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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un problema de salud que afec-
ta a todas las sociedades independientemente de su gra-
do de desarrollo. Ademads, el coste humano, social y eco-
némico que desarrolla es importante.

En Espafa casi 2.500.000 personas padecen diabetes
mellitas. Esto supone aproximadamente un 6% de la po-
blacion. La incidencia de de diabetes tipo 1 es de
10-12 casos nuevos/100.000 habitantes/ano, de los cuales
aproximadamente 9 son menores de 15 afos. Se estima
que la incidencia de la diabetes tipo 1 en menores de
14 anos es del 0.092%. Ademads, existen datos que sugie-
ren un aumento progresivo de la incidencia, siendo la pu-
bertad, la edad de maximo riesgo de aparicién. Con res-
pecto a la diabetes tipo 2, el nimero de casos nuevos por
afio es de 60-150/100.000 habitantes/ano. Los cambios
ocasionados en los habitos de vida (comida excesiva e in-
adecuada y sedentarismo) estdn ocasionando un incre-
mento, en el mundo occidental, en la incidencia de este
tipo de diabetes en nifios y adolescentes.

Algunos otros datos de interés para Espana senalan que
la retinopatia diabética afecta al 40-50% de los diabéticos,
la prevalencia de enfermedad coronaria es mucho mayor
en diabéticos, el 50% de los diabéticos presentan hiper-
tension arterial, el 2,1% de los diabéticos sufren amputa-
ciones y que esta enfermedad es la 3* causa de muerte en
mujeres y la 7 en hombres.

Todos estos nimeros suponen que el 7% del gasto sa-
nitario estd dedicado a la diabetes y sus complicaciones.

Los estudios del UKPDS! han demostrado que el con-
trol intensivo de la glucemia disminuye de forma signifi-
cativa la aparicion de complicaciones microvasculares de
la diabetes mellitus, pero para ello el paciente debe so-
meterse a un control permanente de la glucemia y a la
administracion intensiva (cinco o seis veces dfa) de insu-
lina. Esto supone pacientes muy entrenados y motiva-
dos. Por otro lado, a pesar de todo, la terapia intensiva
con insulina es incapaz de normalizar completamente
los niveles de hemoglobina glicosilada y aumenta en

aproximadamente tres veces el riesgo de sufrir hipoglu-
cemias severas. Ademas, no libera a los pacientes de la
dependencia de insulina, algo que seria esencial en los
ninos.

Recientemente, Shapiro et al*> demostraron que usando
una terapia inmunosupresora sin glucocorticoides, com-
binada con un trasplante adecuado de una masa suficien-
te de islotes frescos y libres de xenoproteinas era posible
mantener pacientes libres de insulina exdgena y con un
buen control metabédlico por un periodo superior a un
ano. Este nuevo protocolo, que ha supuesto un enorme
avance en el trasplante de islotes, deja sin embargo dos
puntos abiertos. El primero es que los diabéticos tras-
plantados necesitan terapia inmunosupresora continua,
algo que de nuevo es mas importante en un nifio que en
una persona mayor, dado el mayor tiempo de administra-
cién de los inmunosupresores en los primeros. En se-
gundo lugar, para cada diabético se necesitan, como mi-
nimo, de uno a dos donantes. Dado que las cifras de
donantes, incluso en paises como Espana, con un alto
nivel de donacién de 6rganos, nunca alcanzaran las ne-
cesidades de la poblacion de diabéticos, se impone la ne-
cesidad de buscar otras fuentes de células  pancreaticas
para poder ser trasplantadas. En este sentido, una posible
solucioén es la terapia celular, cuyo objetivo es la obten-
cion de sustitutos biolégicos que puedan restaurar, man-
tener o mejorar la funcién de los tejidos danados, las cé-
lulas B en el caso de la diabetes.

