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RESUMEN

Introduccién y objetivo: La Ulcera de pie diabético (UPD), es una complicacion
frecuente con alta carga de morbi-mortalidad en pacientes con Diabetes Mellitus (DM).
La medicina regenerativa aparece como estrategia efectiva y segura en el tratamiento de la
UPD. Nuestro objetivo fue evaluar el efecto terapéutico de los derivados acelulares de

células madre mesenquimales (dac-MSCs), en UPD tipo 1y tipo 2.

Materiales y métodos: Se realiz6 un andlisis secundario de los datos obtenidos del
ensayo clinico realizado en Foscal Internacional. EI Analisis de datos para cinética y
velocidad de la UPD se hizo realizando una comparacion entro los grupos experimentales
mediante la prueba de ANOVA y mediante un post-test de comparacion multiple de
Bonferroni. Se calculo ademas la funcion de sobrevida de la Glcera hasta su cierre al 50%
y 100% mediante el método de Kaplan-Meier. Finalmente se realizd un analisis de

cociente de riesgo (HR, por sus siglas en ingles) al cierre de la tlcera al 50% y al 100%.

Resultados: EI 60.7% de los participantes fueron hombres, la media de edad fue de 61.5
+ 7.8 afios y al inicio del tratamiento el 75% los participantes presentaron una HbAlc
fuera de metas (HbAlc > 7%). Tanto los pacientes con UPD tipo 1 como tipo 2, lograron
un velocidad y cinética de cierra mayor en comparacion con el grupo de terapia
convencional. El analisis de sobrevida de la ulcera hasta el cierre al 50 y 100% de la UPD
mostré mayor eficacia tanto en el grupo de dac-MSCs y células madre mesenquimales de
medula 6sea (BM-MSCs) en comparacion con el grupo convencional. EI cociente de
riesgo (HR, por sus siglas en ingles), de cierre de las UPD al 50 y 100%, fue
significamente mayor en pacientes tratados con dac-MSCs y BM-MSCs en comparacién

con el grupo de tratamiento convencional.

Conclusiones: La medicina regenerativa (BM-MSCs y dac-MSCS), surge como una

estrategia terapéutica efectiva y segura para el tratamiento de pacientes con UPD.
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ABSTRACT

Introduction and objective: Diabetic foot ulcer (DFU) is a frequent complication with a
high morbidity and mortality burden in patients with Diabetes Mellitus (DM).
Regenerative medicine appears as an effective and safe strategy in the treatment of UPD.
Our aim was to evaluate the therapeutic effect of acellular derivatives of mesenchymal
stem cells (dac-MSCs) in type 1 and type 2 UPD.

Materials and methods: A secondary analysis of the data obtained from the clinical trial
conducted at Foscal International was performed. Data analysis for UPD kinetics and
velocity was performed by comparing the experimental groups by ANOVA test and by
Bonferroni's multiple comparison post-test. The survival function of the ulcer to closure at
50% and 100% was also calculated using the Kaplan-Meier method. Finally, a hazard
ratio (HR) analysis was performed at ulcer closure at 50% and 100%.

Results: 60.7% of the participants were men, the mean age was 61.5 + 7.8 years and at
the start of treatment 75% of the participants had an HbAlc outside the target range
(HbAlc > 7%). Both type 1 and type 2 UPD patients achieved higher velocity and
Kinetics of closure compared to the conventional therapy group. Analysis of ulcer survival
to closure at 50 and 100% UPD showed greater efficacy in both the dac-MSCs and bone
marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) group compared to the conventional group.
The hazard ratio (HR) of 50 and 100% UPD closure was significantly higher in patients

treated with dac-MSCs and BM-MSCs compared to the conventional treatment group.

Conclusions: Regenerative medicine (BM-MSCs and dac-MSCS), emerge as an effective

and safe therapeutic strategy for the treatment of patients with UPD.
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1. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico cronico caracterizado por
hiperglucemia secundario a una alteracion en la secrecion, resistencia a la insulina o
ambas (1). En la actualidad se considera un problema de salud puablica en el mundo, el
cudl estéa estrechamente relacionado con la epidemia de obesidad.

La DM, se asocia a complicaciones crénicas, las cuales se clasifican de acuerdo al
compromiso vascular en: (i) microvasculares (nefropatia, retinopatia y neuropatia), donde
el 50% de los pacientes presentan este tipo de complicaciones y (ii) macrovasculares
(enfermedad cardiovascular ateroesclerética, que se expresa clinicamente como accidente
cerebro-vascular, infarto agudo de miocardio y enfermedad arterial periférica), las cuales
afectan al 27% de los pacientes (2).

La Ulcera de pie diabético (UPD), es una de las complicaciones méas frecuentes en los
pacientes con DM, con una alta carga de morbimortalidad. Se estima que entre un 15% -
20% de los pacientes con esta patologia presentaran una ulcera de pie diabético (UPD) en
el transcurso de la enfermedad, y de ellos el 30% sufrirdn una amputacion. Ademas, el
50% de los pacientes sometidos a amputacion perderan la otra extremidad en los
siguientes 5 afios. Segun la guia Colpedis de 2019 se reporta que la tasa de mortalidad
después de cada amputacion es del 45-50% a 5 afios.

En Colombia, una de las principales causas de morbilidad en la poblacion diabética es la
UPD, representando un 20% de los ingresos hospitalarios por diabetes en el pais (3).

Los tratamientos convencionales para la UPD incluyen terapia desbridante quimica o
quirurgica y el uso de apdsitos convencionales, bien sea secos o himedos, dependiendo de
las condiciones de la UPD. No obstante, cada uno de ellos presenta ventajas y
desventajas, lo que ha llevado al desarrollo de apdsitos de alta tecnologia; sin embargo,
estos tienen en comun la poca accesibilidad debido a su elevado costo y limitada
disponibilidad. A su vez, en las Gltimas décadas han surgido otros abordajes terapéuticos
méas complejos para las UPD de dificil curacion como son: la presién negativa, la
estimulacion eléctrica y el oxigeno hiperbarico; pero de igual manera, tienen en comun su
elevado costo y dificil disponibilidad, aunado, a que son efectivos solo en el 50% de los

pacientes (4). Con el fin de resolver este problema clinico, en los Gltimos afios han
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surgido abordajes bioldgicos como son: substitutos de piel, materiales bio-activos,
factores de crecimiento o células madre, entre otros, los cuales promueven la regeneracion
cuténea. De interés particular para este trabajo de investigacion, se hara referencia a las
celulas madre mesenquimales, debido a que este trabajo esta anidado a un estudio clinico
fase I/l titulado: "Derivados acelulares de las Células Madre Mesenquimaticas (dac-
MSCs): un nuevo producto alternativo y de potencial masificacion para el tratamiento de
Ulceras de Pie Diabético (UPD) tipo 1y 2 ", aprobado por Colciencias y llevado a cabo
en la Clinica Foscal Internacional.

El presente trabajo de investigacion realizé un analisis secundario de datos del estudio en
mencidn, con el objetivo de evaluar la velocidad y la cinética de cierre de la UPD tipo 1y
2 post-aplicacion de los dac-MSCs.

2. MARCO TEORICO

2.1 Diabetes Mellitus tipo 2: fisiopatologia

La DM tipo 2 es una enfermedad crénica y compleja, en la cual intervienen 11 vias
fisiopatologicas denominadas onceavo atroz, las cuales estan entrelazadas (Figura 1) y son
desencadenadas por factores genéticos y medio ambientales. La activacion de estas vias
desencadena y perpetua la hiperglucemia que caracteriza a la DM tipo 2 (5). Este modelo
fisiopatologico explica las vias mediadoras de la hiperglucemia que contribuyen a la
disfuncién de la célula B (denominador final comun de la DM), las cuales incluyen
resistencia a la insulina a nivel hepatico, musculo esquelético y en el tejido adiposo,
desregulacion a nivel cerebral (aumento del apetito y del tono simpatico), alteracién a
nivel del colén (microbiota anormal y disminucion en la secreciébn de GLP-1) y
desregulacion del sistema inmune e inflamacion. El dafio de la célula B, desencadena
alteraciones posteriores que contribuyen al mantenimiento de la hiperglucemia como son:
el aumento en la secrecion de glucagon, reduccion en la produccién de insulina,
disminucion del efecto incretina y niveles de amilina, ademas de la sobrerregulacion de

los receptores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT-2, por sus siglas en inglés)
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en el rifidén (5). Una vez se produce y se mantiene la hiperglucemia, las personas

afectadas quedan en riesgo de desarrollar las complicaciones cronicas de la DM (6).

A B—Cell—-Centric Construct: Egregious Eleven
The B-Cell is the FINAL COMMON DENOMINATOR of B-Cell Damage
2 bi = <
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Figura 1. Fisiopatologia de la DM tipo 2. Constructo centrado en la célula B: los once

atroces. (Imagen tomada de Diabetes Care VVolume 39, February 2016)

2.2. Diabetes Mellitus tipo 2: epidemiologia

De acuerdo con los datos publicados en el atlas de la DM de la Federacion Internacional
de Diabetes (IFD, por sus siglas en ingles), novena edicion 2019, se estima que en el
mundo 463 millones de personas tienen DM, de las cuales del 90-95% corresponden a
DM tipo 2, y se espera un incremento del 51% de los casos para el afio 2045. Se ha
reportado que 1 de cada 11 personas en el mundo tiene DM, de los cuales hasta el 46.5%
estan aun sin diagnosticar, y ¥ partes de los pacientes con DM viven en paises con bajos
y medianos ingresos, también se ha descrito que cada 6 segundos muere una persona por
complicaciones asociadas a la DM en el mundo (Atlas de la IFD, 2019).

En Colombia, segun la IFD y la Organizacion Mundial de la Salud, la prevalencia de DM

tipo 2 es de 7.1% y 8.5%, respectivamente. Vargas y colaboradores, reportaron en un
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analisis de datos epidemiolégicos publicados en 2015, que la prevalencia de DM tipo 2 en
pacientes entre los 20 a 79 afios, en las zonas rurales varia del 1.4% al 7.9%, mientras que
en las zonas urbanas es del 1% al 46% (7) .

Las razones que explican la creciente pandemia de DM son multiples incluyendo el
envejecimiento de la poblacion, el desarrollo econdémico, la urbanizacion, habitos
alimenticios poco saludables y estilo de vida sedentario (2).

