Revisiones

Un control riguroso de la glucemia,
principalmente en los pacientes con diabetes
tipo 1, requeriria la regeneracion funcional
del pancreas dafiado. Los estudios clinicos
recientes sobre implante de islotes
pancreaticos procedentes de donantes en
pacientes diabéticos han alimentado las
expectativas de un tratamiento generalizado
basado en esta metodologia; no obstante,
existe una gran desproporcion entre los
posibles donantes y el nimero de pacientes
con diabetes que podrian recibir este
tratamiento. Esta falta de 6rganos y tejidos
que podria permitir una terapia celular, no
sélo para la diabetes sino para otras
enfermedades que requieren igualmente un
recambio celular, ha relanzado
recientemente la investigacion sobre las
posibilidades terapéuticas de las
denominadas células madre pluripotenciales.
La presente revision incluye algunos
resultados previos de nuestro laboratorio
sobre la obtencién de células productoras de
insulina a partir de células madre
embrionarias de ratén y su utilizacion en
ratones diabéticos.

Palabras clave: Células madre. Terapia celu-
lar. Diabetes. Trasplante de islotes. Insulina.
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Terapia celular en la diabetes mellitus

J.A. REIG, R. ENSENAT-WASER, E. ROCHE Y B. SORIA

Instituto de Bioingenieria. Universidad Miguel Hernandez. Alicante.

CELLULAR THERAPY IN DIABETES MELLITUS

Optimal control of blood glucose, mainly in patients with type 1 diabetes,
would require functional regeneration of the damaged pancreas. Recent
clinical trials of islet transplantation in diabetic patients have increased
expectations for a generalized treatment based on this methodological
approach. Nevertheless, the demand for pancreases outweighs their
availability. This scarcity of organs and tissues for cellular therapy, not only
for type 1 diabetic patients but also for the treatment of other diseases in
which cellular replacement is also required, has recently increased
research into the therapeutic possibilities of pluripotent stem cells. The
present review includes previous results from our laboratory on the
harvesting of insulin-producing cells from mouse embryonic stem cells and
their utilization in diabetic mice.
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TRASPLANTES Y TERAPIA CELULAR

La terapia celular supone la transferencia de células mediante
autotrasplante o alotrasplante con fines terapéuticos y surge con
los primeros trasplantes de 6érganos hace mds de 35 afios. Hoy dia,
principalmente los trasplantes de corazon, rifién, higado y médula
Osea estdn permitiendo la curacién de enfermos de diversa indole
en una fase avanzada de una enfermedad que limitaba sus expecta-
tivas de vida. Los dos principales problemas que plantea esta tera-
pia son, por una parte, la desproporcién entre donantes y posibles
receptores y, por otra, el previsible rechazo inmunoldgico, lo que
conlleva la medicacién con agentes inmunodepresores cuyos efec-
tos a medio plazo no son del todo satisfactorios. Los trasplantes de
péncreas han supuesto una forma de curacién mads reciente para al-
gunos pacientes diabéticos; la cirugia ha sido accesible de forma
generalizada en distintos hospitales del mundo desde 1978!, tanto
mediante un trasplante de érgano aislado como a través de uno do-
ble, de pancreas y rifién, con una tasa de éxito mayor del 80%?2, lo
que supone una independencia de insulina por un tiempo superior
a 12 meses. Sin embargo, la complejidad quirtdrgica de esta técni-
ca y los problemas del manejo de 6rganos supuso hace més de
10 afios la puesta a punto de una técnica alternativa que permitiera
el implante de islotes purificados del pancreas de un donante in-
yectados a través de la vena porta, para permitir su implantacién
en el higado del paciente. Los primeros experimentos de este tipo
no fueron muy alentadores, principalmente por la utilizacién de
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esteroides inmunodepresore, como la prednisona, que
son aparentemente mas lesivos sobre los islotes inyec-
tados que sobre el 6rgano completo trasplantado. Me-
nos de un 10% de estos pacientes fue catalogado
como independiente de insulina®. Sin embargo, recien-
temente se hizo publico un experimento clinico cono-
cido como Protocolo de Edmonton, dirigido por el Dr.
James Shapiro en la Universidad de Alberta®, que in-
troducia dos variantes importantes, primero una técni-
ca mds depurada de obtencién de islotes e implanta-
cion de una masa de islotes que incrementa las
posibilidades del implante y, en segundo lugar, una te-
rapia inmunodepresora sin glucocorticoides ni ciclos-
porina, formacos conocidos por sus efectos lesivos so-
bre las células pancredticas®. Como inmunodepresor
se empled daclizumab, un anticuerpo monoclonal con-
tra el receptor de la interleucina-2 y agentes relaciona-
dos con la ciclosporina, como tacrolimus a dosis bajas
y sirolimus, que inhiben la calcineurina y bloquean la
activacion de las células T. Las ventajas de esta técni-
ca sobre el trasplante de pancreas son evidentes, ya
que el paciente requiere sélo una breve hospitaliza-
cién y una intervencién con anestesia local de menos
de una hora de duracién, que puede repetirse en fun-
cion de la respuesta conseguida. El seguimiento de los
pacientes trasplantados dentro de este ensayo clinico
inicial puso de manifiesto que, en gran medida, los 7
pacientes estudiados fueron independientes de la ad-
ministracion de insulina durante un periodo superior a
12 meses, éxito que ha sido confirmado en seguimien-
tos posteriores’.

