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Resumen: Las células madre mesenquimales (MSC)
han sido utilizadas en los ensayos clinicos para diabetes
severa, una enfermedad crénica con una alta morbilidad
y mortalidad. La médula 6sea es la fuente tradicional de
MSC humano, pero la placenta humana parece ser una
alternativa facil y una fuente mas disponible. En este
caso, el efecto terapéutico del derivado de la placenta
MSC (PD-MSC) se estudi6 en pacientes con diabetes
tipo 2 con una mayor duracion, disfuncion de los islotes
de células, altas dosis de insulina, asi como un mal
control glucémico con el objeto de evaluar la seguridad,
la eficacia y la viabilidad del tratamiento PDMSC en la
diabetes tipo 2 (DT2). Diez pacientes con Diabetes tipo 2
recibieron tres infusiones intravenosas de PDSC, con
intervalo de un mes de la infusion. El numero total de
PDSC para cada paciente fue (1.22-1.51) x 10¢/kg , con
un promedio de 1,35x 10e¢/kg /kg. Todos los pacientes
tuvieron seguimiento después de terapia durante al
menos 3 meses. Una dosis media diaria de insulina
utilizada en 10 pacientes se redujo de 63,7 +- 18,7 a
34,7 +- 13,4 Ul (p <0,01), y el nivel de péptido C se
aument6 de 4,1+- 3,7 ng / ml a 5,6+ 3,8 ng / mL
(P <0,05), respectivamente, después de la terapia. En 4
de los 10 tratados sus dosis de insulina se redujo en mas
del 50% después de la infusion.
Los niveles medios de insulina y péptido C en cada
momento en un total de 10 pacientes fue mayor después
del tratamiento (P <0,05). No hubo fiebre, escalofrios,
dafio al higado y ni otros efectos colaterales se
registraron. La funcién renal y cardiaca mejoraron
después de la infusién. Los resultados obtenidos de este
ensayo clinico piloto indican que el trasplante de PD-
MSC representa una metodologia terapéutica simple,
segura y efectiva para pacientes con diabetes tipo 2 con
disfuncion en los islotes de las células. En el futuro se
requeriran estudios clinicos de gran escala de manera
aleatoria y bien controlados para fundamentar estas
observaciones.

Palabras clave: placenta células madre, el tratamiento
de diabetes tipo 2

1 Introduccion

La diabetes ha sido un problema importante de salud
publica en el mundo, especialmente en China. Mas de 92
millones de chinos hombres y mujeres tienen diabetes y
148 millones tienen prediabetes, en lo cual la diabetes
tipo 2 (DT2) es responsable de mas del 90% [1]. La
diabetes puede dar lugar a complicaciones mdltiples en
varios sistemas a nivel cronica, especialmente
complicaciones micro y macro vasculares, con una alta
morbilidad y mortalidad [2-4]. El trasplante de islotes es
una terapia eficaz para la diabetes tipo 2, especialmente
para aquellos que tenian una larga duracién, disfuncién
grave de islotes de células, o un mal control de la
glucosa en sangre, incluso con una gran dosis de
insulina. Sin embargo, la aplicacion de este tratamiento
es muy restringida por la limitada disponibilidad de los
islotes humanos primarios, el alto costo y el rechazo
inmune como respuesta [5,6].

Las células madre mesenquimales (MSC) representan
una relativamente rara poblacién de células que se
encuentra principalmente en la médula ésea, pero puede
ser aislada de otros tejidos adultos y fetales, incluyendo
el tejido adiposo, sangre del cordén umbilical y tejidos,
placenta y pulmones del feto [7-13]. Estas células
pueden auto-renovarse y diferenciarse en células
multilinaje y pueden secretar diversas citocinas, factores
de crecimiento, y moléculas de la matriz extracelular que
juegan un papel importante en la regulacion de la
hematopoyesis, angiogénesis Yy respuestas inmunes
e inflamatorias [11,14-18]. Las propiedades de las MSC
las hace Unicas y se han estado utilizando cada vez mas
en los ensayos clinicos para una amplia gama de
enfermedades regenerativas como la diabetes [19-26].
MSC han demostrado que tienen el potencial para
diferenciarse de las células de los islotes pancreaticos y
los estudios en animales han demostrado que tienen
efectos clinicos en la prevencion y el tratamiento de la
diabetes [27-31], lo cual presenta una nueva esperanza
para el tratamiento de la diabetes. Recientemente, MSC
de origen autélogo de la médula 6sea se ha utilizado



para tratar la diabetes tipo 2 [26] y de origen adiposo
MSC modificado con genes Pdx1l se han aplicado en el
tratamiento de la diabetes tipo 1 [27], y ambos habian
logrado

fomentar la eficacia.