Las complicaciones cronicas de la DM clasificadas en micro y/o macro vasculares,
impactan negativamente la calidad de vida, y tienen una alta morbimortalidad en estos
pacientes. Una de las condiciones cronicas de la DM que comparte en su fisiopatologia
una complicacion macrovascular (enfermedad arterial periférica) y microvascular
(neuropatia diabética) es la UPD, la cual tiene una prevalencia global aproximada de
6.3%, siendo mas frecuente en hombres (4.5%) en comparacion con las mujeres (3.5%)
como fue descrito en un meta-analisis publicado en 2017 por Zhang, P y colaboradores
(8). Este mismo estudio concluydé que los pacientes con UPD presentan edad mas
avanzada, mayor grado de hipertension arterial, neuropatia diabética y antecedentes de
tabaquismo que los pacientes con DM sin Ulceras (8). Las mayoria de las UPD, se forman
sobre areas de prominencias dseas, siendo las ubicaciones mas frecuentes la zona plantar
de la cabeza de los metatarsianos, el talon y la zona dorsal de los dedos (9).

La tasa de recurrencia de la UPD es alta, se estima que el 40% de los pacientes la
presentan al afio, el 60% a los 3 afios y el 65% a los 5 afios (10). La UPD, precede y es la
responsable del 85% de todas las amputaciones de extremidades inferiores en pacientes
con DM (11), y la mortalidad estimada a los 5 afios después de este procedimiento es del
50%. (Guia Colpedis 2019).

2.3 Ulcera de pie diabético: fisiopatologia

La UPD y la amputacién de la extremidad que son consecuencia de la neuropatia
diabética y la enfermedad arterial periférica son muy comunes, y representan las
principales causas de morbimortalidad en pacientes con DM (10). De acuerdo al
consenso internacional sobre el pie diabético (International Working Group on the
Diabetic Food), la UPD se define como una lesion de espesor total (full-thickness) de la

piel que penetra a la dermis. Su localizacidn debe estar circunscrita a debajo del tobillo, y
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su duracion es indeterminada (12). La fisiopatologia del desarrollo de la UPD tiene varios

componentes principales, como son: (i) neuropatia motora (deformidad del pie y

alteracion biomecanica), (ii) neuropatia sensitiva (pérdida de la sensacidn protectora) y

(iii) neuropatia autonémica (disminucion de la sudoracion y piel seca), esto sumado al

trauma externo repetitivo, conlleva a la aparicion de helomas y hemorragias subcutaneas,

que conducen finalmente a la aparicion de la UPD (Figura 2). A su vez, la presencia de

enfermedad arterial periférica impide la cicatrizacion de la misma, aumentando el riesgo

de infeccién y amputacion (10).

Figura 2. Fisiopatologia de la UPD. (Imagen tomada de N Engl J Med 2017)
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2.4 Ulcera de pie diabético: clasificacion

Existen multiples sistemas de clasificacion para la UPD (entre ellos Meggitt-Wagner,

Universidad de Texas, Gibbons, Forrest y Gamborg-Neilsen, Pecoraro y Reiber, Brodsky,

entre otras), no obstante, ninguno es aceptado de forma unanime. Por esta razon el “The

International Working Group of the Diabetic Foot”, creo un sistema de clasificacion

especificamente con fines de investigacion, y clasifica la UPD basandose en 5 pardmetros

clinicos: (i) perfusion, (ii) tamafio, (iii) profundidad y pérdida de tejido, (iv) infeccion y

(v) sensacion (12). Este sistema de clasificacion se utiliz6 en el estudio original

mencionado previamente, y se describe a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de UPD, segun The International Working Group of the Diabetic

Foot.
Grado Tamafio Perfusion Profundidad/perdida Infeccion Sensacion
de tejido

1 <1lcm? Pulso Ulcera superficial de | Ausente Sensibilidad
pedioftibial espesor total. protectora
posterior Profundidad hasta la conservada
palpable dermis.

No hay compromiso de
estructuras profundas.

2 1-5cm? Sintomas y Ulcera profunda. Involucra piel y | Pérdidade la
signos de Compromiso de | tejido sensacion
enfermedad estructuras subcutaneas | subcuténeo (sin | protectora,
arterial como fascia, musculo | involucrar tejido | ausencia de la
periférica. y/o tenddn profundo) percepcion en el

pie afectado

3 >3 cm? Sintomas y Compromiso de todas | Infeccibn que | Pérdida de la
signos de las capas subyacentes a | involucra sensacion
enfermedad la del pie, incluyendo | estructuras mas | protectora,
arterial hueso y/o articulaciones. | profundas que la | ausencia de la
periférica. piel y el tejido | percepcion en el

subcutaneo. pie afectado.
No hay

respuesta

inflamatoria

sistémica.

Eritema > 2 cm.

4 >3 cm? Sintomas y Compromiso de todas | Respuesta Pérdida de la
signos de las capas subyacentes a | inflamatoria sensacion
enfermedad la del pie, incluyendo | sistémica. protectora,
arterial hueso y/o articulaciones. ausencia de la
periférica. percepcion en el

pie afectado.
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2.5 Proceso de cicatrizacion de heridas

El proceso de cicatrizacién de heridas, es posible gracias a una serie orquestada de
eventos celulares y moleculares que ocurren en 4 etapas distintas pero superpuestas (13),
las cuales se describen a continuacion.

(i) Hemostasia: representa la primera etapa de la cicatrizacion en la cual se produce una
vasoconstriccion local, acompafiada de la formacion de un coagulo para evitar una mayor
pérdida sanguinea.

(if) Fase inflamatoria: en la cual ocurre un influjo de leucocitos a la zona lesionada
(neutréfilos y macrofagos), con el fin de eliminar desechos de la herida y prevenir la
infeccion. Esta fase inicia en las primeras 24 horas y puede extenderse hasta 2 dias.

(iii) Proliferacion: en esta fase se produce la reepitalizacion, angiogénesis y formacion de
tejido de granulacion, mediante el reclutamiento de varias células incluyendo células
madre, queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales. Este proceso inicia a partir de
las primeras 48 horas y puede continuar hasta el dia 14.

(iv) Remodelacion: durante esta etapa los fibroblastos reorganizan la matriz de colageno
formando un sello resistente en la herida, ademas, se produce un intento por recuperar la
estructura tisular normal.  Esta etapa aparece entre 2 a 3 semanas después de que se
origina la lesion y puede durar un afio 0 mas.

Una alteracion en cualquiera de estas etapas puede conducir al desarrollo de heridas
crénicas que no cicatrizan o formacidn excesiva de cicatrices. La cicatrizacion deteriorada
representa una alta carga economica y de salud, siendo la DM vy el envejecimiento, los
principales factores de riesgo (14).

En particular, en los pacientes diabéticos ocurre un deterioro en el proceso de la
cicatrizacion de las lesiones cutaneas, lo que conduce al desarrollo de Ulceras cronicas.
La hiperglucemia desencadena varios mecanismos fisiopatolégicos que participan en la
alteracién de la cicatrizacion como son: (i) disminucion de neuropéptidos, los cuales son
neuromoduladores implicados en el proceso de cicatrizacion de heridas, entre estos se
destacan el neuropéptido Y (NYP) , sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen
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de la calcitonina (CRGP) (ii) aumento en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias,
(i) hipoxia tisular que amplifica la respuesta inflamatoria y aumenta los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), (iv) niveles elevados de
metaloproteinasas (MMP, por sus siglas en ingles) y (v) disminucion de los inhibidores
tisulares de MMP (TIMPs, por sus siglas en inglés) (15). A su vez, en los pacientes
diabéticos también se han descrito alteraciones en las 4 etapas del proceso de
cicatrizacion. Es el caso de la fase de hemostasia en donde se presenta
hipercoagulabilidad y disminucion de la fibrindlisis (11). En la fase inflamatoria ocurre
tanto una alteracion en el patrén de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias por parte de
los neutréfilos, como una disminucion de la funcionalidad de estas células, lo cual
aumenta el riesgo de infeccion en el sitio de la lesion (11). Adicionalmente, se altera el
proceso de transicion de macréfagos M1 (pro inflamatorios) a macréfagos M2 (anti-
inflamatorios), lo cual lleva a una fase inflamatoria cronica (16). Los macréfagos M1
secretan factores inflamatorios como son: factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, por sus
siglas en inglés), interleucinas (IL) 1B, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23, ROS y especies
reactivas de nitrogeno (NOS, por sus siglas en inglés), mientras que los M2, secretan IL-
10, factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1, por sus siglas en inglés), los cuales
promueven la regeneracion de tejidos y la angiogénesis.

Por otra parte, la fase de proliferacién también se ve afectada por la presencia de los ROS
y los NOS, los cuales afectan la migracion de los fibroblastos y los queratinocitos, asi
como también su capacidad proliferativa. Estas alteraciones causan una reepitelizacion
deficiente, retrasando asi el proceso de cicatrizacion (17). Por ultimo, los niveles elevados
de MMP-9 y los ROS, alteran la angiogénesis y por ende se reduce al aporte sanguineo al
sitio de lesion, alterando el proceso de remodelacion, lo cual contribuye al cierre
defectuoso de la herida (17). La Figura 3, esquematiza la fisiopatologia de la cicatrizacion

de heridas en pacientes con DM.
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Figura 3. Fisiopatologia de la cicatrizacion de heridas en pacientes con DM. (Imagen

tomada de Science Translational Medicine 17 Mar 2021, vol. 13).

2.6 Tratamientos actuales

Lo tratamientos convencionales para la UPD incluyen terapia desbridante quimica o
quirtrgica y el uso de apositos estandar bien sea secos o humedos, los cuales buscan
proteger las Ulceras de posibles traumas, absorben el exudado y pueden mejorar la
infeccidon y promover la cicatrizacion. Cada uno de estos tipos de apdsitos tienen ventajas
y desventajas, como se describen a continuacion. Los apositos secos, previenen la
infeccidn, pero retrasan la cicatrizacion ya que las células requieren de humedad para su
proceso de proliferacion y diferenciacion. Por otra parte, los ap6sitos himedos controlan
este factor, pero aumentan el riesgo de desarrollar infeccion. El avance tecnolégico ha
permitido el desarrollo de apositos mas sofisticados como son: espuma hidrofilica,
hidrogeles, hidrocoloides poliuretanos, alginatos y apdésito activos (con plata, carbon,
silicona, colageno, entre otros) (18), sin embargo tienen como limitante su costo elevado

y disponibilidad limitada. Otra estrategia importante para el tratamiento de la UPD, es la
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descarga de la presion en el sitio de la Glcera, mediante la redistribucién de las fuerzas de
carga a través de la superficie plantar del pie, evitando asi la fuerza excesiva en el sitio de
la lesion (18).