Uno de los problemas iniciales que afronta esta me-
todologia es la falta de buenos rendimientos de ais-
lamiento de islotes, ya que del millén de islotes que
posee el pancreas humano sélo un 50% puede recupe-
rarse de forma efectiva para el trasplante. Este incon-
veniente puede subsanarse realizando implantes suce-
sivos en los pacientes que deben recibir al menos
10.000 islotes/kg para garantizar un cierto grado de
éxito®. En términos de donantes, esto supone, en el
mejor de los casos, la necesidad de contar al menos
con dos pdncreas para cada trasplante. Espafia es el
pais con la mayor tasa de donantes, 33 por millén de
habitantes; sin embargo, existen mas de 100.000 en-
fermos afectados de diabetes tipo 1. Por otra parte, en
los EE.UU., donde se produce el mayor nimero de
trasplantes de pancreas, existen 800.000 enfermos
afectados de esta enfermedad y se producen unas
3.000 donaciones de péncreas al afio. Por tanto, se
atienden las necesidades de unos 1.300 enfermos
anualmente. En julio del afio 2000, el presidente Clin-
ton anunci6 la creacién de una red® en la que 10 cen-
tros hospitalarios de los EE.UU. y Europa participan
en un ensayo clinico para evaluar el grado de toleran-
cia a medio y largo plazo de los enfermos frente a este
tipo de implante, utilizando el mencionado protocolo
de Edmonton®. No obstante, a pesar de esta importante
iniciativa, no cabe duda que se deben buscar fuentes
alternativas de células productoras de insulina que
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permitan extender los implantes a la mayor cantidad
posible de pacientes’. Las dos alternativas mas estu-
diadas en la actualidad son, por una parte, los xeno-
trasplantes, utilizando fundamentalmente islotes de
origen porcino y, por otra parte y de manera més re-
ciente, la utilizacién de células madre embrionarias o
adultas?.

XENOTRASPLANTES

Aunque existen antecedentes sobre xenotrasplantes
de islotes pancredticos en pacientes con diabetes’, las
autoridades sanitarias de los EE.UU. han detenido cual-
quier estudio clinico al respecto hasta tener la seguridad
de que no existe riesgo de infeccidén por retrovirus en-
dégenos que pudieran originar una infeccién permanen-
te en la especie humana. El otro gran inconveniente de
este tipo de trasplante es la mayor barrera inmunoldgica
que existe entre el material implantado y el huésped. El
desarrollo de animales transgénicos podria suponer un
avance importante para la posible aplicacién de esta
metodologia'®. Como alternativa, se ha utilizado con
éxito, en diferentes experimentos en ratones!! y prima-
tes'? el encapsulamiento de islotes con diferentes mate-
riales para evitar el ataque del sistema inmunolégico
del huésped. No obstante, esta aproximacioén no parece
evitar el riesgo de infeccién viral, que deberd ser des-
cartado antes de que se pueda permitir este tipo de ex-
perimentos clinicos en pacientes.

CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Las células madre embrionarias tienen la propiedad
de, en determinadas condiciones, dividirse simétrica-
mente por largos periodos de cultivo y diferenciarse
en respuesta a estimulos concretos hacia linajes o es-
tirpes particulares'®. Esta potencialidad proliferativa,
unida a la capacidad de producir en teoria cualquiera
de los mas de 200 tipos de células especializadas que
existen en el ser humano, hace de estas células una
fuente tnica para la regeneracion de tejidos y 6rganos
dafiados por diferentes causas. En el contexto del de-
sarrollo humano, tras la fecundacién, el cigoto resul-
tante es “totipotente”, es decir, tiene la capacidad de
originar cualquier célula del organismo, incluidos los
trofoblastos de la placenta. Esto ocurre para las célu-
las resultantes de las primeras divisiones, en las pri-
meras horas de la fecundacién. Cualquiera de las célu-
las resultantes, si se instalara en el udtero, tendria el
potencial de desarrollar un feto, como ocurre en los
gemelos que se desarrollan cuando células totipoten-
tes se separan en un estadio temprano, desarrollandose
dos seres humanos genéticamente iguales. Aproxima-
damente 4 dias después de la fecundacion, tras varios
ciclos de division, estas células totipotentes empiezan
a especializarse, formando el blastocisto. En el ratén
constituye una masa de unas 150 células con una capa
externa, una cavidad y un grupo de células en su inte-
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Fig. 1. Esquema del proceso de obtencion, cultivo, aislamiento y
diferenciacion de células madre embrionarias.

rior que constituye la masa interna. La capa externa
desarrollard la placenta y otros tejidos para el desarro-
llo fetal en el tdtero. Las células de la masa interna, de
las que se obtienen las células madre embrionarias
(fig. 1), tienen la capacidad de formar cualquier célula
del ser humano, incluida la linea germinal, por lo que
se dice que son “pluripotentes”. Sin embargo, no po-
drian dar lugar a un feto si se instalasen en un ttero,
pues carecen del potencial necesario.

Hace mas de 20 afios que se estdn estudiando estas
células, aisladas principalmente de la masa interna del
blastocisto de embriones de ratén de 4-5 dias', pero
hace sélo 4 afios que se han podido aislar y cultivar a
partir de la masa interna de embriones humanos resul-
tantes de procesos de fecundacién in vitro procedentes
de clinicas de fertilizacién asistida'®. Este trabajo ha
permitido establecer, en aquellos paises que cuentan
con el apoyo legal, diferentes lineas cuya potenciali-
dad clinica adn debe ser evaluada.

Se pueden obtener células madre igualmente a partir
de células de la linea germinal procedentes de las go-
nadas de embriones mds desarrollados, que son igual-
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mente pluripotentes'S, asi como a partir de carcinomas
embrionarios cuya utilidad con fines terapéuticos es
mds limitada'”.

Las células madre embrionarias pueden mantenerse
indiferenciadas en medios de cultivo que contienen
suero fetal bovino y una capa de fibroblastos inactiva-
dos, o bien afiadiendo en los medios de cultivo una ci-
tocina denominada LIF (leucemia inhibitory factor)
que inhibe los procesos de diferenciacién. Sin embar-
go, cuando se retira el LIF de los medios de cultivo,
las células experimentan procesos espontdneos y hete-
rogéneos de diferenciacion hacia diversos linajes co-
rrespondientes a las tres capas embrionarias (fig. 1)8.

CUERPOS EMBRIONARIOS
Y DIFERENCIACION

Cuando las células embrionarias son disgregadas
con tripsina y transferidas, en ausencia de LIF, a culti-
vos en suspension en placas no adherentes, comienzan
a formar agregados celulares denominados cuerpos
embrionarios (fig. 1), constituidos tanto por células in-
diferenciadas como parcialmente diferenciadas. Estas
estructuras evolucionan en cultivo, dando lugar a pro-
cesos de diferenciaciéon puntuales. Su morfologia a
partir del séptimo dia demuestra la presencia de una
clara variabilidad celular, con la presencia de cavida-
des internas caracteristicas (fig. 2). Desde un primer
momento, las interacciones célula-célula que ocurren
in vitro parecen ser semejantes a las que se producen
durante el desarrollo normal del embridn, condicio-
nando un proceso de diferenciacion cuyas pautas estdn
empezando a ser estudiadas'®. Cuando al cabo de va-
rios dias los cuerpos embrionarios se esparcen y se
cultivan en placas convencionales, las células se ad-
hieren y empiezan a aparecer células de diversos lina-
jes (fig. 1), desde cardiomiocitos con contraccién rit-
mica caracteristica?® hasta neuronas que liberan
dopamina?'. Esta plasticidad se ha demostrado de ma-
nera mds reciente con células procedentes de embrio-
nes humanos?’. Naturalmente, el principal reto para
buscar una aplicacién terapéutica a esta metodologia
es tratar de canalizar y dirigir este proceso promovien-
do una diferenciacién homogénea hacia células con-
cretas cuya funcionalidad se pretende aplicar a un pa-
ciente trasplantado.

