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Resumen

Se propone una revision bibliografica en materia de tras-
plante autolégo de células madre de médula ésea en pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 2, dada la creciente
incidencia de esta afeccion. Al respecto, se examinaron
cinco estudios en las bases de datos. En 2003 el equi-
po de Hess reportd reduccion de hiperglicemia y rapi-
do incremento en la producciéon de insulina endégena
pancredtica en ratas sometidas a trasplante heterélogo de
células madre seleccionadas c-kit+; y, Lanus y col. obtu-
vieron células pancreaticas endocrinas a través de cul-
tivos de células madre de médula 6ésea. Ferndndez Vifa
y col; Mesples y col en 2007 y Voltarelli et al en 2009,
al medir los niveles de péptido C, antes y después de la
administracion de células madre autélogas en pacientes
diabéticos, demostraron en la mayoria de los casos, un
incremento de los niveles del péptido C y disminuciéon
en los requerimientos de insulina, lo cual implica un po-
sitivo impacto para su tratamiento.

Palabras Clave: células somaticas autdlogas, células ma-
dre embrionarias, regeneracion tisular, disfuncién endo-
telial, diabetes mellitus.
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Abstract

On account of the increasing rate of Diabetes Mellitus
type 2, a bibliographic review research on autologous
transplantation matter of bone marrow cells is required.
So in this regard, five studious were examined. Hence,
in 2003 Hess's team reported an hyperglycemic reduc-
tion and a rapid growth of endogenous pancreatic insu-
lin level production in rats which were exposed to het-
erologic transplantation of selected marrow cells, c-kit.+,
and both Lanus and Col attained pancreatic endocrine
cells by means of cultivated bone marrow cells of spi-
nal cord. Hereafter Fernandez Vifa and Col, Mesples and
Col in 2007 and Voltarelly in 2009 on measuring Peptide
C levels before and after the administration of autologous
marrow cells in diabetic patients, over most of the cas-
es, demonstrated an increase of Peptide C levels and a
minimum insulin requirement which means definitively
a positive impact for its treatment.

Key words: autologous somatic cells, embrionic stem
cells, tissue regeneration, endothelial malfunction, dia-
betes mellitus.
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Introduccion

La Diabetes Mellitus es definida como una patologia en-
docrinometabdlica caracterizada por defectos en la se-
crecién y/o en la accién de la insulina o por la combina-
cién de ambas situaciones, lo cual conduce a un sindro-
me caracterizado por hiperglucemia y alteraciones del
metabolismo de los hidratos de carbono, las proteinas
y los lipidos; fenédmenos que traen como consecuencia
dafno orgdnico que compromete el funcionamiento de
6rganos blancos. Aunque hay una afectaciéon universal
del organismo, las manifestaciones clinicas mas eviden-
tes de dano a tejidos, se pueden observar en corazén,
retina, rinones, y sistema nervioso, como consecuencia
de la alteracion de las paredes de los vasos sanguineos'.

Cada ano la diabetes afecta mas personas y causa mas
muertes que el Cancer de mama vy el SIDA, juntos. Si se
considera ademas que alrededor del 50% de los pacien-
tes con enfermedad coronaria son diabéticos, es obvio el
impacto de esta enfermedad sobre los sistemas de salud
en todos los paises del mundo?.

Las terapias disponibles como tratamiento para esta pato-
logia incluyen una alimentacién adecuada, el ejercicio,
los hipoglicemiantes orales y/o insulinas tradicionales o
andlogas, aunadas a la educacién diabetoldgica.

La diabetes tipo 1 (antiguamente denominada diabetes
juvenil) afecta tipicamente a niflos y adultos jévenes. Es
producida por un ataque autoinmune contra las células 3
de los islotes pancredticos que ocasiona una hiperglice-
mia manifiesta cuando un 80-90% de las células $ han
sido eliminadas’.

