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Resumen

La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad autoinmune que ataca las células B-
pancreaticas y genera un estado de hiperglucemia como consecuencia de la disminucién en la
sintesis y secrecidn de insulina. Las terapias actuales, basadas en la administracién de insulina
exogena y en el trasplante de la totalidad del pancreas o de sus islotes, no son eficaces debido a
gue no permiten, en el primer caso, un buen control glucidico o bien debido a la necesidad de
inmunosupresion, riesgo de rechazo por parte del paciente o falta de donantes, en el segundo.

En los ultimos afos, terapias emergentes como son la terapia celular y la terapia génica han
permitido el abordaje de distintas enfermedades desde distintos puntos de vista, incrementando
asi el nimero de tratamientos disponibles. Este trabajo pretende realizar una revisidon de los
distintos tratamientos que se estan llevando a cabo en el campo de la terapia celular y génica
aplicada a la DM1. Estos implican desde la diferenciacién de células madre adultas en células B-
pancreaticas, hasta la reeducacion de las células del sistema inmune, pasando, entre otros, por la
transdiferenciacion de distintos tipos celulares adultos en células B y la incorporacidn del gen de la
insulina a células hepaticas. Se ha podido observar variabilidad en la eficiencia de reversién de la
DM1 en funcion del tipo de terapia aplicada. Es el caso de las terapias celulares directas, en las que
se han llevado a cabo ensayos clinicos con humanos en los que se consigue una reversién de hasta
31 meses, mientras que las que implican protocolos de diferenciacion han permitido un control de
la glucemia de tan solo 8 semanas. Por otro lado, prometedores estudios basados en terapia génica
permiten la reversién de la hiperglucemia, en mayor o menor medida, mediante la secrecion de
insulina en tejidos extra pancredaticos como por ejemplo el higado, asi como la modulacién del
sistema inmune mediante la generacion de linfocitos T reguladores quimeras afines a
autoantigenos como la insulina.

ABSTRACT

Type 1 Diabetes Mellitus (DM1) is an autoimmune disease that attacks B-pancreatic cells and
generates a state of hyperglycemia because of the decrease in the synthesis and secretion of insulin.
Current therapies, based on the administration of exogenous insulin and the transplantation of the
entire pancreas or its islets, are not effective because they do not allow, in the first case, a good
glucose control or due to the need for immunosuppression, risk of rejection by the patient or lack of
donors, in the second.

In recent years, emerging therapies such as cell therapy and gene therapy have allowed the
approach to different diseases from different points of view, thus increasing the number of available
treatments. This study aims to perform a review of the different treatments that are being carried
out in the field of cell and gene therapy applied to DM1. These involve from the differentiation of
adult stem cells into B8-pancreatic cells, to the reeducation of cells of the immune system, passing,
among others, through the transdifferentiation of different adult cell types into 8 cells and the
incorporation of the insulin gene into liver cells. Variability in the reversion efficiency of DM1 has
been observed depending on the type of therapy applied. This is the case of direct cell therapies, in
which clinical trials have been carried out with humans in which a reversal of up to 31 months is
achieved, while those that involve differentiation protocols have allowed a glycemic control of as
much only 8 weeks. On the other hand, promising studies based on gene therapy allow the reversal
of hyperglycemia, to a greater or lesser extent, through the secretion of insulin in extra-pancreatic
tissues such as the liver, as well as the modulation of the immune system through the generation of
lymphocytes T regulatory chimeras related to autoantigens such as insulin.
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INTRODUCCION

1. Diabetes Mellitus

1.1 Definicién de la Diabetes Mellitus

El término de Diabetes Mellitus (DM) hace referencia al sindrome metabdlico causado por
defectos en la secrecién de la insulina, en su accién o en ambas’?, generando asi, un estado
hiperglucémico crénico®. Juntamente con el estado hiperglucémico, la alteracién del
metabolismo de la insulina provoca alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas?, dando lugar a toda una serie de manifestaciones tanto a corto, como a largo plazo.

Mientras que a corto plazo se produce poliuria (incremento en la secrecién de orina),
polidipsia (incremento en la cantidad de liquido ingerido), polifagia (incremento en la cantidad
de comida ingerida) y pérdida de peso y de visidn?, a largo plazo se generan dafios en una gran
diversidad de odrganos y tejidos como son los ojos, riflones, nervios, corazén y vasos
sanguineos**. No obstante, cabe destacar el hecho de que las complicaciones mas frecuentes
en pacientes diabéticos y que, por tanto, provocan una disminucién de la vida util, son: la
pérdida de visién, fallos renales, Ulceras y cardiopatias**.

A pesar de que agrupemos bajo un mismo término un conjunto de alteraciones metabdlicas
gue convergen en el estado hiperglucémico, estas pueden deberse a distintos motivos y, por lo
tanto, requerir tratamientos diferentes. Es decir, nos encontramos ante un sindrome
metabdlico de etiologia multiple pero que resulta en una misma caracteristica: hiperglucemia
crénica®®. Es por ello por lo que clasificamos la diabetes en distintos tipos.

1.2 Clasificaciéon de la Diabetes Mellitus

La clasificacién de los distintos pacientes diabéticos no siempre es facil, ya que esta suele
depender de las circunstancias presentes en el momento del diagndstico y estas, a su vez,
pueden dar lugar a confusién®. Seria el caso, por ejemplo, del diagndstico erréneo de una
diabetes gestacional (DG) como consecuencia de la aparicién del estado hiperglucémico
durante el periodo de gestacién, siendo realmente una Diabetes Mellitus tipo 1l (DM2)2. Es por
ello por lo que, en algunos casos, es necesario realizar pruebas adicionales a la determinacion
de la glucemia en sangre (determinacién de la glucosa basal o determinacién de la glucosa
postprandial mediante test de tolerancia a oral a la glucosa)® para acabar de determinar la
causa y, por lo tanto, el tipo de diabetes con el objetivo de poder aplicar el tratamiento
correcto.

Encontramos 4 grandes bloques en los que podemos clasificar los distintos pacientes
diabéticos®. No obstante, uno de ellos (“Otros tipos especificos de diabetes”), recoge aquellos
tipos de diabetes que no se cifien a la descripcion de los otros 32. Es por ese motivo por el cudl
a continuacidn explicaremos 3 de los 4 bloques, las caracteristicas principales de los cuales se
encuentran recogidos en la Tabla 1.

1.2.1 Diabetes Mellitus tipo I (DM1), insulinodependiente o de inicio juvenil

La DM1 supone entre el 5-10% de los casos de diabetes a nivel mundial y se caracteriza por
deberse a una respuesta autoinmune?. En ella, el propio sistema inmune ataca a las células B-
pancreaticas de los islotes de Langerhans provocando suficiente dafio y destruccion como para
reducir o eliminar la produccién de insulina’. A pesar de que la destruccién autoinmune tiene
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un importante factor genético, se ha podido observar la intervencion de factores ambientales
aunque estos no estan, todavia, bien definidos?.

Como su nombre indica, este tipo de diabetes es frecuente en nifos y adolescentes pero no
excluye el hecho de que también se pueda dar en pacientes de edad avanzada, aun en muy
baja frecuencia®.

