerte celular de
los hepatocitos. La regeneracién hepatica es una respues-
ta del higado ante el dafio tisular. Durante el proceso re-
generativo hepdtico, diferentes poblaciones celulares alo-
jadas en el higado, incluidos los hepatocitos adultos,
inician un proceso proliferativo. La magnitud de la res-
puesta mitdtica es proporcional a la cantidad de parénqui-
ma dafiado, y la regeneracién cesa cuando se ha restaura-
do el tamaifio original del higado®”.

Un fenémeno regenerativo de este tipo ha dado pie a hi-
potetizar la existencia de células progenitoras intrahepati-
cas capaces de dar origen a los distintos tipos celulares
hepéticos y, al mismo tiempo, autoperpetuarse, y que, por
tanto, tendrian las caracteristicas de células troncales o
stem cells adultas'®!!, Las células troncales presentes en
los tejidos adultos son multipotenciales, en el sentido de
que pueden dar origen a distintos tipos celulares de un
mismo origen embrionario. Las células que se encuentran
préximas al estadio final de diferenciacion y sélo pueden
dar origen a células de un tnico tejido se denominan cé-
lulas progenitoras.

La existencia real de células progenitoras hepiticas se
cuestion6 durante muchos afios debido a la capacidad que
presentan los hepatocitos y los colangiocitos, por separa-
do, de proliferar tras un dafio hepético. Las primeras can-
didatas fueron unas células situadas en los canales de He-
ring, junto a los ductos biliares terminales, y que por su
forma caracteristica se denominaron células ovales'*".
Las células ovales se consideran hoy dia células progeni-
toras bipotenciales, es decir, capaces de dar lugar a célu-
las parenquimales (hepatocitos) y a las del epitelio biliar
(colangiocitos). Las células ovales constituyen una reser-
va de regeneracion que se activa, bien después de un dafio
masivo, bien cuando la proliferaciéon de los hepatocitos
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estd bloqueada®!>'4, Estas células colonizan el parénqui-
ma dando lugar a la aparicién de pequefios nicleos de he-
patocitos altamente basoéfilos, y desaparecen cuando el
parénquima se reconstruye de forma gradual (fig. 1).

Si una célula progenitora es la que presenta una capaci-
dad elevada de autorreplicacion y de dar origen a un tipo
celular, cabria considerar al hepatocito adulto como célu-
la progenitora hepatica unipotencial. Los hepatocitos,
aunque habitualmente permanecen quiescentes, pueden
activarse para producir una progenie cuya Unica opcion
de diferenciacién es la hepatocitica, y ocasionalmente
ductal. Es posible que la metaplasia ductal vista en enfer-
medades colestdsicas refleje una posible capacidad bipo-
tencial de los hepatocitos.

De este modo, en el nicho progenitor intrahepético encon-
tramos hepatocitos adultos «unipotenciales» (capaces de
dar origen sélo a hepatocitos), hepatocitos transitorios
«bipotenciales», células ovales «bipotenciales» y colan-
giocitos «unipotenciales». Todos ellos, en conjunto, cons-
tituyen una poblacién celular de reserva, lista para repo-
blar el higado cuando se requiera (fig. 1).

Se ha indicado la existencia de 2 posibles factores impli-
cados en el proceso de regeneracion hepdtica tras dafio
hepatico, que controlarfa la participacion de células ova-
les y de hepatocitos: light y tweak'>', El primero de ellos
parece estar implicado en la proliferacion de los hepatoci-
tos adultos, mientras que el segundo controlaria la divi-
sién y la diferenciacién de las células ovales a hepatoci-
tos'>. No se conocen el papel y la relevancia real de las
células progenitoras hepaticas (ovales) en los procesos de
reparacion tisular. Posiblemente, venga de la mano de es-

tudios in vitro de los mecanismos moleculares y los pro-
cesos de regulacion implicados en la expansion y la dife-
renciacion de esta poblacion celular'*'7,

El origen de las células ovales tampoco estd inequivoca-
mente definido y su posible origen, bien embrionario o de
médula 6sea, es tema de discusion'®2. El hecho de que en
el feto sean los hepatoblastos progenitores de hepatocitos
adultos y células epiteliales biliares, califica a estas célu-
las como progenitoras bipotenciales (fig. 2). Sin embargo,
no se ha podido confirmar si de ellas derivan las que en el
estadio adulto retienen su bipotencialidad (células ovales).