En la actualidad existen otras terapias mas complejas como son:

(i) Presion negativa: en la cual se utiliza un apoésito al vacio (presion sub-atmosférica),
para mejorar el flujo sanguineo local, inducir la contraccion de la herida, promover la
granulacion y angiogénesis, eliminar el exudado de la herida, disminuir el edema local y
reducir la colonizacion bacteriana (19).

ii) Estimulacion eléctrica: la cual estimula la liberacién de 6xido nitrico (NO, por sus
siglas en ingles), causando un aumento en el flujo sanguineo local. A su vez, este posee
propiedades antibacterianas al generar peroxinitrato (NOs), mediando el proceso de
epitelizacion, angiogeénesis y deposito de colageno (20).

iii) Oxigenoterapia hiperbarica: consiste en una terapia de difusion e inhalacion de
oxigeno en dosis altas a corto plazo, mediante una camara hiperbéarica. Esta terapia puede
estimular la angiogénesis y la formacion de tejido de granulacion, mejorando la funcién
de los leucocitos y movilizando células madre desde la médula dsea (21). A pesar de
estos avances tecnologicos, estos abordajes son efectivos solo en el 50% de los pacientes
(4), y el porcentaje restante presentan recuperacion temporal o imperfecta, lo cual
aumenta el riesgo de pérdida de la extremidad.

Con el objetivo de abordar este problema clinico, en los ultimos afios ha surgido la
medicina regenerativa con multiples abordajes biol6gicos como son los: substitutos de
piel, materiales bio-activos, factores de crecimiento o células madre, entre otros. De
particular interés para este trabajo de investigacion, se abordard a las células madre
mesenguimales (MSCs), las cuales en numerosos estudios clinicos han demostrado ser
seguras Y eficaces para el tratamiento de la UPD. Estos estudios coinciden que las MSCs
aceleran el cierre de la herida, mejoran los parametros clinicos y previene la amputacion
de la extremidad (22).

2.7 Células madre mesenquimales
Las MSCs fueron descritas por primera vez por Alexander Friedenstein y colaboradores

en 1968 (23). En ese entonces, fueron definidas como células clonogénicas adherentes,
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similares a fibroblastos, con una alta capacidad de replicacion in vitro, y cruciales en el
soporte del estroma hematopoyético (24). Posteriormente, se determind que tenian la
capacidad de diferenciarse en varios linajes de origen mesodérmico como: osteoblastos,
condrocitos y adipocitos (24). A la fecha, se han definido como un grupo heterogéneo de
células pluripotentes, no diferenciadas y auto-renovables presentes en el estroma tanto de
tejidos adultos (médula Osea, tejido adiposo y mdsculo, entre otros), como en tejidos
fetales (placenta, cordon umbilical, gelatina de Wharton y liquido amnidtico) (25).
Aunque la médula 6sea ha sido una de las fuentes mas utilizadas para la obtencién de las
MSCs, en los ultimos afios se han aislado de otros tejidos, debido a lo invasivo del
aspirado de médula Osea, con los riesgos inherentes al procedimiento como son la
infeccion y dolor intenso y crénico en el donante.

Las MSCs poseen multiples propiedades que las hace atractivas para los diversos
abordajes terapéuticos, destacandose: (i) facilidad de aislamiento y cultivo, (ii)
plasticidad, (iii) tropismo hacia los sitios de lesion, (iv) capacidad anti-inflamatoria, anti-
apoptotica, inmunomoduladora, anti-microbiana y angiogenica (26). Ademas, las MSCs,
carecen de la expresion del antigeno leucocitario humano (HLA) de clase I, esto hace que
no tengan restriccion inmunologica y no estimulen la alorreactividad, siendo capaces de
escapar de la lisis producida por los linfocitos T citotoxicos y las células asesinas
naturales (NK, por sus siglas en inglés), convirtiendo a las MSCs, en una opcion
terapéutica segura para el receptor (22). Todas estas propiedades han permitido el uso de
MSCs no solo en el tratamiento de la UPD, si no también en otras enfermedades cronicas
como enfermedades degenerativas, cardiovasculares, osteomusculares, neurologicas e

inmunoldgicas.

2.8 Mecanismos terapéuticos de las MSCs en lesiones cutaneas

A la fecha, se han postulado dos mecanismos por los cuales las MSCs, promueven la
cicatrizacion de lesiones cutaneas; el primero de ellos es la diferenciacion y/o
transdiferenciacion. La diferenciacion consiste en la capacidad que tienen las MSCs en
dar origen a células derivadas del mesodermo, como son los pericitos y las células

endoteliales; mientras que la transdiferenciacion consiste en la capacidad que tienen las
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MSCs en dar origen a células de otro linaje celular no mesodérmico, como son las células:
epiteliales, de las glandulas sebaceas, foliculares y dendriticas, entre otras (27).

Debido a que aln es controvertida la teoria de que las MSCs pueden contribuir
significativamente a la reparacion tisular a traves de la diferenciacion o
transdiferenciacion, ha surgido el segundo mecanismo terapéutico de las MSCs que
consiste en la produccién de factores solubles bio-activos (factores de crecimiento,
citoquinas, proteinas especificas, entre otros) (27). Esta teoria se fundamenta en diversos
estudios preclinicos como el de Wu y colaboradores, quienes utilizando un modelo de
herida por escision en ratones diabéticos y no diabéticos, evidenciaron que solo un
pequefio porcentaje de las MSCs migraron al sitio de la lesiébn por las sefiales
quimiotécticas, se incorporaron y sobrevivieron en el tejido lesionado (28). Otro estudio
preclinico que apoya esta teoria es el realizado por Basiouny y colaboradores en ratas
albinas, donde demostraron que la aplicacion de MSCs, no debe realizarse necesariamente
en el sitio de la lesion para promover la cicatrizacion de la herida, ya que en este estudio
la aplicacion de las MSCs tanto sistémica como local fue igual de efectiva (29).

En particular para las lesiones cutaneas, las MSCs secretan numerosos factores solubles
como son: IGF-1, factor de crecimiento de queratinocitos (KGF, por sus siglas en inglés),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), factor de
crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés), eritropoyetina (EPO, por sus
siglas en inglés), factor 1 derivado de células estromales (SDF-1, por sus siglas en inglés),
angiopoyetina 1 (Angl, por sus siglas en inglés), Ang2, entre otros, los cuales participan
en las diferentes etapas del proceso de cicatrizacion de heridas, estimulando diferentes
mecanismos como son: formacion de tejido de granulacidn, neovascularizacion (30),
inhibicion de la inflamacion, inmunomodulacién, inhibicion del estrés oxidativo (OS, por
sus siglas en ingles), accion antiapoptoética, activacion de la migracion, la proliferacion y
la diferenciacion de células progenitoras endogenas, formacion y remodelacion de la
matriz extracelular y accion anti-fibrética (31, 32).

El efecto terapéutico de estos factores solubles de las MSCs ha sido comprobado en
diferentes productos derivados de las MSCs, como son: los exosomas (hano-vesiculas,
que contienen entre otras moléculas miARN que desempefian un papel importante en el

control de la expresion génica) (33) o los medios condicionados (que contienen
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numerosos factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas y proteinas, entre otros)
(34). El efecto terapéutico de estos factores solubles se atribuye a alguno de los siguientes
mecanismos: (i) supresion de la apoptosis, (ii) incremento de la angiogénesis, (iii)
remodelacion de la matriz extracelular, (iv) estimulacion de la proliferacion celular y (v)

modulacion de la respuesta inflamatoria (35, 36).

2.9 Derivados acelulares de células madre mesenquimales (dacMSCs) en lesiones
cutaneas

En un estudio reciente en un modelo pre-clinico (lesiones cutaneas en ratones diabéticos),
se evidencié que los dacMSCs (moléculas bioactivas pleitrépicas), producidos por las
MSCs son mas eficaces en el cierre de las lesiones en comparacion con las MSCs debido
a que: (i) incrementan el cierre de la lesion en menor tiempo, (ii) inducen una mayor
union dermo-epidérmica, (iii) disminuyen la respuesta inflamatoria, (iv) incrementan la
formacion de tejido de granulacion, (v) aumentan la densidad de las fibras de colageno y
(vi) promueven la regeneracion de anexos cutaneos (glandulas sebaceas, sudoriparas y
foliculos pilosos) (27). Estos resultados sugieren que la presencia de las células no es
necesaria para promover la regeneracion cutanea, y que pueden ser una estrategia
terapéutica atractiva y segura para el tratamiento de lesiones cutaneas. En este contexto,
se demostrd de manera reciente en una prueba de concepto en humanos (37) y un ensayo
clinico (fase 1/11) en UPD tipo 1 y 2 que los dacMSCs alogénicos, son seguros y efectivos
para la regeneracion cutanea.

Estos hallazgos refuerzan aun mas la teoria de que la principal accion terapéutica de las
MSCs, en la reparacion de las lesiones cutaneas, esta mediada por las moléculas bio-
activas pleitropicas que secretan y que regulan la respuesta celular y molecular del tejido

lesionado.

3. ESTADO DEL ARTE

Se estima que la prevalencia mundial de DM aumentara a casi 600 millones de personas
para el 2035, y alrededor del 80% de estos pacientes viviran en paises en desarrollo (38).

Los paises con mayor numero de personas con DM son: China, India y Estados Unidos.
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En Latinoamérica, Brasil y México son los paises que mayor aporte hacen al global de
personas con el diagnostico de esta patologia (39). En Colombia la prevalencia estimada
de DM tipo 2, reportada por la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas
en inglés) es el 7.3%.

