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New therapeutic strategies for type 1 diabetes mellitus
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RESUMEN

El principal determinante del riesgo de complicacio-
nes derivadas de la diabetes mellitus tipo 1 se debe a los
altos niveles de glucosa en sangre mantenidos durante
largo tiempo. Para conseguir un beneficio terapéutico en
pacientes con diabetes mellitus es necesario desarrollar
tratamientos que permitan de manera segura, efectiva y
estable mantener la normoglucemia. Lamentablemente,
el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 mediante el
aporte exdgeno de insulina no es capaz de conseguir
niveles estables de glucosa en sangre, de manera que con
frecuencia se producen casos de severa hipoglucemia o
hiperglucemia. Hasta la fecha la tinica solucién para rees-
tablecer de manera permanente la normoglucemia se
consigue mediante el trasplante de pancreas o de islotes
pancreaticos. Sin embargo, a medida que se incrementa
el nimero de centros especializados en el trasplante de
islotes, mayor es la necesidad de islotes para su tras-
plante. Asi pues, el estudio de nuevas fuentes de células
productoras de insulina asi como de nuevos tratamientos
que permitan preservar o incluso aumentar la masa de
células beta en los pacientes con diabetes mellitus repre-
senta un objetivo de primera necesidad en este campo.

En este sentido, en la Gltima década ha habido un
avance significativo en el campo de la biologia de las
células madre. Sin embargo, la identificacién de células
apropiadas para la generacion de nuevas células beta,
ademas del desarrollo de técnicas para la caracteriza-
cién de estas células, asi como de ensayos y modelos
animales apropiados para probar su capacidad de dife-
renciacion tanto in vitro como in vivo son de vital impor-
tancia para la puesta en marcha de nuevas estrategias
terapéuticas basadas en la aplicacion de las células
madre para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1.
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ABSTRACT

The main determinant of the risk of complications
from type 1 diabetes mellitus is the total lifetime blood
glucose levels. To impact on the health and quality of
life of individuals with diabetes, safe and effective
methods of achieving and maintaining normoglycemia
are needed. Unfortunately, intensive insulin therapy
does not achieve normal levels of blood glucose, is
difficult to implement for many patients, and limited by
the accompanying increased frequency of severe
hypoglycemia. Hence, the only way at present to
restore permanently normoglycemia  without
hypoglycemia is to provide the patient with additional
beta-cells. This can be achieved by transplanting an
intact pancreas, or by transplanting islets. The
shortage of functional beta-cells from available donors
is one of the major limiting factors for the treatment of
diabetes by islet transplantation. Therefore, methods
to preserve or even promote regeneration of the beta-
cell mass are dearly needed.

Significant progress has been made over the last
decade in stem cell biology. However, the quest for
identification of stem cells has been hampered by the
lack of appropriate research tools including assays
that allow assess their differentiation potential in
vitro and in vivo. Therefore, new techniques are
necessary in order to develop new therapeutic
strategies based on stem cells for the treatment of
diabetes mellitus type 1.
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INTRODUCCION

La incidencia de la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) muestra una
marcada diferencia geografica y un incremento anual en casi todos
los paises, teniendo una mayor incidencia en los paises escandina-
vos y Cerdena. La susceptibilidad a desarrollar DM1 parece estar aso-
ciada a factores genéticos miiltiples, aunque sélo el 25-50% de los
pacientes presentan antecedentes familiares'.

La DM1 tiene lugar como consecuencia de una destruccién autoin-
mune de las células beta presentes en los islotes de Langerhans del
péancreas. Estas células son las encargadas de la produccion y secre-
cion de insulina en respuesta al estimulo de la glucosa. La superviven-
cia de los pacientes con DM1 depende de la inyeccién diaria de insuli-
na en varias dosis. Los resultados obtenidos con el trasplante de islo-
tes han demostrado que esta estrategia es eficaz para el tratamiento
de la DM1. Pacientes sometidos a esta intervencién han conseguido
vivir durante mas de dos afios sin tener que tratarse con insulina dia-
riamente?. Sin embargo, esta aproximacion terapéutica presenta una
serie de inconvenientes entre los que cabe destacar aquellos que deri-
van de la medicacién inmunosupresora, asi como la necesidad de tras-
plantar islotes provenientes de 2 6 incluso 3 donantes para alcanzar la
normoglucemia. Por tanto, es necesario mejorar el proceso de aisla-
miento de los islotes, su rendimiento, asi como la bisqueda de nuevos
medicamentos inmunosupresores u otras estrategias que permitan
conseguir la tolerancia del trasplante. Por otra parte, teniendo en
cuenta el bajo nimero de donantes de islotes respecto a la incidencia
de la DM1, es necesario explorar vias alternativas para hacer posible
la aplicacion de esta terapia. Entre estas alternativas la mas promete-
dora se basa en la utilizacion de las células madre, tanto para generar
nuevas células beta que puedan ser trasplantadas en pacientes con
DMI1 de igual manera que se ha hecho con el trasplante de islotes,
como para bloquear la respuesta autoinmune responsable de la gene-
racion de la enfermedad en el caso de la DM1.

