Editorial

La revista Diabetes Internacional publica su primer na-
mero del afo 2010.

En este nimero aparecen un articulo titulado Diabetes
mellitus, hiperinsulinomia y sindrome metabdlico escrito
por el profesor Roberto Manfredi titular de la division de
enfermedades infecciosas de la Universidad de Bologna,
Italia.

El Dr. David Rodriguez del Hospital Vargas escribe un ar-
ticulo sobre la Retinopatia diabética, complicacién muy
frecuente de esta enfermedad.

El tercer articulo del grupo del Dr. Valmore Bermidez
versa sobre el uso de las células madres en el tratamiento
de la diabetes mellitus, terapéutica novedosa introducida
en los Gltimos 7 afios.
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Summary

Metabolic complications in HIV-infected patients treated
with antiretroviral combinations may include insulin re-
sistance, diabetes mellitus, dyslipidaemia and lipodystro-
phy syndrome. Metabolic syndrome is an aggregation of
central obesity and glucose and lipid metabolism altera-
tions that confers an increased risk of cardiovascular dis-
ease, and it strictly reproduces the antiretroviral therapy
(HAART)-associated metabolic and morphologic abnor-
malities. In this study we report the prevalence of diabe-
tes mellitus, hyperinsulinaemia, and metabolic syndrome
among 755 adult patients with HIV infection referring to
our outpatients’ unit.

Key words: Diabetes mellitus, HIV, infection, hyperin-
sulinaemia, metabolic syndrome.

Aceptado: 03/05/2010

Introduction

Mortality and morbidity associated with human immu-
nodeficiency virus (HIV) infection have dramatically
declined since the advent of highly active antiretroviral
therapy (HAART). However, a wide spectrum of metabol-
ic complications (including insulin resistance, diabetes
mellitus, dyslipidaemia, and fat redistribution syndrome)
has emerged in recent years, leading to an increased risk
of cardiovascular disease'.

The clustering of these metabolic and morphologic ab-
normalities has a considerable overlap with metabolic
syndrome, which is a significant and multifaceted risk fac-
tor for cardiovascular disease in the general population.
Metabolic syndrome is an association of disturbances in
glucose and lipid metabolism with central obesity and ar-
terial hypertension, and approximately affects 20-30% of
the general population**. A better understanding of epi-
demiological and pathogenetic correlations between HIV
infection, HAART and metabolic syndrome might allow
for more effective clinical management of these patients.
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Patients and methods

All the consecutive HIV-positive patients affering at our
tertiary care hospital for routine clinical and laboratory
follow-up between July and December 2009, were en-
rolled into the study and evaluated for the prevalence of
hyperinsulinaemia, diabetes mellitus, and metabolic syn-
drome. Biochemical laboratory analyses included serum
levels of glucose, insulin, triglycerides, total cholesterol,
high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, and low-
density lipoprotein (LDL)-cholesterol. Serum glucose,
insulin, and lipid levels were measured after a 12-hour
overnight fast. Insulin level was not assessed in patients
taking insulin therapy.

Diagnosis of type 2 diabetes mellitus and disorders of
glucose metabolism was defined using the American
Diabetes Association criteria®. Diabetes mellitus was
diagnosed by a fasting glucose >126 mg/dL or a non-
fasting glucose >200 mg/dL (in at least two blood tests)
in the absence of symptoms of diabetes. DM was also
diagnosed in patients taking insulin or oral anti-diabetic
drugs. Impaired fasting glucose (IFG) was diagnosed by
a fasting glucose ranging from 100 to 125 mg/dL (in at
least two blood tests). Hyperinsulinaemia was diagnosed
by a fasting insulin level >25 ng/mL (in at least two blood
tests), but insulin assessment was not performed in pa-
tients with diagnosis of diabetes mellitus. Patients with
a glucose or insulin level above the diagnostic value for
hyperinsulinaemia, diabetes mellitus or IFG underwent a
second blood test to confirm the diagnosis. Lipodystrophy
was determined by physical examination which recorded
fat loss and/or fat accumulation (in the face, neck, dorso-
cervical region, arms, breasts, abdomen, buttocks, and
legs), or mixed form. Metabolic syndrome was defined
using ATP-Ill criteria’” and diagnosis required three or
more of the following: (a) waist circumference >88 cm in
women and >102 cm in men; (b) systolic blood pressure
>130 mmHg and/or diastolic blood pressure >85 mmHg;
(c) triglycerides >150 mg/dL; (d) HDL cholesterol < 40
mg/dL; (e) glucose >110 mg/dL.

Data are expressed by mean values + standard deviation
(SD). Statistical evaluation was carried out by Student t test,
Mantel-Haenszel chi-square test, or Fisher exact test (where
appropriate), with significance levels placed at p<0.05.

Results

A total of 755 patients were enrolled into the study, and
their epidemiological, clinical, and laboratory character-
istics are summarized in Table 1. Diabetes mellitus was
diagnosed in 34 subjects out of 755 (4.5%), while IFG was
found in 71 (9.4%): then 105 subjects (13.9%) showed a
fasting glucose concentration persistently above the nor-

mal value. Hyperinsulinaemia was diagnosed in 86 out
of 721 non-diabetic patients (11.9%).

A diagnosis of frank diabetes mellitus was made by con-
firmed fasting glucose level higher >126 mg/dL in 22
out of 34 diabetic patients (64.7%) and by current anti-
diabetic therapy in 12 (35.3%). Concomitant anti-dia-
betic drugs included insulin in 5 cases and oral agents
(metformin, repaglinide or rosiglitazone) in the remain-
ing 7 cases. Diabetic patients were characterized by a
significantly higher mean age, and a significantly greater
prevalence of black race in comparison with non-diabet-
ic subjects. Moreover, duration of antiretroviral therapy,
prevalence of lipodystrophy syndrome, and mean body
mass index were significantly higher among diabetic
subjects, in comparison with patients without diabetes.
On the other hand, no significant differences regarding
other demographic features, smoking status, stage of
HIV infection, immuno-virological parameters, current
antiretroviral therapy, chronic HCV or HBV infection,
serum lipid values, blood pressure, and waist circumfer-
ence were observed between diabetic and non-diabetic
individuals (Table 1).

Among patients with hyperinsulinaemia in comparison
with those without hyperinsulinaemia the following vari-
ables reached a statistical significance: higher mean age
(46 vs. 35 years; p=0.021), higher prevalence of lipodys-
trophy syndrome (59% vs. 36%; p<0.001), higher preva-
lence of chronic HCV infection (42% vs. 28%; p=0.042),
higher mean concentration of triglycerides (268 mg/dL
vs. 211 mg/dL; p=0.032), and higher body mass index
(26.3 Kg/m? vs. 22.5 Kg/m?; p=0.038).

Metabolic syndrome was diagnosed in 69 out of 755 en-
rolled patients (9.1%). With regard to diagnostic criteria
of metabolic syndrome, among these 69 subjects hyper-
triglyceridaemia was diagnosed in 63 patients (91%),
low HDL cholesterol level in 58 (84%), hyperglycaemia
in 45 (65%), high waist circumference in 43 (62%), and
high systolic and/or diastolic blood pressure in 40 (58%).
Subjects with metabolic syndrome showed the following
statistically significant differences in comparison with
subjects without metabolic syndrome: higher mean age,
greater prevalence of black race, higher prevalence of
lipodystrophy syndrome, longer mean duration of antiret-
roviral therapy, higher mean concentrations of glucose,
total cholesterol and triglycerides, lower mean concen-
tration of HDL cholesterol, higher mean systolic blood
pressure, greater mean waist circumference and body
mass index, and higher insulinaemia. On the other hand,
no significant differences between subjects with and
those without metabolic syndrome were registered with
regard to other demographic features, smoking status,
stage of HIV infection, immuno-virological parameters,
current antiretroviral therapy, and chronic HCV or HBV
infection (Table 1).
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Table 1. Epidemiological, clinical, laboratory, and therapeutic faatures of the 755 patients enrolled in our study.

