Perspectivas en la terapia celular
de la diabetes mellitus

B. Soria

CABIMER (Centro Andaluz de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa). Isla de la Cartuja. Sevilla.

INTRODUCCION

Los estudios de tipo prospectivo y epidemiolégico
(DCCT,UKPDS)1,2 han demostrado que el control in-
tensivo de la glucemia en pacientes diabéticos adultos
disminuye de forma significativa la aparicién de compli-
caciones microvasculares (retinopatia, nefropatia, neu-
ropatia). Sin embargo, la terapia intensiva con insulina
precisa de pacientes adultos, entrenados y muy motiva-
dos y a demds aumenta el riesgo de sufrir hipogluce-
mias. El tratamiento intensivo intenta reproducir el con-
trol fisiolégico (permanente, preciso y regulado) de la
glucemia sanguinea, para ello el paciente debe some-
terse a un control permanente de la glucemia y a la ad-
ministracion intensiva (4-6 veces dia) de insulina. La ta-
rea que el pancreas endocrino realiza de forma
continua es sustituida por la conducta de un paciente
entrenado y motivado, como afirma Maria de Alva, dia-
bética y ex-Presidenta de la International Diabetes Fede-
ration: “my brain is my pancreas”, reforzando el irrem-
plazable papel de la Educacion Diabetoldgica. Los
distintos modelos de “bombas de insulina” representan
una aproximacion similar. Sin embargo, una terapia que
conduzca a que no se pierda o se recupere la homeos-
tasis de la glucosa en la diabetes mellitas tipo 1 s6lo
puede venir de:

— la proteccion de destruccion de la poblacion celular
beta mediante la prediccion y prevencion de su desa-
paricion;

— la reposicion de la poblacion celular beta mediante
la terapia celular sustitutiva, o

— la regeneracion pancreatica.
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PPREDICCION Y PREVENCION DE LA
DESAPARICION DE LA MASA CELULAR
BETA

Prediccion de la DM tipo 1

Estudios genéticos

El objetivo de estos estudios es identificar lo genes
que determinan el riesgo de padecer Diabetes Mellitus
tipo 1 (DMD). El “Type 1 Diabetes Genetics Consortium
(T1IDGO) (www.tldgc.org) es un esfuerzo internacional
dirigido a caracterizar y localizar dichos genes en grupos
multiétnicos. El grupo europeo (www.etldgn.org) persi-
gue establecer los mecanismos que permiten el trabajo
colaborativo en genética y patogenia de la DM1. Aun-
que existen dudas razonables acerca de su capacidad
predicativa’ este tipo de estudios permitird saber mas
de la genética de la DM1.

Determinacion de autoanticuerpos

La segunda estrategia es la determinacién de autoan-
ticuerpos (Anti-Insulina, Anti-GADG5, TA-2, etc.). Se tra-
ta de un marcador de la actividad linfocitaria CD4+ que
inicia el ataque autoinmune tras la presentacion de an-
tigenos* y que en algunos casos puede aparecer hasta
diez anos antes del inicio de la DM1. Un estudio multi-
céntrico cuidadoso exige acreditar los laboratorios de
forma que la sensibilidad y especificidad de las deter-
minaciones sean aceptables y similares, de otro modo
resulta imposible establecer correlaciones y concordan-
cias. Se puede concluir que la combinacion de tres au-
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toanticuerpos posee un alto valor predictivo® de la pér-
dida de masa celular beta y de las futuras necesidades
de insulina.

Determinantes medioambientales

Se acepta que la patogenia de la DM1 exige tras un
primer contacto (iniciacion pero sin autoinmunidad) la
exposicion a factores medioambientales entre los que
se incluyen factores de la dieta (proteinas de la leche de
vaca), toxinas (N-nitrosamina), virus (parotiditis, rubéo-
la, CMV, enterovirus, virus Coxsakie), bacterias, etc.
promueve la aparicion de la diabetes clinica. La identifi-
cacion de los factores medioambientales es extremada-
mente compleja y exige estudios epidemiolégicos como
los estudios DIPP (“Diabetes Prediction and Prevention
Study) y TEDDY (The Enviromental Determinants of
Diabetes in the Young). La identificacion del “trigger”,
de los antigenos o de los factores medioambientales
puede ayudarnos a impedir la aparicion o el progreso
de la DM1.