TRASPLANTE DE PANCREAS

El trasplante de pancreas (TP) es la tnica terapia capaz de conse-
guir un control metabdlico estricto, con valores fisioldégicos de hemo-
globina glicosilada. Actualmente, gracias a la mejoria de la técnica qui-
rargica y al desarrollo de nuevos regimenes de inmunosupresion, el TP
ha alcanzado un alto porcentaje de éxitos®. Las variantes del TP expe-
rimentadas hasta la actualidad son tres: el trasplante simultaneo
rinén-pancreas (TRP), que supone casi el 90% del total; el trasplante de
pancreas después de rinén (TPDR), que representa en torno el 10%, y
el trasplante de pancreas aislado (TPA), muy poco utilizado.

Receptor

La seleccion de los candidatos debe ser muy rigurosa, ya que el
éxito del TP se debe en gran medida a la seleccién de los pacientes.

Indicaciones

Las indicaciones para las diferentes modalidades de TP se des-
criben en la tabla 1.

An. Sist. Sanit. Navar. 2008, Vol. 31, N° 3, septiembre-diciembre



NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS EN DIABETES MELLITUS TIPO 1

Tabla 1. Indicaciones del trasplante de pancreas en sus diferentes modalidades®.

Trasplante simultdneo rifién-pancreas

1. Pacientes con diabetes mellitus tipo 1, péptido C < 0,5 ng/ml.

2. Edad menor de 50 afios (valorar individualmente a pacientes mayores).

3. Criterios para trasplante renal (en Europa, aclaramiento de creatinina <30 ml/min).
4. Ausencia de vasculopatia periférica y coronariopatia severas.

5. Ausencia de neuropatia motora o autondmica incapacitante.

6. Ausencia de trastornos psiquiatricos o psicolégicos severos.

Trasplante de pancreas después de rifion

1. Diabetes mellitus tipo 1, péptido C < 0,5 ng/ml.

2. Trasplante renal previo de donante vivo o donante cadaver.

3. Funcion estable del injerto renal, con aclaramiento de creatinina >40 ml/min.
4. Diabetes inestable o mal control metabdlico (Hb Alc > 8%).

5. Empeoramiento de las lesiones cronicas a pesar del tratamiento 6ptimo.

6. Fallo del injerto pancreatico después de un TRP.

Trasplante de pancreas aislado

Los candidatos son aquellos pacientes con diabetes tipo 1 con una aclaracién de creatinina
>60 ml/min, y una proteinuria < 2g/24 h, que presenten los siguientes criterios*

1. Complicaciones metabolicas frecuentes (hipoglucemia, hiperglucemia, cetoacidosis), que
requieran asistencia sanitaria.

2. Problemas clinicos y emocionales derivados de la administracion de la terapia insulinica que
resulten incapacitantes.

3. Fallo en el control de la insulinoterapia para prevenir complicaciones agudas.

Contraindicaciones

Se consideran contraindicaciones absolutas: infeccién activa,
neoplasia, alteraciones de la coagulacién, coronariografia con lesio-
nes no corregibles, fracciéon de eyecciéon < 50%, infarto de miocardio
reciente, obesidad severa, incumplimiento de tratamiento previo,
drogadiccién o alcoholismo activos y enfermedad psiquiatrica.

Son contraindicaciones relativas: IMC > 30 kg/m?, hemorragia reti-
niana reciente, fumador activo, serologia positiva VHC y VHB.

Donante de pancreas

El donante ideal es un individuo fallecido por traumatismo cra-
neoencefdlico o por hemorragia intracraneal secundaria a malforma-
ciones vasculares. El estado de los vasos iliacos es fundamental para
una correcta reconstrucciéon vascular y su correcto funcionamiento
posterior.

El rango de edad recomendado oscila entre 10 y 45 anos. La edad
superior a 45 anos no es una contraindicacioén, pero si merece una
valoracién rigurosa.

El donante debe tener un peso minimo de 30 kg, ya que el pan-
creas es un 6rgano de bajo flujo, y en aquellos pancreas con vasos de
menor calibre se favorece la trombosis vascular y por tanto, la pér-
dida del injerto. Un IMC > 30 kg/m’ es una contraindicacién ya que
suele implicar una degeneracion grasa del pancreas, con un aumen-
to en la incidencia de pancreatitis, trombosis e infeccién. Con la
introduccién de la solucion de Wisconsin, el tiempo de isquemia fria
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aceptado para que el injerto de pancreas pueda funcionar con nor-
malidad es hasta de 30 horas. En los Gltimos afios el tiempo medio de
isquemia fria ha sido de 15 horas para el trasplante aislado de pan-
creas y de 13 horas para el simultaneo pancreas-rinén’.

