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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad cronica que se
caracteriza por una deficiencia en la masa de células 3, que trae consigo
un fallo en la homeostasis de la glucosa. Ambas circunstancias dan lugar
a una variedad de complicaciones severas y a un acortamiento en la
expectativa de vida. La normalizacién de la homeostasis de la glucosa
puede conseguirse mediante trasplante del pancreas o de los islotes, pero
la escasez de donantes ha propiciado gran interés por el estudio de
fuentes alternativas de células B, lo cual ha estimulado la investigacion
de las células madre apropiadas. Por tanto, la diabetes representa una
candidata atractiva para la terapia celular. Tanto las células madre em-
brionarias como las adultas han sido utilizadas para generar sustitutos
celulares, que podrian potencialmente restaurar el funcionamiento de las
células B. Diversos estudios han descrito la generacion de células secre-
toras de insulina procedentes de células madre embrionarias y adultas,
que normalizaron los valores de glucosa sanguinea cuando se trasplan-
taron a modelos de animales diabéticos. Debido a la complejidad de las
células P, las células productoras de insulina generadas a partir de las
células madre no poseen todos los atributos de las células 3. Esto indica
la necesidad de desarrollar métodos para la diferenciacion y seleccion
de células B con funcionalidad completa. Mientras se superan estos pro-
blemas, los pacientes diabéticos pueden beneficiarse de estrategias tera-
péuticas basadas en terapias autdlogas con células madre, dirigidas a las
complicaciones diabéticas tardias. En este articulo se discuten los pro-
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gresos recientes en la generacion de células productoras de insulina a
partir de células madre adultas y embrionarias, unidos a los desafios
para el futuro uso clinico de la terapia con células madre.

ABSTRACT

Diabetes mellitus type 1 (DM1) is a chronic disease characterized
by a deficit in B-cell mass and a failure of glucose homeostasis. Both
circumstances result in a variety of severe complications and an overall
shortened life expectancy. Glucose homeostasis can be achieved through
pancreas and islet transplantation, but shortage of donor organs has
prompted an intensive search for alternative sources of [ cells. This
achievement has stimulated the search for appropriate stem cell sources.
Both embryonic and adult stem cells have been used to generate surro-
gate [ cells to potentially restore 3 cell function. In this regard, several
studies have reported the generation of insulin-secreting cells from
embryonic and adult stem cells that normalized blood glucose values
when transplanted into diabetic animal models. Due to B-cell complexi-
ty, insulin-producing cells generated from stem cells do not possess all
B-cell attributes. This indicates the need for further development of
methods for differentiation and selection of completely functional [
cells. While these problems are overcome, diabetic patients may benefit
from therapeutic strategies based on autologous stem cell therapies
addressing late diabetic complications. In this article, we discuss the
recent progress in the generation of insulin-producing cells from embr-
yonic and adult stem cells, together with the challenges for the clinical
use of diabetes stem cell therapy.

1. INTRODUCCION

Las células B son un tipo de células del pancreas que se encuentran
en los llamados «islotes de Langerhans» y se encargan de sintetizar la
insulina, una hormona que una vez liberada en el torrente circulatorio,
controla los niveles de glucosa en la sangre (Figura 1). El proceso de
generacion de la insulina se realiza en diferentes etapas: primero se
sintetiza la proinsulina, precursora de la insulina, que después se hidro-
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Ficura 1. Los islotes de Langerhans, ubicados en el pancreas, son microorganos que con-
tienen células P, células o y células 6.. Las células [ son las que sintetizan insulina y la
liberan al torrente circulatorio y (en la figura) llegan al musculo. Las células o fabrican
glucagon y las células 8 fabrican somatostatina. A la derecha se muestra un islote. El niimero
de islotes en el pancreas se cifra en 1.000.000.
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FiGura 2. Causas que provocan la disminucion cronoldgica de la masa de células B en las
distintas etapas del desarrollo de la diabetes mellitus.
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liza a insulina mediante la sustraccion del péptido C: proinsulina —
insulina + péptido C. Las células [ son las primeras que desaparecen en
los pacientes que padecen la diabetes del tipo 1, una vez que el propio
sistema inmunitario del cuerpo las ha destruido por un proceso autoin-
mune. En la diabetes de tipo 2, la insulina que producen las células 3
del pancreas actua incorrectamente, ya que suele desarrollarse una resis-
tencia a su accion.

2. TERAPIA CELULAR PARA LA DIABETES MELLITUS

Al considerar que ni la prediccion ni la prevencion sirven para evitar
la aparicion de la DM, la sustitucion de las células B por islotes pro-
cedentes de cadaveres es la Unica terapia disponible que permite el
control de la glucosa sanguinea sin recurrir a la terapia exogena con
insulina (Figura 3). El alotrasplante de islotes pancreaticos se ha demos-
trado que es capaz de normalizar los niveles de glucosa sanguinea y de
bloquear el progreso de las complicaciones que van asociadas a esta
enfermedad. Por tanto, es el trasplante de islotes pancredticos proceden-
tes de donantes lo que ha establecido la terapia celular en la diabetes

Prediccion

Prevencion

¢ Podemos delener la destruccion calular?