Cada afo méas de 1 millon de personas con DM pierden al menos una parte de su pierna
como consecuencia de las complicaciones de la diabetes. Esto se traduce en la estimacion
de que cada 20 segundos se pierde una extremidad inferior debido a esta enfermedad en
algun lugar del mundo (38). Los tratamiento actuales disponibles como apdsitos de alta
tecnologia, terapia de presion negativa, estimulacion eléctrica y oxigenoterapia
hiperbarica, tienen un alto costo, y son efectivas solo en la mitad de los pacientes (4). Por
este motivo la medicina regenerativa en particular con las MSCs o con sus dacMSCs,
aparece como una estrategia atractiva para el tratamiento de la UPD.

Numerosos estudios clinicos evidencian la seguridad y la eficacia del uso de las MSCs en
el tratamiento de esta comorbilidad de las DM, a continuacion, se describen algunos de
los estudios mas recientes.

En 2021, Carstens y colaboradores (40), publicaron un ensayo clinico fase | que busco
determinar la seguridad y eficacia de la administracion local de células aut6logas de la
fraccion vascular estromal derivada de tejido adiposo, para el tratamiento de las UPD
crénicas con un diametro mayor de 3 cm. En este estudio, se captaron 63 participantes
con DM tipo 2, todos candidatos para amputacion, quienes fueron tratados con 30 x 10°
células de la fraccion vascular estromal, las cuales se inyectaron en el lecho y la periferia
de la Ulcera y a lo largo de las arterias pedias. EIl tiempo de seguimiento para evaluar el
cierre de la Ulcera fue a los 6 y 12 meses post-tratamiento, ademas se realizd ecografia
Doppler para determinar los parametros estructurales vasculares. Los resultados
evidenciaron que a los 6 meses post-tratamiento, 51 de los participantes tenian un cierre
total de la UPD y 8 sujetos tenian > 75% de cierre. Tres de los participantes sufrieron
amputaciones tempranas y un sujeto fallecié. A los 12 meses post-tratamiento, 50
participantes tenian una cicatrizacion total de la UPD y 4 tenian > 85% de cierre. Durante
el estudio no se registraron eventos adversos graves relacionados con el tratamiento. Se
reportaron 5 fallecimientos durante el seguimiento clinico, ninguno de estos estuvo

relacionado con la intervencion. Los estudios Doppler revelaron un incremento en la
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velocidad sistélica maxima y el indice de pulsatilidad en 33 de 33 arterias, consistente con
un aumento del flujo de la arterial distal. Estos hallazgos indican que la fraccion vascular
estromal es eficaz y seguro para el tratamiento de las UPD.

En 2020, Zhao y colaboradores, evaluaron el efecto combinado del uso de células MSCs
derivadas de cordon umbilical y células formadoras de colonias endoteliales derivadas de
la sangre del cordon umbilical (ECFC) en 12 pacientes con UPD refractarias. Se observo,
que los participantes a los que se les inyectaron las células mostraron un cierre mas rapido
de la UPD dentro de la primera semana después del tratamiento, en comparacién con las
UPD del grupo control (Glceras manejadas con terapia convencional y cubiertas con
vendajes de hidrocoloides). Ademas, la tasa de cicatrizacion después del trasplante de
celulas fue significativamente mas rapida que antes de la inyeccion. Posterior a cuatro
semanas de tratamiento celular combinado, se logro el cierre de la herida en seis
participantes y las UPD de los otros seis participantes redujeron significativamente su
tamafo. Estos resultados sugieren que la combinacion de MSCs derivadas de corddn
umbilical y células ECFC es segura y poseen un efecto sinérgico, acelerando el cierre de
las UPD (41).

Moon y colaboradores en 2019, realizaron un estudio clinico con 54 participantes quienes
padecian UPD con un tamafio entre 1 a 25 cm?, sin signos de infeccion. Los participantes
fueron aleatorizados en dos grupos: (i) participantes que recibieron MSCs alogénicas
derivadas de tejido adiposo inmersas en una matriz de hidrogel (10° células/lamina) (ii)
participantes que fueron tratados con una pelicula de poliuretano (grupo control). La
eficacia, medida como cierre completo de la UPD a las 12 semanas se logré en el grupo
de intervencion en el 82% de los participantes (18 de 22 pacientes) vs. el 53% en el grupo
control (9 de 17 pacientes) (p < 0.053). La mediana de tiempo para la cicatrizacion
completa de la UPD fue de 28.5 dias para el grupo que recibi6 MSCs y 63 dias para el
grupo control (p <0.007). No hubo diferencias estadisticamente significativas en la tasa
de incidencia de efectos adversos entre los dos grupos (42).

En el 2017 el grupo de Makdimova (43) realizaron un estudio piloto con tres pacientes
con diabetes tipo 2 quienes presentaban UPD neuropaticas (clasificacion Texas estadio A

grado 2). A los participantes se les administré de manera topica una dosis de 4x10*

Protocolo V-01 — 26 de febrero 2020 23



MSCs autdlogas/cm? derivadas de médula dsea. En los tres participantes se observo un
incremento significativo en el cierre de la UPD hasta su completa cicatrizacion.

Qin y colaboradores en 2016, publicaron en un ensayo clinico que evaluo el uso de MSCs
derivadas de cordon umbilical humano (infusion endovascular + inyeccion alrededor de la
Ulcera), después de angioplastia para el tratamiento de pie diabético. Se incluyeron 53
participantes con sintomas severos de enfermedad arterial periférica (Fontaine I1-1V), de
los cuales 25 fueron asignados al grupo control (solo angioplastia) y 28 correspondieron
al grupo experimental (angioplastia + MSCs). En los 3 meses de seguimiento se observo
una mejoria significativamente mayor y mas estable en la temperatura de la piel, indice
tobillo brazo y presion transcutanea de oxigeno en el grupo de intervencion, ademas de un
aumento significativo en la aparicion de neovasos, acompafiado de una cicatrizacion
completa de la Glcera en el grupo de intervencion en comparacion con el grupo control.
(44) .

En este mismo afio Jiang y colaboradores, realizaron una revision sistémica y meta
analisis que incluyo 10 ensayos clinicos aleatorizados que evaluaron el uso de BM-MSCs
autologas en el tratamiento de UPD. Se determiné que la terapia basada en BM-MSCs, se
asocio con una mayor tasa de cicatrizacion de las UPD (curacion parcial RR: 3.07, IC:
1.14-8.24, p <0.03 y para curacion completa RR: 2.26, IC: 1.48-3.16, p<0.001). Ademas,
la terapia con BM-MSCs se asocio a una mayor reduccion en el tamafio medio de la UPD
(diferencia media estandar (SMD): —0.63, 95% IC=-1.03 —0.22, p<0.002) (45).

En 2014, Lawrence y colaboradores realizaron un ensayo clinico aleatorizado
multicéntrico que comparé la matriz Grafix® (membrana placentaria criopreservada, que
contiene una matriz rica en colageno, factores de crecimiento, citoquinas y células
nativas: MSCs, células epiteliales y fibroblastos), con terapia convencional en pacientes
con UPD. La proporcion de pacientes que lograron el cierre completo de la UPD, fue
significativamente mayor en el grupo de Grafix® (62%) en comparacion con el grupo
control (21% p<0.019). La mediana del tiempo hasta la curacion de la Glcera fue de 42
dias en pacientes con Grafix en comparacion con 69,5 dias en los controles ( p<0.019)
(46).

Jain P y colaboradores realizan otro estudio comparativo en 2011, entre MSCs autdlogas

derivadas de médula 6sea (n=25) vs. células mononucleares aut6logas derivadas de sangre
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periférica (MNC-SP) (n=23). Este estudio clinico controlado aleatorizado demostrd
nuevamente que las MSCs derivadas de médula 6sea mejoran la cicatrizacion de las UPD.
A las dos semanas post-tratamiento el grupo que recibié las MSCs presentd un cierre
temprano de la lesion del 17,4% vs. el grupo tratado con MNC-SP que tuvo un cierre del
4,84%. Doce semanas post-tratamiento el cierre fue mayor: 36,4% grupo MSCs vs.
27.32% grupo MNC-SP. No se observo algin evento adverso post-tratamiento de las
MSCs, como tampoco dolor o malestar significativo (47).

Dash y colaboradores en 2009 realizaron un estudio clinico controlado aleatorizado con
MSCs aut6logas derivadas de médula ésea en 24 pacientes con UPD y enfermedad de
Buerger (48). Los resultados mostraron que tras la aplicacion de las MSCs se observo una
mejoria significativa en los parametros clinicos evaluados (aceleracion en la cicatrizacion
y disminucién en la claudicacion) comparado con los pacientes del grupo control quienes
recibieron tratamiento estandar.

En 2007, Falanga y colaboradores, realizaron un ensayo clinico con MSCs aut6logas
derivadas de médula dsea en diferentes tipos de ulceras (Ulceras agudas (n=5) y cronicas
por insuficiencia venosa y neuropatia diabética (n=6)) (49). En el caso particular de las
Ulceras cronicas estas presentaban mas de 1 afio de evolucion y fueron refractarias a
diversos tratamientos incluyendo apositos estandar, aplicacion del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF-BB) y cultivos de piel. Al tratar las Glceras con 1x108 MSCs
por cm? se indujo un cierre temprano de la herida (10%) entre 2 a 4 semanas post-
aplicacion. En un periodo de 16-20 semanas, cinco de los pacientes mostraron una
reduccion del 40% en el tamafio de la herida. Uno de los pacientes tuvo un cierre total en
este periodo y correspondié a una Ulcera de 10 afios de evolucidn. En los pacientes no se
reportd algun incidente de bioseguridad tanto en el procedimiento de aspirado de la
médula 6sea como durante la aplicacion de las MSCs.

En cuanto al uso de los dacMSCs para el tratamiento de la UPD, en el 2017 Arango y
colaboradores publicaron un estudio preclinico, en un modelo de ratones diabéticos con
heridas por escision de espesor total, en el cual compararon la eficacia terapéutica de los
dacMSCs, frente a las BM-MSCs y un grupo control (administracion de vehiculo) en el
cierre de la herida y en la regeneracion cutdnea. Los hallazgos de este estudio

demostraron que los dacMSCs, son mas eficaces en la cicatrizacién de heridas y la
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regeneracion cutanea en comparacion con las BM-MSCs y el vehiculo. Ademas, de que
los dacMSCs aceleran el cierre de la herida, reducen la infiltracion leucocitaria e
incrementan la formacion de tejido de granulacion en estadio maduro (27).
Fundamentados en este estudio pre-clinico el mismo grupo de investigacion llevé a cabo
un ensayo clinico aleatorizado para evaluar la seguridad y eficacia de los dac-MSCs como
abordaje terapéutico para el tratamiento de la UPD en la poblacion colombiana. De
nuestro conocimiento este estudio clinico es el Gnico a la fecha que evalla la seguridad y
la eficacia de los dac-MSCs en UPD.