Prevencion de la DM tipo 1

Vacunacion

Si el factor acompanante es una infeccion viral una de
las estrategias de prevencion puede ser la vacunacion.
Existen bastantes datos que apuntan hacia la conexion
entre un enterovirus (virus Coxsakie B4) y la DM1°. La
vacunacion también puede ser una estrategia terapéuti-
ca para reprogramar la auto-tolerancia a las propias cé-
lulas beta.

Inmunointervencion

La historia natural de la DM1 muestra que tras la in-
filtracion del pancreas hay una disminucion de la res-
puesta insulinica, aunque las células beta contintden en
el pancreas. Es decir que existe una ventana temporal
para la inmunointervencion. En la década de los 80 se
pudo demostrar que la administracion de inmunosupre-
sores como la ciclosporina preservaba la funcion celular
beta durante periodos de hasta 12 meses’?. Sin embar-
go los inhibidores de la calcineurina son muy nefroto-
xicos, lo que imposibilitaba este tipo de estudios. La in-
munosupresiéon disminuye todas las respuestas
inmunes, necesita de un tratamiento continuado y po-
see muchos efectos secundarios (aumenta la incidencia
de infecciones, tumores, nefrotoxicidad, etc.). Es mas,
muchos inmunosupresores son toxicos para el islote y
producen diabetes (Diabetes Post-Trasplante). Por el
contrario, la inmunomodulacion permite tratamientos
cortos dirigidos a uno de los mediadores del proceso.
En un ensayo clinico mas reciente, basado en un estu-
dio experimental muy robusto!®!! el uso de un anti-
cuerpo anti-CD3 permitio preservar la funcion pancrei-
tica y disminuir las necesidades de insulina en pacientes
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DM1 recién diagnosticados y con una funcion residual
beta suficientemente altal?.

TERAPIA CELULAR SUSTITUTIVA

Trasplante de islotes pancreaticos

El alotrasplante de islotes pancreaticos ha sido pro-
puesto como una técnica que permite la curacion de la
diabetes. La simplificacion del procedimiento quirtrgi-
co, comparado con el trasplante de pancreas, asi como
la posibilidad de realizar trasplantes sucesivos (hasta
dos o tres) en el mismo paciente, en funcion de sus ne-
cesidades, ha estimulado los esfuerzos en esta direc-
cion. Si se consideran aparte los autotrasplantes con
mas de 300.000 islotes trasplantados (1) (en los que se
registré un porcentaje alto de independencia de insuli-
na para periodos superiores a doce meses), la esperan-
za de alcanzar la curacion mediante este procedimien-
to no ha sido alcanzada. Los datos del grupo de
Edmonton, que se aproximaban al 100% de indepen-
dencia de insulina a los 12 meses, muestran una dismi-
nucion al 50% a los tres anos y al 15-20% a los cinco
afos!314, Cifras muy inferiores a las del doble trasplante
rindén-pancreas que, a pesar de su mayor complejidad
quirdrgica y del uso de inmunosupresores convencio-
nales, alcanza un éxito del 80%. ;A qué se debe esta di-
ferencia? No tenemos una respuesta para esta pregunta
pero es probable que la recurrencia del proceso au-
toinmune, el sitio de trasplante (alta concentracion de
inmunosupresores en el higado) o la ausencia de pro-
genitores en los preparados que se implantan tengan
algo de responsabilidad. En cualquier caso el trasplan-
te de islotes pancreaticos ha demostrado que la terapia
sustitutiva permite el control de la glucemia y la dismi-
nucién de las complicaciones micro y macrovasculares.

Futuro de los Trasplantes de Islotes Pancreaticos:

1. Los pacientes con nefropatia subsidiaria de dialisis
funcionan mas adecuadamente con un trasplante doble
de pancreas y rinén. Esta técnica, no exenta de compli-
caciones, ya que se trata de cirugia mayor, tiene un 80%
de éxitos (independencia de insulina) y esta plenamen-
te justificada. Las caracteristicas del donante y del re-
ceptor limitan esta técnica a un grupo de pacientes. Se
puede afirmar que se trata de un protocolo estableci-
do'® pero cuyo potencial de crecimiento es muy limita-
do. Al contrario, el trasplante de islotes, aunque presen-
ta muchas limitaciones posee un alto potencial de
innovacién, puede utilizar los 6rganos que se descar-
tan en el trasplante de 6rgano sélido y es mucho mas
factible desde el punto de vista quirdrgico.