Por otro lado, el diseno de células secretoras de insuli-
na, a partir de células madre, ofrece una serie de venta-
jas potenciales con respecto al uso de islotes de donan-
tes cadavéricos: a) la posibilidad de crecerlas a bajo coste
y en una cantidad ilimitada; b) pueden cultivarse en un
medio libre de patégenos; ¢) al ser clonales retienen ca-
racteristicas funcionales muy reproducibles y se pueden
seleccionar y d) se pueden manipular genéticamente para
modificarlas segiin nuestros intereses, por ejemplo, ha-
cerlas menos susceptibles a ataques inmunes, con lo cual
se podria evitar utilizar inmunosupresores.
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CONCEPTOS Y TIPOS DE CELULAS MADRE

El concepto mas actual que existe sobre las células ma-
dre las define como células que forman clones, los cuales
son capaces de auto regenerarse y diferenciarse en mul-
tiples tipos de tejidos, aunque no pueden formar total-
mente un nuevo ser vivo. La primera propiedad supone
la capacidad de dividirse de un modo contintio y practi-
camente ilimitado, dando lugar a hijas que son exacta-
mente iguales a la madre. La segunda caracteristica, la
pluripotencialidad, indica la capacidad de diferenciarse a
cualquier tipo o linaje celular del organismo?3. Estas dos
caracteristicas son las que les confieren el tremendo po-
tencial de aplicacion clinica que tienen estas células.

Las células madre se pueden clasificar sobre la base de
su grado de pluripotencialidad o diferenciacion y segin
su origen. No obstante, ambas clasificaciones estin rela-
cionadas, ya que segun su origen tendrin mayor o menor
capacidad de diferenciacién®. Asf pues, de mayor a me-
nor grado demostrado de pluripotencialidad pueden ser:
a) embrionarias (ESC), que derivan de la masa celular in-
terna de un blastocisto; b) de la linea embrionaria germi-
nal (EGC), que se obtienen de las génadas de fetos que
no llegan a término; ¢) obtenidas de carcinomas embrio-
narios (ECC) y d) obtenidas a partir de células madres
presentes en diversos tejidos adultos, como por ejemplo
sistema nervioso, muisculo o médula 6sea.

OBTENCION DE CELULAS PRODUCTORAS
DE INSULINA A PARTIR DE CELULAS MADRE
PLURIPOTENCIALES

Numerosos estudios han comprobado que “in vitro” y
bajo ciertas condiciones, las células madre se pueden di-
ferenciar espontaneamente a lineas derivadas del meso-
dermo, como cardiomiocitos y a lineas derivadas del ec-
todermo como precursores neurales’®. Sin embargo, la
diferenciacion “in vitro” hacia células derivadas del en-
dodermo, como por ejemplo células 3, es bastante dificil
y raramente se produce espontineamente. No obstante,
algunos grupos han presentados resultados esperanza-
dores en la diferenciacion “in vitro” dirigida hacia células
secretoras de insulina a partir de células madre pluripo-
tenciales, usando distintos protocolos de diferenciacion,
seleccion y maduracion.

Recientemente, nuestro grupo demostré con un siste-
ma que permitia seleccionar aquellas células que produ-
cian insulina, mediante la utilizaciéon de un antibiético,
que era posible obtener células productoras de insulina
que normalizaban la glucemia en animales diabéticos
durante mas de 40 semanas®8. Posteriormente, ha habi-
do otros grupos, que con mayor o menor éxito y utili-
zando distintas estrategias han sido capaces de obtener
células productoras de insulina a partir de células madre
pluripotenciales.

Las estrategias utilizadas son distintas. En este sentido,
hay algunos estudios que describen que es posible obte-
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ner células productoras de insulina a partir de células ma-
dre embrionarias mediante procesos de diferenciacion es-
pontanea’ 10, Estos protocolos solo obtienen un peque-
fo porcentaje de células que contienen insulina y que
no son capaces de liberarla. Otro camino que se puede
emplear consiste en forzar la diferenciacion de estas cé-
lulas hacia células de estirpe endocrina. Para ello se utili-
zan estrategias fisicas (cultivar las células en presencia de
distintos sustratos y materiales), quimicas (cultivar las cé-
lulas en presencia de distintos factores de crecimiento y
diferenciacién) o ambas®113, Otro procedimiento consis-
te en aumentar la expresion de genes reguladores que
son fundamentales para la embriogénesis de las células
beta pancreaticas'?.

