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RESUMEN

En la médula ésea (MO) existe un grupo heterogéneo de células madre adultas,
pues ademas de las hematopoyéticas hay otras no hematopoyéticas. En estudios
en modelos animales con neuropatia diabética o con cardiopatia isquémica, se pudo
evidenciar la efectividad de las células mononucleares derivadas de la MO (CMN-
MO) aplicadas en su conjunto en el control de estas alteraciones. La administracion
de CMN procedentes de sangre periférica (CMN-SP) también ha sido efectiva en
modelos animales con neuropatia diabética o con extremidades isquémicas. En
nuestra practica se ha introducido un método simplificado para la obtencidon de las
CMN-SP vy la alternativa de aplicar el conjunto de CMN-SP para la regeneracion de
tejidos dafiados se ha ido incrementando en Cuba con resultados muy
prometedores, sin necesidad de la inmunofenotipificacion de las células madre
aportadas y controlando su uso mediante el nimero de células movilizadas y el
numero absoluto de CMN presentes en el concentrado final que sera utilizado.
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ABSTRACT

In the bone marrow (BM) there is a heterogeneous group of adult stem cells formed
not only by hematopoietic stem cells but also by a set of non-hematopoietic stem
cells. Studies in animal models of diabetic neuropathy or ischemic heart disease,
made it evident the effectiveness of BM derived mononuclear cells (BM-MNC)
applied as a whole in the control of these alterations. The use of peripheral blood
MNC (PB-MNC) has also been effective in animal models of diabetic neuropathy or
ischemic limbs. In our practice a simplified method for obtaining PB-MNCs has been
introduced and the alternative of using the entire mononuclear fraction for
regeneration of damaged tissues has been progressively increasing increased in
Cuba with very promising results without need of immunophenotyping stem cells
and monitoring their use only by the number of mobilized cells and the absolute
number of MNC present in the final concentrate to be used.

Keywords: mononuclear cells, bone marrow, peripheral blood, regenerative

medicine

INTRODUCCION

En la médula 6sea (MO) existe un grupo heterogéneo de células madre adultas
pues, ademas de las hematopoyéticas (CMH), estan las endoteliales, las
mesenquimales (CMM), las de la poblacién lateral, las progenitoras adultas
multipotentes, las ovales y también las células madre muy pequefias similares a
embrionarias. Ante esta composicidon tan heterogénea, las células mononucleares
(CMN) derivadas de la MO pueden verse en su conjunto como un “coctel” de
diferentes células madre adultas.

En las aplicaciones iniciales de la terapia celular regenerativa realizadas en el
nuestro Instituto de Hematologia e Inmunologia institucion, se usaron CMN
derivadas de la MO autéloga que se extrajeron directamente por puncion de las
crestas iliacas, pero poco después su obtencion se hizo de la sangre periférica. Con
este fin se introdujo un método manual, simple, de recoleccién y procesamiento de
CMN y de células CD34+ movilizadas a la sangre periférica mediante el factor
estimulador de colonias de granulocitos (FEC-G), que se extraen por autodonacion
de sangre en un sistema cerrado de bolsas colectoras. Como potenciador de la
sedimentacion eritrocitaria se adiciona hidroxietilalmidén al 6 %. De esta forma, el
paciente no tiene que ser sometido a anestesia ni llevado al salén quirargico para la

recoleccién celular. !
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Este método es de facil realizacion y relativamente econdmico puesto que el FEC-G
se produce en el pais y estad a disposicidon de toda institucion nacional que lo
requiera. Con posterioridad, el método se modificd ligeramente al aplicarse,
después de la flebotomia, la centrifugacion de la sangre a 3 000 rpm durante 10
min a 4°C, seguida del proceso de sedimentacion eritrocitaria en la lo que también
se puede utilizar el gelofusine al 4 %. De esta forma se dispuso mas rapidamente
del concentrado celular. Este hecho facilitd la introduccion de la terapia celular en
otras instituciones de la red nacional de Salud, después de haberse realizado varios
estudios comparativos de la efectividad de los FEC-G de produccién nacional con el
FEC-G comercial extranjero mas ampliamente usado, sin que se encontraran

diferencias significativas de los resultados.?

CAPACIDAD REGENERATIVA INTEGRAL DE CMN

Se conoce que las células madre existentes en la MO pueden ser movilizadas a la
sangre periférica por diferentes factores estimuladores. En general, cuando estas
células se extraen en su conjunto como componentes de las CMN se ha aplicado
el marcador CD34+ como referencia de las CMH obtenidas; pero habitualmente no
se inmunofenotipifican las otras células madre presentes.

Con la finalidad de evaluar la capacidad regenerativa integral de este conjunto
celular se han realizado varias investigaciones.