Del ensayo clinico en mencidn se publicé en 2020, un reporte de caso donde se incluyeron
3 pacientes con UPD tipo 2, los cuales fueron aleatorizados para recibir alguno de los
siguientes tratamientos: dac-MSCs, BM-MSCs o manejo convencional (apésito de alta
tecnologia-PolyMen). Los resultados evidenciaron que los participantes tratados con dac-
MSCs o BM-MSCs, tuvieron un cierre méas rapido de la UPD en comparacion con el
participante que recibio la terapia convencional. Lo hallazgos de este estudio sugieren
que los dac-MSCs son seguros y presentan un efecto terapéutico similar que las BM-
MSCs en el cierre de la UPD (37). Estos resultados concuerdan con los estudios
preclinicos, en los que se plantea que la accidn terapéutica de las MSCs en reparar las
lesiones cutaneas es dada por la secrecion de citoquinas y factores de crecimiento que
regulan la respuesta celular, ademas de contribuir en la diferenciacion de células

especializadas (50).

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢En pacientes con UPD, los dac-MSCs, incrementan la velocidad y cinética de cierre de la

Ulcera en comparacion con las BM-MSCs o el tratamiento convencional?

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar el potencial terapéutico del producto basado en los dac-MSCs como tratamiento

para potenciar el cierre de las UPD tipo 1y 2.
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5.2 Objetivos especificos

— Determinar la cinética de cierre de la UPD tipo 1 y 2 de acuerdo al tratamiento
recibido (dac-MSCs, BM-MSCs y convencional).

— Establecer la velocidad de cierre de la UPD tipo 1 y 2 de acuerdo al tratamiento
recibido (dac-MSCs, BM-MSCs y convencional).

— Comparar la efectividad terapéutica de los tratamientos (dac-MSCs, BM-MSCs y

convencional).

6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio

Se realizard un analisis secundario de los datos obtenidos del ensayo clinico titulado:
"Derivados acelulares de las células madre mesenquimaticas: un nuevo producto
alternativo y de potencial masificacion para el tratamiento de Ulceras de pie diabético

tipoly2".

6.2. Poblacion
Pacientes de Foscal y Foscal Internacional que presenten UPD tipo 1 y 2, con edades
comprendidas entre los 40 y 80 afios y que ingresen a través del area de urgencia,

hospitalizacion o en consulta externa.

6.3 Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion y exclusion se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion Edad: 40 a 80 afos.

Diagnostico confirmado de diabetes.

Presencia de Ulcera(s) neuropaticas en miembro(s)
inferior(es), tipo 1y 2, por lo menos con 2 meses de

duracion.

Protocolo V-01 — 26 de febrero 2020 27



Area de las ulcera(s) entre 0,5y 5 cm?.

Pacientes que requieran o no intervenciones quirdrgicas o

endovasculares para mejorar la perfusion de la extremidad.

Pacientes con presion transcutanea de oxigeno mayor de 30
mm Hg.

Criterios de exclusion Historia de una de las siguientes enfermedades: cancer,
enfermedad coronaria sintomatica, enfermedad cerebral,

enfermedad hematoldgica primaria y osteomielitis.

Consumo de farmacos inmunosupresores y medicamentos

citotéxicos.

Proceso infeccioso sistémico activo

6.4 Muestra y recoleccion de datos

Se tomaron algunos de los datos de los participantes del estudio clinico titulado
“Derivados acelulares de las células madre mesenquimaticas: un nuevo producto
alternativo y de potencial masificacion para el tratamiento de Ulceras de pie diabético
tipo 1y 2", el cual evalué la seguridad y la eficacia de los dac-MSCs en UPD.

A partir del estudio en mencion se obtuvo la siguiente informacion de los participantes
independiente de los tratamientos asignados (dac-MSCs, BM-MSCs o convencional): (i)
caracteristicas demograficas, (ii) datos clinicos y (iii) medidas del area de la UPD en los

diferentes tiempos.

6.5 Hipotesis
Ha: La cinética de cierre de las UPD tipo 1y 2 es mayor en los participantes tratados con
los dac-MSCs en comparacion con los participantes manejados con BM-MSCs o terapia

convencional.
Ho: La cinética de cierre de la UPD tipo 1 y 2 es igual o menor en los participantes

tratados con los dac-MSCs en comparacién con los participantes manejados con BM--

MSCs o terapia convencional.
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Hi: La velocidad de cierre de la UPD tipo 1y 2 en los participantes tratados con los dac-

MSCs es mayor en comparacion con los participantes manejados con BM-MSCs o terapia

convencional.

Ho: La velocidad de cierre de la UPD tipo 1y 2 en los participantes tratados con los dac-

MSCs es menor o igual en comparacion con los participantes manejados con BM-MSCs o

terapia convencional.

6.6 Variables

Las variables a analizar en el presente estudio se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables a evaluar en el estudio.

Nombre de Definicion Definicion Tipo Posibles valores

la variable conceptual operacional

Demograéficas

Edad Tiempo cronologico | Afios cumplidos | Cuantitativa | 40 afios a 80
de vida transcurrido | desde la fecha de | continua afios
de una persona desde | nacimiento.
su nacimiento.

Sexo Sefiales anatomicas y | Conjunto de seres | Cualitativa | 1. Femenino
fisiolégicas de una | pertenecientes a | nominal 2. Masculino
persona  que lo| un mismo sexo,
distinguen entre | masculino 0
masculino y | femenino
femenino.

Variables clinicas

Tipo de | Lesibn de espesor | Tipo 1: Cualitativa | 1. Tipo 1

Ulcera total de la piel que | Tamafio < 1 cm?, | nominal 2. Tipo 2

penetra a la dermis.

Su localizacién debe

profundidad hasta

la dermis, no
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estar circunscrita a
debajo del tobillo, y
su duracién es

indeterminada

signos ni
sintomas de
enfermedad

arterial periférica
(EAP), pulsos
presentes,
ausencia de
infeccion y
preservacion  de
modalidades

sensoriales.

Tipo 2:

Tamafio 1 — 5
cm?, Glcera
profunda.
Compromiso de
estructuras
subcutaneas como

fascia, musculo

y/o tendon.
Infeccion:
Infeccion que
involucra la piel y
el tejido

subcutaneo  (sin
involucrar tejidos
profundos)

Pérdida de Ila
sensacion
protectora,
ausencia de la
percepcion en el
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pie afectado.

Miembro Extremidad que se| Datos obtenidos | Cualitativa | 1.1zquierdo
inferior encuentra unida al | del instrumento | nominal 2.Derecho
afectado tronco a través de la | de recoleccion de

pelvis mediante la | datos.

articulacion de la

cadera.
Zona del | Region anatémica del | Datos obtenidos | Cualitativa | 1.Dedos
miembro miembro inferior | del  instrumento | nominal 2.Planta del pie
inferior donde se localiza la | de recoleccion de 3.Talén
afectado Ulcera datos 4. Tobillo

5. Pantorrilla
Tamafio de la | Dimension fisica de | Medidas en | Cuantitativa | Area (cm?)
Ulcera la Glcera centimetros (cm) | continua
Cinética del | Disminucién del | ((area inicial-area | Cuantitativa | Porcentaje  de
cierre de la | tamafio de la Glcera actual) /area | continua cierre
Ulcera inicial) x100
Velocidad o | Cambio del area de | AAe=AA/dia (51) | Cuantitativa | Centimetro
tasa de cierre | superficie por dia Donde: continua cuadrado
de la Glcera AA=area inicial- (cm?)/dia
area final

Variable metabdlica

Hemoglobina
glicosilada
HbAlc.

Fraccién de

hemoglobina a la que

se ha fijado Ila
glucosa.

Evalua el promedio
de los niveles de

glucosa en sangre en

los Gltimos 3 meses.

Concentracién en
porcentaje de
HbAlc

Cuantitativa

continua

Porcentaje  de
HbAlc
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6.7 Plan de anélisis de datos

Los datos se informaron como la media + desviacién estandar (DE). Una vez comprobada
la normalidad estadistica mediante las pruebas de Jarque-Bera y Shapiro-Wilks, la
comparacion entro los grupos experimentales se realizd mediante la prueba de ANOVA
seguido del post-test de comparacién multiple de Bonferroni (p <0,05). Se utilizd el
software Stat Graph Prism 5.0 para el analisis estadistico.

Se calculé la funcién de sobrevida de la Glcera hasta su cierre al 50% y 100% mediante el
método de Kaplan-Meier y se realizaron comparaciones segun el tratamiento mediante el
método de riesgos proporcionales de Cox, para encontrar diferencias en la sobrevida de la
UPD al comparar los dos tratamientos (BM-MSCs o dac-MSCs) versus el tratamiento
convencional ajustado por edad y HbAlc basal. Se presentaron en forma de gréficas con
sus respectivos valores de p.

Se realiz6 ademas un andlisis de cociente de riesgo (HR, por sus siglas en ingles) al cierre
de la ulcera al 50% y al 100%, posteriormente se determind la tasa de curacion

persona/dia para las variables que tuvieron un HR estadisticamente significativo.

6.8 Consideraciones éticas

El estudio se realizd siguiendo los principios éticos para la investigacion médica
contenida en la declaracion de Helsinki enmendada en 2013.

El estudio clinico del cual se realizd el analisis de datos secundarios fue revisado y
aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de la Fundacion Oftalmologica de
Santander Clinica Carlos Ardila Lulle (Acta No. 46 del 20 de mayo de 2016).

A todos los participantes, se les entregd el documento de consentimiento informado para
su firma. Los donantes de médula 6sea también firmaron el consentimiento informado en

el estudio original.

7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas demogréficas de los participantes.
El estudio original capt6 41 participantes, de los cuales 13 fueron excluidos debido a: (i)

tamafio de la Glcera > 5 cm? (n=6), (ii) clasificacion de la Ulcera diferente a tipo 1 6 2
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(n=5) y (iii) participantes no diabéticos (n=2). Los 28 participantes restantes fueron
clasificados en UPD tipo 1 (n=11) y UPD tipo 2 (n=17), los cuales fueron aleatorizados
para recibir alguno de los siguientes tratamientos (convencional, BM-MSCs o dac-MSCs)
(Figura 4).