(1) Dado que los islotes humanos son muy variables en su ta-
mano, se viene utilizando el IEQ o equivalentes de islotes, este
indice se obtiene sumando los diversos didmetros de islotes y di-
vidiendo por su valor promedio (150 pm).
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2. El alotrasplante de islotes pancreaticos esta justifi-
cado en ese momento en aquellos pacientes diabéticos
cuyo riesgo vital es superior a los efectos secundarios
de los inmunosupresores. La diabetes inestable o el
trasplante de islotes a diabéticos trasplantados renales
son indicaciones obvias.

3. Por ultimo, la existencia de Unidades de Obtencion
de Islotes con un nivel de entrenamiento adecuado!©,
permite ofertar el autotrasplante de islotes pancreaticos,
del que se sabe con un 71% de éxito cuando se tras-
plantan mas de 300.000 islotes, deberia ser una técnica
accesible en aquellos casos en los que se necesita de la
reseccion pancredtica total y se desea evitar la diabetes
yatrogénica.

Terapia celular de la diabetes mediante células madre

Una célula madre o troncal (2) es una célula proge-
nitora de otros tipos celulares. En términos generales
se acepta que una célula troncal posee dos propiedades
basicas: la capacidad de renovarse a si misma (dar lugar
a células idénticas) y la capacidad de diferenciarse en
otros tipos celulares. Una consecuencia de lo anterior es
que dichas células poseen la capacidad para colonizar y
repoblar un tejido. Las células madre pueden clasificar-
se por su origen y por su potencialidad. Por su origen
las células madre se clasifican en embrionarias, fetales y
del adulto, mientras que por su potencialidad se divi-
den en totipotentes (pueden dar lugar al cualquier tipo
celular), pluripotentes (si pueden diferenciarse en prac-
ticamente todos los tipos celulares), multipotentes
(cuando pueden dar lugar a varios tipos celulares) y
unipotentes si son los progenitores de un solo tipo ce-
lular. La potencialidad de una célula madre puede de-
mostrarse in- vitro e in vivo. In- vitro se comprueba me-
diante la aparicion de perfiles de expresion génica,
proteica y propiedades fisiologicas propias de células
diferenciadas, mientras que in-vivo el mejor procedi-
miento es implantarlas en ratones inmunodeprimidos
(que no las rechazaran) y observar si aparecen tumores
de tipo teratoma, en los que se aprecia diferenciacion
hacia varios tipos celulares (por ejemplo tejido nervio-
so, piel, glandulas, musculo, hueso, cartilago, etc.).

Células madre embrionarias

Derivan de la masa celular interna (ectodermo primi-
tivo o epiblasto) de un embrién preimplantatorio (blas-
tocisto de 5-7 dias en los embriones humanos y de 3
dias en los de raton). Estas células pueden diferenciar-
se in-vitro o in-vivo en tipos celulares propios de las
tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ecto-

(2) El término inglés para célula madre es “stem cell”. La tra-
duccién mis correcta es célula troncal, sin embargo en espaiiol
se ha popularizado el término célula madre, por lo que se usa-
rd indistintamente uno u otro.

dermo) y mantienen sus propiedades proliferativas, de
diferenciacion y de autorenovacion a lo largo del tiem-
po. La alta capacidad de proliferacion y de diferencia-
cion de las células madre de origen embrionario las
hace especialmente atractivas ya que pueden dar lugar
a cualquiera de los tipos celulares presentes en el adul-
to o durante el desarrollo fetal.