’

Terapia celular

Masa de células [3

recuperacion

EELEEELE LIRS

Tiempo

Y

Figura 3. Con los conocimientos actuales, ni la prediccion ni la prevencion sirven para
evitar la aparicion de la diabetes mellitus tipo 1, la sustitucion de las células [ por islotes
procedentes de cadadveres es la unica terapia disponible que permite el control de la glucosa
sanguinea sin recurrir a la inyeccion de insulina.
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mellitus. En un nimero pequefo de casos, en los cuales los islotes
pancreaticos fueron de origen autdlogo, por ejemplo, islotes aislados
después de la eliminacion del pancreas del propio paciente, fue suficien-
te el trasplante de 300.000 islotes para lograr que el enfermo se indepen-
dizara de la insulina. Sin embargo, en los casos de trasplante de islotes
heterdlogos la cantidad necesitada fue de unos 600.000 islotes o incluso
mas. Esto supone necesitar un numero de islotes mucho mayor cuando
se trata de trasplantes heter6logos, que son los mas comunes. Los pro-
tocolos se basan en trasplantar islotes preparados frescos (10.000 islo-
tes’kg), en dos o mas veces, implantdndolos en el area del higado y
utilizando un protocolo inmunosupresor libre de esteroides (tacrolimus,
sirolimus, dacliumulab) (1,2).

El progreso del trasplante de islotes depende de conseguir métodos
eficientes y practicos de obtencién de los mismos, para poder suminis-
trar las cantidades necesarias y suficientes de las células de los islotes.
En los avances conseguidos en el desarrollo de la terapia de los trasplan-
tes de islotes pueden identificarse dos etapas: la primera, es la relativa
a la investigacion experimental en animales y humanos, que se centra en
los procedimientos de aislamiento de los islotes en especies diferentes,
pues ya se habia comprobado que los islotes trasplantados tenian capa-
cidad de revertir la enfermedad. La segunda etapa es la del protocolo de
Edmonton, enfocado en la estandarizacion de los métodos de aislamien-
to e introduccion de nuevos fairmacos inmunosupresores para mantener
el trasplante. Aunque los resultados del protocolo de Edmonton llegaron
a conseguir en los pacientes diabéticos casi un 100% de independencia
de la insulina después de 12 meses, posteriormente se demostrd una
disminucion al 50% a los 3 afos y al 15% a los 5 afios (3,4). Es decir,
que la sustitucion celular (terapia celular) permite temporalmente el con-
trol de la glucosa. Sin embargo, en estas dos etapas se concluy6 que el
trasplante de islotes, a pesar de sus efectos positivos en revertir la en-
fermedad y la dependencia de la insulina, presentaba dos defectos im-
portantes: primero, la necesidad de inmunosupresion indefinidamente vy,
segundo, la escasez de islotes humanos, lo cual hacia necesario buscar
una fuente alternativa de islotes para superar esta escasez. Por ejemplo,
en Espana, donde el nimero de donantes de 6rganos es el mayor en el
mundo (40-50 donantes /millén/afio) y con una prevalencia de diabetes
no muy elevada, la produccion de islotes procedentes de caddveres nunca
sera suficiente para cubrir las necesidades (1).
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Tanto la necesidad de inmunosupresion, como la insuficiente canti-
dad de tejido necesario para cubrir la demanda de una enfermedad con
una elevada prevalencia, nos ha llevado a investigar fuentes alternativas,
lo que significa la busqueda de estrategias para fabricar células secreto-
ras de insulina a partir de células madre. Con todas estas expectativas,
hasta la fecha no se ha conseguido, sin embargo, un procedimiento que
cure la diabetes mellitus tipo 1.

TaBLA 1.  Estrategias para mantener y/o recuperar la masa de células B (1)

PREDICCION
Genética
Factores ambientales
Anticuerpos
PREVENCION
Vacunacion
Anti-CD3
TERAPIA CELULAR
Trasplantes de islotes
Terapia con células madre