Del total de participantes el 60.7% fueron hombres y el 39.2% fueron mujeres. El 96.4%
de la poblacion de estudio tenia mas de 50 afios de edad, con una media * desviacion
estandar (DE) de 61.5 + 7.8 afios (Tabla 4). Al inicio del tratamiento el 75% los
participantes presentaron una HbAlc fuera de metas (HbAlc > 7%); en los participantes
con UPD tipo 1 la media + DE de la HbAlc fue de 8.50% + 2.48 y la de los participantes
con UPD tipo 2 fue de 7.93% + 1.13. Al mes de tratamiento, en el 85% de los
participantes se document6 una HbAlc > 7%, siendo de 9.48% + 5.57 en el grupo de
UPD tipo 1y de 7.52% + 1.13 en el grupo con UPD tipo 2. No se observaron diferencias
significativas en las caracteristicas demogréaficas entre los grupos (Tabla 4).

En el estudio se determind que la extremidad inferior mas comprometida en los
participantes, fue el miembro inferior derecho (61%), y la zona de la extremidad inferior

maés afectada fue la planta del pie con un 76%.
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Figura 4. Flujograma de los participantes del estudio clinico.
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Tabla 4. Caracteristicas demogréaficas y basales de los participantes del estudio clinico.

UPD grado 1 UPD grado 2
Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Convencional con con Convencional con con
BM-MSCs dac-MSCs BM-MSCs dac-MSCs
Sexo
Masculino n (%) 2 (67) 2 (67) 3 (60) 5 (71) 1(33) 4(57)
Femenino n (%) 1(33) 1(33) 2 (40) 2(29) 2 (66) 3 (43)
Edad
18 - 50 afios n 0 (0) 1(33) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0)
(%)
> 50 afios n (%) 3 (100) 2(67) 5 (100) 7 (100) 3(100) 7 (100)
Media + DE 59.67 + 6.65 55.50 + 13.44 65.80 + 6. 83 62.86 + 8.45 63.33+ 3.78 62 +8.12
Mediana 63 55.50 65 59 65 58
Minima/maxima 52/64 45/65 57174 55/77 59/66 54/74
Hemoglobina glicada ac (%) al primer y segundo mes del estudio
UPD grado 1 UPD grado 2
Primes mes Segundo mes Primes mes Segundo mes

Media + DE 8.5+2.48 9.48 + 3.57 7.93+ 1.13 752+ 1.13
Mediana 7.8 9.4 7.8 7.4
Minima/maxima 6.1/12.20 6.1/14 5.3/9.8 6.4/9.5

7.2 Evaluacion del cierre de las UPD tipo 1

La Figura 5, corresponde a fotos representativas de los participantes antes y después de
cada uno de los tratamientos (convencional, BM-MSCs y dac-MSCs). En la imagen se
evidencia que el 100% de los participantes que recibieron dac-MSCs o BM-MSCs
presentaron un cierre completo de la Ulcera entre los dias 35 y 49 dias, respectivamente,
en comparacion con los participantes que recibieron el tratamiento convencional, donde el

66% de los sujetos presentaron un cierre de la UPD en promedio el dia 60.
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Figura 5. Evaluacion macroscépica del cierre de las UPD tipo 1. Seguimiento del cierre
de las UPD antes y después de la administracion intradérmica de 1 mL de vehiculo, 1x10°
BM-MSCs o 1mL de dac-MSCs. Todas las UPD fueron medidas con una planimetria
digital (SilhouetteStar camera) a los dias O y después cada 7 dias hasta su cierre.
Abreviaturas: allo-hnBM-MSCs = células madre mesenquimales derivadas de la médula
6sea y allo-hBM-dacMSCs = derivados acelulares de las células madre mesenquimales

derivadas de la médula 6sea.

Respecto a la cinética de cierre de las UPD tipo 1, en los participantes tratados con BM-
MSCs o dac-MSCs, se evidencid que el cierre de la Ulcera comenz6 al 3 dia post-
tratamiento en comparacién con el grupo convencional, donde el cierre de la Ulcera fue
méas evidente a partir del dia 7 post-tratamiento. En este dia los participantes que
recibieron BM-MSCs y dac-MSCs, lograron un porcentaje de cierre del 78.27% vy
41.13%, respectivamente, en comparacion con el grupo que recibio terapia convencional,
donde se logré un cierre del 10.14% presentandose una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos BM-MSCs vs el grupo control (p=0.0208). Al dia 21 el 67%
de los participantes del grupo que recibid6 BM-MSCs logré un porcentaje de cierre del
100% a diferencia de los grupos dac-MSCs donde se obtuvo un cierre del 55.57% vy el
grupo control con un cierre del 33.25% con una diferencia significativa entre los grupos
BM-MSCs vs el grupo control (p=0.0104) y BM-MSCs vs dac-MSCs (p=0.0493) (Figura
6A).

En cuanto a la velocidad de cierre de la UPD tipo 1, en los participantes tratados con dac-
MSCs, se evidencié que la velocidad de cierre inici6 a partir del dia 3 post-tratamiento
0.057 cm?/dia, en comparacion con el grupo de BM-MSCs y el grupo convencional

-0.027 cm?/dia y -0.111 cm?/dia, respectivamente; sin embargo, no se observo una
diferencia estadisticamente significativa ese dia entre los grupos. A partir del dia 7, se
evidencié un aumento en la velocidad de cierre de la Ulcera en el grupo de BM-MSCs
0.018 cm?/dia y en el grupo convencional 0.004 cm?/dia mientras que el grupo de dac-
MSCs present6 una leve disminucion para 0.037 cm?/dia, sin embargo, estas diferencias

no fueron significativas. En el dia 14 post-tratamiento, la velocidad de cierre de la UPD
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en el grupo BM-MSCs incremento de manera significativa (0.026 cm?/dia) en
comparacion con los grupos dac-MSCs (0.019 cm?/dia) y convencional (0.014 cm?/dia)
(p=0.0051). Es de resaltar, que la velocidad de cierre en el grupo que recibio terapia
convencional fue constante hasta el final del seguimiento (0.03 cm?/dia) (Figura 6B).
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Figura 6. Cinética de cierre de las UPD tipo 1. (A) Porcentaje de cierre de la UPD tipo 1.
(B) Velocidad de cierre de la UPD tipo 1 por dia. Todas las UPD fueron medidas con una
planimetria digital (SilhouetteStar camera) a los dias 0, 1, 3 y después cada 7 dias.
Abreviaturas: allo-hBM-dacMSCs = derivados acelulares de las células madre
mesenguimales derivadas de la médula d6sea; allo-hBM-MSCs = células madre

mesenguimales derivadas de la médula 6sea y UPD = Ulcera de pie diabético.

7.3 Evaluacion del cierre de las UPD tipo 2
La Figura 7, corresponde a fotos representativas de los participantes antes y después de
cada uno de los tratamientos (convencional, BM-MSCs y dac-MSCs). En la imagen se

evidencia que el 80% de los participantes que recibieron dac-MSCs 0 BM-MSCs
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presentaron un cierre completo de la Glcera alrededor del dia 49, en comparacion con los
participantes que recibieron el tratamiento convencional donde el 43% de los sujetos
presentaron un cierre de la UPD en promedio el dia 89 y el 57% de los participantes no

lograron el cierre de la Ulcera.
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Figura 7. Evaluacion macroscopica del cierre de las UPD tipo 2. Seguimiento del cierre
de las UPD antes y después de la administracion intradérmica de 1 mL de vehiculo, 1x10°
BM-MSCs o 1mL de dac-MSCs. Todas las UPD fueron medidas con una planimetria
digital (SilhouetteStar camera) a los dias 0 y después cada 7 dias hasta su cierre.
Abreviaturas: allo-hBM-MSCs = células madre mesenquimales derivadas de la medula
Osea y allo-hBM-dacMSCs = derivados acelulares de las células madre mesenquimales

derivadas de la médula 6sea.

Respecto a la cinética de cierre de las UPD tipo 2 en los participantes tratados con BM-
MSCs o dac-MSCs, se evidencidé que el cierre comenzo al 3 dia post-tratamiento, siendo
significativo entre el grupo que recibi6 dac-MSCs vs tratamiento convencional
(p=0.0332). Es de resaltar que en el grupo convencional el cierre se hizo evidente a partir
del dia 7 post-tratamiento. En este dia el porcentaje de cierre de las UPD en los
participantes tratados con BM-MSCs y dac-MSCs fue del 22.34% y 30.03%
respectivamente, en comparacion con el grupo que recibio terapia convencional donde el
porcentaje de cierre fue de un 3.66%, encontrdndose también una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo que recibié dac-MSCs vs tratamiento
convencional (p=0.0086). En los dias posteriores, se observo un incremento en el cierre
de las UPD en los grupos BM-MSCs y dac-MSCs vs terapia convencional, presentandose
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una diferencia estadisticamente significativa a los dias 7, 14, 21 y 28 entre los grupos dac-
MSCs vs el grupo control (p=0.0086; p=0.0119; p=0.0012; p=0.0052, respectivamente)
(Figura 8A).

En cuanto a la velocidad de cierre de las UPD tipo 2, en el dia 3 post-tratamiento, se
observé una velocidad de 0.117 cm?/dia en el grupo de los participantes tratados con BM-
MSCs y de 0.120 cm?dia en el grupo que recibi6 dac-MSCs 0.120 cm?/dia, en
comparacion con el grupo con tratamiento convencional 0.024 cm?/dia, en este dia se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo que recibié dac-
MSCs vs tratamiento convencional (p=0.0354). Al dia 7, 14 y 21 se observd una
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo que recibi6 dac-MSCs vs
tratamiento convencional (p=0.0019; p=0.0071; p=0.0012, respectivamente). A los dias
49 y 56 se encontrd una diferencia estadisticamente significativa tanto entre los grupos
BM-MSCs vs tratamiento convencional (p=0.0351 y p=0.0291, respectivamente), como
en los grupos BM-MSCs vs dac-MSCs (p=0.0097 y p=0.0290, respectivamente). Es de
resaltar, que los participantes que recibieron el tratamiento convencional mantuvieron una
velocidad de cierre aproximadamente entre 0.02 a 0.03 cm?/dia hasta el final del

seguimiento (Figura 8B).
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Figura 8. Cinética de cierre de las UPD tipo 2. (A) Porcentaje de cierre de la UPD tipo 2.
(B) Velocidad de cierre de la UPD tipo 2 por dia. Todas las UPD fueron medidas con una
planimetria digital (SilhouetteStar camera) a los dias 0, 1, 3 y después cada 7 dias.
Abreviaturas: allo-hBM-dacMSCs = derivados acelulares de las células madre
mesenquimales derivadas de la médula 6sea; allo-hBM-MSCs = células madre
mesenquimales derivadas de la médula 6sea y UPD = Ulcera de pie diabético.