Diferenciacion in-vitro

Mediante diferenciacion in vitro se han obtenido car-
diomiocitos, neuronas dopaminérgicas, motoneuronas,
precursores hematopoiéticos, adipocitos, etc. Incluso
estructuras mds complejas, como vasos. Este dltimo
caso involucra la participacion de mas de un tipo celu-
lar y exigen el ensamblaje segiin un patron espacial. Las
técnicas para la diferenciacion in-vitro se basan en la
combinacion varias estrategias. Por ejemplo la expre-
sion de genes maestros, que a su vez dirigen la expre-
sion de un gran grupo de genes y determinan la apari-
cion de tipos celulares diferenciados y de estructuras
complejas , el uso de factores de crecimientoy otros fac-
tores que modulen la expresion génica y las técnicas de
cultivo. Los derivados del ectodermo o del mesodermo
son mas faciles de obtener (in vitro) que los derivados
del endodermo. La célula beta deriva del endodermo y
ademds aparece estructurada en islotes en las tltimas
etapas del desarrollo fetal. El trabajo pionero de mi gru-
po, publicado en el ano 2000, describe las lineas maes-
tras del procedimiento para obtener células productoras
de insulina a partir de células madre!” que contintian
siendo utilizados en protocolos mas recientes. Los tra-
bajos publicados a continuacion intentan ir resolviendo
los aspectos puntuales de los procedimientos de dife-
renciacion, seleccion y maduracion de las células pro-
ductoras de insulinal”-20. Incluyendo identificar las rutas
(equivocadas) hacia exocrino?” o derivados neurales®®.

Seleccion de linajes celulares

Un problema comun a todos los procesos de dife-
renciacion in-vitro es que la resultante del procedi-
miento es siempre una mezcla del tipo celular buscado
con otros tipos celulares. No existe ningin procedi-
miento que genere un 100% de células diferenciadas.
Algunas de las células pueden incluso no haberse di-
ferenciado lo que conlleva el peligro de formacion de
teratomas si se trasplantan a otro organismo (3). Por lo

(3) Esta posibilidad ha generado muchas controversias. En nues-
tra experiencia trasplantando células a ratones diabéticos hemos
observado que cuando se trasplantan células diferenciadas y se
excluye las no diferenciadas nunca se observan tumores. Sin
embargo, cuando no se seleccionan y se incorporan células no
diferenciadas la posibilidad de generar tumores (teratomas) es
proxima al 100%.
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tanto se precisa de métodos de seleccién para obte-
ner poblaciones celulares puras. Los métodos de se-
leccion pueden ser muy variados e incluyen el cultivo
en medios especificos, donde solo crezca el tipo celu-
lar, la inmunoseparacion si se dispone de anticuerpos
contra una proteina de superficie especifica de dicho
tipo celular o la expresion de un gen marcador. Es de-
cir, utilizando un procedimiento de seleccion genética
basado en la incorporaciéon de un transgen, que con-
tenga la zona reguladora del gen de la proteina mar-
cadora fusionado con un gen estructural que codifique
una proteina que confiere resistencia a un antibiotico.
Por lo tanto, solo las células que expresen el gen seran
al mismo tiempo resistentes al antibiético. La adicion
del antibiotico al medio de cultivo permite la obten-
cion de poblaciones puras. Este procedimiento se ha
utilizado con éxito en la obtencion de células produc-
toras de insulinal’-2°, Frente a otros métodos posee la
ventaja de que selecciona células que expresan el gen
y no por la presencia de una proteina, que por formar
parte del medio de cultivo puede haber sido captada
por endocitosis?. La caracterizacion del tipo celular al-
canzado suele realizarse analizando los transcritos de
ARN mediante PCR vy las proteinas mediante inmuno-
citoquimica. Sin embargo, sélo la caracterizacion fun-
cional y sobre todo la recuperacion de la funcién una
vez trasplantadas, permiten garantizar que se alcanzo
el resultado previsto.

Maduracion celular

Los procedimientos de diferenciacion in-vitro y de se-
leccion de un tipo celular no siempre acaban produ-
ciendo un tipo celular similar a la célula diferenciada
adulta, sino que las células obtenidas pueden poseer
rasgos de células fetales o de células neonatales, cuya
fisiologia difiere de la que conocemos en los individuos
adultos. En ocasiones el proceso de diferenciacion pre-
cisa de mensajes procedentes de las células vecinas y
la maduracion hasta célula diferenciada adulta tiene lu-
gar tras el trasplante.