La muerte por intoxicacién no constituye una contraindicacién
salvo en el caso del metanol. La hiperglucemia iatrogénica tampoco, en
ausencia de historia de insuficiencia endocrina. La elevacién aislada
de los niveles de amilasa plasmatica, en ausencia de otras comorbili-
dades no constituye una contraindicacion para la donacion.

Complicaciones quirirgicas

Las complicaciones especificas derivadas de esta cirugia son las
siguientes: vasculares, intraabdominales, pancreatitis del injerto,
fuga anastomética y las relacionadas con el drenaje vesical.

Complicaciones vasculares

Trombosis. Es la méas frecuente: 6% en TRP, 7% en TPDR, y un 9%
en TPA. Supone casi la mitad de los fallos no inmunolégicos del injer-
to y se manifiesta en las dos primeras semanas hasta en el 90% de los
casos. El paciente suele presentar dolor abdominal y el diagnéstico
se confirma mediante un eco-doppler. La pancreatectomia del injerto
suele ser el tratamiento habitual.

Hemorragia intraabdominal. Un factor de riesgo importante es la
utilizacion de anticoagulacion.

Pseudoaneurisma micético. Se produce siempre en el contexto de
una infeccién intraabdominal.

Infecciones intraabdominales

Pueden reducir significativamente la supervivencia del injerto y
del paciente. La mayoria de los centros utilizan el fluconazol como
profilaxis antifingica y la combinacién del imipenem o la piperacili-
na junto con la vancomicina como profilaxis bacteriana.

Pancreatitis del injerto

Se manifiesta mediante una hiperamilasemia prolongada. El octre-
otide puede ser utilizado para la profilaxis o el tratamiento de esta
complicacion.

Fuga anastomética

Se diagnostica por TC abdominal con inyeccién de contraste vesi-
cal en el caso del trasplante con drenaje vesical, y por TC abdominal
con contraste oral en el caso del trasplante con drenaje entérico. Es
necesaria la reparacion primaria de la fuga anastomotica hasta en un
66% de los casos, o en su defecto la conversion entérica. En caso de
fuga por drenaje entérico la laparotomia exploratoria es casi siempre
necesaria para un adecuado manejo del paciente.

Complicaciones relacionadas con el drenaje vesical

Las complicaciones mas serias son las uroldgicas, en orden de
frecuencia: infeccién recurrente del tracto urinario, hematuria croni-
ca, fuga urinaria y lesiones uretrales. La mayoria de los pacientes con
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complicaciones uretrales suelen precisar la conversion entérica para
la desaparicion de los sintomas.

Resultados

Segan el Registro Internacional de Trasplante de Pancreas, en el
TRP, la supervivencia al ano del paciente, el injerto pancreatico y
renal ha mejorado de un 90, 74 y 83% respectivamente en el periodo
1987-1989, a un 95, 83 y 88% durante el periodo 1996-2000, en los
pacientes tratados en EEUU’. Mientras que en el TPDR y en el TPA la
supervivencia del injerto de pancreas al afilo ha sido en este tGltimo
periodo de 73 y 70% respectivamente’.

Supervivencia del paciente

Diferentes estudios han demostrado que existe una mayor super-
vivencia en pacientes tratados mediante TRP frente a aquellos trata-
dos mediante trasplante aislado de rifi6n.

La ausencia de ensayos clinicos controlados representa una
barrera para comprender y comparar los riesgos y beneficios del TPA
y el TPDR. Sin embargo, hay datos sobre la mortalidad relacionada
con el postoperatorio, sin aparentes beneficios de supervivencia a
largo plazo®.

Supervivencia del injerto renal

La supervivencia del injerto renal en el TRP en pacientes con
DM1 es comparable a la supervivencia del injerto renal en tras-
plante aislado de rifién de cadaver. Sin embargo, diversas hipotesis
sostienen que existe un claro beneficio para el rifién transplantado
si existe una buena funcién del injerto pancreatico. Los pacientes
con TRP observados a los 2 afios y medio tras la cirugia, compara-
dos con aquellos pacientes con trasplante aislado de rifién no pre-
sentan engrosamiento de la membrana basal glomerular (92% vs
35%) ni expansion del volumen mesangial (82% vs 12%)°. Ademas,
se ha observado que la progresién de la glomerulopatia en pacien-
tes trasplantados de rifi6én puede detenerse a los dos afios tras un
trasplante de pancreas diferido.

Efectos metabdlicos

El TP permite restaurar el nivel de glucosa en sangre y la res-
puesta bifasica de la insulina tras la estimulacién con glucosa, obte-
niendo una normalizacién de la hemoglobina glicosilada en semanas
o meses tras la cirugia.