7.4 Analisis de sobrevida de la UPD hasta el cierre: comparacion entre los grupos
dac-MSCs vs terapia convencional

Se realiz6 un anélisis de sobrevida de las UPD (tipo 1y tipo 2) hasta el cierre al 50% vy el
cierre total (100%), comparando los grupos de tratamiento dac-MSCs vs convencional.

Se observo que todas las UPD tratadas con dac-MSCs lograron un cierre del 50% al dia
21, comparado con el grupo convencional donde el 90% de las UPD tuvieron un cierre del
50% al dia 90, con una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
(p=0.009) (Figura 9A). De igual forma todas las UPD tratadas con los dac-MSCs
lograron un cierre completo (100%) al dia 56, a diferencia del grupo que recibid
tratamiento convencional donde el 60% de las UPD tuvieron un cierre completo al dia 90,
con una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (p=0.001) (Figura 9B).
Al ajustar el analisis de sobrevida de la ulcera hasta el cierre por edad y HbAlc basal,

estas variables no interfieren con el resultado final.
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Figura 9. Analisis de sobrevida de las UPD: comparacion entre los grupos dac-MSCs vs
terapia convencional. Diagrama de Kaplan-Mier, que muestra la sobrevida de la Ulcera
hasta el cierre del 50% (A) y del 100% (B) comparando el grupo de dac-MSCs vs el grupo
de terapia convencional, ajustado por edad y HbAlc basal.

7.5 Analisis de sobrevida de la UPD hasta el cierre: comparacion entre los grupos
BM-MSCs vs terapia convencional

Se realiz6 un anélisis de sobrevida de las UPD (tipo 1y tipo 2) hasta el cierre al 50% vy el
cierre total (100%), comparando los diferentes grupos de tratamiento (BM-MSCs vs
convencional).

Todas las UPD tratadas con BM-MSCs, lograron un cierre del 50% al dia 28 en
comparacion con el grupo convencional donde el 90% de las UPD tuvieron un cierre del
50% al dia 90, con una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (p=0.03)
(Figura 10A). De igual forma todas las UPD tratadas con BM-MSCs lograron un cierre
completo (100%) al dia 56, contrario al grupo de tratamiento convencional donde el 60%
de las UPD tuvieron un cierre total al dia 90, con una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (p=0.004) (Figura 10B). Al ajustar el anélisis de sobrevida
de la ulcera hasta el cierre por edad y HbAlc basal, estas variables no interfieren con el

resultado final.
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hasta el cierre del 50% (A) y del 100% (B) comparando el grupo de BM-MSCs vs el
grupo de terapia convencional, ajustado por edad y HbAlc basal.

7.6 Cociente de riesgo de cierre al 50% de las UPD y tasa de curacion persona/dia

Las variables de edad, sexo femenino y HbAlc basal, no tuvieron un HR estadisticamente
significativo para el cierre de la UPD al 50% (Tabla 5). A su vez, se observé que las UPD
tipo 1 presentaron una tasa de cierre 2.5 veces mayor que las UPD tipo 2. Ademas, las
UPD tratadas con BM-MSCs y dac-MSCS tuvieron una tasa de cierre 10 veces mayor que
las UPD tratadas con tratamiento convencional, con una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.002 y p=0.003, respectivamente). La tasa de curacion persona/dia para
el cierre al 50% de las UPD, fue de 0.064 personas/dia para UPD tipo 1 y de 0.031
persona/dia para UPD tipo 2. De igual forma la tasa de curacion persona/dia para el cierre
al 50% de las UPD, en el grupo convencional fue de 0.022, comparada con el grupo de
BM-MSCs 0.078 y el grupo de dac-MSCs 0.062 personas/dia (Tabla 5).

Tabla 5. Cociente de riesgo de cierre de las UPD al 50% Y tasa de curacion persona/dia.

Variable HR IC p Tasa de
curacion

(personas/dia)

Edad 0.989 0.937 - 1.043 0688 | @ -
Sexo femenino 1.206 0.532 2.734 0653 | -
HbAlc basal 1.166 0.884 1.539 0276 | = -
Tasa de cierre segun
Tipo de UPD 2.468 1.040 — 5.853 0.04 0.0647
Tipo 1 0.0318
Tipo 2

Tratamiento
Convencional 0.022
BM-MSCs 9.921 2.390 - 41.182 0.002 0.078
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dac-MSCs 9.132 2.175 -38.335 0.003 0.062

7.7. Cociente de riesgo de cierre de las UPD al 100% y tasa de curacion persona/dia

Las variables de edad, sexo femenino y HbAlc basal, no tuvieron un HR estadisticamente
significativo para el cierre de la UPD al 100% (Tabla 6). A su vez, se observo que las
UPD tipo 1 presentaron una tasa de cierre 2.8 veces mayor que las UPD tipo 2. Ademas,
las UPD tratadas con BM-MSCs y dac-MSCs tuvieron una tasa de cierre 7 y 10 veces
mayor respectivamente, en comparacion con el tratamiento convencional, con una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.004 y p=0.001 respectivamente). La tasa de
curacion persona/dia para el cierre al 100% de las UPD, fue de 0.025 personas/dia para
UPD tipo 1 y de 0.010 persona/dia para UPD tipo 2. De igual forma la tasa de curacion
persona/dia para el cierre al 100% de las UPD, en el grupo convencional fue de 0.005,
comparada con el grupo de BM-MSCs 0.025 y el grupo de dac-MSCs 0.025 personas/dia
(Tabla 6).

Tabla 6. Cociente de riesgo de cierre de las UPD al 100% Yy tasa de curacion persona/dia.

Variable HR IC p Tasa de
curacion

(personas/dia)

Edad 0.995 0.941 - 1.052 0868 | @ -
Sexo femenino 0.850 0.3629 1.990 0708 | = -
HbAlc basal 1.038692 0.796 1.354 0779 | -
Tasa de cierre segun
Tipo de UPD 2.844 1.218 - 6.638 0.016
Tipo 1 0.025
Tipo 2 0.010

Tratamiento

Convencional 0.005
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BM-MSCs 7.795 1.891 - 32.135 0.004 0.025
dac-MSCs 10.085 2.668 — 38.112 0.001 0.025

8. DISCUSION

La UPD es una de las complicaciones mas frecuentes y con mayor carga de
morbimortalidad en los pacientes diabéticos. Tanto los tratamientos convencionales como
los de alta tecnologia (ap6sitos de tercera generacion, terapia de presién negativa, oxigeno
hiperbarico, entre otros), son efectivos solo en el 50% de los pacientes (5). Es asi, que la
medicina regenerativa surge como una estrategia novedosa, segura y eficaz para este tipo
de padecimiento.

En nuestro estudio clinico encontramos que la mayoria de los participantes con UPD
correspondieron a hombres con una media de edad entre 61.52 + 7.87 afios, lo cual
concuerda con varios estudios sociodemograficos reportados en la literatura, en los que se
ha caracterizado a la poblacion que padece esta comorbilidad. Es el caso del trabajo de
investigacion realizado por Pedras y colaboradores en Portugal, con una poblacion de 206
sujetos con UPD, la mayoria de los participantes correspondieron a hombres con una
media de edad de 66 afios y con un nivel educativo bajo (52). De igual manera, en el
meta-analisis realizado por Zhang P y colaboradores, con un total de 67 estudios una
poblacion de 801.985 participantes, la mayoria de los pacientes diabéticos que
desarrollaron UPD fueron hombres, con una media de edad de 61.7 £ 3.7, en comparacion
con los diabéticos que no desarrollan UPD, quienes tuvieron una media de edad entre 56.1
+ 3.9 afios. A su vez, en este estudio se reportd que los pacientes diabéticos que
desarrollaron UPD tenian mayor prevalencia de hipertension arterial (63.4% IC: 49.4-
88.3% vs 53.1% IC: 33.8-72.5%) y mayor porcentaje de tabaquismo (29.1% IC: 18.3-
39.8% vs 17.4% IC: 12.4-22.4), en comparacion con los diabéticos sin UPD (8). En
nuestro estudio encontramos que durante el seguimiento clinico, el 85% de los
participantes presentaron una HbAlc basal fuera de metas (> 7%), esta caracteristica
clinica también ha sido reportada en la literatura como uno de los factores que se asocian

significativamente con mayor incidencia de pie diabético y con Ulceras crénicas que no
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cicatrizan. Como lo reporta el estudio de Obaid y colaboradores, con 100 pacientes
diabéticos donde la mayoria presentaron niveles de HbAlc > 7% (OR=20.56; 95% CI:
9.89-42.76) (53). En este contexto, en numerosos estudios se ha reportado que el mal
control metabdlico de la enfermedad se asocia con el desarrollo de pie diabético, por lo
tanto, es necesario en los pacientes diabéticos tener un control regular de la glicemia y la
HbAlc, para monitorear la efectividad del tratamiento que reciben, y de esta manera

prevenir el desarrollo de comorbilidades como la UPD (53-55).

La zona anatomica de la extremidad inferior mas afectada en los participantes de nuestro
estudio correspondi6 a la planta del pie (70% de los sujetos), hallazgo que también ha sido
descrito en la literatura, donde se reporta que la mayoria de las UPD se forman sobre
areas de prominencias Oseas, especialmente cuando los juanetes, callosidades o
formaciones de dedos en martillo, conducen a puntos 6seos anormalmente prominentes.
Las ubicaciones mas frecuentes de la UPD son la zona plantar de la cabeza de los
metatarsianos, el talon y la zona dorsal de los dedos del piel (9). Ademas, se ha sugerido
que las deformidades del pie son mas comunes en pacientes diabéticos debido a la atrofia

de la musculatura intrinseca responsable de estabilizar los dedos (55, 56).