Diabetes Metabolic syndrome
Not present Present | Not present Present |
Baseline characteristics (n=721) (n=34) pvalue (n=686) (n=69) pvajue
Males [No. (%)] 475 (66) 25 (73) 0.88 445 (65) 55 (80) 0.59
Mean age [years (SD)] 37 (11) 48 (13) <0.001 36 (11) 47 (11) <0.001
R No. (%)]:
ace [No. (%)l 701 (97) 3088 | 067 | 671(98) 607 1 962
- white
17 (2.6) 4(12) 0.031 12(1.7) 0.024
- black 9(13)
3(0.4) 0 0.87 3(0.4) 0 0.65
- other
Current smokers [No. (%)] 255 (35) 8(23) 0.59 239 (35) 24 (35) 0.88
Mean CD4 lymphocyte count [cells/mm? (SD)] 437 (231) 486 (255) 0.72 449 (251) 502 (288) 0.71
Patients with plasma HIV RNA <50 copies/mL [No. (%)] 605 (84) 29 (85) 0.91 583 (85) 51 (74) 0.66
Mean plasma HIV RNA in patients with detectable viremia 4320115 | 4.17(1.22) 0.45 4.09(1.08) | 4.21(1.17) 0.72
[log,, copies/mL (SD)]
HIV st No. (%
stage [No. (%)] 491 (68) 20 (59) 0.86 | 477(70) 34 (49) 0.63
- asymptomatic
. 205 (28) 9 (26) 0.82 185 (27) 29 (42) 0.58
- symptomatic non-AIDS
25 (3.5) 5(15) 0.54 24 (3.5) 6(8.7) 0.75
- AIDS
Patients naive to antiretroviral therapy [No. (%)] 96 (13) 3(8.8) 0.52 79 (12) 20 (30) 0.58
Patients treated with [No. (%)]:
312 (43) 16 (47) 0.69 309 (45) 19 (28) 0.41
- NRTIs + NNRTI
NRTIs + PI 298 (41) 13 (38) 0.63 284 (41) 27 (39) 0.85
- s
15(2.4) 2 (6.4) 0.56 14 (2.3) 3(4.3) 0.71
- Others
Mean duration of antiretroviral therapy [years (SD)] 5.1(1.2) 7.2(1.9) 0.031 5.3 (1.4) 7.5(2.2) 0.028
Patients with lipodystrophy syndrome [No. (%)]: 288 (40) 18 (53) 0.041 255 (37) 51(74) 0.022
- fatloss 61(8.4) 6 (18) 0.025 55 (8) 12(17) 0.041
- fat accumulation 44 (6.1) 4(12) 0.037 30 (4.4) 18 (26) 0.028
- mixed form 183 (25) 8 (24) 0.82 170 (25) 21 (30) 0.59
Patients with chronic HCV infection [No. (%)]: 218 (30) 12 (35) 0.61 207 (30) 23 (33) 0.71
Patients with chronic HBV infection [No. (%)]: 35 (4.8) 1(2.9) 0.69 31 (4.5) 5(7.2) 0.62
Mean total cholesterol [mg/dL (SD)] 205 (82) 196 (75) 0.71 194 (75) 241 (97) 0.039
Mean HDL cholesterol [mg/dL (SD)] 41 (11) 38 (10) 0.74 48 (13) 32(11) 0.012
Mean triglycerides [mg/dL (SD)] 225 (103) 241 (119) 0.59 218 (97) 286 (112) <0.001
Mean glucose [mg/dL (SD)] 84 (34) 131 (55) <0.001 92 (45) 119 (47) 0.018
Mean systolic blood pressure [mmHg (SD)] 116 (19) 121 (21) 0.72 118 (21) 137 (26) 0.004
Mean diastolic blood pressure [mmHg (SD)] 73 (10) 76 (10) 0.89 77 (12) 85 (14) 0.45
Mean waist circumference [cm (SD)] 83 (16) 87 (19) 0.62 84 (9.2) 98 (12) 0.003
Mean BMI [Kg/m? (SD)] 23.1 (4.5) 26.5(5.2) <0.001 23.4(5.5) 28.7 (7.4) 0.004
Mean insulin [ng/mL (SD)] 13.6 (6.2) n.a. n.a. 15.2 (5.9) 38.5(12.3) | <0.001

SD, standard deviation; NRTIs, nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTIs, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; Pls, protease inhibitors; n.a., not
applicable; HCV, hepatitis C virus; HBV, hepatitis B virus

Discussion

The prevalence of diabetes mellitus in HIV-infected pa-  of diabetes mellitus in cohort studies was found to be sig-
tients is very variable in different retrospective and pro- nificantly associated with previous or current antiretroviral
spective studies, and usually ranges from 2% to 14%, while  therapy (and particularly with exposure to zidovudine, sta-
prevalence of all glucose metabolism disorders (including  vudine or protease inhibitors), presence of lipodystrophy,
diabetes mellitus, impaired fasting glucose, and impaired  central obesity, immunological status, chronic hepatitis C,
glucose tolerance) ranges from 25% to 35% 7. Incidence increasing age, and black or Asian ethnicity®'3.
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At the same time, prevalence of metabolic syndrome in
HIV-infected subjects receiving HAART is unclear, rang-
ing from 8% to 25%. Risk factors for metabolic syndrome
include body mass index, lipodystrophy syndrome, past
or present use of nucleoside analogues (such as stavudine
or didanosine) or protease inhibitors, HIV viral load, and
serum inflammatory markers”'*'¢, and the relative risk of
developing diabetes mellitus was significantly increased
(4-fold to 9-fold) in subjects suffering from metabolic
syndrome’'%. Results of our study were in agreement
with the literature data. Prevalence of diabetes mellitus,
hyperinsulinaemia and metabolic syndrome among our
HIV-infected patients was 4.5%, 11.9% and 9.1%, and
a longer duration of antiretroviral therapy and presence
of lipodystrophy were significantly associated with both
diabetes mellitus and metabolic syndrome.

Further prospective studies are requested in order to de-
termine whether the presence of metabolic syndrome
in HIV-positive population produces a multiplicative in-
crease in cardiovascular risk above and beyond the addi-
tive risks of its components.
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Resumen

La retinopatia diabética (RD) es la causa mas frecuen-
te de nuevos casos de ceguera en la poblacion adulta.
En la actualidad, se tiende a considerar a la RD como
el resultado de la neurodegeneracion retiniana y de las
complicaciones microvasculares. Adicionalmente, los
trastornos metabdlicos sistémicos y cardiovasculares jue-
gan un importante papel en el desarrollo y la progresion
de laRD y en especial, del edema macular (EM). Cuando
se consideran en conjunto los cambios retinianos y los
sisttmicos, nos encontramos frente a un cuadro de in-
flamacion cronica. Gracias a estos nuevos hallazgos en
la fisiopatologfa de la RD se han venido desarrollando
nuevas intervenciones terapéuticas para prevenir o retra-
sar su aparicion, asi como para tratar de reducir el gran
namero de pacientes con pérdida de la vision.

Palabras claves: retinopatia diabética, edema macular,
neurodegeneracion retiniana, inflamacion cronica, pér-
dida de la vision.

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) constituye una enfermedad
metabdlica producida por la deficiencia total o parcial
de secrecion de insulina, la resistencia de los tejidos pe-
riféricos a la accién de esta hormona o ambos, que cursa
con cifras elevadas de glicemia'.

Para la Federacién Internacional de Diabetes (IDF), en el
aio 2006 se calculaban 246 millones de personas con
DM alrededor del mundo, constituyendo un 6% de la
poblacién mundial entre 20 a 79 afos. Las proyecciones
para el afio 2025 consideran que estas cifras aumentaran

Aceptado: 04/04/2010

Abstract

The diabetic retinopathy (DR) is the most frequent cause
of new cases of blindness in the adult population. Cur-
rently, it tends to consider to the DR as the result of the
retinal neurodegeneration and of the microvascular com-
plications. Additionally, systemic metabolic and cardio-
vascular disorders play an important role in the develop-
ment and progression of the DR and especially, of the
macular edema (ME). When retinal and systemic changes
are considered as a whole, we find us set against a pic-
ture of chronic inflammation. Thanks to these new finds
in the pathophysiology of the DR new therapeutic inter-
ventions have been developed to prevent or to delay the
onset of DR, as well as for try to reduce the great number
of patients with loss of vision.

Keywords: diabetic retinopathy, macular edema, retinal
neurodegeneration, chronic inflammation, loss of vision.

a unos 380 millones de personas con DM, representando
una prevalencia del 7,3%. En el area de Sur y Centroamé-
rica, para el 2006, se estimaban unos 16,2 millones de
personas con DM con edades entre 20 a 79 afios (preva-
lencia=6,0%) y se proyecta que este nimero se duplique
para el afio 2025 (32,7 millones, prevalencia=9,0%)>.

Las estimaciones de otras organizaciones como la Or-
ganizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organiza-
cion Panamericana de la Salud (OPS) no difieren mucho
de las de la IDF. La OMS considera que para el 2030

Diabetes

Internacional



existiran 366 millones de personas con DM a nivel mun-
dial y 32,96 millones en la region de Latinoamérica y
el Caribe’. Para la OPS, el nimero de personas con DM
en América Latina y el Caribe para el afio 2025 sera de
aproximadamente 40 millones*.

Ya desde el afio 1829, cuando el Dr. José Maria Vargas
hizo la primera descripcion de un caso de DM en Vene-
zuela®, se ha mostrado un gran interés por esta patologia
en nuestro medio. Pero a pesar de ello, la informacion de
la morbilidad de DM y sus complicaciones en el pais no
representa la verdadera dimension de la situacion de la
DM en Venezuela®. La OPS estimaba la prevalencia de
DM en nuestro pais en el afo 2000 entre 5,1% y 6,0% y
la considera la segunda causa de morbilidad en la pobla-
cion venezolana mayor o igual a 60 afos. La vigilancia
epidemiolégica de la DM se dificulta por la existencia de
muchos casos en etapas asintométicas o subclinicas*”.
Para el afio 2006, la DM represent6 la sexta causa de
mortalidad general y en el grupo etario de 45 a 64 anos
constituyo la tercera®.