Al tratarse de una patologia autoinmune, alrededor del 90% de los pacientes presentan
autoanticuerpos?. Entre ellos, destacan los autoanticuerpos contra la insulina, las tirosinas
fosfatasas IA-2 y IA-2B, el enzima &cido glutdmico descarboxilasa (GAD)%”® y el transportador
de zinc 8 (ZnT8)’. Estos actuan como marcadores predictivos, de manera que su presencia en
plasma es indicativo de una posible futura diabetes®. Asi pues, el riesgo de padecer esta
enfermedad dependerd del nimero y del tipo de autoanticuerpos presentes, siendo Ia
presencia de autoanticuerpos IA-2 el indicador de mayor riesgo®.

Por otro lado, la velocidad de destruccidn de las células B-pancreaticas difiere entre pacientes,
siendo mds rapida, generalmente, en nifios y mas lenta en adultos®. Asi pues, a mayor
velocidad de destruccidn, antes se manifestard el estado de hiperglucemia y de cetoacidosis
como consecuencia de una funcién residual de las células B-pancredticas menor?. Este hecho
hace indispensable la administracion de insulina exdgena para poder sobrevivir?.

1.2.2 Diabetes Mellitus tipo I (DMZ2), no insulinodependiente o diabetes del
adulto

La DM2 supone un 90-95% del total de pacientes diabéticos a nivel mundial®>. Estos se
caracterizan por presentar resistencia a la insulina y, a la larga, una disminucion en la secrecién
de ésta’.

La resistencia a la insulina implica una disminucion de la respuesta de los receptores de los
distintos tejidos a la accién de dicha hormona®. Generalmente, este tipo de resistencia esta
asociado a un estado de obesidad que, ademas, implica una disminucion de los receptores
insulinicos®. Es por ello por lo que en las primeras etapas de la diabetes encontrariamos un
estado hiperinsulinico’>. No obstante, a la larga, el estado de resistencia conlleva a un
agotamiento de las células B-pancreaticas debido a que se les fuerza a una mayor secrecién de
insulina, dando lugar a un descenso en la secrecidn de ésta®.

Al estar la resistencia a la insulina asociada, en la mayoria de los casos, a un estado de
obesidad, asi como a un incremento en el indice de grasa abdominal y no en una destruccion
de las células B-pancreaticas, la disminucion del peso mediante una dieta especifica y ejercicio,
suele ser suficiente para regular los niveles de glucosa en sangre, haciendo innecesario la
utilizacién de insulina exégena?.

El diagndstico de la DM2 suele ser tardio debido a que el estado de hiperglucemia causado por
la resistencia a la insulina se desarrolla gradualmente, de manera que cuando el paciente
presenta sintomas, el estado hiperglucémico se ha instaurado hace afios?. Ademas, a pesar de
qgue el riesgo de padecer este tipo de diabetes incrementa con la edad, asi como por la
presencia de factores como la obesidad y el sedentarismo, se ha visto que también presenta
una fuerte predisposicidon genética.

1.2.3 Diabetes Gestacional

La DG hace referencia al estado hiperglucémico que se origina en mujeres, que no presentan
un diagndstico diabético previo, durante el embarazo®!°, desapareciendo al finalizar éste y
afectando, segun la Federacidon Internacional de Diabetes (IDF, International Diabetes
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Federation), en 2017, al 14% de las mujeres embarazadas a nivel mundial®. Al tratarse de una
complicacién del embarazo que implica toda una serie de riesgos tanto para la salud de la
madre como para la del bebé®, es necesaria la realizacién de controles rutinarios para
asegurarse del correcto control de la glucemia. Algunas de las complicaciones que puede
suponer la DG para la madre, a corto plazo, son la acumulacion de liquido amnidtico
(hidramnios), incrementando el riesgo de parto prematuro® y la preeclampsia, caracterizada
por una tension elevada®. Por otro lado, las enfermedades cardiovasculares y la instauracion
de la DM2, son considerados riesgos a largo plazo®. Las afectaciones que supone la DG al bebé
incluyen desde la muerte fetal®, la macrosomia®® y malformaciones congénitas® a corto plazo,
hasta la instauracién de la DM2, enfermedades cardiovasculares u obesidad a largo plazo®.

El metabolismo de los carbohidratos varia durante el embarazo®. En el primer trimestre se
produce un almacenamiento de la glucosa con el objetivo de poder utilizarla, posteriormente,
como fuente de energia®. Asi pues, en esta etapa, la sensibilidad a la insulina incrementa,
permitiendo asi la entrada a los adipocitos, de la mayor cantidad de glucosa posible®. Con el
avance del embarazo, las hormonas de la placenta alteran la sensibilidad a la insulina,
disminuyéndola, provocando asi un incremento de glucosa en sangre (hiperglucemia)®.
Ademads, como consecuencia de la disminucién de la sensibilidad a la insulina, se iniciara un
proceso de sintesis enddgena de glucosa, incrementando mas adn la glucemia®. Ante esta
situacidn, con el objetivo de controlar la concentracidén de glucosa en sangre y, en el caso de
una embarazada sin DG, el organismo responde mediante la hipertrofia e hiperplasia de las
células B-pancreaticas®. En contraposicidn, las embarazadas que desarrollen DG presentarén
elevadas concentraciones de glucosa en sangre como consecuencia, principalmente, de la
incapacidad de respuesta por parte de sus células B-pancredticas'®. No obstante, dicha
complicacién también puede darse como consecuencia de una disfuncién en las redes
neurohormonales relacionadas con el apetito, la tasa metabdlica basal, etc., implicando una
resistencia a la leptina y, por lo tanto, conduciendo a un incremento en la ingesta, o una
disminucidén de la adiponectina circulante, hecho que se asocia a la resistencia a la insulina®.
Ademas, se ha podido observar una estrecha relacién entre la obesidad y el desarrollo de la
DM2 y la DG®. Es por ello por lo que es mas frecuente que la DG aparezca en embarazas que
presentan una gran reserva de tejido adiposo®. Dicha relacién se basa en el perfil de citoquinas
proinflamatorias que secretan los adipocitos en el estado obeso, induciendo, mediante una
serie de mecanismos, la resistencia a la insulina en tejidos periféricos®.

Debido a las grandes complicaciones que esta situacidon puede provocar no sélo a la madre,
sino también al feto, en caso de prolongase en el tiempo, es importante su deteccién precoz.
Para ello, es recomendable la realizacidon de una prueba de intolerancia a la glucosa a las 24-28
semanas de gestacién. Los valores de referencia se distribuyen en lo que se conoce como
curva de O’Sullivan, en la que dos o mas valores superiores a los valores de referencia
diagnostican la presencia de DG.

Al tratarse, como en el caso de la DM2, de una hiperglicemia como consecuencia de una
situacidn de resistencia a la insulina, el tratamiento que se puede aplicar a estas madre con el
objetivo de disminuir la glucemia vy, por lo tanto, los efectos perjudiciales en el feto, es un
cambio en el estilo de vida (dieta y ejercicio) y, de manera ocasional, administracion de
insulina exégena®.
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Tabla 1. Tabla resumen con las caracteristicas diferenciales de los 3 grandes grupos en los que se

clasifica la diabetes?®.