Aunque pueden ocurrir episodios de hipoglucemia por hiperinsuli-
nismo, el coma hipoglucémico es excepcional. La aparicion de hipe-
rinsulinismo se ha asociado al drenaje venoso sistémico, a una dismi-
nucion del aclaramiento de insulina por el higado, a los farmacos anti-
calcineurinicos y los esteroides, y a una supresion incompleta de insu-
lina debida a la denervacion existente en el injerto pancreatico.

Retinopatia

En la mayoria de los estudios, los pacientes sometidos a un TP
presentan retinopatia proliferativa en el momento del trasplante. Por
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ello, se tratan mediante coagulaciéon panretiniana con laser. Esto
podria justificar la estabilizaciéon de la retinopatia diabética tras el
trasplante®".

Neuropatia

Los pacientes diabéticos con neuropatia moderada que se some-
ten a un TP tienen una mayor supervivencia que aquellos no someti-
dos a trasplante o con un fallo precoz del mismo. Esta descrita la
recuperacion de la conduccioén nerviosa sensitivomotora, con desa-
pariciéon de la polineuropatia dolorosa y el sindrome de piernas
inquietas en un corto periodo de tiempo'.

Enfermedad cardiovascular

Se ha observado una progresion de la enfermedad establecida
macrovascular a pesar de la realizacidon satisfactoria del TP. Su
influencia sobre la evolucién de la enfermedad vascular asintomatica
estd atn por demostrar. Sin embargo, el TP puede tener un efecto
positivo en la funcién cardiaca y se consigue una reduccioén en la pre-
sion arterial, lo que beneficiaria a los pacientes con nefropatia dia-
bética establecida.

Calidad de vida

En pacientes diabéticos insulinotratados, la mejora en la calidad
de vida y la prevencion o estabilizacion de la morbilidad y mortali-
dad asociada a las complicaciones de la diabetes hacen del TP una
importante opcién terapéutica'.

TRASPLANTE DE ISLOTES

El trasplante de islotes, aunque desarrollado en 1967, ha perma-
necido casi en el olvido hasta que en el aino 2000, Shapiro y col en la
Universidad de Alberta, en Edmonton, describieron un nuevo proto-
colo para el trasplante de islotes con el que consiguieron la insuli-
noindependencia al afio del trasplante en hasta el 80% de pacientes®.

Estos resultados han sido parcialmente reproducidos en un estu-
dio internacional, el International Network Trial (INT), en el que el
58% de los pacientes consiguieron la independencia de la insulina,
aunque con amplias variaciones entre centros (desde el 100% al 0%
de pacientes) que obedecian fundamentalmente a la experiencia pre-
via del grupo en trasplante de islotes™. Sin embargo, los datos de
seguimiento a mas largo plazo muestran un deterioro de la funcién
del injerto, de forma que a los 2 afos del trasplante tan sélo el 24%
de pacientes mantenian la insulinoindependencia en el estudio INT,
porcentaje que el grupo de Edmonton ha descrito que se reduce
hasta el 10% a los 5 anos'". Aunque estos resultados han supuesto
una cierta decepcion, es importante sefialar que, en cerca del 70% de
los pacientes, el injerto muestra una funcién beta residual, lo que
permite a estos pacientes mantener un control glucémico 6ptimo con
dosis muy bajas de insulina, con gran estabilidad metabélica (indi-
cado por una reduccién en la amplitud de las excursiones glucémi-
cas), y sin episodios de hipoglucemias graves.

Los cambios mas importantes introducidos por el protocolo de
Edmonton han sido™":
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El uso de una fuerte inmunosupresiéon en la que se prescindi6 de
los glucocorticoides y se incluy6 sirolimus, bajas dosis de tacrolimus
y un anticuerpo monoclonal frente al receptor de la interleuquina-2
(daclizumab).

La eliminacién durante el proceso de aislamiento de los islotes
del uso de productos que pudieran contener xenoproteinas con la
intencion de reducir la destruccién inmediata tras el trasplante.

La minimizacién del tiempo de isquemia, trasplantando los islo-
tes inmediatamente después de su aislamiento, aunque este aspecto
se ha abandonado en estudios posteriores siendo comin en la actua-
lidad trasplantar los islotes tras 2-3 dias de cultivo.

El trasplante de una masa beta superior a la usada previamente,
con una media de méas de 4.000 islotes-equivalente por kilogramo de
peso y la repeticion del trasplante en 2-3 ocasiones en caso de detec-
tar glucemias superiores a 200 mg/dl en las semanas posteriores al
trasplante.

Trasplantar a una poblacién receptora distinta de las usadas
hasta entonces, que no presentaba insuficiencia renal, en su mayoria
pacientes con episodios repetidos de hipoglucemia grave.