Hasta el momento no se ha desarrollado ningun trata-
miento efectivo que bloquee la cascada autoinmunolé-
gica e impida el desarrollo de la enfermedad durante el
periodo pre-patogénico ni tampoco una manera efectiva
de sustituir las células perdidas. Alternativas como al tras-
plante pancredtico, implante de islotes de Langerhans y
el péancreas bioartificial no han llenado las expectativas
debido al alto costo, dificultad en la obtencién de un
donante, morbimortalidad del procedimiento y el uso de
terapia inmunosupresora de por vida*.

Con expectativas positivas se ha empezado a ver la tera-
pia celular con células madre adultas en pacientes con
diabetes. Las investigaciones en animales de experimen-
tacién y la puesta en practica de la aplicacion de cé-
lulas madre en estados de hiperglucemia, generada por
estreptozotocina y en pacientes diabéticos, han abierto
una ventana terapéutica que incrementa las posibilidades
reales de hacer mas eficaz el control de esta patologia.

Desde el descubrimiento de las células madre adultas o
somaticas por Till y McCulloch a finales de la década de

1950, centrado en las células troncales hematopoyéticas
de médula 6sea (CMMO), se ha evidenciado su capa-
cidad regenerativa de tejidos y la curacion de enferme-
dades neoplasicas. Gracias al trasplante de CMMO en
ciertas patologias malignas, millones de personas alrede-
dor del planeta, han podido mejorar su enfermedad en
la actualidad®.

Células Madre Adultas

Ademas de las células pluripotenciales de origen embri-
onario, que pueden originar cualquier tejido del feto, ex-
isten células madre indiferenciadas con cierta similitud
a las embrionarias en muchos tejidos adultos especial-
izados®. Estas células permiten mantener la homeostasis
de los tejidos regenerando y reemplazando las células
que se destruyen continuamente por diferentes causas.
Las células madre adultas conservan dos caracteristicas
previamente mencionadas: pueden proliferar, aunque de
manera mas lenta que las embrionarias y, por otra parte,
dan lugar a células maduras especializadas, generando
durante el proceso, células progenitoras en estadios in-
termedios de diferenciacion.

Es muy dificil distinguir en un tejido determinado unas cé-
lulas de otras por la ausencia de marcadores definidos.
Estas células madre adultas tienen, por otra parte, un cre-
cimiento mas limitado en cultivo y su capacidad diferen-
ciadora in vitro estd aparentemente limitada a aquellas
células relacionadas con el tejido de procedencia, denom-
indandose células “multipotentes™. Las propiedades de es-
tas células dependen en gran medida de su localizacion.

Las células precursoras hematopoyéticas estan siendo
generadas constantemente en la médula dsea y es facil
su aislamiento. Sin embargo, las células madre proce-
dentes de tejidos del endodermo embrionario, como las
intestinales’” o las hepdticas®, son estacionarias y estan
fisicamente separadas de las células diferenciadas, su
aislamiento y caracterizacion son mas complejos por di-
ficultades inherentes a su identificacion y cultivo.

Las células madre adultas tienen una enorme ventaja para
posibles tratamientos terapéuticos; en primer lugar, por sus
propiedades proliferativas, pero igualmente interesante, es
el hecho de que las células diferenciadas que se obtienen
in vitro, podrian ser reimplantadas en los propios pacientes
sin problemas de rechazo inmunolégico.

Se han utilizado células madre de origen mesodérmico
procedentes de musculo esquelético o de células mes-
enquimales de médula ésea para originar por diferencia-
cién in vitro o in vivo, distintos tejidos, como musculo,
hueso, cartilago o tejido adiposo®'®, que podrian ser re-
implantados en el propio paciente del que se han aislado
las células madre originales.