En la realizacién de la terapia basada en la estrategia de toma
de nuevas células , es fundamental identificar el tipo o la
fuente de las células madre preferible para una aplicacion
terapéutica particular , ya sea en términos de las
consideraciones éticas o la relacion riesgo- beneficio. A pesar
de que la médula ésea sigue siendo la principal fuente de MSC
para la investigacién clinica, laplacenta humana ha sido
considerada como una de las fuentes ideales debido a su
accesibilidad sin conflictos éticos, sin dolor en los
procedimientos de los donantes, y un menor riesgo de
contaminacion viral [32-39]. En el presente estudio, se realizd
una fase piloto I, un ensayo clinico con PD-MSC para el
tratamiento de un total de 10 pacientes
con diabetes tipo 2 con el objetivo de evaluar la seguridad y la
viabilidad clinica del PD-MSC.

2 Materiales y Métodos

2.1 Disefo del estudio

El estudio clinico piloto fue aprobado por el Comité de Etica
del hospital para diabéticos de Liaoyang, Liaoning
Provincia, China. Todos los pacientes firmaron consentimiento
informado antes del tratamiento.

2.2 Los pacientes

Un total de 10 pacientes (7 hombres) que cumplian los criterios
gue fueron incluidos. Los criterios de inclusién fueron pacientes
con Diabetes tipo 2 diagnosticada a partir de noviembre 2008 a
noviembre 2009 en el Hospital de Diabetesde Liaoyang
entre el 30 y 85 afios de edad, duracién de la diabetes = 3
afios, que requieren insulina para un control glucémico 6ptimo
en una dosis de = 0,7 U / kg / dia en por lo menos durante 1
afo, con disfuncion de insulina, pobre control de la fluctuacion
de glucosa en la sangre basada en el tratamiento con la
insulina'y con disposicion para participar en el estudio.

En este estudio, los 10 pacientes tenian entre 45 y 82
afios de edad, con un promedio de 66 afios de edad, la
duracion de la diabetes desde los 3 afios a 20 afios, con un
promedio de 11 afios; con un requerimiento diario de insulina
de 38 unidades a 90 unidades, con un promedio de 63,7

unidades. Y todos ellos presentaban complicaciones con
insuficiencia coronaria, multiples
infartos lacunares, enfermedad renal, aterosclerosis y la
neuropatia de miembros grandes.
2.3 Examen

Los siguientes examenes se llevaron a cabo 3 meses antes

y 3 meses después del trasplante de células. incluyen
prueba simultdnea de tolerancia a la glucosa, prueba de
liberacion de insulina, prueba de estimulacion C-peptido,
determinacion de hemoglobina glicosilada,  anticuerpos en
células islote, anticuerpos anti-insulina, anticuerpos
decarboxilasa de acido glutamico . se llevaron a cabo pruebas
cardiacas y pruebas de funcion renal. Los eventos adversos y
efectos secundarios se observaron durante el tratamiento .
se considero eficaz si los requerimientos de insulina diarios se

redujeron

a = 50% después del tratamiento y que durara mas de 3
meses de acuerdo con los criterios de evaluacion formuladas
en la Cuarta Conferencia Nacional sobre el desarrollo de los
trasplantes de islotes , 1995.