Tipos /
Caracteristicas
Rango de edad

Frecuencia en la
poblacion

Marcadores de
prediccion

Diabetes tipo |

Nifiez y adolescencia,
aunque en algunos
casos en la edad
adulta.

5-10%

Autoanticuerpos

Diabetes tipo Il

Edad adulta

90-95%

Situacidn de
prediabetes (niveles de
glucosa superiores al
normal, pero sin llegar

Diabetes gestacional

>edad de la gestante

14% de las mujeres
embarazadas

Valores de glucosa
superiores a los
estandares en las
curvas de O’Sullivan

a ser considerado
patoldgico)
Dieta y ejercicio suele
ser suficiente, por lo
que lainsulina no es
imprescindible
Elevados, normales o -
bajos (dependiendo de
la fase de la patologia)

Tratamiento Insulina exdgena Dieta y ejercicio.

Ocasionalmente
insulina

Niveles de insulina Bajos o nulos

1.3 Distribuciéon mundial de la Diabetes Mellitus

La prevalencia de la DM, en el Atlas de la Diabetes de la IDF (novena edicion, 2019), se estima
en un total de 463 millones de personas afectadas, con una prevision de llegar a los 700
millones de afectados en 2045!, Se debe tener en cuenta que en la estimacidn se incluyen
todos aquellos adultos (20-79 afios) que han sido, o no, diagnosticados con DM1 o DM2*%, Es
frecuente que los individuos que padecen DM2 sean diagnosticados tarde, cuando ya se
manifiestan toda una serie de sintomas. No obstante, el hecho de que no hayan sido
diagnosticados no significa que no padezcan la enfermedad. Ademas, se debe tener en cuenta
que las pruebas de diagndstico no pueden llegar a todas las regiones del mundo debido a
dificultades geograficas o bien por la situacion del territorio, en el que se prioriza otro tipo de
pruebas!®. Asi pues, la estimaciéon de la prevalencia llevada a cabo por la IDF tiene en cuenta
este porcentaje de individuos, que posiblemente se encuentren afectados a pesar de no ser
diagnosticados, en la estimacion global de la enfermedad.

La distribucion mundial de la DM puede observarse en la Figura 1. En ella, destaca la region
geografica del Pacifico Oriental, como la regién con mayor nimero de adultos diabéticos, con
163 millones de personas afectadas por la enfermedad en 2019 y una estimacion de 212
millones de afectados en 2045. En contraposicion, la regidén geografica con menor nimero de
adultos diabéticos es Africa, con 19 millones de adultos afectados por la enfermedad en 2019 y
una estimacion de 47 millones de afectados en 2045. Finalmente, cabe destacar el hecho de
que se estima un incremento del 51% en el nimero de adultos diabéticos para 2045 a nivel
mundial, destacando la regién de Oriente Medio y el Norte de Africa con un incremento
estimado del 96%.

Debido a elevada prevalencia que presenta esta enfermedad a nivel mundial, asi como por el
hecho de que no se ha encontrado una solucidon éptima a largo plazo, es necesario seguir
estudiando e investigando esta patologia.
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Cantidad de adultos (20-79 arios) con diabetes a nivel mundial

MUNDO

Ameérica del Norte

y Caribe

€D 56 millones | de incremento
E75) 48 millones

* En esta regi6n, 1 de cada 6 adultos
esta en riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2

* El 43% del gasto sanitario
relacionado con la diabetes a nivel
mundial ocurre en esta regién

EED 578 millones
ET) 463 millones

de incremento

Europa

E£Z5 68 millones 1\ 1 5 %

EED 66 millones @ deincremento
E75) 59 millones :

* 1 de cada 6 nacidos vivos resulta

afectado por la hiperglucemia en
el embarazo

= La region registra el mayor
¥ nimero de ninos y adolescentes
(0-19 anos) con diabetes tipo 1:

América del Sur y Central
EI5 49 millones /]\ 559/
EED 40 millones
EIED 32 millones

+ 2 de cada 5 personas con diabetes no estan
diagnosticadas

+ En esta regidn, sélo ocurre el 9% del gasto sanitario

de incremento

relacionado con la diabetes a nivel global 297.000 en total
i Oriente Medio y » .
Africa Norte de Africa Sudeste Asiatico Pacifico Occidental
€I 47 millones ,]\ 143% [ 2045 | 108m|llones/l\ 96% €15 153 millones /l\74% Emzizmillanes/l\ 31%
EED 29 millones ! deincremento EED 76 millones - de incremento 50 115 millones . de incremento &= 197 millones ! deincremento
75D 19 millones ) 55 millones - E75) 88 millones E75) 163 millones :
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Figura 1: Grafico en el que se representa una estimacion de la cantidad de adultos diabéticos a nivel global, asi como por regiones geograficas. La estimacion se centra en los afios 2019, 2035 y
2045, pudiendo ver asi el incremento porcentual de los afectados por la patologia en base a la region geogréfica en la que estos residen. International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas,
9th edn. Brussels, Belgium: 2019. Disponible en: https://www.diabetesatlas.org. Consultado dia 12/04/2021.
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2. Diabetes Mellitus tipo I
2.1 Factores de predisposicién a la DM 1

Dentro de los factores que explican la aparicion de la patologia, debemos diferenciar entre
aquellos que son genéticos, haciendo al individuo mds o menos susceptible a padecer la
enfermedad y aquellos que son ambientales. Asi pues, estamos ante una enfermedad
compleja en la que ambos tipos de factores interaccionan entre si, culminando en la aparicién
de la enfermedad. No obstante, se debe tener en cuenta que, a pesar de que ambos factores
sean necesarios para el desarrollo de la diabetes, dependiendo de la susceptibilidad génica del
paciente, sera necesaria la participacion de un mayor o menor numero de factores
ambientales’.

2.1.1 Factores genéticos

Diversos son los genes que predisponen al individuo a desarrollar DM1. De hecho, han sido
identificadas hasta 50 regiones que confieren susceptibilidad a la enfermedad®?. A pesar de la
multitud de factores genéticos que pueden intervenir en el desarrollo de esta patologia, en
este trabajo se comentardn aquellos que confieren una mayor susceptibilidad al individuo de
desarrollar dicha enfermedad.

- Genes HLA (Human Leukocyte Antigen).

Los genes HLA son una familia génica constituida por, aproximadamente, 200 genes localizados
en el cromosoma 6p21.3'% que codifican, en conjunto, lo que se conoce como MHC (Major
Histocompatibility Complex)*® o plataforma de presentacién de antigenos. Dichas plataformas
expresan en superficie autoantigenos o antigenos exégenos, participando asi en el
reconocimiento autoinmune y no autoinmune, respectivamente'?. Las plataformas que
expresan los antigenos propios reciben el nombre de MHC |, de manera que vienen codificadas
por los genes HLA de clase | (HLA 1), mientras que las plataformas que expresan en superficie
los antigenos exdgenos reciben el nombre de MHC Il y vienen codificadas, por lo tanto, por los
genes HLA de clase Il (HLA II).