Plasticidad de las células madre del adulto

En los Gltimos anos, y quizas ligado al cambio de pa-
radigma introducido con el descubrimiento de la oveja
Dolly3°, se han descrito numerosas evidencias de transdi-
ferenciacion tanto in-vivo como in-vitro, de forma que
una célula de origen adulto puede adquirir una capaci-
dad de expansion y diferenciacion similar a las embrio-
narias. Esta posibilidad, que estd siendo objeto de un es-
tudio intenso, abre numerosas posibilidades terapéuticas.

En el adulto existen células madre especificas de
aquellos tejidos que o bien estin sometidos a una re-
novacion constante (piel, epitelio intestinal, sangre,
etc.) o poseen una cierta capacidad de regeneracion o
de aumento de masa (higado, musculo esquelético).
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TABLA 1. Células madre candidatas (“in vivo” o “in
vitro”) a progenitores de células productoras de
insulina

Células Madre Embrionarias
Raton
Humanas

Células Madre Fetales
Amnnion

Células Madre del Adulto
Higado
Pancreas Exocrino
Epitelio Ductal
Replicacion de Células Beta
Médula Osea
Monocitos

Sin embargo, cuando se habla de las células madre del
adulto se suelen referir a la plasticidad que en los ulti-
mos anos se ha encontrado en células procedentes de
tejidos adultos. Por ejemplo en células que hasta en-
tonces se consideraba que no poseian capacidad de
dividirse (sistema nervioso), en células de la médula
osea, etc. En este sentido puede resultar prictico se-
parar las células madre del adulto en dos grupos: las
células madre predeterminadas o comprometidas con
la renovacion de un tejido (progenitoras de uno o va-
rios tipos celulares) y las células madre pluripotencia-
les del adulto.

Plasticidad de los monocitos

Los monocitos son un subtipo de glébulos blancos de
los que se sabe que son precursores de macrofagos,
células dendriticas y osteoclastos. En colaboracion con
los Dres Ruhnke y Fandrich, de la Universidad de Kiel,
hemos podido demostrar que en presencia de IL-3 y
M-CSF durante seis dias se transforman en un tipo ce-
lular al que hemos llamado PCMO (“programmable
cells of monocyte origin”) que contintia mostrando ca-
racteristicas de monocitos (CD14+) pero a su vez ad-
quieren una plasticidad no descrita previamente. Por
ejemplo, pueden diferenciarse hacia células similares a
los hepatocitos o hacia células productoras de insuli-
na3l.

Recientemente se han propuesto otras fuentes alter-
nativas para generar células beta.

1. Replicacion células Beta diferenciadas.

2. Diferenciacion a partir de células dutales.

3. Diferenciacion a partir de células acinares.

4. Diferenciacion a partir de progenitores interpan-
creaticos

5. Diferenciacion a partir de células hepaticas

6. Diferenciacion a partir de progenitores de la mé-
dula 6sea
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i Qué hay que trasplantar: células beta o islotes?

La célula beta es un sistema eficiente para detectar la
concentracion de glucosa extracelular y liberar la insu-
lina necesaria para normalizar dicha cifra. Es decir, un
implante de células beta serd siempre mas eficiente
que la terapia intensiva con insulina. Sin embargo, se
sabe que la célula beta no esta en condiciones fisiol6-
gicas dispersa en el higado o en el pancreas. Las célu-
las beta se encuentran, junto con otros tipos celulares
formando islotes, u otras agrupaciones como los cuer-
pos de Brokman, en pricticamente todos los vertebra-
dos. El islote pancreatico es un microérgano con un
alto grado de complejidad3?. Se sabe que el islote pan-
credtico es un microorgano profusamente vasculariza-
do e inervado en el que existen cuatro tipos celulares
(células a, B, 8 y PP) organizadas con una arquitectura
caracteristica y con un funcionamiento integrado y re-
gulado por la presencia de nutrientes33-3°, La pobla-
cion celular B se organiza en grupos de forma que to-
das las células forman un sincitio funcional, gracias a
la conexion mediante uniones en gap37:38. Esta es la
razon por la que responden de forma sincrénica a
concentraciones extracelulares de glucosa que superan
las cifras fisiologicas y constituye la base estructural y
fisiologica de la secrecion pulsatil de insulina. Por el
contrario, las células -, que responden a la ausencia,
mds que a la presencia, de nutrientes, no estin conec-
tadas mediante uniones en gap y responden de forma
asincronica®®. Las células 8, secretoras de somatostati-
na, cumplen un papel paracrino y regulan el funciona-
miento de las células beta3?. El islote de Langerhans
funcionan como un integrador de senales metabdlicas,
nerviosas y hormonales342, que determinan no sola-
mente la secrecion de insulina, glucagon y somatosta-
tina, sino la expresion génica®l43, De todo esto se de-
duce que el correcto funcionamiento de la célula beta
supone su integraciéon dentro del islote, algo que las
técnicas de ingenieria celular deben tratar de repro-
ducir.