CELULAS TRONCALES EMBRIONARIAS Y SU
DIFERENCIACION A HEPATOCITOS

En el ser humano, el higado aparece como un 6rgano di-
ferenciado a partir de la cuarta semana de embarazo. Sur-
ge a partir de un diverticulo del endodermo donde la parte
superior da origen al parénquima hepdtico y la inferior al
conducto y vesicula biliares.

La morfogenia y la especificacién hepdticas dependen
fundamentalmente de 2 rutas de sefializacién?'?: a) el
mesodermo cardiaco, que se encuentra en su proximidad
inmediata, induce una respuesta morfogenética en el en-
dodermo por medio de factores de crecimiento fibroblés-
ticos (FGF). Junto a esto, proteinas morfogenéticas dseas
secretadas desde el mesénquima del septo transverso in-
ducen a las células del endodermo ventral hacia su dife-
renciacién a hepatoblastos, y b) factores de crecimiento
del tipo HGF (factor de crecimiento hepético), involucra-
do en la regeneracion hepdtica tras un dafio tisular, tienen
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también un papel determinante en la induccién del proce-
so de diferenciacion hepdticos, junto a los glucocorticoi-
des?. En la maduracién y la diferenciacién terminal, la
oncostatina (OSM) y los glucocorticoides desempefian un
papel muy importante. Ambos inducen cambios morfol6-
gicos y la expresion de marcadores de diferenciacién he-
paticos? (fig. 3).

La adherencia celular a una matriz extracelular, y una
densidad celular elevada que facilite los contactos célula-
célula, son asimismo de vital importancia para la diferen-
ciacién celular hacia hepatoblasto®. Factores proteicos
asociados con la matriz extracelular, como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento
transformante alfa, estdn implicados en la diferenciacién
celular inducida por la matriz. Los hepatoblastos (bipo-
tenciales) migran a través del septo transverso, y comien-
zan a diferenciarse, regulados por las sefiales que reciben
del mesénquima portal: los hepatoblastos que no estdn en
contacto con el mesénquima diferencian en hepatocitos, y
en el caso de las células que estan en contacto con el me-
sénquima del tracto portal, diferencian a células ductales
biliares. Asf pues, se distingue una poblacién que sélo ex-
presa marcadores hepdticos (alfafetoproteina, albimina);
una segunda poblacién que expresa marcadores de células
biliares (citoqueratina 19), y una tercera que mantiene la
expresién de marcadores hepaticos como biliares (hepato-
blastos).

Un mejor conocimiento de la compleja red de sefiales im-
plicadas en el desarrollo y diferenciacion celular del higa-
do (fig. 3) ha permitido disefiar protocolos de diferencia-
cién hepdtica in vitro de células troncales embrionarias
(stem) hacia fenotipo hepdtico. Estas células provienen de
la masa interna del blastocisto. En un extremo de la cavi-
dad interna (blastocele), que estd rodeada por la capa ex-
terior de células (trofoblasto), hay una masa celular inter-
na de aproximadamente 30 células. Estas células son
pluripotenciales, en el sentido de que son capaces de dar
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Fig. 3. Diferenciacion hepdtica a partir
del endodermo definitivo. Factores ex-
tracelulares 'y moléculas intracelulares
implicados.

BMP: bone morphogenic protein;
CEBP: CCAAT/Enhancer binding pro-
tein; c-Jun: protein kinase c-Jun; FGF:
fibroblastic growth factor; FGFr: fibro-
blastic growth factor receptor; FoxA2:
Forkhead box A2; GATA: GATA-binding
protein; Gpl130: glicoprotein 130; Hex:
hematopoietically expressed homeobox;
HGF: hepatocyte growth factor; HNF:
hepatocyte nuclear factor; N-Myc: onco-
gene N-Myc; OSM: oncostatin  M;
Prox1: prospero-related homeobox gene
1; RelA: v-Rel Avian reticuloendothelio-
sis viral oncogene homolog A; SoxlI7:
Sry-related HMG-Box gene 17; XBP: X-
box binding protein.

origen a todas las células de un organismo, pero no a un
ser completo.