REGENERACION DEL PANCREAS

3. LAS CELULAS B SE UBICAN EN UN MICROORQANO
COMPLEJO DENOMINADO EL ISLOTE PANCREATICO

Como cualquier célula del organismo, las células [ son unicas. Las
células P pancreaticas estan disefiadas para sintetizar, procesar y liberar
insulina. La liberacion de insulina inducida por nutrientes es un proceso
muy preciso mediante el cual la célula B percibe la concentracion de la
glucosa en la sangre y libera la cantidad exacta de insulina necesaria
para normalizar la concentracion sanguinea de glucosa. Las respuestas
de las células P integran diferentes mecanismos intracelulares. La ma-
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quinaria exocitotica de estas células es similar a la de otras células
secretoras (5-7, 8), pero responde a un ensamblaje integrado de sefiales,
tales como movimientos de calcio (5, 9-10), mensajeros inducidos por
el metabolismo de la glucosa (11) y cambios nucleares (12), unidos a
mensajes extracelulares (13). Ademas, la modulacion de conductos gap-
junction (14,15) entre las células B significa que durante la activacion
por nutrientes, los grupos de células 3, no solo llegan a ser isopotencia-
les, sino que también entran en oscilaciones sincronas de Ca** (6- 10).
Esto constituye la base estructural y fisiologica de la secrecion pulsatil
de la insulina (Figura 4). Al contrario que otras células endocrinas, la
insulina se libera mediante un proceso momento-a-momento en el cual
las senales intra y extracelulares crean una respuesta suave de tipo sig-
moideo, que mantiene la glucosa sanguinea en concentraciones alrede-
dor de 5 mM. Las respuestas integradoras de las células B y no B son
incorporadas por la arquitectura funcional de los islotes pancreéticos.
Los islotes pancreaticos son unos microorganos profusamente vascula-
rizados e inervados en los cuales se encuentran cuatro tipos celulares (o,
B, & y células PP). Al contrario que las células tipo no-f3, la poblacion

Glucosa GLUT-2
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FiGUrA 4. Acoplamiento estimulo-secrecion en la célula B pancredtica. (1)
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de las células B se organiza a si misma en un sincitio funcional. Desde
un punto de vista funcional, los agregados de células en el islote respon-
den de una manera apropiada, mientras que las células 3 en solitario no
lo hacen. Merece la pena intentar conseguir agregados de células tipo B
o incluso una mezcla equilibrada de células B y no-f para formar los
sustitutos de los islotes.

4. CELULAS SECRETORAS DE INSULINA PROCEDENTES
DE CELULAS MADRE.

Las células madre se caracterizan por dos propiedades basicas: au-
torrenovacion y capacidad de diferenciarse en otros tipos celulares.
Potencialmente, estas células tienen la capacidad de colonizar y repoblar
los tejidos. La diferenciacion in vitro ha demostrado que las células
madre pluripotentes de diferente origen pueden ser inducidas a generar
células insulina-positivas (16,19,21-23). Sin embargo, no es posible
obtener células que puedan reemplazar de manera eficiente los islotes en
pacientes con diabetes tipo 1. De acuerdo con la literatura, las células
insulina-positivas pueden obtenerse de las células madre embrionarias
(ESC), partiendo de progenitores intrapancreaticos o de células proce-
dentes de las tres hojas embrionarias (Tabla 2). Desafortunadamente, en
términos practicos, los resultados obtenidos por algunos grupos de in-
vestigadores parece que son dificiles de reproducir, y no dan lugar a una
célula totalmente diferenciada que pueda ser utilizada en terapia celular.
Ademas, la existencia de progenitores pancreaticos ha sido cuestionada.
El mantenimiento de la masa de células B en el adulto sano se sostiene
mediante un reservorio de células diferenciadas que poseen una capaci-
dad de replicacion lenta (17,18). El medio de promover la diferencia-
cion in vitro, se basa en la combinacion de varias técnicas, por ejemplo,
la expresion de un gen maestro tal como Pax4 (19) dirige la expresion
de un gran grupo de genes y determina la aparicion de tipos celulares
diferenciados y estructuras mas complejas; el uso de factores de creci-
miento y otros factores que modulan la expresion génica (16,21-23);
y técnicas de cultivo por las cuales algunos progenitores crecen mejor
que otros. Después de la publicacion pionera de nuestro grupo en el afio
2000 (16), mas de 90% de las publicaciones han descrito datos origina-
les que sugieren que las células productoras de insulina pueden derivar
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de las ESC (38 publicaciones, la mayoria de ella utilizan ESC de ra-
ton). También se ha descrito la obtencion de células productoras de
insulina a partir de progenitores intrapancreaticos (19 publicaciones), a
otras células derivadas del endodermo, tales como el higado (11) o
el intestino (3). Ademas, pueden ser utilizados los tejidos derivados
del mesodermo, tales como la médula 6sea (10), cordon umbilical (3),
sangre periférica (1) o células madre mesenquimales (5). También,
pueden ser utilizadas células derivadas del endodermo (2 publicaciones)
(Tabla 2) (1).