CELULAS MADRE ADULTAS

Ademads de las células pluripotenciales de origen
embrionario, que pueden originar cualquier tejido del
feto, existen cé€lulas madre indiferenciadas con cierta
similitud a las embrionarias en muchos tejidos adultos
especializados®. Estas células permiten mantener la
homeostasis de los tejidos regenerando y reemplazan-
do las células que se destruyen continuamente por di-
ferentes causas. Las células madre adultas conservan
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Fig. 2. Microfotografia de cuerpos embrionarios de raton obtenidos tras 5 dias en cultivo en ausencia de LIF. A: tincion con fosfatasa al-

calina. B: tincion con hematoxilina/eosina.

dos caracteristicas previamente mencionadas: pueden
proliferar, aunque de manera mds lenta que las em-
brionarias y, por otra parte, dan lugar a células madu-
ras especializadas, generando durante el proceso cé
lulas progenitoras en estadios intermedios de diferen-
ciacién. Es muy dificil distinguir en un tejido determi-
nado unas células de otras por la ausencia de marca-
dores definidos. Estas células madre adultas tienen,
por otra parte, un crecimiento m4s limitado en cultivo
y su capacidad diferenciadora in vitro estd aparente-
mente limitada a aquellas células relacionadas con el
tejido de procedencia, denomindndose células “multi-
potentes”. Las propiedades de estas células dependen
en gran medida de su localizacién. Las células precur-
soras hematopoyéticas estdn siendo generadas cons-
tantemente en la médula 6sea y es fécil su aislamien-
to. Sin embargo, las células madre procedentes de
tejidos del endodermo embrionario, como las intesti-
nales®* o las hepdticas?®, son estacionarias y estan fisi-
camente separadas de las células diferenciadas. Su
aislamiento y caracterizacién son mds complejos por
dificultades inherentes a su identificacién y cultivo.
Las células madre adultas tienen una enorme ventaja
para posibles tratamientos terapéuticos. En primer lu-
gar, por sus propiedades proliferativas, pero igualmen-
te interesante es el hecho de que las células diferencia-
das que se obtienen in vitro podrian ser reimplantadas
en los propios pacientes sin problemas de rechazo in-
munolégico. Se han utilizado células madre de origen
mesodérmico procedentes de misculo esquelético o
de células mesenquimales de médula dsea para origi-
nar por diferenciacién in vitro o in vivo distintos teji-

dos, como musculo, hueso, cartilago o tejido adipo-
s0%%" que podrian ser reimplantados en el propio pa-
ciente del que se han aislado las células madre origi-
nales. Existen antecedentes que demuestran una buena
integracion de estas células dentro del érgano implan-
tado cuando se trata, por ejemplo, del corazén®. En
aquellos tejidos en los que es facil su purificacién y
cultivo, como la médula 6sea, se han hecho grandes
esfuerzos para estudiar el grado de pluripotencialidad
de estas células, tratando de demostrar, por ejemplo, si
células madre adultas son capaces de generar células
especializadas de un tejido distinto del que han sido
obtenidas o incluso originar tejidos de una capa em-
brionaria diferente. Este proceso de plasticidad o
transdiferenciacion sélo se ha demostrado en experi-
mentos in vivo®. Se ha descrito que células madre de-
rivadas de médula dsea pueden diferenciar hacia un
tejido hepético® o neural®, y viceversa®. Estos traba-
jos iniciales permitirfan imaginar la posibilidad de ais-
lar células madre de médula 6sea y dirigir su posible
diferenciacién hacia células productoras de insulina.
Sin embargo, estos estudios de plasticidad son muy
recientes y deben ser contrastados antes de poder co-
nocer el alcance real que podrian tener. Trabajos re-
cientes sugieren la existencia de procesos de fusién
celular in vitro entre células madre embrionarias y cé-
lulas madre adultas progenitoras de distinto origen®?,
algo que llevaria a la revisién de trabajos anteriores,
en los que se propone la posible plasticidad de estas
células madre adultas.
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DESARROLLO DEL PANCREAS