Ha sido posible generar, a partir de estas células humanas
embrionarias, linajes celulares con caracteristicas hepéti-
cas diferenciadas, bien de forma mas o menos esponta-
nea?28, o gracias a procesos complejos de adicién se-
cuencial de factores exdgenos, que se sabe que estdn
implicados en la diferenciacién celular®-3!. La adicidn se-
cuencial de factores exdgenos trata de reproducir lo que
acontece durante las fases de «especificacion», «diferen-
ciacién» y «maduracién» en el desarrollo embrionario del
6rgano, con lo cual se logra una diferenciacién mas eficaz
y homogénea.

TRANSDIFERENCIACION DE CELULAS DE DISTINTO
ORIGEN EMBRIONARIO A HEPATOCITOS

En los tejidos adultos hay poblaciones celulares locali-
zadas en nichos regenerativos que son multipotencia-
les, es decir, con capacidad para diferenciarse a células
del 6rgano o tejido en el que residen. Sin embargo,
evidencias experimentales recientes han demostrado
que también poseen un cierto cardcter pluripotencial,
lo que ha dado origen al concepto de plasticidad celu-
lar: capacidad de una célula madre adulta para generar
tipos celulares de origen embrionario diferente al
suyo?2.

Los posibles mecanismos que subyacen tras los fenéme-
nos de plasticidad celular podrian ser varios: a) la exis-
tencia en el mismo tejido de células madre de distinta es-
tirpe, cada una con distintas capacidades; b) fendmenos
de fusién celular entre las células madre provenientes de
otros tejidos y células residentes; c) desdiferenciacion,
hacia una estadio celular anterior, seguido por la diferen-
ciacion hacia células de distinta estirpe, y d) existencia en
nichos de células madre indiferenciadas, remanentes del
tejido embrionario.
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Se ha descrito para varios tipos celulares la posibilidad de
inducir la transdiferenciaciéon de células pluripotenciales
de distintos tejidos hacia un fenotipo hepatico (fig. 4).

Células progenitoras hematopoyéticas

Hay evidencias de que las células madre hematopoyéticas
pueden contribuir a la regeneraciéon hepética durante el
fallo hepético agudo. Con estimulos apropiados, esta po-
blacién celular es capaz de diferenciarse hacia un linaje
epitelial, como parece deducirse del hecho de que el tras-
plante de células de médula 6sea de un sexo a un animal
del otro sexo resulta en la aparicién de hepatocitos del
sexo del donante de médula'®. Asimismo, células madre
hematopoyéticas de médula ésea, con fenotipo Lin-,
cKit+, Thy-1, Sca-1, son capaces de regenerar un higado
murino en un modelo de dafio hepético fulminante. Asi-
mismo, células hematopoyéticas permitieron recuperar la
plena funcién hepdtica en un modelo animal de tirosine-
mia 3. A partir de estas y similares evidencias, y en que
las células ovales expresan algunos marcadores de super-
ficie tradicionalmente asociados a células madre hemato-
poyéticas (c-kit, Thy-1, CD34), se indicé un posible ori-
gen hematopoyético de las células ovales!'32,

Células mesenquimales de la médula 6sea

La médula ésea es un tejido derivado del mesodermo em-
brionario, constituido por un sistema celular hematopoyé-
tico complejo, embebido en una matriz extracelular com-
pleja. Las células madre mesenquimales (MSC) se
encuentran en el compartimiento estromal adherente de la
médula ésea y representan una fraccién minoritaria de la
poblacién celular total nucleada (0,0001-0,001%). Se han
descrito diferentes marcadores celulares (SH2, SH3,
CD90, CD106, CD44, CD71, CD120a) que permiten
identificar y aislar las células MSC. Esta poblacion celu-
lar, que no expresa los marcadores tipicos de las células
hematopoyéticas HSC, CD34, CD45, CD14, presenta una
plasticidad celular notable*. Con respecto a la diferencia-
cién hepadtica, recientemente se han publicado estudios
que demuestran la generacién de células con fenotipo he-
pético a partir de MSC: la combinacién de FGFb, EGF,
HGF OSM y Dex es capaz de inducir en estas células la
expresion de marcadores tipicamente hepaticos®>%,

Side population

En la médula ésea, se ha descrito un subtipo celular deno-
minado cell side population (SP), caracterizado por una
capacidad de efluir el colorante Hoechst 33342, depen-
diente del verapamilo®’. También se han aislado células
SP de muchos tejidos y tienen caracteristicas de células
multipotentes. Evidencias experimentales indican que cé-
lulas con fenotipo SP, aisladas de la fraccién no parenqui-
mal de higado humano, pueden dar origen a hepatocitos®.