TaBLA 2. Fuentes de células madre y progenitoras para obtener células productoras
de insulina

Numero de
Manuscritos

De ESC 38
ESC de raton 29
ESC de humanos 9
De células madre adultas y progenitores 54
(i) Progenitores intrapancreaticos 19

(1) Tejido exocrino
(2) Células ductales
(3) Progenitores intra-islotes

(ii) De tejidos extra-pancreaticos derivados del endodermo
(1) Higado 11
(2) Intestino

(iii) De tejidos derivados del mesodermo
(1) Médula 6sea 1
(2) Cordén umbilical
(3) Sangre periférica
(4) Células madre mesenquimales

(iv) De tejidos derivados del ectodermo

w

N D — WO

(Lista completa en http://www.cabimer.es/es/docs/tcymr/preldm.htm) (1).

5. CELULAS PRODUCTORAS DE INSULINA PROCEDENTES
DE CELULAS MADRE EMBRIONARIAS (ESC)

Las ESC pueden ser inducidas para diferenciarse en diferentes lina-
jes por medio de protocolos especificos para diferenciacion. Se conside-
ra que las células B pancreaticas se desarrollan a partir del endodermo
primigenio del intestino superior. Una orquesta integrada de sefiales
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intra- y extracelulares crea las pautas del desarrollo y conduce las ESC
pluripotenciales a formar endodermo pancreatico definitivo. Nuestro
grupo ha descrito que la formacion de agregados flotantes o cuerpos
embrioides, junto con la nicotinamida, conduce a las ESC a convertirse
en células productoras de insulina (16, 24). Los protocolos dirigidos a
la diferenciacion se basaron en la identificacion de senales extracelula-
res (tales como activina, butirato sodico, sonic hedgehog, factor de cre-
cimiento de fibroblastos basico, nogina, glucosa y péptido tipo gluca-
gon) e intracelulares (Pax4), que instruyen a las células madre a través
de esta via (19). Alguno de estos protocolos se han aplicado reciente-
mente a las ESC humanas (24-26), y se han obtenido cé¢lulas que con-
tienen insulina y péptido C. Las células que expresan insulina, obtenidas
por el protocolo de D’Amour et al. (24) poseen buen contenido de
insulina, pero la liberacion de insulina no se detecta en respuesta a la
glucosa. Los grupos de células tipo islotes obtenidos por el protocolo de
Jiang et al. (25), muestran un elevado grado de diferenciacion, liberan
el péptido C y presentan respuesta a la glucosa. Estos dos protocolos
necesitan ser comprobados in vivo. La variabilidad de los resultados
obtenidos hasta la fecha sugiere que no tenemos aun la «receta» para
crear una célula B madura procedente de una célula madre y que el
proceso tiene que ser perfeccionado para que sea lo suficientemente
eficiente para generar la biomasa de células B necesaria, que se estima
en 10° células con propiedades de células PB.

La Figura 5 muestra las dos rutas seguidas por las ESC a través de
vias endo y ectodérmicas. En la via endodérmica las células adquieren
progresivamente los marcadores del endodermo definitivo, del endoder-
mo pancreatico y de las células de los islotes (16, 20, 27, 28). La via
ectodérmica se basa en la expansion de los progenitores positivos para
nestina.

Las ESC de raton representan un buen modelo para analizar cudl es
la ruta seguida. Los ratones poseen dos insulinas diferentes: la insulina
I presente solo en las células del islote, y la insulina II presente en los
islotes y en los tejidos neurales. El uso de protocolos para expandir los
progenitores nestina (29), han demostrado que las células que expresan
insulina II, pero no insulina I, son también positivas para marcadores
neurales, tales como GFAP, N-200, nestina y AChE. Por el contrario, la
via endodérmica puede acabar en células que producen insulina que
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FiGura 5. Diferenciacion in vitro de las células productoras de insulina: vias endodérmica
y ectodérmica; EGF, factor de crecimiento epidérmico; bFGF, factor de crecimiento de fibro-
blastos basico, IGF-1I, factor insulina-like II, GLP-1, péptido similar al glucagon; ITS, medio
insulina+transferrina+selenio, Anti-SSH, anti Sonic hedgehog (1, 29)

comparten muchas propiedades con células totalmente diferenciadas (16,
21, 22, 27).

Utilizando un sistema atrapador de células cuyo gen de la insulina
esté activo, hemos sido capaces de obtener células productoras de insu-
lina a partir de las ESC. Las células productores de insulina corrigen la
hiperglucemia cuando se trasplantan a modelos de animales diabéticos
(16, 21, 22). Recientemente, hemos publicado un protocolo en el cual un
factor soluble fetal presente en el rudimento pancreatico, fue utilizado
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para dirigir la diferenciacion de las ESC hacia células productoras de
insulina, las cuales fueron posteriormente seleccionadas con una cons-
truccion promotor-bgeo/PGKhygro de la insulina humana (21). Ademas,
la expresion de algunos factores de transcripcion implicados en el desa-
rrollo de las células B puede promover la diferenciacion de las células
tipo B, por ejemplo, la expresion constitutiva de Pax4 (19). Se necesita
optimizar los procedimientos de seleccién de la diferenciacion y ello
permitira lograr mejores resultados.