Y DIFERENCIACION DIRIGIDA

DE CELULAS EMBRIONARIAS |

Y DE PROGENITORES PANCREATICOS

En los seres humanos, el pancreas surge como una
prominencia a partir del intestino. Durante el desarro-
llo fetal nuevas células endocrinas surgen a partir de
células ductales en el pancreas como consecuencia de
una conjuncién de sefiales y factores de crecimiento,
como la activina beta-B y el FGF2 (fibroblast growth
factor 2)*. Estos factores de crecimiento inducen la
aparicién de precursores de células beta caracteriza-
dos por la expresion de una serie de factores de trans-
cripciodn, entre los que se encuentra pdx-1, que regula
la expresién de insulina y el desarrollo del pancreas®.
Una posibilidad de obtener células beta o incluso islo-
tes de Langerhans a partir de células madre embriona-
rias podria ser tratando de dirigir el proceso de dife-
renciacion mediante la adicion a los medios de cultivo
de aquellos metabolitos y factores de crecimiento ne-
cesarios para inducir el proceso. Este tipo de aproxi-
macién no ha sido, por el momento, la mas adecuada
para obtener células de origen ectodérmico o endodér-
mico*. No obstante, en algunos trabajos previos se
describe la obtencién, mediante esta estrategia dirigi-
da en cultivo, de células similares a islotes pancredti-
cos a partir de células embrionarias de ratén que, sin
embargo, no fueron capaces de corregir la hipergluce-
mia una vez implantadas en ratones diabéticos*’. Por
otra parte, la diferenciacién hacia células beta o islotes
de Langerhans partiendo de progenitores pancredticos®®
o células ductales® serfa una alternativa. Sin embargo,
el problema de la falta de donantes, antes mencionado,
y la escasa proliferacion de estos cultivos condicionari-
an la puesta en préctica de esta metodologia.

OBTENCION DE CELULAS PRODUCTORAS DE
INSULINA A PARTIR DE CELULAS EMBRIONARIAS
DE RATON

Una posibilidad adicional para inducir la diferencia-
cién de las células embrionarias hacia un linaje espe-
cifico consiste en una aproximacion de ingenieria ge-
nética, transfectando las células e incorporando en sus
cromosomas una construcciéon quimérica que incluya
la regién promotora o reguladora de un gen que se ex-
prese especificamente en las células que interesa obte-
ner y controlando la expresién de una proteina que
confiera a las células, al mismo tiempo, resistencia a
un determinado antibidtico. Esta aproximacién fue
utilizada inicialmente para obtener cardiomiocitos*.
En estudios realizados en nuestro laboratorio para tra-
tar de obtener células productoras de insulina se utili-
z6 una construccidén genética que contenia las regio-
nes reguladoras del gen humano de la insulina,
controlando un factor de resistencia a neomicina (fig.
3)*. La construccién tiene un segundo promotor ubi-
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cuo que permite la expresion de resistencia a otro anti-
bidtico distinto, la higromicina. Células embrionarias
indiferenciadas de ratén de la linea R1 fueron trans-
fectadas y seleccionadas, primero con higromicina y
seguidamente forzando la diferenciacion en ausencia
de LIF con neomicina. Tras un periodo de diferencia-
cién como cuerpos embrionarios en estas condiciones,
los clones resistentes al antibiético fueron madurados
y expandidos en presencia de nicotinamida y concen-
traciones bajas de glucosa (fig. 3). Se pudieron selec-
cionar algunos clones celulares con una capacidad de
proliferacién practicamente nula al final del proceso y
con la suficiente cantidad de insulina para llevar a
cabo ensayos posteriores, entre 10-13 pg de proteina,
lo que representa aproximadamente el 80% del conte-
nido de insulina de los islotes de raton. Los estudios
de secrecion in vitro con los clones seleccionados per-
mitieron comprobar que la respuesta secretora era del
orden del 55% de la que se observa en el islote y que
el umbral y la cinética de secrecién hormonal induci-
da por glucosa eran muy similares a las observadas en
islotes de ratén adulto, lo que permitia plantear la po-
sibilidad de corregir la hiperglucemia in vivo mediante
el implante de estas células en ratones diabéticos. El
principal problema de dicha estrategia reside en el es-
caso nimero de clones que se ha podido obtener hasta
el momento con una cantidad apreciable de insulina,
s6lo 8 clones después de 140 seleccionados tras el tra-
tamiento con neomicina. La variabilidad de los lotes
de sueros utilizados en los cultivos y, principalmente,
la posible presencia de células con bajo contenido de
insulina que no sean precursoras de células endocrinas
pueden explicar en parte este resultado previo. Se es-
tan llevando a cabo experimentos alternativos que per-
mitan obtener un mayor porcentaje de precursores con
una cantidad suficiente de insulina, seleccionando el
inicio del tratamiento con neomicina en el momento
de mayor expresién de la hormona, que en los cuerpos
embrionarios alcanza su maximo entre los dias 10 y
13 en cultivo. Por otra parte, se estdn empleando pro-
tocolos de maduracién mas efectivos que incluyen
medios condicionados o factores que inducen el desa-
rrollo del pancreas endocrino.