Existen antecedentes que demuestran una buena inte-
gracién de estas células dentro del érgano implantado,
cuando se trata por ejemplo del corazén''. En aquellos
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tejidos en los que es facil su purificacién y cultivo, como
la médula 6sea, se han hecho grandes esfuerzos para
estudiar el grado de pluripotencialidad de estas célu-
las, tratando de demostrar por ejemplo, si células madre
adultas son capaces de generar células especializadas
de un tejido distinto del que han sido obtenidas o in-
cluso originar tejidos de una capa embrionaria diferente.
Este proceso de plasticidad o transdiferenciacion sélo se
ha demostrado en experimentos in vivo'?. Se denomina
plasticidad o transdiferenciacion al fenémeno fisioldgico
celular a través del cual, la célula madre adulta es capaz
de atravesar la barrera de los linajes determinados por la
capa embrionaria que la origina y convertirse en célula
no relacionada con la capa de la trildamina embrionaria
de donde proviene.

Asimismo, se ha reportado que células madre derivadas de
médula 6sea pueden diferenciar hacia un tejido hepatico o
neural, y viceversa'*'*'>, Estos trabajos iniciales permitiran
coadyuvar en la posibilidad de aislar células madre de
médula 6sea y dirigir su posible diferenciacion hacia célu-
las productoras de insulina. De igual manera, estudios re-
cientes sugieren la existencia de procesos de fusion celular
in vitro, entre células madre embrionarias y células madre
adultas progenitoras de distinto origen’.

En este orden de ideas, cabe acotar que la medicina re-
generativa tiene como objetivo principal de investigacién
cientifica, la busqueda de posibles métodos para estimu-
lar la regeneracion funcional y estructural de aquellos
tejidos danados, en los cuales la capacidad regenerativa
estd comprometida'. Hay tres condiciones esenciales
para que ocurra la regeneracion a nivel de los tejidos: 1)
Los tejidos deben contener células mitéticamente com-
petentes, es decir, células que tienen los receptores y vias
de sefalizacion de traduccién para responder a los esti-
mulos de un entorno permisivo; 2) El medio ambiente
del tejido lesionado debe contener las sefales necesarias
para promover la proliferacién y diferenciacion de estas
células de una manera organizada; y, 3) Los factores in-
hibidores de la regeneracion deben estar ausentes, supri-
midos o neutralizados, en el ambiente de la lesién. Por
otra parte, sangre, epitelios, hueso, musculo esquelético,
higado, pancreas, pequenos vasos sanguineos y epitelio
renal son ejemplos de tejidos de mamiferos que contie-
nen células mitéticamente competentes, que participan
en el mantenimiento y la regeneracién del dafio induci-
do'8; asimismo, como lo senala D. Stocum (2006), de este
mecanismo de regeneracion tisular por division mitética
de las células existentes en cada tejido, el organismo hu-
mano cuenta con la activacion de células madre adultas
0 somaticas, residentes en los drganos o presentes en la
circulacién sanguinea.

Las células madre pueden dividirse indefinidamente y di-
ferenciarse en distintos tipos de células maduras, con una
morfologia y funcionalidad especifica. Estas células se divi-
den asimétricamente’® (figura 1), dando lugar a una célula
de linaje restringido o Transit Amplifiying Cell (TAC) y a la

vez, una célula madre tipica, que es una clonacién de ella
misma'. De esta manera se mantiene en nimero la pobla-
cién de CM disponibles en la economia del organismo. Las
células madre tienen como caracteristica, que ciclan lenta-
mente, pero son altamente clonogénicas. Esta restriccion
a la hora de la divisién repetida, asegura la menor tasa de
error en la replicacion para la sintesis del ADN'™.

Figura 1
Division Asimétrica de las Celulas Madre

U a8
— Stem Cell
Stem Cell\’;

TAC Transit Amplifying Cell

La regeneracién tisular via células madre adultas o
somadticas, es la forma mas comun de reparacién de los
tejidos y de sustitucidon de las células que han pasado
por el proceso de apoptosis en los organismos multicelu-
lares'®. Adicionalmente, las células madre autélogas no
forman teratomas, ni teratocarcinomas, al contrario de
las células madre embrionarias, las cuales han formado
in-vitro estos tumores®?'. Ademas, utilizando las células
madre adultas o somaticas autoélogas, se evita entrar en
el escabroso y delicado tema de la ética, asi como en
discusiones en el terreno religioso, como es el caso del
uso de células madre embrionarias.