6. SELECCION DE ESTIRPES CELULARES

Un problema comun a todos los procesos de diferenciacion in vitro
es que el resultado del proceso da lugar siempre a una mezcla del tipo
celular deseado con otros tipos celulares, entre los que se incluyen las
propias células indiferenciadas. No existe, hasta el momento, un proce-
dimiento que genere el 100% de células diferenciadas (24). Las células
no diferenciadas acarrean un alto riesgo de formacion de teratoma. Por
tanto, se necesita conseguir una buena seleccion de métodos para poder
obtener poblaciones celulares puras. La seleccion de los métodos puede
basarse en procedimientos de crecimiento celular, en la inmunosepara-
cion con anticuerpos especificos o en la expresion de un gen marcador
(16, 21). Las células madre son transfectadas con un vector que contiene
dos cassettes de seleccion; uno que controla la expresion de la resisten-
cia a antibioticos, que permite la seleccion de las células transfectadas,
y el otro un gen quimérico que contiene un promotor funcionalmente
especifico que conduce la expresion de un gen estructural el cual codi-
fica la resistencia a antibioticos, permitiendo la seleccion de las células
que expresan el gen seleccionado. Este método se ha demostrado que
funciona con promotores de la insulina y Nkx 6.1 (16, 21-23).

7. CELULAS SECRETORAS DE INSULINA PROCEDENTES
DE CELULAS MADRE ADULTAS
Parece ser que las células madre procedentes de tejidos adultos

poseen una plasticidad mayor de lo esperado. Las células adultas mul-
tipotentes, células de la medula 6sea, o células de tejido adiposo deri-

288



TERAPIA CELULAR EN LA DIABETES MILLITUS

vadas del estroma mesenquimal, y otras, exhiben in vitro, la capacidad
de ser transformadas en células con un fenotipo diferenciado. La trans-
diferenciacion de células adultas en células productoras de insulina,
también proporciona otra buena oportunidad para la expansion de las
células . Recientemente, nuestro grupo ha publicado un estudio en el
que se describe la obtencion de células P a partir de leucocitos mediante
la reprogramacion de monocitos sanguineos en presencia del factor de
crecimiento estimulador de colonias de macrofagos e interleuquina 3,
incubados con factor de crecimiento epidérmico y nicotinamida. Estas
células mostraron in vitro secrecion de insulina dependiente de glucosa
y fueron capaces de normalizar los niveles de glucosa plasmatica en
ratones diabéticos (30). Aunque estas estrategias son prometedoras, se
necesitan estudios mas profundos. Sin embargo, a pesar de la enorme
cantidad de métodos para generar células productoras de insulina a partir
de células madre, no se ha iniciado atun prueba clinica alguna en la cual
se hayan utilizado células productoras de insulina obtenidas in vitro.
(Por qué? Para ser utilizadas en pruebas clinicas, las células derivadas
de las ESC tienen que ser muy cercanas a las células totalmente diferen-
ciadas, para constituir una poblacion homogénea, que pueda ser produ-
cida mediante practicas de fabricacion rutinaria. Es obvio que el acu-
ciante desafio de fabricar un sustituto de células 3 clinicamente til no
se ha conseguido aun.