En estudios en modelos animales con neuropatia diabética o con cardiopatia
isquémica por infarto del miocardio, se evidencid la efectividad de las CMN-MO
aplicadas en su conjunto en el control de estas alteraciones. El uso de CMN-MO
también permitié normalizar la expresidon de 2 099 (96,2 %) genes de los que se
encontraban alterados como consecuencia del infarto cardiaco. *

La administracion de CMN-procedentes de sangre periférica (CMN-SP) también ha
sido efectiva en modelos animales con neuropatia diabética o con extremidades
isquémicas. °>°

En un modelo murino con isquemia de las extremidades se comparo el uso de CMN
CD 34+ con el de CMN desprovistas de CD 34. La pérdida de extremidades
isquémicas fue significativamente menor en los grupos en que se trasplantaron
células en comparacion con un grupo que no recibié terapia celular. La deplecién
de células CD34+ disminuyd pero no elimind la eficiencia terapéutica de las CMN. ’
Estos datos indican que las células madre no hematopoyéticas presentes entre las
CMN influyeron favorablemente en estos resultados.

Por otra parte, en un grupo de pacientes con extremidades inferiores isquémicas a
los que se inyectaron en ellas CMN-SP autdlogas movilizadas con FEC-G, En estos

casos el nimero de CMN movilizadas fue un mejor indicador de la efectividad
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terapéutica que el numero de células CD34+; resultado que también apoya la
ventaja del uso de las CMN en su conjunto. 8

Sin embargo, en la actualidad hay gran tendencia a plantear el uso de
subpoblaciones individuales de células madre, en particular de las CMM, alegando
una mayor capacidad regenerativa. Esta conducta se ha convertido en una de las
mayores expectativas en este campo de la medicina.

En 41 pacientes diabéticos tipo 2 con isquemia critica de miembros inferiores y
Ulceras en el pie, se inyectaron por via intramuscular CMM-MO en un grupo y CMN-
MO en otro. En un tercero que se usé como grupo control se inyectd solucion
salina en el tejido isquémico. Aunque en el grupo tratado con CMM-MO la
cicatrizacién de la Ulcera fue mas rapida y hubo una mejoria mas significativa del
tiempo de marcha sin dolor, del indice tobillo-brazo, de las presion percutanea de
oxigeno y de los resultados de la angiografia por resonancia magnética, no se
observaron diferencias entre los grupos tratados con terapia celular en cuanto al
alivio del dolor y la necesidad de amputaciones y en ninguno de ellos se
presentaron efectos adversos. °

Varias investigaciones han sugerido que las CMM tienen su origen en las CMH°. Se
ha planteado que la coadministracion de estas células puede mejorar la
regeneracion de tejidos dafiados por una accion sinérgica de ellas. Esa vinculacion
CMH-CMM también favorece el criterio de la accidon sinérgica que se puede
establecer entre los diferentes tipos celulares existentes en la MO, accion que
amplia la capacidad regenerativa de ese conjunto celular.*!'2

En una investigacion en que se usaron CMN-MO autdlogas, como tratamiento
regenerativo en un pequefio nimero de pacientes con Ulceras por presién, lesiones
oseas o Ulceras del pie diabético; las evidencias obtenidas sugerian que la
efectividad terapéutica era independiente del nUmero de CMM presentes entre las
CMN-MO inyectadas, observacién que también apoya la efectividad de las CMN
aplicadas en su conjunto. *?

La efectividad de las CMN-MO ya se habia sefialado en un trabajo previo de los
mismos autores en que las CMN-MO autdlogas se usaron para el tratamiento de
Ulceras cutdneas por presidn en pacientes con lesiones de la médula espinal.* En
ese articulo se emitieron algunos criterios, entre ellos, que el método de obtencion
de las CMN es un proceder sencillo que no requiere gran manipulacion ni cultivos
celulares y que ademas permite la implantacion de las células rapidamente sin
necesidad de su expansion in vitro.

En nuestra practica se ha simplificado mas mediante el empleo de células
movilizadas a la sangre periférica. El uso de las CMN en su conjunto incluye todas

las subpoblaciones de CM/progenitoras derivadas de la MO, de cuya interrelacion,
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balance, estrecha colaboracion y coadministracién puede depender una respuesta
funcional mas fisioldgica e integral.

Lo antes expuesto ofrece ventajas sobre el uso individual de la subpoblacién de
CMM, que han sido las mas empleadas en la practica clinica. A pesar de que las
CMM se pueden obtener no solo de la MO, sino también de otras fuentes
alternativas, su manipulacién es mas compleja pues requiere su separacién del
resto de las células presentes en el microambiente, generalmente necesitan ser
cultivadas con frecuentes cambios de medios de cultivo para su expansion,
mayores riesgos de contaminacién y ademas, mayor demora para su aplicacion.
Por supuesto, para estos procederes se necesitan laboratorios con equipamiento y
reactivos especificos, lo que se refleja en un incremento de los costos. Ademas, se
ha sefialado con toda logica, que la demora en el procesamiento de las células
puede interferir en el tratamiento oportuno de pacientes en condiciones clinicas
tales, que una administracion terapéutica rapida pudiera contribuir a la obtencion
de mejores resultados.

Todas las evidencias comentadas apoyan la alternativa de aplicar el conjunto de
CMN derivadas de la MO como un método simple y practico para la regeneracion de
tejidos dafiados y que se ha ido generalizando en Cuba con resultados muy
prometedores sin necesidad de la inmunofenotipificacion de las células madre
aportadas y controlando su uso mediante el nimero de células movilizadas y el

numero absoluto de CMN presentes en el concentrado final que serd utilizado.'?
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