2,4 Células madre derivadas de placenta humana (PD-MSC)
Las Placentas se obtuvieron de madres sanas, es
decir, los contribuyentes no tenian antecedentes genéticos de
familia, no antecedentes de cancer, no hay virus de hepatitis B
(VHB), hepatitis C (VHC), virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus (CMV) y
sifilis. La recoleccion de Placenta fue aprobada por el Comité
de Etica Institucional de Investigacion Médica de los hospitales
de maternidad. Un consentimiento plenamente informado fue
obtenido varias semanas antes de la entrega por parte de cada
madre. Una muestra de sangre se puso a prueba para
determinados patégenos humanos Incluyendo VIH-1 /2, VHB,
sifilis y HCVand. Las placentas fueron inmersas en D-MEM/F-
12 (1:1) (Gibco) suplementado con gentamicina (100 mg / mL)
y anfotericina B (5ug /ml) (Sigma) y se transfirié
inmediatamente al laboratorio.

El tratamiento de tejido de la placenta y el aislamiento de
PDMSC se realizé en el laboratorio GMP Salud-biotecnologia
Co. Ltd de Beijing mediante un método previamente [11,32],
con algunas modificaciones. En pocas palabras, la placenta
entera se lavé con fosfato salino (PBS) dos veces y luego
disecado con tijeras en trozos de aproximadamente 1.2 g de
peso. Estas piezas de tejido fueron entonces tratadas con
0,075% de colagenasa (Sigma) a 37 ° C por 30 min, y luego
digerida con 0,125% de tripsina (Gibco) a 37 ° C durante 30
min con agitacion suave. Suero fetal bovino (FBS) (Hyclone)
se afiadié para neutralizar el exceso de tripsina. Toda la
mezcla se paso por un filtro de
100 micras para obtener suspensiones celulares. Las células
fueron sembradas con una densidad de 10 000 a 15 000
células/cm2 en un frasco de cultivo celular T75 (Corning) con
D-MEM/F-12 suplementado con FBS al 10% y con un factor
de crecimiento de la epidermis de 10ng/mL (Sigma). Los
cultivos celulares se mantuvieron en una atmosfera humeda
con 5% de CO2 a 37 ° C. Después de 3 dias del cultivo , el
medio fue reemplazado para eliminar las células no
adherentes, y se cambié dos veces por semana a partir de
entonces. Una vez se habo alcanzado la confluencia, las
células adherentes (paso 0) fueron separadas con tripsina
al 0,125% y se pasaron al frasco T- 75. El adherente
MSC obtenido del paso 2 se cosechd en bancos de
células seguidos por una serie de evaluaciones de
seguridad. ElI PD-MSC liberado del banco de células se
cultivé y se ampli6 en un Laboratorio de buenas
practicas de Manufactura (GMP)

Con un total de 5 pases para preparar los productos
celulares finales que deben ser estériles y calificados
para todos los exdmenes como micoplasma, VHB, VHC,
VIH,EBV, CMV , sifilis y endotoxinas. Para el ensayo de
esterilidad y micoplasma, un cultivo de esterilidad de 14
dias y 28 dias de cultivo de micoplasma se realizaron de
acuerdo a la farmacopea china. Para probar la
esterilidad, una tincion adicional de Gram se realiz6 para
detectar cualquier contaminacién bruta antes de la
liberacién del producto final. Los niveles de endotoxina



fueron detectados por la prueba de lisado de amebocitos Las células fueron tefiidas con una sola manchas vy
Limulus gel-clot de acuerdo con la Farmacopea china. luego analizados por el flujo de citometria con un
FACScan (Becton Dickinson). Los productos del paso 5
) o de la EP-MSC fueron preparados a partir de dos
Una alicuota de PD-MSC fue manchada con ficoeritrina  pjacentas que se utilizaron en este estudio clinico piloto.
(PE) y conjugado con Estas células mostraron en gran cantidad Nestin
CD151, CD105, CD73, CD166, Oct4 y Sox2 pero no
CD34, CD31, CD45, CD184 y HLA-DR (Fig. 1). El

Cariotipo cromosémico de PD-MSC

anticuerpos contra Nestin, CD73, CD90, CD105, CD151,
Oct4, Sox2 y HLA-DR, o con fluoresceina isotiocianato
(FITC) y conjugado con anticuerpos contra CD 31, CD34
y CD45. Los anticuerpos isotipicos de ratén sirvieron de
control. Los anticuerpos utilizados fueron adquiridos en
Becton Dickinson, con excepcion de CD105 (Serotech).
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Fig. 1 Inmunofenotipo de placenta derivado de células madre mesenquimales (MSC-PD). El PD-MSC fueron aisladas de tejidos de placenta humana
, cultivados y ampliados en laboratorio GMP en cinco pasajes, y se analizaron por FACS.

fue normal. La preparacion de la EP-MSC fue estéril y CMV, sifilis, y las pruebas de endotoxinas fueron todas
los exdmenes de micoplasma, VHB, VHC, VIH, EBV, calificadas.