@ "
// -~ @ SP cells

Hepatocitos

e W o
- HSC

Oval

% o {‘? MAPC

-

. 4
’ /" MSC

Fig. 4. Poblaciones celulares de origen extrahepdtico implicadas en fe-
nomenos de transdiferenciacion a fenotipo hepdtico. HSC: células ma-
dre hematopoyéticas; MAPC: células progenitoras adultas multipoten-
ciales; MN: monocitos; MSC: células madre mesenquimales; SP:
células side population.

Células progenitoras multipotenciales adultas

Las denominadas células progenitoras multipotenciales
adultas (MAPC), presentes en la médula dsea, se han des-
crito como auténticas células pluripotenciales, con una
capacidad de diferenciacion muy similar a las células ma-
dre embrionarias®. Las MAPC son capaces de proliferar
in vitro sin aparente envejecimiento (mds de 120 ciclos
celulares). Al igual que las células madre embrionarias,
las MAPC expresan Oct-4 nanog y rex-1, factores necesa-
rios para mantener a una célula en un estado proliferativo
e indiferenciado.

Ha sido posible diferenciar estas células, cultivadas sobre
matrigel y estimuladas con FGF-4 y HGF, hacia un feno-
tipo adulto con la consiguiente expresion de marcadores
caracteristicos de hepatocitos (HNF33, GATA4, CK19,
transtirretina, AFP y posteriormente CK18, HNF4 y
HNFla y albtimina). Las células asi diferenciadas no sélo
adquirieron morfologia hepatica (forma poligonal, binu-
cleadas), sino que también expresaron actividades funcio-
nales tipicamente hepdticas: secretaron al medio urea y
albimina, capturaron LDL y acumularon glucégeno y ci-
tocromo P450 inducible por fenobarbital®®. Si los resulta-
dos de este grupo, que se han cuestionado, se confirma-
ran, MAPC podrian ser una fuente ideal para terapias
celulares de enfermedades hepadticas.

Células mesenquimales, no procedentes
de médula 6sea

Estudios recientes han identificado también en el estroma
adiposo una poblacion de células madre (en inglés, adipo-
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se derived stem cells)*. El tejido adiposo, como la médu-
la 6sea, deriva del mesénquima embrionario, y sus células
tienen mds capacidad proliferativa que las MSC aisladas
de la médula 6sea. A partir de lipoaspirados humanos de
tejido adiposo, se puede aislar una poblacién celular que,
como las células de la médula 6sea, es capaz de diferen-
ciarse a linajes osteogénicos, adipogénicos, miogénicos y
condriogénicos*!. Sus caracteristicas in vitro e in vivo, si-
milares en muchos aspectos a los de la médula 6sea, hace
que estas células puedan diferenciarse hacia fenotipo he-
pético®2,

Otras células

Ademds de la médula dsea y del tejido adiposo antes
mencionados, se ha demostrado la existencia de células
madre adultas pluripotenciales de origen neural** y mus-
cular**. Asimismo, ha sido posible identificar células mul-
tipotentes en la epidermis®.

Recientemente, ha sido posible «retrodiferenciar» fibro-
blastos en cultivo hacia un fenotipo de célula troncal em-
brionaria. Las células denominadas células pluripotentes
inducidas pueden ser diferenciadas a células de distinta
ontogenia embrionaria. De confirmarse estos resultados,
estarfamos ante la posibilidad de poder generar células
madre embrionarias a partir de células somaticas adul-
tas?®,

Otro caso interesante lo constituye la «retrodiferencia-
cién» de células diferenciadas terminales, tal es el caso de
los monocitos de sangre periférica humana, a fenotipo he-
pético humano®’.