Un aspecto muy importante de todos estos protocolos
es que hay que utilizar estrategias que nos permitan se-
leccionar, de entre todas las células que estan en el culti-
vo, aquellas células que producen insulina. Para ello se
suele utilizar estrategias de seleccion clonal. Consiste en
incorporar a las células un gen quimérico que hace que
las células que expresan insulina sean resistentes a un an-
tibiético (neomicina) y tengan una actividad beta-galacto-
sidasa (lo cual permite tenir de azul a las células que ex-
presan la insulina) (fig. 1.

Por dltimo, tenemos que estar seguros que las células
que hemos obtenidos tienen todas las caracteristicas po-
sible de una célula beta. Para ello, en las células diferen-
ciadas y seleccionadas hay que estudiar: @) presencia de
genes propios de célula beta; b) presencia de proteinas
propias de célula beta (fig. 2); b) contenido y secreciéon
de insulina en respuesta a nutrientes y sulfonilureas.

Tras esto, el paso final es trasplantarlas a un modelo
de animal diabético y ver que son capaces de normalizar
la glucemia (fig. 3).

Los distintos protocolos publicados han tenido distinto
€xito en estas aproximaciones.

APROXIMACIONES FUTURAS

Los protocolos capaces de obtener células secretoras
de insulina a partir de células madre embrionarias de ra-
ton ya estan establecidos y son repetitivos y fiables. Ade-
mis, parece que las células madre embrionarias de ratén
son poco inmunogénicas, por lo que la probabilidad de
rechazo es practicamente nula, evitando en este sentido
la posibilidad de administrar inmunosupresores.

Los estudios llevados a cabo con células embrionarias
humanas estdn en sus comienzos y todo lo que se ha
aprendido en los modelos animales hace presuponer que
la investigacién con células embrionarias humanas irin a
buen ritmo.

Finalmente, en los dltimos afos, las investigaciones en
el campo de la biologia celular de las células madre plu-
ripotenciales estd avanzando a gran velocidad. La obten-
cion de lineas de células madre embrionarias a partir de
procesos de transferencia nuclear permitirdn generar cé-
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Figura 1. Células madre embrionarias de raton con acti-
vidad beta galactosidasas positiva después de st
seleccion. Las células que estdan expresando in-
sulina aparecen en color azul.

20 pm

Figura 2. Células productoras de insulina obtenidas a
partir de células madre embrionarias de raton.
Se trata de una imagen de microscopia confo-
cal donde se muestra una inmunocitoquimica
con células marcadas con un anticuerpo
anti-insulina unido a TRITC (rojo).

lulas madre de los propios pacientes, con lo cual se evi-
tarfa completamente el problema del rechazo. Constante-
mente estdn apareciendo nuevos estudios que anaden
nuevas vias y perspectivas a la potencialidad de las célu-
las madre pluripotenciales obtenidas de tejidos adultos,
las cuales, ademas de resolver los problemas éticos, per-
mitirfan la posibilidad del autotrasplante. No obstante,
todavia es necesario continuar en la bisqueda de la cé-
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Figura 3. Glucemias tras una noche de ayuno en anima-
les transplantados con células productoras de
insulina obtenidas a partir de células madre
embrionarias. La glucemia se midio entre las
9:00y las 11:00 am, tras obtener una gota de la
cola. Se utilizo un glucometro portdtil. Los ani-
males se hicieron diabéticos tres dias antes del
trasplante mediante la inyeccion intraperito-
neal de 200 mg 7 kg de peso de streptozotocina.
La primera flecha seniala el dia que se trans-
plantaron 5 x 10° células en la capsula renal.
La segunda flecha indica el dia que se extrajo el
trasplante.

lula madre correcta y de los protocolos de crecimiento y
diferenciacion adecuados. Ademds, para los diabéticos
tipo 1 es fundamental desarrollar protocolos que produz-
can un bloqueo adecuado y seguro de la autoinmuni-
dad, ya que en ellos este proceso es tan importante como
podria ser la reacciéon normal de rechazo al tejido tras-
plantado.

En definitiva, la investigacion con células madre ha
abierto nuevos caminos que ofrecen soluciones prome-
tedoras y que requieren todavia de un gran esfuerzo in-
vestigador antes de que pueda ser materializado su uso
como aplicaciones terapeuticas.
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