Con un total de 9.546 polimorfismos descritos, los genes HLA, concretamente los de tipo Il, se
han convertido en los genes que presentan una mayor contribucién al desarrollo de la DM1
(40-50%)'2. A pesar de que para este trabajo Unicamente nos centraremos en los
polimorfismos que otorgan susceptibilidad al desarrollo de la patologia, como el caso del alelo
DRB1*0402, también hay polimorfismos que protegen frente al desarrollo de la DM1, como
por ejemplo el alelo DRB1*0403'2. La extrema variabilidad polimdrfica viene dada por el hecho
de que cada plataforma se encuentra codificada por 3 locus!?*3. Para el MHC | tenemos los
locus HLA (A, By C) y, para el MHC II, los locus HLA (DP, DQ y DR)'*!3, Ademds, para cada uno
de estos locus habra distintos alelos que seran los que conferirdn o no susceptibilidad al
individuo a desarrollar la DM1.

Ademas de presentar en superficie antigenos con procedencia diferente, cabe destacar las
diferencias en su distribucion celular. Mientras que el MHC | se encuentra ubicuo en todas las
células del organismo, el MHC Il Unicamente se encuentra en aquellas con capacidad de
presentar antigenos exdgenos, es decir, macréfagos, células B y células presentadoras de
antigenos (CPA).

A pesar de que no se conoce el mecanismo a partir del cual determinados alelos HLA Il
confieren susceptibilidad al desarrollo la DM1!2, se cree que se produce un cambio de
conformacién en la regién de unién del MHC 1l al antigeno exdgeno, adquiriendo una mayor
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afinidad por los péptidos caracteristicos de la diabetes, es decir, los autoantigenos!**3. De esta
manera, se tendrian por exdgenos antigenos propios y se iniciaria una respuesta inmunolégica
en contra de ellos, conduciendo a la destruccidon de las células B-pancreaticas debido a la
expresion de dichos autoantigenos en superficie.

- Gen de la insulina (INS).

El gen de la insulina (INS), con una contribucién del 10% a la susceptibilidad de desarrollar
DM1 y localizado en el cromosoma 11p15.5%%, es considerado el segundo gen mds importante
en el desarrollo de esta patologia®.

La importancia de dicho gen se basa en la presencia de una regién polimérfica en el extremo
5, concretamente, en la regién promotora’. La susceptibilidad reside en lo que se conoce
como VNTR (Numero Variable de Repeticiones en Tandem)’*2. Dependiendo del nimero de
repeticiones, podemos clasificar el VNTR en clase I, 1l y 1ll, siendo el de clase | el que presenta
menor nimero de repeticiones y el de clase Ill el que presenta un nimero de repeticiones
mayor”*2, El mecanismo que subyace a la relacién entre la repeticidon de estas secuencias en
tdndem vy la susceptibilidad a la DM1 es desconocida®. No obstante, se cree que hay una
relacién entre el nimero de repeticiones y la capacidad de unién del factor de regulacion
autoinmune (AIRE) a la secuencia promotora de INS, regulando asi el nimero de copias de
mRNA del gen de la insulina’ tanto en el timo como en el pancreas®.

Como hemos comentado, el VNTR de clase | supone un menor nimero de repeticiones en
tdndem, hecho que conlleva a un menor nimero de copias de mRNA del gen de la insulina en
el timo™. Esta situacion da lugar a una seleccion de los timocitos defectuosa, permitiendo asi la
migracién de linfocitos autorreactivos para el autoantigeno insulina®. En contrapartida, en el
caso del VNTR de clase lll, el mayor nimero de repeticiones en tdndem permite una mayor
transcripcion del gen y una seleccidn negativa de los timocitos autoreactivos'?. Es por ello por
lo que el VNTR IIl es considerado un factor protector que disminuye el riesgo de desarrollar la
patologia”*2.

- Gen CTLA-4 (proteina 4 asociada a linfocito T citotdxico)

El gen que codifica para esta proteina, localizado en el cromosoma 2q33, es considerado el
tercero mdas importante en generar susceptibilidad para el desarrollo de la DM18. La
importancia de este gen reside en su papel en la regulacién de la respuesta inmune por parte
de las células T, siendo éste un regulador negativo’. La proteina codificante es un receptor de
membrana de las células Ty su funcidn es interrumpir la coestimulacidon que se da entre dichas
células y las CPA'2. De esta manera, se podria impedir que las células T continlen activas y
favorecer la disminucién de su reactividad.

Conociendo su importante funcidn en la regulacion de la respuesta inmune podemos entender
el hecho de que cambios en la expresion de CTLA-4, como consecuencia de mutaciones o
polimorfismos, pueden alterar la respuesta inmune y propiciar la patologia®?. Es el caso, por
ejemplo, del polimorfismo CTLA-4 A49G, el cual implica la expresion de una proteina aberrante
que no puede expresarse en la membrana’*2. La disminucidn en la membrana de esta proteina
conlleva al mantenimiento de la coestimulacién y a una activaciéon constante de las células T
reactivas.

2.1.2 Factores ambientales

Los factores ambientales no tienen la capacidad de causar el inicio de la patologia sin un
background genético adecuado para ello'2. No obstante, el inicio de la DM1 no se debe Unica 'y
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exclusivamente a la presencia de factores genéticos. De hecho, hay distintas evidencias que
indican la importancia de los factores ambientales en el desarrollo de la DM1, entre las que
destacan: la baja correlacién en el desarrollo de la patologia en gemelos monocigéticos, el bajo
porcentaje de pacientes con predisposicidon genética para los genes HLA Il que desarrollan la
patologia y estudios poblacionales que demuestran que el riesgo de padecer diabetes
incrementa después de migrar a regiones con una elevada incidencia®?.

A pesar de que nos centraremos en las infecciones viricas y en el déficit de vitamina D como
factores ambientales asociados al desarrollo de la DM1, cabe destacar la presencia de otros
factores ambientales que también han sido relacionados con el desarrollo de la DM1, como la
leche de vaca, las proteinas de trigo, el estrés psicolégico o el peso corporal?.

Las infecciones viricas, concretamente las infecciones por el enterovirus Coxsackie’, son los
principales factores ambientales desencadenantes de la DM1 debido a su capacidad de activar
el sistema immune®3. El mecanismo subyacente a la activacién del sistema inmune es, entre
otros, el mimetismo molecular'**3. Dicho mecanismo se basa en la presencia de proteinas
viricas que presentan cierta homologia con proteinas propias de las células B-pancreéticas*>*3.
Es el caso de la proteina virica P2-C y el autoantigeno GAD652. Asi pues, la proteina virica es
presentada por las CPA dando lugar a la activacidn del sistema inmune, cuyas células no sélo
reconoceran y destruiran la particula virica sino que también la proteina propia con la que se
mimetiza (proteina expresada sobre una superficie celular)*.