La retinopatia diabética (RD) es la causa mas frecuente
de nuevos casos de ceguera en la poblacion adulta de
20 a 74 anos. Durante las dos primeras décadas de la en-
fermedad, casi todos los pacientes con DM tipo 1 y mas
del 60% de los diabéticos tipo 2 presentan retinopatfa.
En el Estudio Epidemiolégico de Retinopatia Diabética de
Wisconsin (WESDR), 3,6% de los pacientes menores de
30 afios (DM tipo 1) y 1,6% de los mayores de 30 afnos
(DM tipo 2) presentaban ceguera legal. En el grupo de
pacientes mas jovenes la causa de la ceguera fue laRD en
un 86% de los casos y en el grupo de los mayores la RD se
involucré en la tercera parte de los casos de ceguera’.

Clasificacion de la retinopatia diabética:

Al realizar la oftalmoscopia directa con dilatacion pupi-
lar podemos encontrar tres formas de presentacion de la
RD, que son: no proliferativa (RDNP), proliferativa (RDP)
y edema macular (EM)™.

En la RDNP, las alteraciones que se presentan no pasan
de la membrana limitante interna, estan confinadas a la
retina. Se caracteriza por presentar microaneurismas (Fi-
gura 1), hemorragias intraretinianas profundas, edema
retiniano, exudados duros (Figura 2), “rosarios venosos”
(dilataciones y cambios de las paredes venosas) (Figura
3), anormalidades intraretinianas microvasculares (IRMA)
(Figura 4), ocasionalmente, microinfartos retinianos que
se expresan como exudados blandos, cambios arteriola-
res y zonas de bloqueo capilar.

Figura 1. Retinopatia diabética: Microaneurismas

Figura 2. Retinopatia diabética: Hemorragias profundas
y superficiales, exudados duros y blandos

Figura 3. Retinopatia diabética: “Rosarios venosos”

"

Figura 4. Retinopatia diabética: Anormalidades intraretinianas
microvasculares (IRMA)

¢
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El elemento mas importante y que define la RDP es la
neovascularizacion (Figura 5). La isquemia retiniana pro-
ducida por la oclusién vascular lleva a la formacion de
nuevos vasos con caracteristicas muy particulares. Estos
neovasos son delgados canales con endotelio, carentes
de contractilidad, muy fragiles y sin barrera hemato-reti-
niana, por lo que se pueden romper y filtrar componentes
de la sangre al espacio intersticial de la retina. También,
la isquemia retiniana libera factores bioquimicos que
estimulan la formacion de tejido colageno fibroso que
supera la membrana limitante interna, pudiendo produ-
cir traccion y desprendimiento retiniano. Toda esta "pro-
liferacion extraretiniana" se acompana de edema tisular,
hemorragias vitreas (Figura 6) o preretinianas (Figura 7),
ademas del desprendimiento de retina (Figura 8). En las
formas avanzadas de RDP los neovasos pueden dificultar
el drenaje del humor acuoso, produciendo glaucoma de
muy mal pronéstico.

El EM es la causa mas com(n de ceguera en los pacientes
diabéticos y esta presente tanto en la RDNP como en la
RDP (Figura 9). La microangiopatia que se observa en
la DM aumenta la permeabilidad capilar, produciendo
salida de liquido y engrosamiento de la retina cercana a
los vasos filtrantes. Dependiendo del compromiso de la
fovea centralis, el EM se clasifica en Clinicamente Signi-
ficativo, si la agudeza visual estad disminuida o Clinica-
mente No significativo, cuando la visiéon es normal.

Figura 5. Retinopatia diabética proliferativa: Neovascularizacion

Figura 6. Retinopatia diabética: Hemorragia vitrea

Figura 7. Retinopatia diabética: Hemorragia preretiniana
L Y

Figura 8. Retinopatia diabética: Desprendimiento de retina

Figura 9. Retinopatia diabética: Edema macular

Internacional

De acuerdo a los criterios de la escala de severidad inter-
nacional de retinopatia y edema macular diabético mo-
dificada del “Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
Research Group” (ETDRSRG)", podemos clasificar la RD
y el EM de la siguiente forma (Tablas 1y 2):
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Tabla 1. Escala internacional de severidad de la retinopatia

diabética (RD)
Nivel de severidad

Hallazgos a la oftalmoscopia directa con

propuesto dilatacion pupilar
Ausencia de RD . .

Sin alteraciones
aparente

RD no proliferativa

. So6lo microaneurismas
leve (Figura 10)

RD no proliferativa
moderada (Figura 11)

Mas que en la leve pero menos
que en la severa

Cualquiera de los siguientes:

20 6 mas hemorragias intraretinianas en
cada uno de los cuatro cuadrantes.
Deformidades venosas evidentes en al
menos dos cuadrantes.

IRMASs en al menos un cuadrante, sin
neovascularizacion.

RD no proliferativa
severa (Figura 12)

Uno o mas de los siguientes:

RD proliferativa R
Neovascularizacion

(Figura 5)

Hemorragia pre-retiniana o vitrea

IRMA = anormalidades intraretinianas microvasculares

Tabla 2. Escala internacional de severidad del edema

macular diabético (EMD):

Hallazgos a la oftalmoscopia directa

Nivel i . . )
ivel de severidad propuesto con dilatacion pupilar

No hay aumento de grosor de la
retina o exudados duros en el polo
posterior

Ausencia de EMD

Hay aumento de grosor de la retina o

Presencia de EMD .
exudados duros en el polo posterior

Si hay EMD, se puede clasificar de la siguiente forma:

Hallazgos a la oftalmoscopia directa

Nivel de severidad propuesto . . .
propu con dilatacién pupilar*

Cierto grado de aumento de grosor de
la retina o la presencia de exudados
duros en el polo posterior, pero
distantes del drea macular

EMD leve

Aumento de grosor de la retina o la
presencia de exudados duros cerca
del area macular, pero sin involucrar
el centro de la macula

EMD moderado

Aumento de grosor de la retina o

EMD severo exudados duros en el centro de la

macula

*Los exudados duros son signos de edema macular previo o actual. EMD se define
como el aumento de grosor de la retina y se requiere de una evaluacion tridimen-
sional de la misma, que se puede hacer a través de la pupila dilatada mediante
una biomicroscopia con lampara de hendidura y/o fotografia estereoscopica del
fondo del ojo.

Retinopatia diabética y neurodegeneracion retiniana:

La disfuncion microvascular de la retina en la DM, como
mencionamos anteriormente, se expresa clinicamente
por hemorragias, microaneurismas, exudados, edema
macular, oclusiéon capilar y neovascularizaciéon. Estos
hallazgos son detectables oftalmoscépicamente debido
al contraste de la sangre y los exudados lipidicos sobre
la retina transparente. Por todos estos elementos se ha
asumido que la RD es solamente una alteraciéon micro-
vascular. En la actualidad, se tiende a considerar que la
RD es el resultado de la neurodegeneracion retiniana y
de las complicaciones microvasculares. Adicionalmente,
los trastornos metabélicos sistémicos y cardiovasculares

juegan un importante papel en el desarrollo y la pro-
gresion de la RD y en especial, del EM. Cuando se con-
sideran en conjunto los cambios retinianos y los sistémi-
€os, nos encontramos frente a un cuadro de inflamacion
crénica'?314,

Para poder entender mejor el término neurodegeneracion
es importante revisar como esta formada la retina (Figura
13) y describir los cambios que se observan en las difer-
entes estructuras retinianas en la DM. En la retina en-
contramos cuatro grandes grupos celulares: vasculares,
macrogliales, neuronas y microgliales.

Figura 10. Retinopatia diabética no proliferativa leve
|

Figura 11. Retinopatia diabética no proliferativa moderada
B

Figura 12. Retinopatia diabética no proliferativa severa
=
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Figura 13. Estructura de la retina
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Las células vasculares estan representadas por las célu-
las endoteliales y los pericitos. Los pericitos son células
musculares lisas de capilares, que regulan el flujo vas-
cular retiniano mediante su contraccién y relajacion.
Las células endoteliales estan encargadas de funciones
hemostaticas y constituyen la barrera hemato-retiniana.
Esta Gltima mantiene separados los elementos neuronales
de la retina de la circulacion general, para protegerlos
de las células inflamatorias y sus productos citotéxicos,
permitiendo de esta forma que la retina regule su com-
posicion quimica extracelular, en especial la de los iones
involucrados en la actividad de las neuronas'. Esta bar-
rera funcional ha sido ubicada a nivel de las estrechas
uniones entre las células endoteliales adyacentes, ya que
se habfa observado previamente que el endotelio vascu-
lar retiniano presentaba pocas vesiculas transportadoras
de fluidos™. Estudios recientes han demostrado que estas
estrechas uniones del endotelio vascular estan constitui-
das por un ensamblaje de proteinas Gnicas'>'”. Dos de
estas protefnas, la ocludina y las claudinas, se disponen
hacia la membrana plasmética y se encargan de regular
el flujo de solutos y liquidos entre las células endote-
liales. Otras proteinas, zonula occludens-1, zonula oc-
cludens-2, zonula occludens-3, simplekina, 7H6 y cin-
gulina, se encuentran en la periferia del citoplasma 'y son
las responsables de organizar las uniones del endotelio
vascular retiniano.