CELULAS HEPATICAS ADULTAS FRENTE A
PROGENITORES HEPATICOS. SU POTENCIAL
APLICABILIDAD EN EL TRASPLANTE CELULAR
HEPATICO

El trasplante celular es posiblemente la opcién terapéutica
mas prometedora para combatir enfermedades degenerati-
vas, incluidas las hepdticas, que permitiria abordar si-
tuaciones para las cuales la tunica terapia eficaz es el
trasplante de 6rgano, y éste no es posible. Tras esta afir-
macién, hay una creciente base cientifica y una visién
avanzada del concepto del trasplante. Por similitud al
trasplante de érganos, que surgié como intento de recupe-
rar la funcién reemplazando el érgano dafiado en una en-
fermedad terminal, el trasplante celular pretende alcanzar
el mismo objetivo implantando células funcionalmente
activas capaces de asumir las funciones metabdlicas.

En ciertas enfermedades hepdticas (enfermedades meta-
bélicas), es imaginable pensar que, con el trasplante de
una fraccidn relativamente pequefia de células, seria posi-
ble recuperar una capacidad metabdlica suficiente®. Ello
puede hacerse mediante el trasplante de células hepdticas
diferenciadas terminales (hepatocitos), o bien mediante
progenitores hepdaticos de distinto origen que den origen a
hepatocitos funcionales, una vez implantados en el 6rga-
no enfermo. En el primero de los casos, los hepatocitos
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adultos, si bien son plenamente funcionales desde el pun-
to de vista metabdlico, su capacidad proliferativa esta li-
mitada, lo que necesariamente requiere el trasplante de un
nimero importante de células. Por otro lado, la utiliza-
cién de progenitores hepdticos contaria con la ventaja de
que estas células tienen mucha mads capacidad proliferati-
va; asi, una pequefia cantidad de células podria repoblar
el 6rgano enfermo y sustituir a las células anteriormente
enfermas o deficitarias. Pero, dado que estas células no
tienen la capacidad metabdlica funcional de los hepatoci-
tos, deben ser capaces de diferenciarse in situ a hepatoci-
tos adultos.

Con vistas a su utilizacién en terapia celular hepatico,
tanto las células troncales como las progenitoras hepdti-
cas, y las adultas diferenciadas, presentan ventajas poten-
ciales y limitaciones (tabla I). Las células madre (y las
progenitoras hepaticas) poseen las caracteristicas que las
convierten en candidatas potenciales para la terapia celu-
lar: su capacidad de proliferar y expandirse, y al tiempo
diferenciarse, para dar lugar a tipos celulares especializa-
dos. En el nivel de mayor proliferacion (y menor diferen-
ciacién) se encuentran las células madre embrionarias que
son capaces de diferenciarse a cualquier tipo celular, in-
cluido el hepético”?**3!. Sin embargo, las actuales limi-
taciones de estas células son 2: a) no se ha logrado repro-
ducir el proceso de diferenciacion completo hasta
hepatocito adulto, y ») por su capacidad de proliferacion,
su utilizacién clinica tiene un riesgo, nada despreciable,
de poder dar origen a neoplasias. Necesariamente, estas
lineas tienen que ser heterélogas, con los consiguientes
problemas inmunoldégicos de cara a su aceptacioén por el
huésped, a menos que, como demuestra un estudio re-
ciente, sea posible obtener células con las caracteristicas
de células troncales embrionales humanas, a partir de fi-
broblastos*®.

La posibilidad de obtener células progenitoras autélogas,
utiles para la terapia celular hepatica, permitiria disponer
de una fuente de células inmunolégicamente compatibles
para esta terapia. Las células progenitoras intrahepdticas
(células ovales) estan presentes en cantidad muy reducida
en el higado!!13141648-50 "y gy aislamiento ha de hacerse a
partir del propio higado. No se ha logrado aislarlas y ex-
pandirlas in vitro de manera eficaz.