Por otro lado y, con respecto a la relacion entre la vitamina D y la DM1, se ha podido relacionar
el desarrollo de la DM1 con ciertos polimorfismos en genes que codifican para enzimas que
intervienen en el metabolismo de la vitamina D’. Esto es debido a que se ha observado que en
la secuencia promotora de algunos alelos®® del gen HLA-DRB1, por ejemplo el alelo 0301, hay
un elemento de respuesta a la vitamina D (VDRE)’. La deficiencia de esta vitamina en etapas
tempranas del desarrollo®®, como consecuencia de la falta de enzimas que intervienen en su
metabolismo, supondria una disminucidn en la expresién de dicho gen en el timo, hecho que
se ha visto asociado con el desarrollo de la DM1’ debido a que no se lleva a cabo la correcta
eliminacion de las células T autoreactivas®®. De esta manera, se podria pensar que aquellos
alelos que presentan en su regidon promotora elementos VDRE, confieren una mayor
susceptibilidad a desarrollar la patologia que no aquellos que no los presentan y que, por lo
tanto, son independientes de la vitamina D.

2.2 Tratamiento de la DM1

Al ser la DM1 una patologia autoinmune, en la cual se destruyen la células productoras de
insulina, el tratamiento clinico se basa en el aporte de insulina exdgena®. No obstante, a pesar
gue desde su descubrimiento ha permitido salvar la vida de muchos diabéticos, no permite un
perfecto control de la glucemia, derivando, a la larga, en diversas complicaciones secundarias’.

Al margen de la utilizaciéon de insulina exdgena, existen otros posibles tratamientos para la
DM1, como son los trasplantes, ya bien sea de la totalidad del pancreas o bien de islotes
pancreéaticos individuales>*®. Dicho tratamiento permite mimetizar el mecanismo de secrecién
de las células B-pancreaticas, pero debemos tener en cuenta que los donantes de pancreas o
de islotes son escasos y, por otro lado, la necesidad de administrar farmacos
inmunosupresores al paciente, pudiéndole provocar efectos secundarios importantes®®,

Como consecuencia de las dificultades e inconvenientes que suponen los trasplantes, estos
procedimientos Unicamente se llevan a cabo en situaciones excepcionales, hecho que
convierte al aporte de insulina exdgena en el tratamiento clinico por excelencia®. No obstante,
es muy complicado que dicho tratamiento permita un correcto control de la glucemia® debido
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a que el aporte de insulina dependera, por ejemplo, de la ingesta asi como del ejercicio. En
caso de alterar alguno de estos a la baja (comida) o al alta (ejercicio), tendriamos una mayor
cantidad de insulina que de glucosa, conduciendo a una situacién de hipoglucemia. De la
misma manera, en caso de ingerir mas comida o realizar menos ejercicio al estipulado por la
cantidad de insulina suministrada, la concentraciéon de insulina no serd suficiente y se
conducird a un estado de hiperglucemia. Es por ello por lo que se acude a la investigacién en
otros campos como la terapia celular o génica con el objetivo de hallar un nuevo tratamiento
gue no solo permita el control glucémico, sino que evite las complicaciones secundarias que se
originan con el tratamiento insulinico.

3. Terapia celular

La terapia celular permite, mediante la utilizacion de células sin modificacién del genoma, la
sustitucion o reparacién de 6rganos o tejidos dafiados®’. Las células utilizadas en terapia
celular son, mayoritariamente, células que presentan cierto estado de indiferenciacién?’,
permitiendo asi procesos de diferenciacion especificos en funcién del tipo celular deseado. Por
este motivo, en las Ultimas décadas el interés respecto las células madre embrionarias (ESC,
Embryonic Stem cells) y células madre adultas (ASC, Adult Stem Cells) ha incrementado
considerablemente. Mientras que las células que constituyen los drganos y tejidos de un
individuo adulto son células diferenciadas, presentando un fenotipo caracteristico como
consecuencia de la activacion y el silenciamiento de toda una serie de genes, las ASC y ESC son
células que presentan, cada cual, un estado de indiferenciacion superior'®. Asi pues, gracias a
su capacidad de diferenciacién en distintos tipos celulares, asi como por su actividad
proliferativa mantenida®®, dichas células son dptimas para este tipo de terapias.

Tal y como se ha comentado, las ESC presentan un estado de indiferenciacién superior a las
ASC (estado de pluripotencia vs. estado de multipotencia)®. Asi pues, a partir de las ESC
pueden obtenerse células de las tres capas germinales mientras que a partir de las ASC,
Gnicamente se pueden obtener células pertenecientes a un mismo linaje celular®. A pesar de
las ventajas que supondria la utilizacidn de las ESC como tratamiento para diversas patologias,
éstas presentan un gran dilema ético y moral debido a que se obtienen a partir de la masa
celular interna del embrién en estado de blastocisto!®, hecho que implica la destruccién de
embriones. Asi pues, debido a que no conllevan tantos dilemas éticos y que permiten una
terapia celular autdloga sin riesgo de una reaccidon autoinmune, las células mas utilizadas en
terapia celular son las ASC*'°, No obstante, debido al gran potencial que presentan las células
pluripotentes, se llevaron a cabo toda una serie de investigaciones que permitieron la
obtencidn de células pluripotentes inducidas (iPSC, induced Pluripotent Stem cells) a partir de
la utilizacion de toda una serie de factores que inducen la pluripotencia de células
diferenciadas como los fibroblastos®. Estas, a pesar de ser una alternativa al uso de ESC, siguen
en vias de investigacion debido a la presentacidn de efectos secundarios como por ejemplo, la
formacién de tumores® como consecuencia de la aparicion de patrones de expresion
incorrectos o incompletos®. Con el objetivo de evitar tal efecto, es aconsejable la realizacién
de diversas comprobaciones antes de trasplantar dichas células al paciente, como por ejemplo:
comprobar que el estado de diferenciacion es el correcto asi como que no presentan
capacidad de proliferacién que pueda dar lugar a tumores®° o la realizacién de cariotipos para
comprobar que no se han generado duplicaciones o deleciones cromosdmicas importantes
que pueda conllevar a tal efecto?.

Ademas de los procesos de diferenciacidn, dentro del campo de la terapia celular también se
llevan a cabo procesos de transdiferenciacion, los cuales permiten la obtencién del tipo celular
deseado a partir de células diferenciadas mediante la utilizacion de los factores ambientales
optimos y sin la necesidad de utilizar células madre?!. No obstante, también se puede
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promover la transdiferenciacion de células madre, obteniéndose asi células que no
corresponden con el linaje celular de la célula madre utilizada?’. De esta manera, la
transdiferenciacidon podria llevarse a cabo en aquellos casos en los que no se pueden obtener
las células madre correspondientes el linaje celular necesario para el tratamiento.

Enfermedades sanguineas, como por ejemplo las leucemias o linfomas, presentan actualmente
tratamiento mediante terapia celular®. Para éstas, se utilizan células madre obtenidas a partir
de cordones umbilicales compatibles y se trasplantan al sujeto receptor?®. Cabe destacar el
hecho de que la utilizacién de células procedentes de otros pacientes, asi como los productos
derivados de éstas, deben ser aprobados por la Administracidon de Alimentos y Medicamentos
(FDA, Food and Drug Administration)®. En el caso de las leucemias o linfomas, la FDA ha
aprobado distintos productos derivados de la terapia celular como por ejemplo Hemacord,
Allocord o Clevecord, los cuales consisten en células progenitoras hematopoyéticas y difieren
en la empresa fabricante?.