Aunque el proceso no ha tenido mortalidad y su morbilidad es
baja comparada con el trasplante de 6rganos, el procedimiento no
esta exento de efectos adversos, algunos de ellos graves. En relacion
al procedimiento quirdrgico son destacables la presencia de sangra-
do grave en un 10% de pacientes, que en algin caso ha requerido
nueva cirugia, la trombosis de la porta o alguna de sus ramas (6%), y
la elevacién transitoria de enzimas hepaticos. Como eventos adver-
sos no graves mas frecuentes se describen las tlceras bucales (92%),
anemia (81%), leucopenia (75%), diarrea (64%), cefalea (56%), neu-
tropenia (53%), natuseas (50%), vomitos (42%), acné (39%) y astenia
(39%). Hasta el momento no se ha descrito la apariciéon de neoplasias
malignas en los pacientes con trasplante de islotes y tratamiento
inmunosupresor.

Asi pues, a dia de hoy, el trasplante de islotes esta limitado a un
escaso namero de pacientes y centros. Para poder generalizar esta
opcidn a la mayoria o al menos a un namero significativo de pacien-
tes, la investigacion debe resolver problemas fundamentales como
son la mejora de las condiciones técnicas del aislamiento de islotes
para aumentar el rendimiento y la reproducibilidad del proceso, asi
como la funcionalidad de los islotes obtenidos®.

Finalmente, para poder hacer frente a la enorme demanda debida
al potencial nimero de receptores del trasplante es preciso disponer
de sistemas de expansién de los islotes in vitro, o de fuentes alterna-
tivas de células productoras de insulina, como por ejemplo la gene-
racion de células beta a partir de células madre adultas.

TRATAMIENTO DE LA DIABETES CON CELULAS MADRE

Hace tan s6lo una década desde la aparicion de la terapia celular
con células madre como una nueva area de investigacién. Hasta la
fecha se consideraba que las células poseian una capacidad de divi-
sion y diferenciacion limitada. Sin embargo, este dogma esta cam-
biando gracias a recientes resultados publicados acerca de la pluri-
potencialidad de las células madre. Asi pues, células procedentes de
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un determinado origen han sido capaces de dar lugar a células con
caracteristicas propias de otro linaje. La posibilidad de trasplantar
estas células en 6rganos, con el objeto de sustituir un tejido danado,
ha impulsado notablemente el estudio del fenémeno conocido como
“plasticidad celular” y su potencial aplicacién en situaciones patolé-
gicas. El beneficio terapéutico observado después del trasplante de
células madre ha sido probado con éxito tanto a nivel experimental
como, en algunos casos, clinicamente. Sin embargo, el grado de con-
tribucion de estas células al tejido trasplantado ha resultado ser
menor de lo esperado, de manera que cada vez hay mas evidencias
que sugieren la existencia de mecanismos paracrinos que jugarian un
papel muy importante en el beneficio terapéutico observado. El estu-
dio en profundidad de estos efectos tréficos inducidos por las célu-
las madre trasplantadas podria ser de gran relevancia para el trata-
miento de tejidos dafiados, potenciando su regeneracion a partir de
las células enddgenas no danadas presentes en el 6rgano afectado.
Por otra parte, el desarrollo de métodos mas sofisticados de tras-
plante de células combinado con técnicas de bio-ingenieria podria
mejorar notablemente el potencial de las células madre.

Por otra parte, la puesta en escena de un concepto ampliamente
estudiado, la reprogramacion celular, estd cambiando notablemente
el panorama actual en el campo de la investigacion con células
madre. Recientes estudios demuestran que es posible obtener célu-
las con capacidad de expansién y diferenciacion similar al observa-
do en las células madre embrionarias, mediante la transferencia de
cuatro genes, tales como Oct3/4, Sox2, Klf4, y c-Myc (siendo la utili-
zacién de este Gltimo opcional), partiendo de células adultas, tales
como por ejemplo fibroblastos derivados de la dermis.

A continuacién mostramos algunos de los tipos de células madre
que actualmente se estan estudiando a nivel experimental para el tra-
tamiento de la diabetes.

Tipos de células madre

Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias (ESCs, del inglés “embryonic
stem cells”) derivan de la masa interna del blastocisto. Una vez ais-
ladas se expanden mediante su cultivo sobre fibroblastos murinos
embrionarios cuya funcién es servir como soporte para su creci-
miento. Las ESCs son capaces de formar cuerpos embrioides, asi
como diferenciarse hacia células propias de las tres capas embriona-
rias: ectodermo, endodermo y mesodermo. Numerosos grupos de
investigacién han demostrado que las ESCs son capaces de diferen-
ciarse hacia células productoras de insulina in vitro'**. Incluso dife-
rentes autores han conseguido enriquecer el nimero de células pro-
ductoras de insulina a partir de ESCs que se diferencian espontanea-
mente, utilizando técnicas como:

La seleccién mediante manipulaciéon del medio de cultivo'®".