8. TERAPIA CELULAR DE LAS COMPLICACIONES
DIABETICAS. ISQUEMIA CRITICA DE LOS MIEMBROS

Mientras esperamos que se resuelvan estos problemas ;que puede
hacer la terapia celular por los pacientes? El ejemplo mas inmediato
seria la terapia celular para una de las complicaciones: la isquemia
critica de los miembros debida a la diabetes o el «pie diabético». La
isquemia critica de los miembros se ha definido como «isquemia cro-
nica con dolor en reposo, Ulceras o gangrena, que se atribuyen a
enfermedad oclusiva probada objetivamente» (31-44). Como una ma-
nifestacion severa de la aterosclerosis, los factores de riesgo de la
isquemia critica de los miembros incluyen principalmente el tabaco y
la diabetes, pero también la hipercolesterlolemia, la hipertension y la
predisposicion genética. El prondstico para los pacientes con isquemia
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critica de los miembros es bastante pobre. Después de que aparece la
manifestacion clinica, menos del 50% de los pacientes podra evitar la
muerte o la amputacion antes de un afio. La mortalidad es uno de los
mayores problemas en esta poblacion, con valores tan dramaticos como
el 25% después de un afio, 31,6% después de 2 afios y el 60% después
de 3 anos. La amputacion se asocia con una tasa elevada de mortalidad
perioperativa: 5-10% cuando se llevo a cabo por debajo de la rodilla
y 15-20% cuando fue por encima de la rodilla (33). La meta principal
para el tratamiento de la isquemia critica de los miembros es la revas-
cularizacion, bien por cirugia o por angioplastia. Sin embargo, en una
gran proporcion de estos pacientes (estimada en un 20-30%), el alcan-
ce anatomico y la distribucion de la enfermedad oclusiva arterial hace
que los pacientes sean inapropiados para la cirugia o la angioplastia
(34). El tratamiento farmacoldgico, como la opcion Unica para los
pacientes no apropiados para la revascularizacion, no se ha demostra-
do que afecte de manera favorable la historia clinica de la isquemia
de los miembros (35, 36). A pesar de su morbilidad, mortalidad e
implicaciones funcionales asociadas a la amputacion, no queda mas
remedio que recomendarla a menudo como tUnica soluciéon a los sin-
tomas de la isquemia critica de los miembros (37). Por consiguiente,
la necesidad de estrategias alternativas para el tratamiento de los
pacientes con isquemia critica de las extremidades es un desafio de
acuciante necesidad. El objetivo del uso de células madre en el tra-
tamiento de la isquemia critica de los miembros es la estimulacion de
la neovascularizacion en el area de la isquemia severa. La angiogéne-
sis terapéutica puede promover la formacion de vasos colaterales en
las areas con severa isquemia. El potencial de la angiogénesis terapéu-
tica procede del desarrollo de nuevos capilares (vasculogénesis) y del
crecimiento de vasos colaterales preexistentes (angiogénesis) (38).

Se han descrito dos estrategias para promover la angiogénesis tera-
péutica: la terapia génica y la terapia con células madre (39). La terapia
génica esta disefiada para inducir la produccion de factores de creci-
miento en aquellos pacientes que debido a la avanzada edad, la diabetes
o la hipercolesterolemia, son incapaces de regular de manera apropiada
la expresion de citoquinas en respuesta a la isquemia tisular. Sin embar-
go, la terapia génica no ha estado libre de preocupaciones de seguridad,
tales como la posibilidad de inducir crecimiento patolégico de los vasos
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(retinopatia, mayor neovascularizacion tumoral o mayor carga de las
placas aterosclerdticas). Por otra parte, las terapias con células madre
ensayadas hasta la fecha, consisten en la administracion de células de-
rivadas de la médula 6sea o células mononucleares de la sangre perifé-
rica, esta ultima después de estimulacion con factor estimulador del
crecimiento de colonias de granulocitos. El tratamiento con células
mononucleares derivadas de la médula 6sea implica la administracion
de células progenitoras endoteliales (cé¢lulas CD34+, CD133+/VE-
GFR2+) combinadas con una fraccion liberadora de citoquinas. Las
células CD34 liberan factores de crecimiento angiogénicos (VEGF) y
angiopoyetina-1. Las células mononucleares parecen actuar de manera
sinérgica. Estos efectos combinados no solo permiten la obtencion de
nuevos vasos que suministren sangre a las areas isquémicas, sino tam-
bién la formacion de vasos capilares muy estables (38, 40).

Desde 2003, se han realizado cinco ensayos clinicos que incluian
pacientes diabéticos con isquemia critica de miembros, para comprobar
la eficacia y seguridad de la administracion, generalmente por via intra-
muscular. En tres de estos estudios las células madre fueron células
mononucleares de la médula 6sea y en los dos restantes, las células
madre procedian de células mononucleares de sangre periférica. La
administracion fue por via intramuscular en todos los casos. Los resul-
tados positivos respecto a la eficacia y seguridad fueron concordantes en
todos los estudios. La administracion de células madre promovié un
incremento del suministro de sangre a regiones diana afectados por la
isquemia critica de los miembros (41-45). Estos estudios preliminares
sobre seguridad y posibilidad de ejecucion no pueden proporcionar una
respuesta clara acerca de la eficacia y seguridad a largo plazo de la
angiogénesis terapéutica. Diversas preguntas permanecen sin respuesta,
tales como ;Qué candidatos han de ser considerados los mejores para la
terapia celular?;Cual es la mejor via de administracion de las células
madre? ;Serd segura la respuesta a largo plazo de estos pacientes? En
la actualidad, los estudios que se llevan a cabo con células madre para
el tratamiento de la isquemia critica se encuentran en fase preliminar.
En los dos proximos afios, mas de 200 pacientes con isquemia critica de
miembros se incluiran en estos tratamientos y alguna de las cuestiones
sin resolver hoy tendran su respuesta. Un resumen de las pruebas con
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terapia celular que se estan llevando a cabo en este momento se muestra
en la Tabla 3.