4. Terapia génica

La terapia génica permite, mediante una serie de técnicas, la manipulacién del genoma celular
del paciente con el objetivo de hacer frente a una patologia®*. Las modificaciones que pueden
llevarse a cabo en las células de un individuo con dicho objetivo son muy variadas y van a
depender, en primera instancia, de la enfermedad en cuestion?*. Asi pues, entre las mdultiples
modificaciones destacan: la incorporacion de un gen con el objetivo de incrementar la
expresion de éste en la célula diana; la incorporacidn de oligonucledtidos anti-sentido que
disminuyan la expresion del gen causante de la enfermedad y la edicion gendmica mediante
sistemas como el CRISPR-Cas9?*%. Esta Ultima permite desde la sustitucidn de genes alterados
por sus respectivos genes funcionales hasta la disminucidn de la expresion del gen causante de
la patologia®®. Se trata de la modificacién mas novedosa y la que permite la realizacién de
modificaciones dirigidas en el genoma debido a la presencia de un RNA guia, complementario
a la regién donde se quiere realizar la modificacién, que dirige la endonucleasa al lugar
especifico®®.

La incorporacion del material exdgeno a las células diana se puede llevar a cabo mediante
transferencia ex vivo o in vivo®*. Mientras que la ex vivo hace referencia a la “incorporacién de
genes exodgenos en células extraidas del paciente, para su posterior introduccion”, la
transferencia in vivo se basa en la “administraciéon de genes exdgenos directamente a las
células del paciente”?*. Ademds de poderse realizar transferencias ex vivo o in vivo, las
moléculas que se utilizan para la manipulacion del genoma pueden incorporarse a las células
en forma de DNA desnudo o bien mediante vectores, los cuales facilitan la entrada de la
molécula al interior celular®. Entre los vectores utilizados en terapia génica encontramos los
vectores virales, que se caracterizan por una mayor eficiencia en la transduccién?. No
obstante, al generar una reaccién por parte del sistema inmune asi como por el hecho de
presentar riesgo de mutagénesis insercional, han empezado a ser utilizados otros vectores
(vectores no virales) 2%, Estos Ultimos, a pesar de no ser ni téxicos ni inmunogénicos, presentan
una eficiencia de transduccion in vivo baja?*.

Es frecuente la combinacién de la terapia génica con la terapia celular sobre todo en aquellos
casos en los que el paciente presenta una disfuncién en un drgano como consecuencia de una
alteracion genética’®. De esta manera, se puede corregir el defecto y, gracias a las propiedades
de las células madre, regenerar el 6rgano®®. En esta situacidn es importante la integracion del
material exdgeno en el genoma de la célula diana con el objetivo de que, al replicarse, las
células hijas mantengan el material incorporado?®.
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La primera aplicacion de la terapia génica en humanos se llevd a cabo en 1990 para tratar a
una nifia de 4 afios que presentaba un déficit en la adenosina desaminasa (ADA)?*. A partir de
ese momento, han sido aprobados por la FDA distintos protocolos de terapia génica para el
tratamiento, principalmente, de distintos tipos de cdnceres?*. Concretamente, el cancer de
préstata en estado avanzado fue la primera patologia que obtuvo un tratamiento mediante
terapia génica aprobado por la FDA (PROVENGE)?. Dicho tratamiento se basa en la generacion
de células dendriticas con capacidad de reconocer las células cancerosas y provocar su
degradacion, es decir, promueve el reconocimiento de las células cancerosas por parte del
sistema inmune?®. Al principio, el tratamiento permitia alargar la vida de los pacientes 4 meses,
no obstante, a los 3 afios se consiguié que los pacientes tratados sobreviviesen un 50% mas
que los controles, convirtiéndose en el Unico tratamiento capaz de conseguir estos
resultados?®.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es realizar una revisidon bibliografica sobre las terapias emergentes
en el campo de la terapia celular y de la terapia génica para el tratamiento de la DM1,
profundizando en los mecanismos moleculares en los que se basan y en su posible
implementacion en humanos a corto plazo.

METODOLOGIA

La busqueda bibliografica ha sido disefiada con el objetivo de poder obtener una visidon general
de las diferentes técnicas emergentes en cuanto a terapia celular y génica se refiere para el
tratamiento de la DM1.

Los articulos utilizados para llevar a cabo la revision bibliografica han sido obtenidos a partir de
los buscadores PubMed y Scopus. Tal y como puede observarse en el esquema, la palabra que
encabeza la busqueda es Diabetes mellitus type 1 a partir de la cual se van afiadiendo otras
como Cell therapy o Gene therapy. Una vez se ha delimitado la busqueda a terapia celular o a
terapia génica, se afiaden otras palabras como: stem cell, transdifferentiation o iPS obteniendo
asi la combinacidén, por ejemplo, de: Diabetes mellitus type 1, cell therapy, stem cell. Este
mismo procedimiento se llevaria a cabo con la rama de terapia génica y las palabras insulin
gene therapy y immune.

Ademas de seleccionar mediante las palabras clave, la busqueda ha sido acotada restringiendo
los afios de los articulos (2000-2021), el tipo de documento (Review y Article), el idioma (inglés
y castellano), el lugar dénde aparecen las palabras clave (abstract/titulo y abstract) y la
disponibilidad del texto (free full text). A pesar de que toda la busqueda se ha acotado con los
mismos filtros, cabe comentar una serie de excepciones. En primer lugar, el filtro de “lugar de
aparicién de las palabras clave” difiere entre el buscador PubMed y Scopus, teniendo que
aparecer las palabras clave en el abstract o en el titulo y abstract, respectivamente. Ademas, y
centrandonos en el buscador Scopus, para todas las combinaciones las palabras clave tenian
gue estar localizadas en el titulo y en el abstract del propio articulo a excepcion de la
combinacion con transdifferentiation y iPS en la que, ademas, se tenia en cuenta la presencia
de estas palabras en las “palabras clave” del propio articulo.

4[ Buscadores }
[ PubMed ] [ Scopus ]
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[ Palabras clave ]

——/

l Diabetes mellitus type 1

[ Cell therapy ] [ Gene therapy ]

Stem cell Insulin gene

therapy

{ Immune
J

Transdifferentiation

iPSC

1T T T

*l Filtros |—

_ . N
Fecha de Tipo de [ Idioma ] Lugar dénde Disponibilidad
publicacion documento aparecen las del texto
palabras \
clave
____
s '
[ 2000-2021 ] Review, Inglés, Tituloy Free full text ]
Article castellano abstract /
abstract
RESULTADOS

La revision bibliogréfica sobre las nuevas terapias para la DM1 ha sido realizada a partir de los
articulos que, bajo los filtros comentados anteriormente, se encontraban disponibles el dia 16
de abril del 2021 en los buscadores PubMed y Scopus. Dichos resultados se encuentran
recogidos en la Tabla 2, donde el color azul y verde representan los buscadores PubMed y
Scopus, respectivamente. Ademas de presentar el nimero de articulos disponibles en funcion
del buscador y de las palabras clave, en la Tabla 2 se discrimina entre el nimero de articulos
obtenidos sin filtro (primera fila), asi como los obtenidos después de su aplicacién (segunda
fila).

