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Resumen

Introduccion y objetivos: La generacion de células beta para el trasplante es una terapia
prometedora para lograr la cura de la diabetes tipo 1 (DMT1). Una estrategia posible es la
transdiferenciacion de células especializadas de otros linajes hacia células beta. El objetivo de
nuestra investigacion es convertir fibroblastos de piel humanos en células productoras de insulina
mediante la introduccion de factores de transcripcion especificos de la célula beta (B-TFs), estrategia
no comprobada hasta el momento. Previamente diseflamos un protocolo de reprogramacion basado
en la introduccién de 5 B-TFs en fibroblastos que resultaba en la activacion del programa endocrino
y la generacion de células que expresaban y producian insulina (células fibro-beta o CFB). En este
estudio hemos caracterizado la funcionalidad de las CFB tanto in vitro como in vivo.

Material y métodos: Como fuente celular, usamos fibroblastos de prepucio humano. El protocolo
de transdiferenciacién consistié en la introduccién secuencial mediante adenovirus recombinantes
de Pdx1+Ngn3+Mafa (PNM), Pax4 y Nkx2.2 (protocolo 5-p-TFs). La expresion génica estudié Real
time PCR. El flujo de calcio intracelular se midi6 con el fluorocromo Fuor4-AM. La secrecion de
insulina en respuesta a glucosa se estudié mediante incubaciones estaticas. En los estudios in vivo,
trasplantamos 300 clusteres (1.000 células/clister) en la cAmara anterior de los ojos de animales
inmunodeprimidos NSG y a los 10 dias, 30 minutos después de una inyeccién de glucosa (2 g/Kg
raton), obtuvimos plasma y humor acuoso para determinar la concentracion de insulina humana
mediante ELISA. La viabilidad de las células trasplantadas se estudio mediante marcaje con CFDA
(diacetato de carboxifluoresceina). Tras el sacrificio, se obtuvieron los 0jos y se procesaron para su
posterior andlisis histologico mediante inmunofluorescencia.

Resultados: El 70% de las CFB generadas con el protocolo 5-B-TFs presentan incremento de calcio
intracelular en respuesta a la glucosa y/o a la despolarizacion de la membrana. Las CFB mantenidas
en cultivo bidimensional exhiben secrecién de insulina constitutiva (0,58 = 0,11 uU/10°células; n =
16). Sin embargo, la formacién de estructuras tridimensionales de CFB (1.000-1.500 células/cluster)
durante la etapa final de protocolo 5-B-TFs les confiere una respuesta insulino-secretora moderada a
la glucosa (2 mM glucosa: 0,66 + 0,13; 20 mM glucosa: 1,15 + 0,16 uU/10° células; n = 9; p = 0,03).
A los 10 dias, los clusteres de CFB trasplantados en el ojo son viables y se detecta insulina humana
en el humor acuoso (88,46 + 17,51 uU/ml; n = 7) pero no en el plasma. Ademas, se detecta
presencia de péptido C y de otros marcadores endocrinos en los clisteres de CFB trasplantados.

Conclusiones: Este estudio demuestra que se pueden generar células con respuesta insulino-



secretora a la glucosa a partir de fibroblastos de piel, abriendo una nueva via para el desarrollo de
terapias celulares encaminadas a la cura de la DMT1.
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