Estudios realizados por el “Penn State Retina Research
Group” han demostrado que la diabetes inducida ex-
perimentalmente reduce los niveles de ocludina en las
uniones de las células endoteliales retinianas y causa des-
organizacion de las mismas en arteriolas y capilares'®'.
El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
induce cambios similares en la expresion de estas pro-
tefnas y aumenta la permeabilidad vascular a través de
la activacion de la protein kinasa PKC 3 202122, Pacientes
con RD los niveles de VEGF se encuentran elevados en
los humores vitreo y acuoso?.Probablemente, el EM se
produzca en gran medida debido al aumento de la per-
meabilidad vascular causada por el efecto del VEGF sobre

las proteinas de las uniones del endotelio vascular. Se ha
visto que el uso de anti-VEGF como pegaptanib mejora la
agudeza visual de los pacientes con EM, disminuyendo
el espesor de la retina central y la neovascularizacion®.
También, otras citokinas como IGF-1 y bFGF podrfan es-
tar involucradas, aunque su papel en la RD todavia no
se conoce con certeza. Nuevos estudios sugieren que la
interleukina-6 y el factor de necrosis tumoral estan invo-
lucrados en la RD*2°.

El segundo grupo de células retinianas esta representado
por las células macrogliales, células de sostén que regu-
lan el metabolismo retiniano y modulan la funcién de
las neuronas y los vasos sanguineos?. En este grupo ce-
lular encontramos las células de Miiller y los astrocitos.
Las primeras abarcan todo el espesor de la retina desde
el epitelio pigmentario hasta la membrana limitante in-
ternay son las responsables de la regulacion del metabo-
lismo del glutamato, el balance i6nico extracelular y la
funcion neuronal. Los astrocitos se limitan a la capa de
fibras nerviosas, envolviendo con sus prolongaciones va-
sos sanguineos y células ganglionares. En conjunto, las
células de Mller y los astrocitos integran las actividades
vasculares y neuronales en la retina, jugando un impor-
tante rol en la formacién y mantenimiento de la barrera
hemato-retiniana.

Los astrocitos estan involucrados en la expresion de pro-
teinas de las uniones del endotelio vascular. En la DM de
reciente aparicion, se ve que los astrocitos sufren cambios
importantes'?%, disminuyendo la expresion de proteina
glial fibrilar acida (GFAP) de los filamentos intermedios
de estas células. Después de la administracion de insu-
lina por 48 horas se aprecia una recuperacion parcial de
esta disminucion. Estos hallazgos sugieren que al com-
prometerse la funcion de los astrocitos también se pro-
ducen cambios vasculares retinianos como un aumento
de la permeabilidad y disminucién del flujo sanguineo.

Las células de Miiller también se alteran en la DM, invo-
lucrandose en la formacion de membranas epiretinianas
en la RDP¥. Estas células se afectan mucho antes de que
la RDNP sea clinicamente evidente. Las células de Miil-
ler expresan mas GFAP que los astrocitos*°, haciendo que
se comprometa la conversion de glutamato (téxico para
las células) en glutamina (no toxico) debido a la dismi-
nucion de glutamina sintetasa, lo que se traduce en acu-
mulacion de glutamato®'32,

Las neuronas constituyen el tercer grupo de células de
la retina, en las que se incluyen fotoreceptores, células
bipolares, células amacrinas y células ganglionares. Las
neuronas son las células al servicio de la vision, por lo
que cualquier deterioro de la funcion visual implica al-
guna alteracion de las neuronas. Mas de cuarenta anos
atras, se describi6 la pérdida de neuronas retinianas en
la DM*34 También se ha demostrado el compromiso
de la vision de colores y la sensibilidad al contraste en
los pacientes diabéticos®*. De forma temprana, durante
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el desarrollo de la DM, las células ganglionares y las cé-
lulas de la capa nuclear interna mueren por apoptosis,
produciendo un adelgazamiento de la porcion interna
de la retina*®. Los factores metabolicos involucrados en
la muerte celular todavia no se conocen por completo,
pero podrian incluir la pérdida del soporte tréfico por la
deficiencia de insulina y el dafio producido por el exceso
de hexosaminas, glutamato y TNF*'373%, Los pacientes
diabéticos con EM presentan una importante pérdida de
neuronas de la porcion interna de la retina que no es
detectable por oftalmoscopia, angiografia fluoresceinica
ni por tomografia'?.

La microglia es el cuarto grupo de células de la retina, se
relacionan con los macréfagos tisulares y normalmente
se encuentran inactivas, pero son sensibles a los cambios
de la homeostasis retiniana, lo que estimula su actividad
fagocitaria®. En la DM vemos como la actividad de las
células microgliales aumenta, asi como también lo hace
su nimero?#°, Al activarse la microglia se liberan sustan-
cias pro-inflamatorias como VEGF y factor de necrosis
tumoral (TNF), que aumentan la permeabilidad vascular
retiniana.

Por lo antes descrito, la DM afecta los cuatro grandes gru-
pos de células de la retina, razén por la cual al evaluar la
patogénesis de la RD debemos incluir tanto el compro-
miso vascular -obstruccién microvascular por leucosta-
sis*!, microtrombosis*?> e invasion de células de Miiller
dentro de la luz de los vasos**- como los cambios que se
producen en las células vasculares, neuronas y células de
la macro y microglia.

Al estudiar la RD es importante considerar, ademas de
las alteraciones retinianas locales, las influencias de mal-
tiples factores sistémicos*. Del estudio de dichas influen-
cias se han establecido factores de riesgo sistémicos para
desarrollar EM (Tabla 3)'.

Tabla 3. Factores de riesgo sistémicos para edema

macular de origen diabético

Inadecuado control metabélico (45, 46)
Hipertension arterial (>130/80 mm Hg) (46)
Sobrecarga de volumen intravascular: (47, 48, 49)
e Insuficiencia cardiaca congestiva
° Insuficiencia renal
. Hipoalbuminemia
Anemia (50, 51, 52)
Hiperlipidemia (53, 54, 55)

Prevencion y tratamiento de la retinopatia diabética:
Gracias a estos nuevos hallazgos en la fisiopatologia de
la RD se han venido desarrollando nuevas intervenciones
terapéuticas para prevenir o retrasar su aparicién, asf
como para tratar de reducir el gran nimero de pacientes
con péridida de la vision.

El Estudio de Control y Complicaciones de la Diabetes
(DCCT) y el Estudio Prospectivo de Diabetes del Reino
Unido (UKPDS) establecieron que un adecuado control
metabolico y de la presion arterial previene y retrasa la

aparicion de RD en los pacientes con DM*%*7.

De igual forma, la fotocoagulacion laser puede prevenir
la pérdida de la vision en pacientes con RDNPS, RDP y
EM.

Cuando la respuesta a la fotocoagulacion laser es inadec-
uada se emplean corticoesteroides y agentes anti-VEGF
intravitreos.

En la Tabla 4 observamos las recomendaciones sugeridas
por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) para la
evaluacion oftalmologica de los pacientes diabéticos®:

Tabla 4. Programa de evaluacion oftalmologica

de los pacientes diabéticos

Primera evaluacion
recomendada

Seguimiento

Tipo de paciente de rutina

Dentro de los 3 - 5 afos
después del diagndstico

DM tipo 1 de DM en pacientes Anualmente
mayores de 10 afios
DM tipo 2 Al momento del Anualmente

diagnostico de DM

Depende de

los resultados
obtenidos en la
evaluacion durante
el primer trimestre

Antes de la concepcion
y durante el primer
trimestre

Embarazo en
DM preexistente
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Resumen

Una célula indiferenciada que posee la capacidad de
replicarse de forma casi ilimitada y diferenciarse dando
lugar a diversos tipos de células especializadas es [lama-
da célula madre o célula troncal. Las células madre se
pueden clasificar de acuerdo a tres criterios: potencial
de diferenciacion, tejido de origen y capacidad de re-
poblacioén tisular. Las células madre son un componente
importante en un embrién puesto que gracias a ellas se
puede desarrollar un individuo completo. La presencia
de estas células en tejidos adultos permite su renovacion,
teniendo como ejemplos mas conocidos la piel, la cor-
nea, los huesos y las células sanguineas; sin embargo, su
potencial de diferenciacién es limitado en comparacion
con las células madre embrionarias, de manera que su
progenie usualmente son células del tejido de origen. En
la actualidad, se han realizados grandes avances en la
terapia celular con células madre en enfermedades neu-
rolégicas, cardfacas, oftalmolégicas, musculares, trau-
matolégicas y endocrinolégicas en modelos de experi-
mentacion animal y en algunos casos en humanos, pero
debido al potencial desarrollo de tumores con las células
madre embrionarias y a las dificultades para el cultivo
proliferativo de las células madre adultas, los avances en
la medicina regenerativa son muy lentos. La obtencion
de progenitores celulares adultos, representa una alter-
nativa de investigacion prometedora en el estudio de la
biologia de las células madre y el disefio de nuevos en-
foques terapéuticos.