Los articulos resultantes del proceso de seleccidon (ultima fila de la Tabla 2) fueron
incorporados en el programa Microsoft Excel para proceder a su andlisis. De los 1382 articulos
que fueron introducidos, 375 se encontraban repetidos y, por lo tanto, fueron eliminados. Es
por ello por lo que el andlisis de resultados se realizd sobre los 1007 articulos restantes.
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Tabla 2. Tabla en la que se recogen los articulos disponibles, a dia 16 de abril de 2021, en funcién de las palabras
clave en los buscadores PubMed y Scopus, azul y verde respectivamente. Las palabras clave son acumulativas, asi
pues y como ejemplo aplicable a las otras palabras clave, los resultados que se observan en el apartado de stem cell
representan los articulos publicados bajo las palabras clave Diabetes mellitus type 1, cell therapy, stem cell, asi como
antes y después de aplicar los filtros (primera y segunda fila, respectivamente).

Palabras clave

Diabetes mellitus type 1
81710 677359
17064 14010

1/2]

chs Cell therapy Gene therapy

ﬁs 6528 202364 1925 129953

3 2074 635 700 164

= Stem cell Transdifferentiation iPS Insulin gen therapy Immune
945 37617 62 2967 17 1162 1158 96046 540 42465
382 131 25 68 8 14 394 106 233 21

El nimero de articulos obtenidos a partir de las distintas bases de datos se ilustra, en la Figura
2, en base a las distintas combinaciones de palabras clave utilizadas. Puede observarse una
clara diferencia entre el nimero de articulos publicados en el buscador PubMed respecto el
buscador Scopus. Siendo este Ultimo el que proporciona, a la revision bibliografica, un menor
numero de articulos en la mayoria de las combinaciones de palabras clave a excepcién de
aquellas con transdifferentiation e iPS.

Con el objetivo de poder observar el nimero de publicaciones que se incorporan anualmente
en ambas bases de datos y para cada una de las combinaciones de palabras clave, asi como
para poder analizar el interés que este tema genera en el ambito biomédico, se han realizado
las Figuras 3y 4.

Comparativa del nimero de articulos publicados para el tratamiento
de la DM1 en PubMed y Scopus
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Figura 2: Grafico de barras en el que se compara, para cada una de las combinaciones de palabras clave y después
de aplicar los filtros, el numero de articulos publicados en los distintos buscadores. El buscador PubMed se
representa en color azul mientras que el buscador Scopus se representa en color verde. Con “para cada una de las
combinaciones de palabras clave” se hace referencia a la combinaciéon de las palabras: Diabetes mellitus type 1, cell
therapy, stem cell/transdifferentiation/iPS o Diabetes mellitus type 1, gene therapy, insulin gene therapy/immune.

En la Figura 3 puede observarse el nimero de articulos que se han incorporado, de manera
anual, a la base de datos PubMed para cada una de las combinaciones de palabras clave desde
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el afio 2000, mientras que en la Figura 4 se observa la misma informacién, pero referente a la
base de datos Scopus.

Coincidiendo con los resultados de la Figura 2, puede observarse un menor nimero de
publicaciones anuales en el grafico en el que se hace referencia al buscador Scopus respecto al
de PubMed. A pesar de que en ambas figuras el nimero de publicaciones anuales para la
combinacion de palabras con stem cell sea la que presenta un mayor incremento, hay
diferencias entre ambas. En la Figura 3 se puede observar un auge en el nimero de articulos
publicados anualmente para la combinacidn de palabras con insulin gene therapy y immune,
mientras que en la Figura 4, la combinacién de palabras que presenta un mayor incremento en
cuanto al nimero de publicaciones anuales, al margen de stem cell, es insulin gene therapy y
transdifferentiation. Por otro lado, en ambas figuras, la combinacidn de palabras con iPS es la
gue presenta un menor incremento anual de publicaciones.

Numero de publicaciones incorporadas anualmente para el tratamiento
de la DM1 en la base de datos PubMed
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Figura 3: Grafico de dispersion en el que se representa el numero de articulos publicados desde el 1 de enero del
2000 hasta el 16 de abril del 2021 en la base de datos PubMed para cada una de las combinaciones de palabras
clave utilizadas en la revisién bibliografica.

Numero de publicaciones incorporadas anualmente para el
tratamiento de la DM1 en la base de datos Scopus
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Figura 4: Grafico de dispersion en el que se representa el nimero de articulos publicados desde el 1 de enero del
2000 hasta el 16 de abril del 2021 en la base de datos Scopus para cada una de las combinaciones de palabras clave
utilizadas en la revision bibliografica.
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Después de leer los titulos y los abstracts de los articulos analizados en las figuras superiores,
han sido seleccionados 32 articulos para elaborar los distintos apartados de la revision
bibliografica sobre las nuevas terapias para el tratamiento de la DM1.

1. Terapia celular

La utilizacion de insulina como tratamiento para la DM1 ha permitido el control glucémico vy,
por lo tanto, la supervivencia de un gran nimero de pacientes insulinodependientes a lo largo
de los ultimos 100 afios?®. No obstante y, a diferencia de lo que sucede con el trasplante de
pancreas o de sus respectivos islotes, no evita las complicaciones resultantes de la diabetes?’.
Por otro lado, a pesar del mimetismo en la homeostasia glucidica que ofrecen dichos
trasplantes, presentan toda una serie de objeciones que implican la busqueda de nuevas
terapias para el tratamiento de la DM1%77%,

La terapia celular ofrece una alternativa prometedora a estos ultimos, ya bien sea de Ia
totalidad del pancreas o de sus islotes, eliminando asi la problemdtica que supone el bajo
numero de donantes, los efectos secundarios que supone la inmunosupresién del paciente con
el objetivo de evitar el rechazo, asi como el propio rechazo®. La importancia de dicha terapia
reside en la capacidad de formacidn de nuevas células B-pancredticas®® asi como en la
regeneracion del pancreas dafiado mediante la modulacién del sistema inmune®.

1.1 Tipos de células utilizadas en la terapia celular para el tratamiento
de la DM1

Uno de los principales objetivos de la terapia celular es, como se ha comentado, la generacién
de nuevas células B-pancreaticas o, lo que es lo mismo, de células secretoras de insulina (IPS,
Insulin Producer Cells) a partir de otros tipos celulares®®. Existe una gran diversidad de células
que pueden ser utilizadas para la generacién de IPS: desde células pluripotenciales, como por
ejemplo las ESC o las iPSC, hasta células diferenciadas de tejidos maduros®® (células alfa-
pancreédticas, hepaticas y fibroblastos epidérmicos?®), pasando por células multipotenciales
como son las células madre y sus distintos linajes celulares, destacando las células madre
mesenquimales (MSC, Mesenchymal Stem/Stromal Cell)*.

1.2 Tipos de tratamientos celulares

Los tratamientos aplicables a los distintos tipos de células dependeran del objetivo de la
terapia, diferenciando asi entre tratamientos directos, de diferenciacion y de
transdiferenciacion.