Estratégicamente las células madre adultas, sustituyen
aquellas que han desaparecido de los distintos 6rganos,
ya sea por procesos de necrosis (lesion aguda destructivo—
inflamatoria) o apoptosis (muerte celular programada). Se
ha evidenciado que la diabetes compromete los procesos
fisiologicos de recuperacion de daios tisulares, que se pro-
ducen, ya sea por microangiopatias (dadas por el engrosa-
miento difuso de las membranas basales de los capilares)
o por las macroangiopatias (lesiones ateroscleréticas vas-
culares, que no difieren cualitativamente de las que se en-
cuentran en los no diabéticos, pero que tienden a ser mas
abundantes y floridas en los pacientes con diabetes)? y por
disfuncion endotelial®.

Esta limitacion por compromiso vascular, en la auto re-
novacion de tejidos en pacientes con Diabetes Mellitus
tanto Tipo 1 como 2, esta estrechamente relacionada con
un déficit en nimero y funcidon de células progenitoras
endoteliales (CPE) circulantes, en comparacién con suje-
tos sanos?#2627.28 | as CPE estan encargadas de procesos
de angiogénesis en el organismo humano? y su principal
funcion es la neovasculogenesis. Ademas, las CPE se in-
corporan en las zonas de angiogénesis in-vivo. Por otra
parte, las CPE, han demostrado su capacidad prolifera-
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tiva para diferenciarse en células maduras endoteliales,
tanto in-vitro como in-vivo. Una vez que estas células
se adhieren al endotelio, actian como reparadoras de la
lesion endotelial existente, proliferando y organizandose
en estructuras tubulares tridimensionales, formando de
esta manera un sistema de nuevos vasos sanguineos. Las
CPE reparan el dafo endotelial y forman nuevos vasos en
tejidos isquémicos®. Otra funcion de estas CPE, incluyen
actividades paracrinas como la secrecién de factores de
crecimiento y citoquinas (IL-8)3'32.

Células madre en médula dsea

La médula 6sea contenida en las cavidades de los hue-
sos, provee una fuente de reposicion de eritrocitos, leu-
cocitos y plaquetas. Estas células madre, denominadas
hematopoyéticas, se encargan de mantener un pool de
los distintos linajes de las células sanguineas. Dentro
de las células madre hematopoyéticas (CD34+) no solo
se encuentran los progenitores hematopoyéticos, sino
también, las células progenitoras endoteliales (CD34+
CD133+); a su progenitor comun se le denomina heman-
gioblasto, confiriéndole potencialidad endotelial a las cé-
lulas hematopoyéticas de médula ésea®*. Ademas, de las
células madre hematopoyéticas y de las mesenquimales,
se encuentran las llamadas Side Population Cell (SP), las
cuales han sido aisladas, tanto a partir de médula 6sea,
como de musculo. Las SP son capaces de convertirse en
células madre hematopoyéticas.

Respecto a este tema, el grupo de Jackson y colabora-
dores demostraron en 1999, que estas células se podian
diferenciar en células de musculo y células endoteliales,
en un modelo murino de infarto de miocardio3*3*. Tam-
bién estdn presentes en médula 6sea, las Células Proge-
nitoras Multipotenciales Adultas (MAPC); ésta poblacion
celular descrita por Verfaillie y colaboradores® en el afio
2002, han llamado la atencién en la esfera cientifica,
ya que tienen una capacidad diferenciadora muy similar
a las células madre embrionarias. Las MAPCs tienen la
capacidad de proliferar in-vitro mas de 120 divisiones
celulares, sin un aparente envejecimiento, ya que man-
tienen niveles altos de telomerasa durante todo el tiem-
po de cultivo. Estas MAPCs ademas expresan factores de
transcripcién (Oct-4 y Rex-1) los cuales son necesarios
para mantener un estado proliferativo e indiferenciado.
In-vitro las MAPCs pueden ser inducidas para diferen-
ciarse en tejidos tanto del mesodermo como del ecto-
dermo, lo cual demuestra su gran potencialidad en el
campo terapéutico®.