2.5 Tratamiento

Los pacientes recibieron tres infusiones intravenosas
de PDMSC, con un intervalo de un mes entre cada
infusion. EI nimero total de PD-MSC para cada
paciente se encontraba en (1.22 -1,51) x 106 / kg, con
un promedio de 1,35 106 /kg. Al mismo tiempo, los
pacientes continuaron la aplicacion de insulina, y se
ajusté la dosis de insulina de acuerdo a los niveles de
glucosa en la sangre. Para las complicaciones, los
tratamientos generales originales se mantuvieron.
Todos los pacientes tuvieron seguimiento durante al
menos 3 meses después de la terapia.

2.6 Andlisis estadistico

El programa estadistico para las Ciencias Sociales
(Release 13.0, PC con Windows, SPSS Inc., Chicago,
IL) fue utilizado para el andlisis de los datos. Los datos
fueron expresados como media + DE.
La Prueba-T pareada se utiliz6 para las pruebas de
significacion y el andlisis de correlacion Pearson se
utilizé para encontrar la correlacion entre variables
independientes. Un valor de p <0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

3 Resultados

Un total de 10 pacientes con diabetes tipo 2 (7
hombres) fueron incluidos en este estudio. La Tabla 1
muestra una reduccion en la insulina en una media de
63,7 a 34,7 Ul después de 3 veces de la toma del
tratamiento con PD-MSC en este grupo de 10
pacientes, lo cual fue estadisticamente significativo (P
<0,01). Cuatro pacientes tuvieron una reduccion de
requerimientos de insulina en> 50%, de los cuales 3
casos eran positivos para pacientes con anti- islotes
de células anticuerpos y antiacido glutamico
descarboxilasa .

El tratamiento de la EP-MSC también mejord
significativamente el nivel de hemoglobina glucosilada
en pacientes con diabetes tipo 2. Como se puede ver
en la Tabla 2, todos los valores medios de
Hemoglobina glucosilada de los 10 pacientes
disminuyo significativamente, de 9,8% a 6,7% después
del tratamiento con PD-MSC (P  <0,05).
Se llevo a cabo el andlisis de correlacion entre el
péptido C e insulina antes y después del tratamiento
con PD-MSC y una correlacion significativa se observo
para el péptido C y la insulina, con y = 0,992 (p <0,01),
y y = 0931 (P <0,01), respectivamente.
Los pacientes no detuvieron la aplicacion de insulina
durante el periodo de tratamiento con PD-MSC
humana. Para excluir los efectos de la insulina
exogena, lo que podria positivamente influenciar la
funcién de las células de islote, los valores de insulina
y péptido C se midieron simultdneamente. Los cuadros
3 y 4 se muestran los resultados de las evaluaciones.
En cada punto de tiempo después

Tabla 1 Dosis de insulina (Ul) antes y después del tratamiento

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 media+-DE
pre- 48 60 68 76 76 90 66 58 87 38 63.7+-18.7
tratamiento

6 meses 20 36 18 54 46 50 36 32 39 16 34.7+-13.4*
luego del

tratamiento

Tabla 2 Cambios en la hemoglobina glicolisada (%) antes y después del tratamiento

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 media+-DE
pre- 8.1 9.5 8.9 9.1 8.9 13.6 13.6 8.2 11.0 7.5 9.8+-2.2
tratamiento

6 meses 6.5 6.1 4.6 6.0 6.0 7.5 7.8 6.3 9.1 6.9 6.7+-1.2*
luego del

tratamiento

Tabla 3 Niveles de insulina (uIU/mL) antes y después del tratamiento (n=10)

tiempo ( min) 0 30 60 120 media+-DE
pre-tratamiento 76_4.8 12.3_6.2 18.2_11.4 24.7_20.1 16.6_13.5