Palabras clave: Células madre, diferenciacion celular, cé-
lulas madre embrionarias, células madre adultas, terapia
celular.

Aceptado: 03/05/2010

Abstract

Undifferentiated cell that possesses capacity to replicate
in an almost unlimited way and differentiating giving birth
to several kinds of specialized cells is called mother cells
or stem cells. Mother cells may be classified attending to
three criteria: Differentiation potential, according to ori-
gin tissue and to its capacity of tissue re-growing. Mother
cells are an important component of an embryo because
they are responsible to promote developing of a complete
individual. Presence of these cells in many adult tissues
allows their renovation having examples in skin, cornea,
bones and blood cells; although their potential for differ-
entiation is limited comparing them with embryo mother
cells so their progeny cells are usually cells derivate from
original tissue. Actually great advances have been made
about therapy with mother cells in neurological, cardiac,
ophthalmologic, muscular and endocrine diseases in ani-
mal experimenting models and in some human cases but
due to the possibility of tumours developing with embryo
mother cells and to difficult proliferative culture of adult
mother cells advances in regenerative medicine are slow.
Obtaining adult parent cells represent a promising alter-
native in the study of mother cells biology and the design
of new therapeutic approaches.

Key Words: Stem cell, cellular differentiation, embryonic
mother cells, adult mother cell, cell therapy
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Introduccion

Célula madre o stem cell se define como una célula pro-
genitora, autorenovable, capaz de regenerar uno o mas
tipos celulares diferenciados'?. Es decir; Una célula ma-
dre es una célula que posee las mismas caracteristicas fe-
notipicas de una célula normal indiferenciada que tiene
capacidad de autorrenovarse mediante divisiones mit6ti-
cas o bien de continuar la via de diferenciacion para la
que esta programada y, por lo tanto, producir uno o méas
tejidos maduros, funcionales y plenamente diferenciados
en funcién de su grado de multipotencialidad'.

La mayorfa de tejidos de un individuo adulto poseen
una poblacién especifica propia de células madre que
permiten su renovacion periédica o su regeneracion
cuando se produce algtn dano tisular. Algunas células
madre adultas son capaces de diferenciarse en mas de
un tipo celular como las células madre mesenquimales
y las células madre hematopoyéticas; mientras que otras
se cree que son precursoras directas de las células del
tejido en el que se encuentran, como las células madre
de la piel o las células madre gonadales (células madre
germinales). Es comln que en documentos especializa-
dos se las denomine stem cells, en inglés, donde stem
significa tronco, traduciéndose muy a menudo como
«células troncales»**7.

Las células madre tienen dos caracteristicas importantes
que las distinguen de otros tipos de células. La primera
de ellas es que son células no especializadas que se re-
nuevan ilimitadamente. La segunda es que bajo ciertas
condiciones fisiolégicas o experimentales, se las puede
inducir a que se conviertan en células con funciones es-
peciales tales como células musculares cardfacas o célu-
las B pancreaticas®®.

Caracteristicas y clasificacion de las células madre

Caracteristicas

Las células madre son capaces de dividirse y de reno-
varse por periodos largos. Contrariamente a las células
musculares, a las células sanguineas o las neuronas, las
cuales normalmente no renuevan; las células madre pue-
den replicarse casi en forma indefinida. Una poblacion
pequena de células madre incubada por muchos meses
en el laboratorio puede producir millones de células.
Si las células hijas continGan siendo no especializadas
como la célula madre inicial, estas seran capaces de auto
renovarse a largo plazo al igual que las células madre de
la cual se originaron’.

Las células madre son no especializadas. Una de las ca-
racteristicas fundamentales de una célula madre es que
no tiene ninguna estructura de tejido especifica que le
permita realizar funciones especializadas, su principal
funcion es la de replicacion. Una célula madre no pue-
de trabajar con sus células vecinas para bombear sangre
a través del cuerpo (como una célula del masculo del

corazén); no puede llevar las moléculas de oxigeno a
través de la circulacion sanguinea (como una célula de
la sangre); y no puede encender sefales electroquimicas
a otras células que permitan que el cuerpo se mueva o
hable (como una neurona)°.

Las células madre pueden dar lugar a células especiali-
zadas. Las células madre no especializadas dan lugar a
las células especializadas, mediante un proceso cono-
cido como “diferenciacion”. Actualmente se esta empe-
zando a entender las sefales interiores y exteriores de las
células que accionan la diferenciacién de la célula ma-
dre. Las senales internas son controladas por los genes de
una célula, que se entremezclan a través de filamentos
largos de ADN vy llevan instrucciones codificadas y fun-
ciones para todas las estructuras de la célula. Las senales
externas para la diferenciacion de la célula incluyen pro-
ductos quimicos secretados por otras células, el contacto
fisico con las células vecinas, y ciertas moléculas del mi-
cro ambiente en el que se encuentran®’.

Las células madre adultas por lo general generan los
mismos tejidos del érgano en el cual residen. Una célula
madre adulta de sangre situada en la médula da lugar
normalmente a muchos tipos de células de la sangre,
tales como los glébulos rojos (o endoteliales de los va-
sos sanguineos), globulos blancos (monocitos, linfoci-
tos y polimorfonucleares) y plaquetas. Hasta hace poco
tiempo, se pensaba que una célula de la sangre situada
en la médula no podia dar lugar a células de un tejido
muy diferente, como por ejemplo las células nerviosas
del cerebro. Sin embargo, un nimero de experimentos y
hallazgos durante los Gltimos afos han demostrado que
a partir de células madres alojadas en un tejido se puede
dar lugar al desarrollo de células de tejidos totalmente
diferentes del que se encuentran, fenbmeno que se co-
noce como “plasticidad”. Ejemplos de dicho fenémeno
son: las células madre de sangre que se convierten en
neuronas, las células madre del higado que se pueden
utilizar para producir insulina, y las células madre he-
matopoyéticas que pueden desarrollarse en el musculo
del corazon.

Clasificacién

Las células madre se pueden clasificar de tres maneras:
A) Segln su capacidad de re-poblacién tisular in vivo. B)
Segtin su potencial de diferenciacién; C) Segun el tejido
de origen en: células madre embrionarias o adultas,

A) Segun su capacidad de repoblacién tisular

Las células madres se clasifican segtn el tiempo que les
toma restaurar un tejido lesionado en: células con un corto
periodo de regeneracién, con un periodo de regeneracién
a mediano plazo o con un largo plazo de regeneracion®.

Los tejidos del cuerpo van sufriendo un desgaste natural
a lo largo de la vida de un individuo; sin embargo, para
mantener un adecuado funcionamiento el organismo po-
see una capacidad de renovacion8%'°. Existen tejidos cu-
yas células se encuentran en continua renovacion, entre
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los que se encuentran las células sanguineas, las células
germinales, la epidermis y los epitelios que revisten los
o6rganos como el tubo digestivo o el rindn°. En estos teji-
dos hay dos tipos de células: unas células diferenciadas
que viven generalmente unos dias; y unas células madres
que generan en cada ciclo celular una célula especiali-
zada para reemplazar la célula muerta, y otra célula que
permanece indiferenciada para conservar la fuente de
células madre'*'2.

Esta capacidad de renovacion, fue ampliamente apro-
vechada por la medicina regenerativa tradicional. Estos
conocimientos fueron usados para reparar fracturas en
huesos, corregir malformaciones 6seas, regenerar la piel
perdida en quemaduras, e incluso para renovar las cé-
lulas sanguineas en determinadas enfermedades. Todo
ello sin mas dificultades que superar los problemas in-
munolégicos del posible rechazo'. Asi, el nuevo hueso
formado tras una fractura no se desarrolla a partir de las
células 6seas diferenciadas sino de células madre 6seas,
que estan contenidas en la trama arquitectural del hueso,
y que son estimuladas por la destruccion de este tejido a
dividirse y repararlo®.

En el organismo también hay tejidos formados por célu-
las que podriamos llamar permanentes, cuya pérdida, al
menos en principio, parece irremplazable. Es el caso del
sistema nervioso, corazon, tiroides o higado. Se trata de
células bien diferenciadas, muy especializadas, general-
mente incapaces de dividirse y, en ningiin caso, capaces
de formar otro tipo celular diferente®.