La posibilidad de generar in-vitro islotes en vez de cé-
lulas beta aparece como una posibilidad mas pertinente
y atractiva que la de producir “s6lo” células beta. Para
ello el procedimiento mas eficaz seria aislar el progeni-
tor del pancreas endocrino y comprobar si a partir de
estas células podemos regenerar islotes.

REGENERACION PANCREATICA

Los estudios de inmmunomodulacion con anti-CD3
no permiten concluir que el pancreas de un individuo
adulto posea capacidad de regeneracion. La interpreta-
cion mas plausible de los resultados es que existe una
proporcion de células beta que resisten el ataque au-
toinmune. La infiltracion linfocitaria disminuye la secre-
cion de insulina y los monoclonales anti-CD3 la resta-
blecen. Sin embargo en otras especies, como el ratén y

la rata, el pancreas posee una cierta capacidad de rege-
neracion tras la pancreatectomia, la lesion con estrep-
tozotocina o el ligado del ducto pancreitico. Se cono-
cen algunos agentes extracelulares (gastrina, miembros
de la familia EGF y GLP —Exendina) que promueven la
regeneracion. Sin embargo, los resultados dependen
mucho del modelo elegido. Los mecanismos de la rege-
neracion pancredtica propuestos incluyen:

— Replicacion de la célula beta.

— Desdiferenciacion hacia células mesenquimales o
del epitelio ductal y posterior diferenciacion hacia cé-
lula beta.

— Neoformacién de células beta a partir de precurso-
res de la médula 6sea.

— Neogenesis a partir de células acinares.

— Neogenesis a partir de células ductales.

Estos mecanismos no son alternativos. Es probable
que sea similar a lo que ocurre en el higado. Tras una
hepatectomia parcial el higado regenera mediante repli-
cacion de hepatocitos, pero si se compromete la proli-
feracion se disparan otros mecanismos como la rege-
neracién a partir de células madre hepaticas (;células
ovales?). El “pool” de células madre hepaticas seria a
su vez rellenado por progenitores de la médula 6sea.
Hasta que punto estos mecanismos estin presentes en
el pancreas humano o si son susceptibles de ser activa-
dos es un tema objeto de investigacion en este momen-
to.

PANCREAS BIOARTIFICIAL

El pancreas bioartificial es un dispositivo que com-
bina células con biomateriales. Por ejemplo, la micro-
encapsulaciéon con biopolimeros (alginato) de islotes
pancreaticos. El objetivo es permitir el paso de nu-
trientes y de insulina y de impedir el acceso de célu-
las (linfocitos, macrofagos) y de anticuerpos cuyo
peso molecular es mucho mayor y pueden ser exclui-
dos por la apertura de la malla (“cut-off”) de la capsu-
la. Los intentos realizados hasta el momento se han
encontrado con dificultades de oxigenacion de la par-
te central del islote y con la imposibilidad de detener
el acceso de citokinas, cuyo peso molecular es cerca-
no al de la insulina. En la actualidad existen varios
prototipos mas donde recientes se ha resuelto de for-
ma bastante eficaz la oxigenacion y se han disenado
sistemas para rechazar no sélo a la fraccion celular y
las inmunoglobulinas sino al complemento y citoki-
nas. Si estos dispositivos tienen éxito se podria vol-
ver a plantear el uso de islotes pancreiticos de ori-
gen porcino (xenotrasplantes) sin necesidad de
tratamiento inmunosupresor. Un sistema de estas ca-
racteristicas también permitiria la administracion pe-
riddica de células productoras de insulina obtenidas
partir de células madre.

An Pediatr 2006;64(Supl 2):1-7
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