6 meses luego del 11.1 5.1* 17.7 7.4 246 _122* 31.0_19.8* 216 _137*

tratamiento

Los niveles de insulina se midieron antes y después del tratamiento. En cada punto de tiempo después del tratamiento, los niveles de insulina fueron mayores a

los niveles antes del tratamiento, lo cual fue estadisticamente significativo. * P <0,01

Tabla 4 Niveles de peptido-C (ng/mL) antes y después del tratamiento (n=10)

tiempo ( min) 0 30 60 120 media+-DE
pre-tratamiento 26_21 33 24 4530 5.6_4.0 4137

6 meses luego del 35 2.3* 5.3_3.3* 6.4_3.3* 8.2 _3.9* 5.6_3.8*
tratamiento

Los niveles de péptido C se midieron en diferentes momentos después del tratamiento. En cada punto de tiempo después del tratamiento, los niveles de péptido
C fueron mas altos que los niveles antes tratamiento, lo cual fue estadisticamente significativo. * P <0,05




el tratamiento, la insulina y los niveles de péptido C
fueron superiores a aquellos antes del tratamiento, lo
cual fue estadisticamente significativo (P <0,05).
Ningun efecto secundario evidente, incluyendo fiebre,
escalofrios, dafio en el higado y la respuesta de
rechazo inmune se observo después del trasplante de
células. Por otra parte, la funcién renal y cardiaca
mostraron diversos grados de mejoria después de la
infusion de PD-MSC. Los diez pacientes eran
negativos a anticuerpos anti-insulina antes y después
del tratamiento. Tres pacientes fueron positivos a los
anticuerpos del antiacido glutdmico decarboxilasa de
los islotes de células antes del tratamiento.
Dos casos se convirtieron en sospechosamente
positivos, mientras que el otro no tuvo ningln cambio
después del tratamiento célular.

4 Discusion

Este estudio piloto evalla la seguridad y eficacia del
alogénico PD-MSC en pacientes con diabetes tipo 2.
El grupo de 10 los pacientes que recibieron este
tratamiento tenia un largo historial de diabetes tipo 2.
Se les aplic6 un promedio de 63,7 unidades de
insulina antes del tratamiento. Todos estos pacientes
tenian disfuncion de las células de los islotes
pancreaticos en los diferentes niveles, grandes
fluctuaciones en la sangre la (glucosa vy
Complicaciones con el corazén, cerebro y rifion. El
trasplante de PD-MSC redujo el requerimiento diario
de insulina, se controlé las fluctuaciones de glucosa en
la sangre y se logré una mejora de su calidad de vida.
Como se pudo observar durante el estudio, la glucosa
en la sangre comenzd6 una disminucion en el 7 ° dia
después del trasplante de PD-MSC, en consecuencia,
el requerimiento de insulina se reduce gradualmente.
Después de tres veces de administracion de PD-MSC,
la dosis media de insulina se redujo de 63,7 hasta
34,7 IU, lo que dur6 tres meses. Por lo tanto, el
trasplante de PD-MSC podria ser considerado como
un enfoque terapéutico efectivo para el tipo 2 de
diabetes. Cuatro pacientes mostraron una reduccion
de la dosis media diaria de insulina de = 50%, lo que
alcanzé un nivel de eficacia igual al del trasplante de
células de los islotes, pero con un costo mucho menor
y sin respuesta inmune.

La hemoglobina glucosilada (HbAlc) es un buen
indicador para los niveles de glucosa en la sangre por
sus caracteristicas de mas objetividad y menor
susceptibilidad a la dieta, ejercicio y otros factores de
interferencia. Por lo tanto, siempre actla como un
valor complementario de los valores de los puntos de
glucosa en la sangre.

En este grupo de pacientes, hubo una disminucion de
HbAlc del 9,8% al 6,7% en promedio, cerrando a su
nivel normal. Esto apoya el concepto de que los
trasplantes alogénicos de PDMSC son eficaces en el
tratamiento de la diabetes tipo 2.