Varias investigaciones demostraron, que en tejidos dafia-
dos constituidos por células permanentes puede inducir-
se la regeneracion a partir de células madre quiescentes;
es decir, células madres que se encuentran ocultas, habi-
tualmente en hibernacion en el tejido lesionado, pueden
activarse ante determinados estimulos para dividirse y
dar lugar a células hijas que se diferencian reemplazan-
do asi las células perdidas por la lesion”'*. Asi ocurre
con el masculo esquelético, cuyas células, aunque no se
dividen, se pueden regenerar a partir de mioblastos®.

No todos los tejidos son capaces regeneracién ante una
lesion. La destruccion de tejido muscular cardiaco du-
rante los infartos de miocardio o de tejido nervioso en los
infartos cerebrales, o degeneracion progresiva de ambos
tejidos durante en enfermedades degenerativas o simple-
mente con el envejecimiento, no son procesos reparables
por los mecanismos naturales de renovacion”'*1>.

B) Segtin su potencial de diferenciacion

De acuerdo al tipo de tejido que originan; es decir, se-
gun su potencial de diferenciacion existen cuatro tipos
de células madre: totipotentes, pluripotentes, multipo-
tentes y unipotentes:

a) Células Totipotentes: El término “totipotencial” (del
latin totus, que significa completo) hace referencia al po-
tencial que tienen estas células de generar un embrion
completo (tejido embrionario y extraembrionario)'>. Co-
rresponde a las células mas primitivas, producto inme-
diato de la fecundacion con capacidad de diferenciarse
hacia todos los tejidos que forman los 6rganos de un or-
ganismo (figura 1)'°.

b) Células Pluripotentes: El término “Pluripotencial” (del
latin plures, que significa muchos o varios) es utilizado
para describir las células madre que pueden dar origen
a progenitores que forman cualquiera de las tres capas
germinales embrionarias: mesodermo, endodermo y ec-
todermo. Es importante destacar que para que una cé-
lula madre pueda considerarse como pluripotente tiene
que cumplir las siguientes condiciones: una Gnica célula
debe ser capaz de diferenciarse a progenitores especia-
lizados procedentes de cualquier capa embrionaria; de-
mostrar la funcionalidad in vitro e in vivo de las células
en las que se ha diferenciado; y, finalmente, que se pro-
duzca un asentamiento claro y persistente de éstas en el
tejido blanco, tanto en presencia como en ausencia de
dano en los tejidos en los cuales se injerta'. Estas células
se desarrollan aproximadamente en el cuarto dfa de la
fertilizacion del ovulo y pueden diferenciarse a cualquier
tipo celular, excepto a células totipotenciales y de la pla-
centa (figura 1)*.
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c) Células Multipotentes: Las células madre multipoten-
ciales son aquellas que pueden dar origen a precursores
relacionados solamente con una de las tres capas em-
brionarias; por ejemplo, células madre que dan origen a
tejidos derivados exclusivamente del endodermo como
tejido pancreatico o pulmonar®'. Estas células se en-
cuentra en la circulacion periférica de un recién nacido y
pueden ser recuperadas de sangre de placenta colectada
del cordén umbilical (figura 1)

d) Células unipotentes: corresponden a las células que
solo pueden generar células diferenciadas a lo largo de
una sola linea celular, tal como su nombre lo refiere (del
latin unus: uno). La mayoria de las células madre de un
tejido especifico que no ha sufrido ningtin tipo de agre-
sion o dano son del tipo unipotencial y son las respon-
sables de la fase fisiologica de auto-renovacion tisular,
donde la cantidad de células perdidas es igual al nimero
de nuevas células. Sin embargo, si el tejido es alterado en
su estructura basica a través de un fenébmeno lesivo y se
requiere de diversos tipos celulares para su reparacion,
se pueden activar células del tipo multipotencial para re-
parar el dano (Ver figura 2)'.

C) Segun el tejido de Origen

Las células madre se pueden obtener del embrién o de un
organismo adulto, de ahf se deriva la clasificacion en cé-
lulas madre embrionarias y de células madre adultas®®.

a) Las células madre embrionarias: pueden ser obtenidas
a partir de las primeras etapas de formacion del embrion
solamente durante los primeros cuatro dias después de
la fertilizacion®'?, justo en el momento en el que el ci-
goto se ha constituido como mérula las células expresan
dos genes CDX-2 y OCT, mientras las células pasan a
la siguiente ronda de division CDX-2 es regulado inhi-
bitoriamente en las células mas internas, mientras que
OCT se mantiene suprimido en las células mas externas
la distinta regulacion de estos genes se mantiene en las
divisiones sucesivas; después de 10 ciclos de division
para comenzar el proceso de segmentacion de 2 hasta
32 blastémeros (68 h). Estas son entonces precursores to-
tipotenciales con capacidad de proliferar indefinidamen-
te in vitro*. El primer reporte acerca del aislamiento de
células madre embrionarias provenientes de blastocistos
humanos proviene de 1994 cuando se determiné que es-
tas células in vitro se diferencian espontaneamente en
“cuerpos embrionarios”, Estructuras que contienen ele-
mentos de las tres capas germinales a partir de las cuales
se pueden forman varios tipos de células”®.

Los blastomeros del trofoblasto se multiplican rapida-
mente y se separan de las células centrales para confor-
mar una cavidad entre el trofoblasto (futura placenta) y
el embrioblasto (futuro individuo), llamado blastocele,
adquiriendo el preembrién el nombre de blastocisto. Las
células de un blastocisto ya no son totipotentes, puesto
que una sola de estas no es capaz de generar un indivi-
duo completo. Las células de la capa externa del blasto-

cisto producen CDX-2 esta capa trofoblastica se conver-
tira en la placenta; por otro lado en el interior OCT se en-
cuentra en un pequefo grupo de células con una enorme
capacidad para diferenciarse esta masa interna interna
esta formada por células con potencial de diferenciacion
para producir todas las estirpes celulares del cuerpo una
habilidad conocida como pluripotencialidad. Las células
de la masa celular interna del blastocisto ahora son célu-
las pluripotentes®.

La ventaja mas resaltante del uso de células madre em-
brionarias en investigacion es su habilidad de proliferar
indefinidamente, son capaces de generar una gran varie-
dad de grupos celulares, lo que permite que bajo ciertas
condiciones puedan ser manipuladas in vitro con el fin
de producir precursores de un linaje especifico y contri-
buir asi al tratamiento de enfermedades en las que exis-
ten tejidos claramente comprometidos como diabetes y
Parkinson; ademas, pueden ser utilizadas para el estudio
de enfermedades producidas durante el desarrollo em-
brionario y contribuir a identificar sus bases genéticas;
sin embargo, al tratarse de células muy indiferenciadas,
éstas pueden inducir la formacién ciertas neoplasias'”'8.

b) Las células Madres Adultas: se pueden encontrar en la
mayoria de los tejidos de un individuo totalmente desa-
rrollado, como la médula 6sea, el sistema gastrointesti-
nal, el masculo esquelético, el higado, el pancreas vy el
pulmén. Las células madres adultas més estudiadas, has-
ta ahora, son las que se derivan de la médula 6sea; alli se
han identificado por lo menos tres grupos: células madre
estromales, células madre hematopoyéticas y un grupo
que algunos autores identifican como “side population”
y del cual se conoce muy poco?* .

Las células madre estromales también conocidas como
células madres mesenquimales, se han identificado por
marcadores de superficie que han permitido aislarlas
como SH2, SH3, CD29, CD44, CD71 y CD90. Estas
no expresan antigenos de superficie tipicos de las cé-
lulas madre hematopoyéticas como el CD34 y CD45;
y ademas, son capaces de diferenciarse a tejidos meso-
dérmicos funcionales como osteoblastos, condroblastos,
adipocitos y mioblastos esqueléticos; Estas constituyen
un modelo muy (til en aplicaciones clinicas para cier-
tas enfermedades tanto en terapia regenerativa como en
terapia génica’”".