9. CONSIDERACIONES FINALES

La situacion actual del trasplante de islotes pancredticos puede re-
sumirse como sigue:

Hay que considerar en primer lugar que cada paciente diabético ne-
cesita recibir unos 10.000 islotes/Kg de peso para tener una respuesta
efectiva, es decir, para normalizar la glucemia permanentemente. Un
adulto de 60 kg necesita un aporte de unos 600.000 islotes. Actualmente
se extraen de cada pancreas de cadaver unos 300.000 islotes utiles, lo que
significa que para cada paciente se necesitan, al menos, los islotes de dos
donantes. Es un hecho demostrado que el trasplante de los islotes pancrea-
ticos detiene la progresion de las complicaciones y esta es la principal
ventaja de la terapia, por encima incluso de la independencia de la insu-
lina.

TaBLA 3. Pruebas clinicas en curso usando células madre autdlogas en enfermos con
isquemia critica de los miembros

Ensayos Clinicos M;ZZZ;‘;;O" Tratamiento Inyeccion Poblacion P;Z;ou{ri;al
UMC Utrecht, Holanda 2006-2009 BMMNC intraarterial 55-55  amputacion
Universidad Indiana, USA 2004-2007 BMMNC intramuscular 20 MAE
Kobe, Japon 2003-2008  PBMNC,

CD34+ intramuscular 15 amputacion
Universitdad de Napoles, Italia 2005-2006 BMMNC 20 ABI, ulcera
Universidad Northwestern, Chicago, USA  desde 2004 CMH 12 supervivencia
Universidad Goethe, Frankfurt, Alemania ~ 2005-2007 BMMNC intraarterial 20-20 ABI

BMMNC, células mononucleares de la médula 6sea; PBMNC, células mononucleares de sangre periférica;
MAE, eventos adversos principales a las 12 semanas; CMH, células madre hematopoyéticas, ABI, indice tobillo-

popliteo (1)

Evitar la dependencia de la insulina y la necesidad permanente de
autocontrol al que estdn sometidos los diabéticos (analisis, horarios,
restriccion de comidas, etc.), es también importante y se vive por los
pacientes como algo inalcanzable. Sin embargo, como anteriormente se
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Iw‘.‘-ﬂuln madre embrionarias |

T reg adaptativa
inducida por anti-CD3

| Células madre aduitas | \ e

T reg adaptativa transferencia
de islotes especificos

Meo-islotes derivados
da monocitos

Células derlvadas de
Trasplantes de islotes monocitos inducidas
alogeneicos por IFMy

FiGura 6. Hacia la terapia celular en la diabetes mellitus. En la terapia celular hay que
considerar dos aspectos, el reemplazo celular y la induccion a la tolerancia (45).

comento, pasados 5 afios de los primeros trasplantes realizados con el
protocolo de Edmonton, solo un 10% de los pacientes permaneci6 total-
mente liberado de la insulina. Del resto de los pacientes trasplantados,
el 80% sigui6 padeciendo la enfermedad, aunque de forma mas estable
gracias a que se mantiene alguna secrecion de insulina, lo que mejora
su calidad de vida y retrasa las complicaciones.

Los principales problemas del trasplante de islotes pancreaticos para
su implantacion masiva son dos: la insuficiencia de donantes y la nece-
sidad de someterse a un tratamiento inmunosupresor de por vida. Esto
hace que este tratamiento no puede ser aplicado a muchas personas (entre
ellas los nifios), hasta que no se resuelvan las reacciones de rechazo. Las
siguientes consideraciones han de ser tenidas también en cuenta:

1. El trasplante de islotes pancreaticos es una terapia ain en desa-
rrollo y, por tanto, no esta incluida entre las prestaciones de la sanidad
publica en Espaia.

2. No hay ni puede haber suficientes donantes para efectuar todos
los trasplantes de isotes pancreaticos que se requieren, dadas las actua-
les tasas de incidencia de la diabetes.

3. Enel afio 2000 nuestro grupo public6 una serie de experimentos
en los que se implantaron en ratones diabéticos varios clones de células
productoras de insulina obtenidas a partir de células madre embriona-
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rias. Con ello conseguimos la normalizacion de la glucemia en todos los
ratones en 24 horas. Aunque un 40% de los animales volvieron a pade-
cer hiperglucemia, el 60% restante mantuvo glucemias normales durante
las 42 semanas que dur6 el ensayo (un raton vive unas 120 semanas).

4. Desde entonces se esta intentando obtener células productoras
de insulina a partir de células embrionarias humanas, pero también se
estan explorando otras posibilidades, como la de utilizar células madre
adultas que hagan la funcion de las células B, tratando de engasiar asi
al sistema inmune para evitar el rechazo.

5. Estamos intentando solventar los problemas de rechazo, pero
también hay que perfeccionar los sistemas de obtencion de islotes del
cadaver donante, para conseguir alcanzar la relacion 1 donante/ 1 recep-
tor (Figura 6).

6. Aunque se ha publicado un caso de donacion parcial de pan-
creas inter-vivos (ver www.sodicar.com), hoy no se considera viable
esta técnica por condicionantes éticos y cientificos.