La sobreexpresion de factores de transcripcién claves tales como
Pdx-1 o Pax4**'.

La seleccion mediante la utilizacion de resistencia a antibiéticos
dirigidos por los promotores para Nkx6.1 o insulina*'.
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La diferenciaciéon hacia células productoras de insulina utilizando
factores de crecimiento solubles, matrices celulares y el contacto
célula-célula®.

Células madre derivadas de la médula 6sea

Los resultados recientemente publicados sobre el potencial de
diferenciacion de las células madre derivadas de la médula 6sea
estan cambiando la visién clasica de las células madre especificas de
tejido, de manera que se sabe que algunas poblaciones celulares pre-
sentes en la médula 6sea son capaces de abandonar su patrén de
diferenciacion celular caracteristico y diferenciarse hacia tejidos tipi-
camente no-hematopoyéticos*. Este fenomeno esta favorecido, en
cierta medida, por la presion selectiva inducida por el tejido dafiado.
Estudios recientes demuestran que es posible detectar la expresion
de insulina en tejidos en los que habitualmente ésta no tiene lugar,
tales como la médula 6sea, el tejido adiposo o el misculo esqueléti-
co®*, Estos datos sugieren que la hiperglicemia es capaz de inducir
la expresion de insulina en poblaciones de células presentes en la
médula 6sea. Incluso se han llegado a detectar células cuyo origen es
la médula 6sea que expresan insulina en el tejido acinar, aunque
nunca de manera especifica en los islotes pancreaticos®.

Otros autores afirman que algunas células presentes en la médu-
la 6sea son capaces de transdiferenciarse dando lugar a células beta
funcionales. lanus y col”” han demostrado, utilizando el sistema Cre-
loxP, que las células derivadas de la médula 6sea contribuyen apro-
ximadamente entre 1,7 y 3% a la formacién de nuevas células beta.
Ademas, estos autores demuestran que estos resultados no se deben
a procesos de fusién celular, indicando que las células adultas pre-
sentes en la médula 6sea son capaces, aunque con baja frecuencia,
de diferenciarse directamente hacia células beta en los islotes pan-
creéticos.

Células madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea

Las células madre mesenquimales (MSCs, del inglés “Mesenchy-
mal Stem Cells”) de la médula 6sea se han definido clasicamente por
su capacidad para dar lugar a tejidos tales como el cartilago o
hueso®. Estas células han despertado un gran interés debido a su
prometedor potencial terapéutico, porque ademéas de su capacidad
de diferenciarse hacia los citados tejidos, algunos autores han
demostrado que ademas son capaces de adoptar fenotipos propios
de tejidos ectodérmicos y endodérmicos in vitro e in vivo®®. Las
MSCs derivadas de médula 6sea murina han sido recientemente dife-
renciadas hacia células productoras de insulina in vitro e incluso han
demostrado ser capaces de revertir la hiperglicemia en un modelo
murino de diabetes en ratén®. Ademas, se ha demostrado que es
posible diferenciar MSCs derivadas de la médula 6sea humana hacia
células productoras de insulina cuando se cultivan en el microam-
biente adecuado y utilizando mecanismos que implican factores de
transcripcion importantes para el desarrollo de las células beta, tales
como Pdx1°.

Pese al escaso conocimiento sobre el papel de las MSCs en el
mantenimiento de la homeostasis o su implicacion en el desarrollo
de determinadas patologias, durante los Gltimos afos se ha investi-
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gado de manera extensiva sobre el papel antiproliferativo, inmuno-
modulador y antiinflamatorio de estas células. Las células MSCs son
capaces de bloquear la proliferacion de linfocitos alogénicos in vitro,
incluso después de haber sido tratadas con IFN-gamma para inducir
la expresion de moléculas de Clase Il o transfectadas con moléculas
coestimuladoras como B7-1 o B7-2. De manera similar, se sabe que las
MSCs no son lisadas por linfocitos T citotéxicos o células NK (del
inglés “Natural Killer”). Esta capacidad de supresién parece estar
mediada, al menos en parte, por factores solubles secretados por las
MSCs, entre los que se encuentra el TGF-beta®, el HGF o la prostagla-
dina E2.

In vivo, las MSCs son capaces de prolongar el tiempo de rechazo
de trasplantes de piel, asi como mejorar la funcionalidad renal, neu-
ral y pulmonar en diferentes modelos experimentales animales. Estos
efectos se cree que son debidos a una acciéon paracrina derivada de
las MSCs que lleva a modificar el entorno en el sitio de la lesién desde
una situacién que en condiciones normales deberia ser proinflama-
toria perjudicial hacia una situacién antiinflamatoria beneficiosa.