IMPLANTE DE CELULAS PRODUCTORAS DE
INSULINA EN RATONES DIABETICOS

Los clones seleccionados, como se ha comentado,
fueron cultivados hasta formar agregados celulares. Se
inyectaron 1 millén de células en el bazo de 12 rato-
nes en los que se habia inducido previamente la diabe-
tes mediante una inyeccién tnica de estreptozotocina.
Los animales trasplantados recuperaron valores nor-
males de glucemia al cabo de 24 h, manteniendo estas
concentraciones de normoglucemia durante un perio-
do de 3 semanas. Ademads, presentaron una respuesta a
los tests de tolerancia a la glucosa muy semejantes a
los animales control. No obstante, al cabo de este peri-
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Fig. 3. Diagrama del proceso de diferenciacion desde células embrionarias de raton de la linea R1 hasta células productoras de insulina,
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resistencia a neomicina (Neo') y un promotor constitutivo (Prom. Cons.) que controla la resistencia a higromicina (Higro").

odo, el 40% de los ratones volvié a presentar de ma-
nera gradual valores elevados de glucosa, probable-
mente por la destruccion o rechazo del implante (fig.
4). El resto de los animales mantuvo la respuesta nor-
moglucémica durante las 42 semanas que dur6 el en-
sayo*!. Tras el estudio se observo la presencia de célu-
las positivas a insulina por inmunocitoquimica, no
s6lo en el bazo, sino también en el higado de los rato-
nes analizados (fig. 5), lo que demuestra una cierta ca-
pacidad de migracion de las células implantadas.

PERSPECTIVAS DE UTILIDAD CLIiNICA
DE LAS CELULAS MADRE EMBRIONARIAS EN EL

TRATAMIENTO DE LA DIABETES

Los resultados mencionados anteriormente permiten
explotar una estrategia de diferenciacion dirigida a
partir de células madre pluripotenciales embrionarias
de raton, mediante la utilizacién tanto de contruccio-
nes genéticas apropiadas que permitan la seleccion ce-
lular como de protocolos optimizados de cultivo y
maduracién de células productoras de insulina, con
caracteristicas secretoras que las hagan susceptibles
de ser utilizadas en implantes en ratones diabéticos.
Naturalmente, como se ha mencionado, los resultados
deben ser optimizados en términos de rendimiento ce-
lular. Asimismo, abren la posibilidad de extender los

Endocrinol Nutr 2002:49(8):260-8 265



Reig JA, et al. Terapia celular en la diabetes mellitus

6007
500
400
300+
200
1007

o T

T 1
-30 3 21 24 27 30 33 36 39 42
Tiempo (semanas)

Glucemia (mg/dl)

Fig. 4. Cambios en la glucemia en ratones diabéticos trasplanta-
dos con células productoras de insulina obtenidas por diferencia-
cion a partir de células madre embrionarias de raton, tanto en
aquellos que mantuvieron la normoglucemia durante todo el expe-
rimento (1) como aquellos que se volvieron hiperglucémicos gra-
dualmente al cabo de tres semanas (s).