7. Mientras las terapias se perfeccionan y se resuelven los proble-
mas planteados, es prioritario que el paciente con diabetes tome con-
ciencia de su situacion, y se cuide para llegar en las mejores condiciones
fisicas al momento en que el trasplante de islotes fuera el tratamiento
establecido.

10. ULTIMAS APORTACIONES PUBLICADAS ON LINE

La revista Nature Chemical Biology acaba de publicar (marzo 2009)
los experimentos de un grupo de cientificos de la Universidad de Har-
vard (EE UU), liderados por Melton y Schreiber. Estos autores han
descubierto un compuesto, el ILV (indolactam-V), que inoculado en el
endodermo es capaz de crear un gran numero de células con el gen
Pdx1, necesario para la produccion de insulina (46). Una vez generadas
estas células, se implantaron a ratones en la capsula renal y se observo
que podian crear un importante nimero de células vivas generadoras de
insulina. Este hallazgo supone un importante paso en la creacion de
células B, el gran objetivo de los cientificos en el desarrollo de la cura
de esta enfermedad metabdlica. Este compuesto, un alcaloide inddlico
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promotor tumoral, cuya estructura se muestra en la Figura 7, podria
servir para diferenciar células madre pluripotenciales en células J3
pancredticas secretoras de insulina. Esta via podria constituir una estra-
tegia terapéutica util y supone un hallazgo esperanzador. El mecanismo
de accion sugiere que ILV actua sobre la via de la proteina quinasa C.

El laboratorio de Melton lo ha intentado de varias maneras; una de
ellas consistio en la reprogramacion de células pluripotenciales induci-
das (iPS), para diferenciarlas directamente en células J pancreaticas, sin
necesidad de pasar por el estado intermedio de pluripotencialidad que
comporta la técnica de reprogramacion. Sirviéndose de tres factores de
transcripcion (Ngn3, Pdx1 y Mafa), consiguieron posteriormente repro-
gramar las células exocrinas del pancreas para que se convirtieran en
células .

H
H,C
BTSN e N0l
i
NN
H

(=)-Indolactam V

Ficura 7. Molécula de -indolactam V (ILV)

El sistema empleado recuerda al utilizado por el profesor de la
Universidad de Kioto, Yamanaka (47), para convertir células adultas en
células iPS, pero a diferencia de la técnica de reprogramacion, el pro-
puesto por Melton se saltaba el paso por el que se revertia el estado de
maduracion de una célula para que sea pluripotencial, y asi pasaba di-
rectamente de un tipo de célula a otro, en este caso de una célula exo-
crina a una 3 del pancreas.

Con su nuevo trabajo, estos investigadores apuntan una nueva po-
sibilidad, basada en el compuesto ILV. Los autores sabian que aquel
trabajo constituia una prueba de concepto y que con esta version de
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reprogramacion directa se podia disponer de una fuente de células rela-
tivamente accesible y abundante de ciertos tipos celulares de interés
terapéutico, como el de las células B del pancreas.

11. CONCLUSIONES

Es un hecho evidente que las células productoras de insulina pueden
obtenerse a partir de células madre. Las células madre pueden represen-
tar una fuente ilimitada de células y resolver el problema de la falta de
donantes. Sin embargo, incluso si conseguimos una célula que se compor-
te como una célula B humana, y pueda ser utilizada para restaurar la fun-
cion perdida, no podemos olvidar que la diabetes es una enfermedad au-
toinmune, y mientras la terapia celular pueda restaurar la funcién, sin
actuar sobre el proceso autoinmune, los factores y mecanismos que des-
truyen las células B originales, permaneceran. La dimension del proble-
ma requiere una combinacion de expertos, condicién que no posee grupo
alguno en el mundo, y el esfuerzo de todos es absolutamente necesario.
Mientras tratamos de resolver todos estos problemas, nuestro paciente
diabético puede conseguir algin beneficio a partir de las estrategias ba-
sadas en terapias de células madre autdlogas que se dirigen a complica-
ciones diabéticas, tales como la cardiopatia diabética o la isquemia de los
miembros.

ABREVIATURAS

ABI, indice tobillo-popliteo; bFGF, factor de crecimiento de fibro-
blastos basico; BMMNC, células mononucleares de la medula 6sea (bone
marrow mononuclear cells);EGF, factor de crecimiento epidérmico;
ESC, células madre embrionarias (embryonic stem cells); IGF-1 y 11,
factores de crecimiento insulina-like I y 1I; ILV, -indolactam; GLP-1,
Péptido tipo glucagon-1; iPS, células pluripotentes inducidas; MAE,
efectos adversos principales a las 12 semanas; Pax4, gen que interviene
en la generacion de insulina; PBMNC, células mononucleares de la
sangre periférica (peripheral blood mononuclear cells); SHH, Sonic
hedgehog; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial.
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