Los resultados en las pruebas de la liberacion de
insulina demostraron que PD-MSC tenia un efecto
clinico significativo sobre la mejora de la funcion de
células de islote y reducen las fluctuaciones de
glucosa en sangre en pacientes con Diabetes tipo 2.
Para descartar la posibilidad de interferencias de
insulina exdégena en la prueba y para reflejar con
precision la funcion de las células B del islote, se
evaluo la eficacia de PDMSC
principalmente de acuerdo a los valores de péptido-C.
Después de trasplante de PD-MSC, el nivel de
péptido C aumenté en cada punto del tiempo, y no
fueron estadisticamente significativas las
diferencias entre los valores de cada dos puntos de
tiempo, lo que indica que la funcion de las células 3 se
ha mejorado y la secrecion de insulina por lo tanto, se
incrementd. Para determinar las interferencias de la
insulina exdgena en la prueba de liberacion de
insulina, se hicieron eterminaciones simultaneas de la
insulina y El péptido C antes y después del trasplante
de células, y analiz6 su correlacion. Se observo una
correlacion positiva entre la insulina y péptido C. Por lo
tanto, se confirmd que la insulina exégena tuvo poco
efecto en la prueba, sin embargo, por alguna razén
incierta.

Consideramos interesante notar que tres pacientes
con anticuerpos anticélulares de islote y anticuerpos
antiacido glutdmico descarboxilasa también tuvieron
una reduccion en la dosis diaria insulina del = 50%
después de un trasplante de PD-MSC.
Esto puede sugerir que lel EP-MSC juega un papel
inmunorregulador. Se ha informado que entre los
pacientes diabetes tipo 2, algunos de ellos pueden
tener diabetes autoinmune latente en adultos (LADA)
[2,6,26,40], cuyos anticuerpos anti-islotes de células y
anticuerpos antiacido -glutdmico decarboxilasa son
positivos debido a una posible respuesta inmune. Sin
embargo, hasta ahora, no hay un estandar uniforme
para el diagnéstico de la LADA, por lo que no se
excluyen estos tres casos .EI mecanismo del
mostrado en la mejora de las funciones de las células
B después de un trasplante de PD-MSC no esta claro
en la actualidad. En primer lugar, se estudios
anteriores indicaban que el PD-MSC puede
diferenciarse en los islotes de células B y luego en la
insulina secretada Algunos experimentos han
confrmado que varias fuentes de MSC podrian se
diferenciadas en células B [28-31]. Ademas, los PD-
MSC trasplantados en el péancreas pueden
diferenciarse en células vasculares endoteliales y
mejorar el suministro sanguineo del tejido del
pancreas para restaurar la funcion de las células 3
[16,41,42]. Por ultimo, el PDMSC puede secretar una
serie de citoquinas, que puede directa o0
indirectamente, mejorar la funcion de los islotes y las
complicaciones relacionados [43]. Phinney y Prockop
cree que una variedad de citocinas solubles
secretadas por el MSC hizo mucho



mas para reparar el tejido que la diferenciacion celular
[42]. en nuestro otro estudio (no publicado aun), se
observd que PDMSC puede secretar mas insulina-
como factor de crecimiento (IFG), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) vy los hepatocitos
del factor de crecimiento (HGF) de MSC de médula
0sea, y estas citocinas probablemente desempefian un
papel en la reparacion de tejido pancreatico.
Para nuestro conocimiento, este es el primer ensayo
clinico en el mundo para tratar la diabetes tipo 2
mediante el trasplante alogénico de PD-MSC. Los
resultados obtenidos en el periodo inicial de diez
pacientes con diabetes tipo 2 sugieren que el
trasplante de PD-MSC representa un
enfoque simple, seguro, eficiente y terapéutico para
diabetes tipo 2. Este tratamiento parece aun capaz de
mejorar las funciones renales dafiadas y la funcion
cardiaca en la mayoria de los pacientes. En realidad,
un ensayo clinico aleatorizado y controlado con
placebo de fase Il de se ha iniciado en varios centros
con el fin de fundamentar el papel del trasplante
alogénico de PDMSC en el manejo de diabetes tipo 2.
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