estudios a células embrionarias humanas, para cono-
cer las posibilidades terapéuticas que estas células ten-
drian en experimentos semejantes a los ya menciona-
dos en el ratéon. Se han realizado estudios previos
sobre el grado de pluripotencialidad de las células em-
brionarias humanas demostrandose, por ejemplo, que
durante el proceso de diferenciacién espontdnea, estas
células son capaces de generar precursores que contie-
nen insulina*’, algunos de los cuales podrian dar lugar
a células beta. Por tanto, a priori cabe esperar una se-
leccion factible similar a la demostrada en el raton.
Hay que destacar, no obstante, que existen diferencias
notables entre las células de ambas especies; por
ejemplo, cabe citar diferencias en cuanto a su morfo-
logia, su capacidad de proliferacién, o los requisitos
para mantener en cultivo las células indiferenciadas®.

Suponiendo que dichos estudios fueran satisfactorios
y se pudiera contar con un protocolo de diferenciacion
dirigida desde células madre embrionarias humanas
hasta células diferenciadas productoras de insulina y
con capacidad de respuesta a la glucosa, se deberian
evaluar en primera instancia dos importantes aspectos.

En primer lugar, la ausencia de procesos de transdi-
ferenciacion, desdiferenciacién o transformacién que
podrian originar una falta de eficacia de las células im-
plantadas o, en el dltimo supuesto, la aparicién de tera-
tomas. Los estudios del cariotipo, el grado de diferen-
ciacién de las células seleccionadas y la evolucién de
los implantes en modelos animales deberén ser evalua-
dos antes de cualquier posible aplicacion clinica.

En segundo lugar, y a pesar de los importantes
avances en terapia inmunodepresora®’, cabe plantearse
el posible rechazo inmunolégico de las células im-
plantadas. El grado de inmunogenicidad dependerd en
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Fig. 5. Células productoras de insulina visualizadas con un anti-
cuerpo antiinsulina en cortes de bazo procedentes de animales
diabéticos implantados con celulas productoras de insulina, obte-
nidas por diferenciacion de células embrionarias de raton, des-
pués de 4 meses tras el trasplante.

gran medida de la expresién de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad. Una ventaja
de las células embrionarias frente a los trasplantes de
organos seria la posibilidad de su modificacion genéti-
ca para eliminar estos antigenos de superficie o reem-
plazarlos por aquellos que fueran compatibles con el
receptor del implante.

Existirian otras alternativas para evitar un posible
rechazo. Una ya mencionada es la encapsulacién de
las células en materiales que permitan la transferencia
de nutrientes y hormonas, impidiendo el ataque del
sistema inmunoldgico*. La otra alternativa seria la re-
programacion genética de las células embrionarias an-
tes del proceso de diferenciacién mediante transferen-
cia nuclear, fusionando el nicleo de una célula
somdtica del paciente con el évulo sin nicleo de un
donante. Es lo que se conoce como clonacién terapéu-
tica y que ha sido probado en diferentes modelos ani-
males*46,

Los antecedentes de obtencién de células producto-
ras de insulina a partir de celulas madre adultas pluri-
potenciales se limitan a precursores pancreéticos,
cuyo crecimiento en cultivo es muy limitado®. Esta
circunstancia, unida a la escasez de donantes, hace
que esta metodologia sea una alternativa poco préictica
para poder llevar a cabo una terapia celular generali-
zada de la diabetes tipo 1. Sin embargo, la posibilidad
de obtener células productoras de insulina a una ma-
yor escala a partir, por ejemplo, de células madre
adultas es una cuestion abierta, como se ha comentado
con anterioridad, y que debera seguir siendo explora-
da. De hecho, se ha demostrado recientemente la pre-
sencia de marcadores de endodermo en células mesen-
quimales de médula Gsea®’.

Hace 20 afios que se inici6 el estudio de las células
madre embrionarias de ratén y en la actualidad se em-
pieza a conocer las posibilidades terapéuticas reales
de este tipo de células, concretamente en el tratamien-
to de la diabetes, en este modelo animal. Es 16gico
pensar que, si bien por lo mencionado en el presente



articulo se ha marcado un camino entre varios posi-
bles*®, el objetivo final (que deberd suponer la obten-
cién de una masa suficiente de células beta para tratar
de forma segura y efectiva al gran nimero de pacien-
tes afectados por esta enfermedad®’) llevard ain algu-
nos afios y debe ser una meta cientifica prioritaria para
los paises que cuentan con el potencial investigador
adecuado.
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