En humanos, mas de 100 pacientes han sido transplantados con
MSCs*, en muchos de los casos, derivadas de donantes emparenta-
dos y utilizadas con la finalidad de mejorar el trasplante de células
madre hematopoyéticas para el tratamiento de leucemias. La infu-
sion de células MSCs ha sido bien tolerada en todos los casos, sin la
apariciéon de ningin efecto adverso. En un paciente de 9 afnos de
edad se observo una proteccion frente a una reaccién inmunolbgica
derivada del trasplante de células madre hematopoyéticas alogéni-
cas para el tratamiento de una leucemia*. Las MSCs también han sido
ensayadas con éxito para el tratamiento de enfermedades autoinmu-
nes como la enfermedad injerto-contra-huésped (GvHD, del inglés
“Graft versus Host Disease™), donde la infusién de MSCs derivadas de
donantes emparentados ha demostrado ser eficaz revertiendo con
éxito el dano provocado por esta enfermedad en el higado e intesti-
no de estos pacientes ***.

Recientemente nuestro grupo de investigacion esta llevando a
cabo experimentos cuya finalidad Gltima es determinar una posible
aplicacién de las MSCs para el tratamiento de la diabetes autoinmu-
ne. Nuestro principal objetivo consiste en estudiar si las MSCs pue-
den ejercer un efecto protector y asi frenar la aparicion de diabetes
en el modelo de diabetes autoinmune tipo 1 que desarrolla el raton
NOD. Para ello trasplantamos MSCs derivadas de 2 cepas de ratones
diferentes con el objeto de comparar el trasplante autélogo (células
MSCs derivadas de raton NOD) respecto al trasplante alogénico
(células MSCs derivadas de raton C57BI/6). Nuestros resultados pre-
liminares indican que el tratamiento de ratones NOD con MSCs pro-
tege del desarrollo de diabetes, retrasando en muchos casos la apa-
ricion de la enfermedad.

Células derivadas del bazo

El grupo liderado por el Dr. Faustman demostré en el aino 2003*
que era posible reestablecer la normoglicemia en el modelo de dia-
betes autoinmune que se desarrolla en ratones NOD mediante el tras-
plante de células derivadas del bazo (esplenocitos) y previo trata-
miento con adyuvante de Freund completo (CFA, del inglés “Comple-
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te Freund’s Adjuvant”). Estos investigadores pusieron de manifiesto
la presencia de células procedentes de los animales donantes en los
islotes y ductos pancreaticos. Ademas, estos autores también deter-
minaron que los islotes recién formados se habian originado median-
te diferenciacion a partir de los esplenocitos infundidos y no median-
te un proceso de fusion celular entre las células trasplantadas y las
células beta residuales endbgenas. Sin embargo, estudios recientes
utilizando la misma aproximacion no han sido capaces de reproducir
tales resultados®™, mostrando sin embargo que el tratamiento con
CFA es suficiente para reinstaurar los niveles normales de glicemia
mediante un proceso de regeneracion de las células beta enddgenas,
de manera, que no queda claro el papel que podrian desempeiar los
esplenocitos en la regeneracion de los islotes.

Células madre del higado con potencial pancreatico

Existen en la literatura varios articulos que sugieren que el higa-
do, por derivar de la misma capa embrionaria que el pancreas (el
endodermo), podria ser un candidato ideal para ser utilizado para el
tratamiento de la diabetes mediante su transdiferenciacién hacia
células beta. Asi por ejemplo, se sabe que la expresién de genes
importantes para el desarrollo del pancreas (como por ejemplo Pdx-
1) en hepatocitos, es capaz de inducir la expresiéon de marcadores
maduros de célula beta, incluyendo la expresion de insulina®. De
manera similar, la sobreexpresion de betacelulina y NeuroD/Beta2 ha
demostrado ser una aproximacion eficaz para convertir a un hepato-
cito en un célula productora de insulina, capaz incluso de revertir la
diabetes inducida en ratones de experimentacion por estreptozoto-
cina (STZ)". Por otra parte, las células ovales aisladas del higado de
ratas sometidas a un dafno son capaces de diferenciarse formando
estructuras que simulan islotes pancreaticos capaces incluso de
secretar insulina en respuesta a concentraciones altas de glucosa®.

Células madre del pidncreas

Banerjee and Bhonde* han podido aislar células madre a partir
de células beta presentes en los islotes pancreaticos de ratones tra-
tados con STZ utilizando la combinacién del factor de crecimiento
derivado de queratinocitos (KGF, del inglés “Keratinocyte Growth
Factor”) junto con el factor derivado de fibroblastos (FGF, del inglés
“Fibroblast Growth Factor”). Los nuevos islotes formados siguiendo
este procedimiento fueron capaces de expresar Pdx-1, asi como
secretar insulina en respuesta a glucosa. Estos resultados sugieren
que los islotes a los que se les elimina de manera selectiva las célu-
las beta mantienen células con capacidad para generar el islote com-
pleto, incluyendo las células beta perdidas®.