Las células madre hematopoyéticas, responsables de la
renovacion constante de las células sanguineas, apare-
cen en el embrién entre la tercera y cuarta semana de
gestacion, estas células migran desde el saco vitelino
hasta el higado y el bazo y por Gltimo Ilegan a la médula
6sea a través de la circulacion fetal durante el segundo
y tercer trimestre de gestacion. Estas células han sido
aisladas de sangre periférica y de médula 6sea; estas cé-
lulas multipotenciales tienen la capacidad de diferen-
ciarse en dos grupos de progenitores hematopoyéticos:
progenitor mieloide y progenitor linfoide, los cuales a
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su vez se diferencian hacia linajes de células sanguineas
especializadas?*22',

Las llamadas “side population cells (SP)” han sido ais-
ladas tanto a partir de médula 6sea como de muscu-
lo utilizando técnicas de citometria de flujo (FACS). Se
sabe que las SP son capaces de diferenciar a HSC en
humanos, roedores y otras especies. Ademas algunos
estudios describen que las SP podrian dar lugar a otros
tipos de células especializadas e integrarse en distintos
tejidos in vivo?'22,

Las células madres multipotenciales adultas (MAPCs) son
una poblacioén celular de la medula ésea cuyo descubri-
miento ha suscitado la atencién del mundo cientifico ya
que se han descrito como auténticas células pluripoten-
ciales con una capacidad diferenciadora muy similar a
las células madre embrionarias?>. Las MAPCs han sido
aisladas tanto de médula 6sea humana como de lineas
celulares murinas. Estas son capaces de proliferar in vitro
mas de 120 divisiones celulares sin un aparente enveje-
cimiento ya que mantienen unos niveles altos de telo-
merasa durante todo el tiempo de cultivo. Se ha descrito
que las MAPCs no expresan CD34, CD44, MHC |, MHC
Il, CD45 vy c-kit; expresan niveles bajos de Flk-1, Sca-1
y Thy-1, y altos de CD13, SSEA-1 (raton/rata) y SSEA-4
(humano). Al igual que las células madre embrionarias,
en las MAPCs se detecta la activacion de los factor de
transcripcion Oct-4 y Rex-1, factores que son necesarios
para mantener la célula en un estado proliferativo e in-
diferenciado. In vitro, las MAPCs pueden ser inducidas a
diferenciarse en tejidos derivados del mesodermo como
hueso, cartilago, adipocitos, masculo esquelético, estro-
ma hematopoyético; endotelio como células hepéticas 6
a tejidos derivados del ectodermo como neuronas, astro-
citos y oligodendrocitos*®.

Diferencias entre células madres

embrionarias y adultas

Las células madres embrionarias y adultas se diferencian
en el nimero y en los tipos diferenciados de células en
las que pueden convertirse. Las células madre embrio-
narias pueden convertirse en cualquier tipo de célula
del cuerpo porque son pluripotentes y en algunos casos
totipotentes. Las células madre adultas por el contrario
presentan un potencial de diferenciacion mas limitado
se diferencian primordialmente a las lineas celulares del
o6rgano en el que residen, es decir son multipotentes y
en algunos casos unipotentes. Por otro lado, existe cier-
ta evidencia que demuestra la plasticidad de las células
madre adultas, por lo que pueden ser consideradas plu-
ripotentes'®23-25,

Las células madre embrionarias crecen relativamente facil
en cultivos in vitro, lo que las convierte en excelentes can-
didatos para experimentacion; las células madre adultas
estan en tejidos maduros y aun no se ha logrado desarrollar
métodos que permitan su cultivo proliferativo in vitro®.

Nuevos enfoques terapéuticos con células madres

Terapia celular

Las células madres han sido utilizadas inicialmente para
la regeneracion de tejidos destruidos o dafiados, como
ocurre en el caso de las enfermedades neurodegenera-
tivas, la diabetes o la patologia cardiaca; y finalmente
como vehiculo terapéutico de genes, por ejemplo en el
caso de enfermedades monogénicas como la hemofilia
o incluso como vehiculo de terapias antitumorales o an-
tiangiogénicas?.

A) Terapia celular en enfermedades neurolégicas

Las células madre tienen un enorme potencial como cé-
lulas capaces de reconstruir las neuronas y estructuras
dafadas en enfermedades como el Parkinson, la escle-
rosis lateral amiotrofica, la enfermedad de Alzheimer, la
esclerosis en placas, los infartos cerebrales o las lesiones
medulares26*%. En la enfermedad de Parkinson (EP) se
han realizado transplantes en humanos utilizado célu-
las de origen fetal con resultados aceptables'. Estudios
in vitro e in vivo han demostrado que tanto las células
madre embrionarias como las adultas son capaces de di-
ferenciarse a neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, no
esta claro hasta qué punto dichas células son capaces de
restablecer los circuitos neuronales destruidos en la EP y
por tanto eliminar los sintomas de la enfermedad®.

Estudios recientes sugieren que las células madre embrio-
narias poseen la capacidad de diferenciarse a neuronas y
facilitar la recuperacion motora en animales con lesiones
espinales?®. En modelos animales se ha probado que las
células de la glia envolvente o las células mesenquimales
de la médula 6sea favorecen el recrecimiento de los axo-
nes*. Un estudio reciente ha demostrado en un modelo
de esclerosis multiple en raton (encefalitis autoinmune
experimental) que la inyeccion de neuroesferas (células
madre neurales), tanto por via intravenosa como intrate-
cal, promueve la remielinizacion multifocal®'. Estudios
realizados en animales sugieren que las células de mé-
dula 6sea son reclutadas a las zonas de infarto cerebral
y que contribuyen a la mejoria funcional cuando son in-
yectadas focalmente e incluso intravenosamente?®.

B) Terapia celular en enfermedades cardiovasculares
Existen diversas fuentes de células madre que podrian
utilizarse para reparar el tejido cardiaco necrosado y que
incluyen cardiomiocitos fetales, células madre cardriacas,
células madre de médula 6sea o células madre embriona-
rias diferenciadas hacia masculo cardfaco. Sin embargo
las células con las que mayor experiencia existe en mo-
delos animales son las células satélites o mioblastos®2.

En la actualidad diversos estudios, tanto en modelos ani-
males como en humanos, se han utilizado células madre
del masculo en individuos con infarto al miocardio (IM).
El primer implante de mioblastos autogénicos en un pa-
cientes con IM se realiz6 en junio del 2000°*** un total
de 5 ensayos clinicos se han publicado desde entonces
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en pacientes con antecedentes de accidentes cardiacos
en los que se han implantado mioblastos autogénicos en
combinacién con la cirugia de bypass aortocoronario o
de forma percutanea endocavitaria*, obteniéndose re-
sultados satisfactorios. Sin embargo, no se ha podido de-
mostrar que las células diferenciadas en estos pacientes
sean capaces de trasmitir las sefiales electromecanicas
derivadas de las células musculares cardiacas o de trans-
diferenciarse a células musculares cardiacas.

También se han utilizado células madre mononucleadas
de médula 6sea, células enriquecidas en progenitores
hematopoyéticos o endoteliales y los resultados se han
monitorizado mediante resonancia magnética, ecocar-
diografia o tomografia por emision de positrones. Algunos
estudios han utilizado pacientes controles a los que no
se les han implantado células madres; en cualquier caso
los pacientes han recibido tratamientos adicionales. Los
resultados de los estudios son positivos, demostrando que
el tratamiento con células es capaz de mejorar la funcion
cardiaca y de contribuir a la mejora funcional de los pa-
cientes, tanto en modelos agudos como crénicos®.

C) Terapia celular en oftalmologia

Durante situaciones patolégicas, como traumatismos,
lesiones por sustancias quimicas o fisicas, el sindrome
de Stevens Johnson o el penfigoide ocular; la capacidad
de regeneracion de las células limbocorneales respon-
sables de mantener la cornea se ve afectada originando
un dafo permanente®. Para estos casos el autotrasplante
de limbo conjuntival es mas eficaz que el trasplante de
cornea, ya sea autotransplante usando células del ojo
contralateral si este se encuentra sano 6 con células de
un donante cuando el dafio es bilateral, Se pueden usar
células histocompatibles de un donante vivo, o células
no compatibles de donante cadaver 3.

Las células del limbo junto con membrana amniética se
han utilizado con éxito para promover una rapida reepi-
telizacion de la cornea. La duracion de estos transplantes
parece ser el problema mas importante, ya que mientras
unos reportes afirman que estos son permanentes otros
estudios indican que la viabilidad de las células del do-
nante no se mantiene indefinidamente®.

D) Terapia celular en traumatologia

Desde hace tiempo ya, es bien conocida la capacidad de
reconstruir huesos, cartilagos y tendones danados que po-
seen los organismos vivos, gracias a esto una persona que
ha sufrido graves fracturas en un accidente de transito es
capaz de recurar la movilidad de su cuerpo®. El autotras-
plante de células madres adultas puede ser un tratamiento
eficaz para la reparacion de la superficie articular.