En nuestro estudio se demostré que la medicina regenerativa en particular con las BM-
MSCs y los dac-MSCs en el tratamiento de UPD tipo 1 y 2, fue segura y mostré una
mayor eficacia terapéutica que el tratamiento con apoésitos de alta tecnologia. El
tratamiento con BM-MSCs y dac-MSCs conllevo a un cierre de la UPD mas rapido y en
menor tiempo. Nuestros hallazgos concuerdan con lo descrito en multiples ensayos
clinicos y reportes de casos, donde el uso de MSCs para el tratamiento de UDP crénicas
conduce a una pronta cicatrizacion. Es el caso del estudio clinico comparativo realizado
por Debin y colaboradores, con 41 pacientes con DM tipo 2 quienes presentaban ademas
de las UPD isquemia critica de miembro inferior (57). Las caracteristicas
sociodemograficas de los sujetos de este estudio fueron muy semejantes a la de nuestra
poblacion, tuvieron una edad media entre 64 + 9 afios, con HbAlc fuera de las metas
(7.85 * 1.45), con UPD de tamafio entre 4.25 + 3 cm? y con un tiempo de evolucion de la

Glcera de 42 £ 22.5 dias. En este estudio clinico los participantes fueron aleatorizados en
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tres grupos para recibir BM-MSCs, células mononucleares derivadas de médula dsea
(BM-MNCs, por sus siglas en inglés) ambas de origen autdlogo o placebo (solucién
salina). Los autores determinaron que la velocidad de cierre de las UPD que recibieron
BM-MSCs ocurri6 tempranamente desde el dia 2 post-tratamiento y fue mayor
(aproximadamente 0.1 cm?), en comparacion con la de los grupos que recibieron BM-
MNC o placebo, donde ese dia no se evidencio incremento en la velocidad de cierre,
resultado semejante al nuestro, en donde la velocidad de cierre de las UPD tipo 2 tratadas
con BM-MSCs o dac-MSCs fue mayor y ocurrio tempranamente (0.12 cm? al tercer dia)
en comparacion con el grupo control (0.02 cm? al tercer dia). A su vez, el 100% de los
participantes que recibieron las BM-MSCs alcanzaron el cierre de la UPD a la semana 6
(aproximadamente el dia 42) a diferencia del grupo que recibio BM-MNC cuyo cierre lo
alcanzaron entre las semana 8-12 (56-84 dias), resultados de igual manera semejantes a
los nuestros donde el 100% de los participantes con UPD tipo 2 que fueron tratadas con
BM-MSCs o dac-MSCs cerraron aproximadamente al dia 46, a diferencia del grupo
control donde el 57% de los participantes no logré el cierre de la UPD y el 43% lo
alcanzo entre los dias 56-112.

Otro de los estudios que coincide con nuestros hallazgos es el realizado por Wu y
colaboradores, en donde a una paciente de 54 afios con una UPD tipo 2, con mal control
metabolico (HbAlc: 14%), y quien no respondid al tratamiento inicial con
desbridamiento, apositos y terapia de presion negativa, se le aplicé un gel rico en
plaquetas autélogo con BM-MSCs, y a los 30 dias post-tratamiento se logré el cierre
completo de la ulcera (58). Es de resaltar que los resultados de este caso clinico coinciden
con nuestro trabajo, en cuanto a que se logro una eficacia en el cierre de la Ulcera que es

independiente del control glucémico.

Aunque los primeros estudios con MSCs se realizaron con células autologas y derivadas
de la médula 6sea, los estudios mas recientes utilizan MSCs alogénicas derivadas de otras
fuentes como son: tejido adiposo y algunos tejidos fetales como la placenta y la gelatina
de Wharton (25). Se ha descrito, que las propiedades biolégicas de las MSCs son
independientes de la fuente de donde provengan (25). En este contexto, en nuestro

estudio clinico se administraron BM-MSCs alogénicas, las cuales fueron seguras y
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eficaces para el tratamiento de las UPD. En estudios recientes también se ha reportado
que la administracion de MSCs derivadas de otras fuentes como tejido adiposo son
seguras y poseen un efecto terapéutico de manera semejante a nuestros hallazgos con BM-
MSCs. En particular, en el estudio de Moon y colaboradores, con un grupo de 59
participantes con UPD tipo 1 y 2, segun la clasificacion de Wagner, con Ulceras de
tamafio similar (2-2.8 cm?) a las incluidas en nuestro estudio clinico, y con caracteristicas
sociodemograficas semejantes a nuestra poblacién, se observéd que el tiempo medio para
completar el 50% del cierre de la UPD con un hidrogel con MSCs derivadas de tejido
adiposo alogénico fue de 28.5 dias y de 63 dias para el grupo control (p=0.03) (42).
Resultados semejantes a los nuestros en donde el 50% del cierre de la UPD con dac-
MSCs se logro a los 21 dias y con BM-MSCs a los 30 dias a diferencia del grupo control
donde no se logré el cierre. Lo que confirma que los dac-MSCs, tienen una eficacia
similar a las BM-MSCs para acelerar el cierre de la UPD y mejorar la cicatrizacion. De
nuestro conocimiento, a la fecha no se ha realizado otro ensayo clinico que compare los
dac-MSCs con BM-MSCs vy terapia convencional, no obstante estos resultados,
concuerdan con el estudio preclinico que antecedié este estudio, en el que se demostroé el
potencial terapéutico de los dac-MSCs en la cicatrizacion de heridas y la regeneracion

cutanea en comparacion con las MSCs (27).

Es de resaltar, que aunque las UPD reciban manejo con desbridamientos (quirurgicos o
enzimaticos), apdsitos de altas tecnologias, control de infeccion, descarga de las Ulceras y
revascularizacion, muchos de ellos no logran la cicatrizacion completa de la Ulcera (42).
Esto se explica a que estas terapias convencionales no tienen actividad directa en todas las
fases del proceso de cicatrizacion de heridas, ni en los mecanismos celulares y
moleculares que estan alterados en las UPD, como si lo hacen las MSCs y sus dac-MSCs.
Considerando las propiedades bioldgicas de las MSCs y los dac-MSCs, es posible que los
mecanismos que conducen al efecto terapéutico en la UPD sean los siguientes:

(i) Efecto inmunomodulador en el sistema inmune innato y adaptativo: esto se da por la
capacidad que tienen las MSCs para secretar algunas citoquinas y factores de crecimiento
como son: factor de crecimiento transformante 3 (TGF-f), por sus siglas en inglés), IL-10,

factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés), prostaglandina E,
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(PGE>), indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenasa (IDO, por sus siglas en inglés), galectin-1,
antigeno leucocitario G5 (HLA-G5), entre otros (59-61). Ademés, las MSCs se
consideran células inmuno-privilegiadas debido a que expresan bajos niveles del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) clase | y moléculas co-estimuladoras de las células
T (CD40, CD80 y CD86), carecen de la expresién de CMH clase Il, sobre-expresan
proteinas de supresion inmune como es HLA-G6 (62) y aumentan la poblacién de células
T reguladoras, lo que conlleva a una modulacion de la respuesta inmune (63).

ii) Efecto anti-inflamatorio: en presencia de lesiones o estimulos inflamatorios pueden
inducir una reduccion en la produccion de citoquinas e inhibicion de las células NK,
macrdéfagos, maduracion de células dendriticas y actividad de linfocitos T citotdxicos.
Ademas, sobre-expresan moléculas anti-inflamatorias como la glicoproteina de membrana
0OX-2, también llamada CD200 y el ligando 1 de muerte programada (PD-L1) (64).

(i) Promocion de la angiogénesis: las MSCs estimulan la angiogenesis mediante la
liberacion de factores angiogénicos y citoquinas como TGF-B, VEGF, PDGF, IGF-I, IL-6,
IL-8, entre otros. Ademas, sus exosomas liberan también miRNA los cuales tienen la
capacidad de de activar vias de sefializacion especificas que regulan la expresion de
factores angiogénicos en las células endoteliales (65).

(iii) Modulacion del OS: debido a la expresion constitutiva de enzimas como la glutation
peroxidasa (GPX1), la superoxido dismutasa citosolica (SOD1) y la superdéxido dismutasa
mitocondrial (SOD2), pueden eliminar de manera eficaz las especies reactivas de oxigeno
(ROS) como el perdxido y el peroxinitrito. Ademas, poseen mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos para corregir el dafo oxidativo del genoma (66).

(iv) Remodelacion de la matriz extracelular: debido a que las MSCs secretan altos niveles
de TIMPs, pueden disminuir la degradacion de la matriz extracelular generada por las
MMP, lo que conduce a un adecuado proceso de remodelacion (67).

(v) Estimulacién de la migracion y proliferacion de fibroblastos y queratinocitos: debido a
que las MSCs secretan factores de crecimiento con propiedades mitogénicas como son
IGF-1, EGF y KGF, pueden estimular la proliferacion de células dérmicas y epidérmicas
(68).
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Aunque los resultados de nuestros estudio demuestran que los dac-MSCs y las BM-
MCSc, tienen una eficacia similar en términos de velocidad y cinética de cierre de la
UPD, es importante mencionar que los dac-MSCs cuentan con algunas ventajas logisticas
y operativas que los convierten en una opcién terapéutica mas atractiva y masificable
que las MSCs como son: i) produccion a gran escala menos compleja y costosa, ii)
posibilidad de ser almacenados y administrados de inmediato, en lugar de esperar la
expansion celular de las MSCs iii) conservacién de su actividad biologica hasta 17 meses
posterior a su almacenamiento, frente a los posibles efectos deletéreos por la crio-
preservacion de las MSCs.

9. CONCLUSIONES

- La terapia regenerativa con dac-MSCs o BM-MSCs, es méas efectiva que el
tratamiento convencional (apdsitos de alta tecnologia) en paciente con UPD tipo 1
y 2, sugiriéndolos como un nuevo abordaje terapéutico en este tipo de afeccion.

— EIl tratamiento con dac-MSCs o BM-MSCs, es igualmente eficaz, logrando
acelerar la velocidad y cinética de cierre de la UPD, reduciendo asi el tiempo
requerido para su cicatrizacion.

— Los dac-MSCs, se convierten en una nueva opcion terapéutica basada en medicina
regenerativa, dado sus facilidades de produccion, masificacion y aplicacion para

pacientes con UPD.
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