Las MSC de médula 6sea® 3! o de tejido adiposo®>#!-51-
33 parecen ser las células que, por su mayor facilidad en
la obtencion, su relativa facilidad para expandirse in vi-
tro, y su capacidad de diferenciarse a hepatocitos, podri-
an convertirse en fuente de progenitores hepaticos autd-
logos para la terapia celular. Las MSC de tejido adiposo
parece que tienen mds capacidad proliferativa que las de
la médula 6sea, lo que le confiere ventajas objetivas para
constituir una fuente de células adultas autdélogas. Sin
embargo, hoy por hoy, no se estd en condiciones de po-
der utilizarlas para uso clinico en la terapia celular hepa-
tica®*.

El trasplante celular con hepatocitos adultos, a diferencia
del xenotrasplante, la terapia génica, o uso de células pro-
genitoras, es una alternativa con mayores posibilidades de
trasladarse a la clinica humana con éxito y con resultados
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TABLA I. Aspectos generales inherentes a los tratamientos con células madre embrionarias (ES), células progenitoras adultas

y células somaticas

Tipos de células Células madre embrionarias

Progenitoras adultas

Hepatocitos

Masa interna del blastocisto
No limitada
Pluripotenciales
Restringida

Origen

Tasa de replicacion
Potencialidad
Accesibilidad

Tejidos adultos
Parcialmente limitada
Pluripotenciales/multipotenciales
Fécil en algunos tejidos

(médula, adiposo)

Higado

Limitada

Unipotenciales

Fécil; limitada por disponibilidad
de tejido

a corto plazo, con los conocimientos actuales>3*%, Pese a
los indudables logros alcanzados®>, hay limitaciones que
dificultan el hecho que el trasplante celular sea una reali-
dad cotidiana en la terapia de las enfermedades hepdticas:
la falta de hepatocitos de calidad suficiente para su uso
clinico.

Los hepatocitos adultos utilizados en el trasplante celular
hepdtico tienen que aislarse a partir del higado, general-
mente a partir de los descartados para trasplante, el exce-
dentario resultante de los procedimientos de reduccién
hepdtica para trasplante infantil, o como resultado de un
split. La causa mds frecuente por la que se descarta un
6rgano ya extraido, cuyos hepatocitos serian utilizables
en trasplante celular, es una esteatosis > 50%. Sin em-
bargo, la experiencia propia de nuestro grupo, y la de
otros, es que el rendimiento y la calidad funcional de los
hepatocitos disminuye notablemente con el grado de es-
teatosis del 6rgano, lo que plantea problemas derivados
de la calidad y la cantidad de tejido hepatico funcional
disponible.

Finalmente, la terapia de pacientes mediante trasplante
de hepatocitos requiere varias infusiones*>, lo que con-
lleva que los hepatocitos aislados de un 6rgano deban
crioconservarse hasta el momento de su uso. Hay dife-
rencias importantes en cuanto a la viabilidad celular, la
adhesién y la funcionalidad de las células crioconserva-
das, que dependen mucho de la calidad del tejido de par-
tida. Durante el aislamiento de los hepatocitos, la utiliza-
cién de la colagenasa conlleva cambios drésticos en la
expresion del dcido ribonucleico mensajero especificos
de higado, y una alteracién significativa de la expresién
de genes hepdticos. La crioconservacién de hepatocitos
con vistas a su uso clinico todavia necesita que se mejo-
ren los procedimientos para reducir la variabilidad entre
partidas.

En conclusidn, si bien la identificaciéon y la explotacion
de una linea celular troncal/progenitora hepdtica, capaz
de generar hepatocitos humanos funcionales, tendria im-
portantes implicaciones clinicas, los hepatocitos humanos
aislados de higados son hoy dia la tnica opcién realista a
corto plazo con vistas a la terapia celular hepdtica.

1.

10.

12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.

19.
20.

21.

Dificultad de expansién Baja (riesgo diferenciacién Media Alta (células no proliferantes)
espontanea no controlada)
Diferenciacion Muy compleja Lograda parcialmente Totalmente diferenciadas
Criopreservacion Posible Posible Dificil
Aplicabilidad clinica No No Si
a casos agudos
Aplicabilidad clinica Si No, los aut6logos Si
a enfermedades metabdlicas
Rechazo inmunolégico Alta variabilidad Si es autdlogo, no Baja, controlable
Riesgo de tumorogenia Alto, por células parcialmente Bajo Casi nulo
indiferenciadas
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