Las células madre mesenquimales (MSCs) pueden ob-
tenerse a partir de médula 6sea, pero también de gra-
sa e incluso de otros tejidos. In vitro, son capaces de
autorrenovarse y proliferar extensamente, sin perder su
capacidad de diferenciarse hacia osteoblasto, condroci-

tos, adipocitos o incluso masculo esquelético segtn las
condiciones en las que se cultivan. Por esta razén se ha
utilizado para la reparacion de lesiones 6seas extensas,
defectos cartilaginosos y lesiones traumaticas®'>1924,

E) Terapia celular en endocrinologia

Funcionamiento de 6rganos como el higado, el rinén y
el pancreas continuamente son afectados por enferme-
dades o traumas severos, por lo que usualmente deben
realizarse transplantes de 6rganos completos para mejo-
rar la calidad de vida de los pacientes. Estos transplantes
desencadenan respuestas inmunolégicas severas, que
han sido tratadas tradicionalemente con inmunosupreso-
res'. Recientemente se ha sugerido que las propiedades
inmunomoduladoras de las células madres sobretodo las
mesenquimaticas o MSCs puede ser explotada para el
transplante de 6rganos con el fin de evitar el rechazo de
los mismos*. En contraposicion a los agentes farmaco-
l6gicos mas usados que utilizan solo una via fisiolégica
MSCs trabajan empleando varios mecanismos y tienen
un efecto potencial en las vias regenerativas®. Estas ca-
pacidades de las MSCs las convierte en los candidatos
mas apropiados para el transplante de 6rganos y regene-
racion de tejidos.

a) Terapia celular para la reparacion de tejido hepatico
Grandes avances se han realizado en la regeneracion
del tejido hepético, recientemente se ha reportado
que la administracion de derivados de MSCs por via
intravenosa o perfusiéon extracorporal con un birreac-
tor provee beneficios significativos de supervivencia
en ratas con fallas hepaticas cronicas®®. Analisis histo-
patolégicos del tejido hepatico después de la implan-
tacion mostr6 una dramatica reduccion de infiltrados
de leucocitos en el higado, muerte celular hepatica y
duplicacién del ducto biliar. Por otro lado, tomograffas
computarizadas de leucocitos transferidos mostraron
que MSC-CM desvia células inmunes funcionales del
tejido lesionado indicando que la terapia muestra pro-
piedades antiinflamatorias Gtiles para el transplante de
higado sin embargo, aun no se han reportado datos
clinicos en humanos con fallas hepaticas.

b) Terapia celular para la reparacién de riién
Lesiones agudas y cronicas de rifién presentadas tras
el transplante de este 6rgano presentan una comple-
ja patofisiologia entre los que se encuentran isquemia
inflamacion vy filtracion linfocitaria. Estudios tanto in
vitro como in vivo indican que MSCs puede interfe-
rir con cualquiera de estos patologias y ofrecer efectos
benéficos empleando mdltiples mecanismos. Morigi
y colegas sugirieron que injertos de MSCs en rifiones
danados y induce la restauracion de la estructura y fun-
cion renal favoreciendo la diferenciacion de MSCs en
células epitelial tubular en modelos animales de dafo
renal inducido por cisplatin®. Por el contrario otros
investigadores sugieren que el tratamiento con MSCs
esta asociado con el mejoramiento de la funcion renal
pero es independiente de la diferenciacion de las célu-
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las**#'. Hasta ahora no hay reportes del efecto de MSCs
de modelos de transplante de rindn en animales.

¢) Terapia celular para la reparacién

de tejido pancreatico

El incremento de pacientes diabéticos, ha desenca-
denado un mayor interés en el desarrollo de células
capaces de producir insulina. Tomando en cuenta las
dificultades del transplante de islotes pancreéticos. La
posibilidad de utilizar células madre con capacidad de
diferenciarse en células § se ha planteado como una
estrategia mucho mas atractiva®*?. Las caracterfsticas
de las células madre pancreética aun son un misterio,
sin embargo distintos estudios sugieren el potencial de
células obtenidas a partir de higado, conductos pan-
credticos o islotes pancredticos, o incluso células de
médula 6sea para producir células secretoras de insu-
lina*. En cualquier caso, una de las principales limita-
ciones con cualquiera de los tipos celulares descritos
es que el porcentaje de células secretoras de insulina
que se pueden obtener es muy pequeo, lo cual limita
su aplicacion terapéutica*.

Lee y colaboradores observaron que ratones diabé-
ticos tratados con MSC humanos mostraron un in-
cremento de islotes pancreédticos y células B funcio-
nales, esto aumenta la posibilidad de usar MSCs en
humanos para aumentar la secrecion de insulina'.
Los mecanismos combinados de apoyo a la funcién
pancreatica y las propiedades inmunomodulatorias
de MSCs proveen grandes beneficios que para el con-
trol de la diabetes*.

Diversos grupos de investigacion estan evaluando el
uso potencial del tejido fetal como fuente de células
progenitoras de islotes pancreaticos. Realizando im-
plantes en ratones con células madres fetales humanas
frescas (de tejido pancreético), islotes humanos puri-
ficados y cultivo de islotes (células diferenciadas), se
encontré un mayor contenido de insulina en los islotes
purificados y células madres; sin embargo dicho con-
tenido de insulina disminuia en todas las muestras a
excepcion de las provenientes de islotes purificados.
Cuando losislotes cultivados fueron implantados en los
ratones, el incremento en la concentracion de insulina
se mantuvo por un periodo de tres meses; sugiriendo
que las células progenitoras que se encontraban en
los islotes cultivados fueron capaces de reproducirse
y diferenciarse en islotes funcionales, mientras que los
islotes purificados, ya diferenciados no lograron pro-
liferar y entraron en un estado de agotamiento®. Los
grandes problemas para mantener un cultivo eficiente
de progenitores pancreético, asi como la baja eficien-
cia en la diferenciacién hacia islotes funcionales, hace
que el uso de células madres para tratar la diabetes sea
aun un suefo.

Otra fuente de progenitores pancreaticos son las cé-
lulas mulipotenciales aisladas de ductos pancreéticos,

las cuales pueden diferenciarse a células pancreaticas
6 endocrinas. Dichas células endocrinas diferenciadas
secretan bajas cantidades de insulina al ser expuestas
a bajas concentraciones de glucosa; y altas concentra-
ciones de insulina, cuando son expuestas a altas con-
centraciones de glucosa®. Las células multipotenciales
pueden crecer indefinidamente y ademas pueden man-
tenerse en cultivo por largo tiempo, lo que las convierte
en candidatos ideales para el tratamiento de la diabe-
tes; siendo posible utilizar las células del ducto de los
pacientes. Sin embargo, estas células son sensibles al
ataque autoinmune por lo que aun representan un pro-
blema para pacientes con DMTI.

Otro grupo de investigadores implantaron en células
embriogénicas de raton parte del gen de la insulina
fusionado a un gen de resistencia a antibioticos. Las
células fueron posteriormente cultivadas en presencia
de antibiéticos y en variadas concentraciones de glu-
cosa. Las células sobrevivientes que respondieron 6p-
timamente a las concentraciones de glucosa liberando
insulina; fueron implantadas en ratones diabéticos, en-
contrandose en estos una mejoria de los sintomas*.

Uno de los avances mas recientes, fue un estudio en
el cual 23 pacientes diabéticos autoinmunes entre 13-
31 afios de edad, con una DMTI de aproximadamente
37 dias de diagnéstico sin historia de cetoacidosis u
otras complicaciones; fueron sometidos a un trasplan-
te con células madres hematopoyéticas autblogas ex-
traidas de su propia médula 6sea®. Las células madres
fueron liberadas de la médula usando ciclofosfamida
y el factor estimulador de granulocitos y macrofagos,
la sangre fue posteriormente extraida. Las células pro-
genitoras del tipo CD34 fuero colectadas a razén de 3
millones por kilogramo de peso. Utilizando el proto-
colo de transplante de medula 6sea las células fueron
implantadas en el pancreas y se hicieron mediciones
de glucosa y péptido C durante 58 meses después del
trasplante encontrandose que 20 de los pacientes revir-
tieron los efectos de la enfermedad. 8 de estos pacien-
tes recayeron a los 2 meses y reiniciaron el tratamiento
con insulina a bajas dosis. Los 12 pacientes restantes
permanecieron libres de las inyecciones con insulina
por 31 meses. Estos 12 pacientes mostraron una mayor
concentracion de péptido C en sangre durante los me-
ses 24 y 36 después del trasplante®.

A pesar de estos resultados satisfactorios, se requieren
otras investigaciones para evaluar la capacidad de este
tratamiento para cambiar la historia natural de la dia-
betes tipo 1.
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Conclusiones

A pesar de los grandes avances en investigacion sobre el
potencial terapéutico de las células madres en los Gltimos
afios, las aplicaciones clinicas de la terapia celular no ha
arrojado resultados concluyentes que permitan proponer
la aplicacion de estos nuevos enfoques terapéuticos en
nuestro medio a corto o mediano plazo. Las células ma-
dres embrionarias presentan niveles bajos de expresion
de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clases | y 1I, y al diferenciarse, estas moléculas
no alcanzan los niveles esperados de 6rganos adultos lo
que las convierte en excelentes candidatos para el trans-
plante celular, sin embargo, se ha reportado que las célu-
las madres embrionarias son altamente tumorigénicas?.

Por otro lado el transplante con células madres adultas
se encuentra limitado por problemas de rechazo, por lo
cual el uso de las células madre adultas estarfa limitado
a transplantes autogénicos no serfan rechazados por el
sistema inmunolégico. Esto representa una ventaja signi-
ficativa; pues el rechazo inmunolégico es una complica-
cion seria que solamente puede ser disminuido o evitado
con drogas inmunosupresoras.
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