Células Madre en Diabetes

La disfuncidon endotelial se considera en la actualidad
una de las primeras manifestaciones de la enfermedad
vascular y de la arteriosclerosis. El endotelio, una mo-
nocapa de células que recubre la pared luminal de los
vasos sanguineos, regula la interacciéon de las células y
las proteinas circulantes con las células residentes en la
pared vascular, ejerciendo un papel central como sensor
y transmisor de sefales. El endotelio protege la pared ar-

terial frente al desarrollo de lesiones y contribuye a la ho-
meostasis vascular a través de ese control continuo de los
estimulos que recibe y la adaptacion de su estado funcio-
nal. Las células endoteliales (CE), mediante un programa
de expresion génica y una sintesis y procesamiento de
proteinas altamente regulables, son capaces de detectar
los cambios tanto fisicos (estrés mecanico hemodinami-
co) como quimicos (liberacion de moléculas en su entor-
no) y transformarlos en respuestas funcionales adaptati-
vas. Esta capacidad de adaptacion le confiere un papel
clave en la regulacion de la homeostasis vascular®.

El endotelio tiene funciones antitrombodticas (inhibe la
adhesién plaquetaria y la coagulacién, y regula el sis-
tema fibrinolitico), controla la actividad de las células
musculares lisas (CML) de la capa media (tono vascular/
proliferacién) y modula el transito de macromoléculas,
como las lipoproteinas, y la adhesién de leucocitos (mo-
nocitos/linfocitos T) a la pared arterial. Diversos factores
pueden modificar las funciones del endotelio y provocar
lo que se conoce como disfuncion endotelial®.

La disfuncion endotelial puede definirse como un desequi-
librio en la biodisponibilidad de sustancias activas de origen
endotelial que predispone a la inflamacién, la vasoconstri-
ccién y el incremento de la permeabilidad vascular, lo cual
provoca arteriosclerosis, agregacién plaquetaria y trombo-
sis. En las Ultimas décadas se ha demostrado que factores
de riesgo coronario bien conocidos (el colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad [cLDL], el tabaquismo, la
diabetes, la hipertension, etc.) y otros factores emergentes
(radicales libres de oxigeno, homocisteina, infecciones, dé-
ficit estrogénico, etc.) producen disfuncion endotelial®’.

Hasta el presente, se han propuesto varios mecanismos ten-
dientes a demostrar regeneracién pancredtica3®. El equipo
de David Hess* encontré reduccion de hiperglicemia en ra-
tas a las cuales se les suministré Streptozotocina (STZ); es-
tos animales fueron sometidos a transplante heterélogo de
médula ésea no fraccionada y fraccionada (Células madre
seleccionadas c-kit+). A partir de la segunda semana post-
trasplante, los autores observaron un rapido incremento en
la produccién de insulina endégena pancreatica y una re-
duccién en los niveles de glucosa en sangre. Ellos adjudica-
ron estos cambios al reclutamiento de células endoteliales
derivadas de la médula 6sea del donante. En su evaluacién
con grupos control donde no habia aplicacién de STZ, ob-
servaron que en estos casos no habia reclutamiento de
células endoteliales. Por ello, este equipo sugiere que es
necesario que exista un dano a nivel del tejido pancredtico
para que las células de médula 6sea del donante sean re-
clutadas a fin de formar nuevos vasos*®. Es de hacer notar,
que la reduccién de la hiperglicemia y el incremento de la
insulinemia fue idéntico en ratas tratadas con médula ésea
no fraccionada, como las tratadas con médula ésea selec-
cionada (c-kit+).