Evidencias indirectas, examinando la distribucién de células que
expresan los marcadores Pdx-1 y Ngn3 tras la administracién de STZ,
sugieren la presencia de progenitores de célula beta en el interior de
los islotes pancreaticos™.

Suzuki y col®” han sido capaces de aislar células que expresan el
marcador c-Met a partir de pancreas de ratén neonato y adulto®, asi
como inducir la aparicién de estructuras con apariencia similar a los
islotes a partir de células epiteliales ductales del pancreas que expre-
san c-Met".
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Monocitos

Ruhnke y col han demostrado que es posible obtener células pro-
ductoras de insulina a partir de monocitos CD14+ derivados de san-
gre periférica mediante un protocolo de diferenciacién consistente
en una combinacion del factor estimulador de colonias de macréfa-
gos (M-CSF, del inglés “Macrophage Colony-Stimulating Factor) e
Interleucina 3*. La accién sinérgica de ambas citoquinas, sumado a la
plasticidad fenotipica de los monocitos, es la responsable de la dife-
renciacién de estas células de origen mielomonocitico hacia células
beta. Los autores demuestran que es posible utilizar estas células
para tratar ratones diabéticos, siendo capaces de normalizar los
niveles de glucosa en sangre cuando son trasplantados bajo la cap-
sula renal de ratones diabéticos inducidos por STZ*,

Células madre pluripotentes inducidas (iPS).

Recientemente se ha descrito un nuevo procedimiento para obte-
ner células madre pluripotentes, es decir, células con capacidad de
diferenciacién hacia tejidos de las tres capas embrionarias, partien-
do de células madre adultas, tales como fibroblastos derivados de la
piel®®. Estas células reciben el nombre de células madre pluripoten-
tes inducidas (iPS, del inglés “Induced Pluripotent Stem cells”).

Las iPS suponen un avance muy significativo en el campo de las
células madre ya que hasta la fecha la capacidad de diferenciacién
que se les atribuia a las células adultas era muy limitada. La aplica-
cion de novedosa tecnologia, que consiste en la transferencia de cua-
tro genes (Oct3/4, Sox2, Klf-4 y c-Myc), abre un nuevo campo de
investigacion: la reprogramacion de células adultas. Una mayor com-
presion de los fenémenos que subyacen al proceso de reprograma-
cion, asi como una mejora en los protocolos de generacion de iPS,
hace pensar que en un futuro no muy lejano sera posible el trata-
miento de enfermedades para las cuales hasta la fecha no hay cura-
cion alguna®. Respecto a la enfermedad que nos ocupa, no sélo se ha
conseguido generar iPS a partir de tejido pancreatico™ sino también
diferenciar con éxito iPS hacia células productoras de insulina **.

CONCLUSIONES

Aunque la diabetes puede ser tratada mediante el aporte exdge-
no de insulina, el trasplante de islotes pancreaticos proporciona un
mejor control glucémico, evitando la administracién diaria de insuli-
na. Sin embargo, limitaciones en la cantidad de tejido accesible para
su trasplante, ha impedido la aplicacion de esta estrategia terapéuti-
ca para el tratamiento de la DM1. En este sentido, las células madre
constituyen una alternativa muy prometedora, ya que podrian suplir
las células beta necesarias para el tratamiento de la enfermedad sin
la necesidad de someter a los pacientes a severos regimenes de
inmunosupresion. El objetivo final deberia ser la creacién, no sélo de
células beta, sino de islotes funcionales donde estén presentes el
resto de tipos celulares. Encontrar la poblacién de células madre
adecuada para este propdsito es un objetivo de primera necesidad.

Por otra parte, la aplicacién de propiedades hasta la fecha des-
conocidas atribuidas a determinados tipos de células madre, tales
como la inmunosupresion inducida por las MSCs, podria ser de gran
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utilidad para su combinacién junto con células beta o islotes deri-
vados a partir de células madre. La combinacién de ambas estrate-
gias previsiblemente mejoraria los resultados que se obtengan con
el trasplante de células madre derivadas hacia células beta, permi-
tiendo incluso disminuir el nimero de islotes o células beta necesa-
rias para el tratamiento de la diabetes. De hecho, el desarrollo de
nuevos regimenes inmunosupresores en el Protocolo de Edmonton
ha supuesto una notable mejora en la aplicacion de esta estrategia
terapéutica.

Por tultimo, la entrada en escena de un nuevo tipo celular, las iPS,
promete revolucionar el campo de las células madre en el tratamien-
to de la DM1. Sin embargo, hara falta esperar al menos una década
hasta que podamos ver los primeros resultados tras la implantacion
de células beta o islotes derivados de iPS en pacientes diabéticos.
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