Por otro lado, Andreea lanus y colaboradores* lograron
obtener células pancreaticas endocrinas a través de culti-
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vos de células madre de médula ésea. Los investigadores
reportaron que estas células madre derivadas de médula
6sea, una vez implantadas en los islotes pancreaticos del
huésped, exhibian marcadores y comportamiento fisiold-
gico caracteristico de las células Beta pancredticas. Estas
células expresaban insulina, GLUT2 y factores de trans-
cripcion tipicos de la célula Beta. Ademas evidenciaron
la secrecién de insulina cuando estas células eran esti-
muladas con glucosa o exendin-4. Asimismo, exhibian
fluctuaciones intracelulares de calcio, dependientes de
glucosa, caracteristico de la célula Beta. Los autores pro-
ponen como hipdtesis que las células madre derivadas
de médula 6sea tienen la capacidad de diferenciarse di-
rectamente en células productoras de insulina. Lo mismo
es propuesto por el grupo de Oh SHy col*'.

El grupo de Hess* asevera que los niveles de glicemia
mejoran cuando hay regeneracion de tejido vascular in-
trapancredtico (ductal y peri islotes de langerhans), por
incremento de células endoteliales en el parénquima
pancredtico; y por un aumento de la oxigenacién local,
seria posible un mejor funcionamiento de las células Beta
presentes o podria ocurrir que las células progenitoras de
células Beta presentes en el pancreas, se diferenciaran a
células Beta funcionantes. Contrastando esta hipotesis,
Andreea lanus y colaboradores plantean que la transdi-
ferenciacion es en esencia el mecanismo de mayor im-
portancia. Bajo cualquier circunstancia existe un proceso
regenerativo pancreatico a partir de la utilizaciéon de cé-
lulas madre de médula ésea*.

La elevacion de la poblacidon de células beta pancredti-
cas, posterior al trasplante autélogo de células madre de
médula 6sea, o el incremento en la tasa funcional de las
preexistentes (las presentes antes de los trasplantes de
CMMO) aumenta la produccidon de insulina enddgena
y esto lo ha evidenciado Fernandez Vifa®, pionero en
trasplante autdlogo intraarterial (en arteria esplénica) de
células madre de médula 6sea, en pacientes diabéticos.
Al respecto, Ferndndez Viia y col® no utilizan factor es-
timulante de colonias, contrariamente a lo realizado por
Mesples y col*, grupo que realiza el implante autélogo
de células madre de MO por via intraarterial pancredtica,
quienes previa extraccion de médula 6sea de cresta iliaca
postero superior, aplican factor estimulante de colonias
via subcutanea. Adicionalmente, Voltarelli y su equipo,
también han comprobado un incremento en la produc-
ciéon enddgena de insulina con la utilizaciéon de células
madre adultas autélogas de sangre periférica (CMSP), ob-
tenida a través de maquina de aféresis previa estimulacion
medular e inmunosupresiéon no mieloablativa*“,

Estos tres equipos, al medir los niveles de péptido C antes
y después de la administracién de células madre autélogas
en pacientes diabéticos, han demostrado en la mayoria
de los casos, un incremento de los niveles del péptido C
(subproducto de la molécula de la preinsulina endégena),
el cual es producido sélo por las células Beta del pancreas;
simultdneamente se ha observado disminucién en los re-

querimientos de insulina. Voltarelli y colaboradores?#748
reportan que un grupo significativo de pacientes han po-
dido prescindir temporalmente (hasta dos afos) del uso de
insulina.

El transplante autélogo de células madre de médula
osea ha sido utilizado con éxito en pacientes con enfer-
medad arterial periférica severa, la cual afecta a los pa-
cientes con Diabetes. Varios grupos han demostrado la
formacion de nuevas redes de vasos arteriales y el cierre
de Ulceras en menor tiempo, asi como, la recuperacion
de tejidos con compromiso circulatorio severo, median-
te el uso de angiografia y de videocapilaroscopia, utili-
zando distintos protocolos que incluyen el transplante
autologo de CMMO, ya sea via intraarterial femoral* o
por inyecciones intramusculares en los musculos gas-
tronemios®®°'.
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