1.2.1 Tratamientos directos

Los tratamientos directos implican el trasplante de células madre adultas las cuales no han
sido sometidas a ninglin proceso previo de diferenciacién ni de modificacién®!. Las células
madre que estan siendo utilizadas en los tratamientos directos son: las células madre
hematopoyéticas (HSC, Hematopoietic Stem Cells) y las MSC?*2, Dichas células pueden
obtenerse a partir de una gran variedad de tejidos, como por ejemplo la médula ésea y sangre
del cordén umbilical?’’. En caso de tratarse de MSC también pueden obtenerse a partir del
tejido adiposo?’2%, del higado, del liquido sinovial, de los tendones, etc.3°

El objetivo subyacente a la utilizacién de MSC como tratamiento directo reside en su capacidad

inhibitoria del sistema immune, permitiendo asi la regeneracidon del tejido dafiado y la
proliferacion de las células B-pancreéticas residentes®. Dicha inhibicidn es el resultado global
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de las distintas acciones que ejercen las MSC en el pancreas, entre las que destacan: la
secrecién de moléculas inmunomodulatorias que permiten inhibir tanto la activacion de las
células T (factor de crecimiento transformante B (TGF-B), la interleucina 10 (IL-10) y el factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF)), como la inflamacién y la maduracién de las células
dendriticas (interleucina 6 (IL-6) e interleucina 12 (IL-12), respectivamente); la expansion de las
células T reguladoras mediante la secrecion TGF-B y; la regulacién en la expresién de genes
anti-apoptoticos y regenerativos en las células B-pancredticas®®.

El tratamiento con HSC, en cambio, consigue disminuir la reactividad del sistema immune
contra los autoantigenos mediante la restauracién de la tolerancia inmunitaria y la
reactivacion de la funcién del timo®2. A pesar de que el mecanismo subyacente a la modulacién
del sistema inmune mediante el trasplante de HSC no ha sido dilucidado, diversos estudios han
demostrado su eficacia tanto en la remisién como en la prevencién de la DM132, Entre dichos
estudios destaca el llevado a cabo por Voltarelli et al. en el que se proporciond, previo una
terapia inmunosupresora, un trasplante autdlogo a 23 pacientes con DM13*%. De los 23
pacientes, 20 presentaron una remisién de la enfermedad, con una media de 31 meses sin
necesitar de la administracion de insulina exdgena®’.. No obstante, la eficacia de tal
tratamiento es discutida por distintos investigadores. Es el caso de los resultados obtenidos
por un grupo de investigadores asiatico, a partir de los cudles concluyen que realmente no hay
un beneficio significativo en este tratamiento®?.

1.2.2 Tratamientos de diferenciacién

Multiples son los protocolos de diferenciacién que van a permitir la generacién de IPS a partir
de células que difieren del fenotipo y de la funcién caracteristica de las células B-pancreaticas.
Dichos protocolos no sdélo van a diferir en funcién del tipo celular del cual se parta, sino que,
para el mismo tipo celular, se han establecido diversos protocolos los cuales presentan
eficiencias de diferenciacion diferentes.

1.2.2.1 Diferenciacién de ESC en IPS

Las ESC presentan dos caracteristicas esenciales que las hacen éptimas para su utilizacion en el
tratamiento de la DM1: capacidad de renovacion ilimitada y posibilidad de diferenciacion en
cualquier tipo celular embrionario®®. No obstante, debido a su procedencia, presentan
controversias éticas y religiosas®® que dificultan su utilizacién en clinica.

Con el objetivo de mimetizar el desarrollo embrionario de las células pancreaticas, se han
establecido distintos protocolos para la diferenciacién de las ESC en IPS entre los que destacan
los propuestos por D’amour et al.?’72>%3, Shi et al.?’ y Rezania et al.?, presentando los dos
primeros una eficiencia del 7 y del 14% respectivamente. Las variaciones en la eficiencia de los
distintos protocolos pueden deberse al nimero de pasos en los que se lleva a cabo la
diferenciacién, asi como al momento y al tipo de factores de crecimiento y citoquinas
utilizados. Un ejemplo de protocolo es el establecido por Rezania et al.?°, representado en la
Figura 5.

Los marcadores celulares que identifican a las células B-pancreaticas y, por lo tanto, cuya
expresion intenta conseguirse mediante los distintos protocolos de diferenciacion, son:
PDX1/NKX6.1, NEUROD1 y MAFA%. Es por ello por lo que, al margen de los protocolos
establecidos, se ha intentado potenciar la generacion de dichos marcadores. Es el caso de
NEUROD1, cuya expresion es dependiente del factor de transcripcién neurogenina-3 (Ngn3)%,
la potenciacién del cual, en distintos estudios, ha resultado en la obtencién de precursores
pancreéticos con una expresion de insulina superior?®,
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No obstante los multiples esfuerzos y la obtencién de un numero bajo de células B-
pancreaticas?’ %, la secrecidn de insulina por parte de éstas ha resultado ser similar a las del
pancreas fetal?®, es decir, se obtienen células B-pancreaticas inmaduras que no consiguen
secretar insulina en respuesta a estimulos glucidicos in vitro®. Ademas, las células obtenidas a
partir de la diferenciacion de ESC suelen ser polihormonales, es decir, secretan mas de un tipo
de hormona®*. Se cree que el estado inmaduro de las células B-pancreaticas, resultando en una
baja secrecidn de insulina, es debido a que durante el proceso de diferenciacién in vitro se
carece de toda una serie de factores que, en una situacién de desarrollo embrionario, viajan a
través del torrente sanguineo procedentes de tejidos periféricos, participando asi en la
maduracion de dichas células®?3, El co-cultivo de IPS derivadas de ESC con células endoteliales
es una alternativa que proporciona un estado de diferenciacidn superior al obtenido mediante
los protocolos comentados anteriormente?’.

Tubo Intestino Precursor ) )
) Endodermo intestinal anterior/ ~ Endodermo  endocring  Celulap Gelula p
ESC/iPs definitivo primitivo posterior pancredtico  pancredtico  inMadura madura
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Figura 5: Eje temporal de las distintas etapas que se suceden en el proceso de diferenciacion de células madre
embrionarias (ESC) y células madre pluripotentes inducidas (iPSC) en células productoras de insulina (IPS)?. Para
cada etapa se indica el estado en el que se encuentra la célula, asi como los genes que expresa. Adaptado mediante
BioRender a partir del protocolo establecido por Rezania et al?°.

1.2.2.2 Diferenciaciéon de iPSC en IPS

Las iPSC, al igual que las ESC, son células pluripotentes con capacidad de generar cualquier tipo
celular embrionario®. A pesar de las caracteristicas compartidas que les confiere su estado de
pluripotencia, difieren en el origen debido a que las iPSC se obtienen a partir de la
reprogramacion de células somdticas del individuo adulto (fibroblastos, células sanguineas,
queratinocitos, etc.)®®. La utilizacién de estas células en clinica no se veria impedida por las
cuestiones éticas y religiosas relacionadas con las ESC®. Ademas, dicha utilizacidon podria verse
potenciada en aquellos casos en los que se desee realizar una terapia autdloga, evitando asi un
posible rechazo por parte del paciente?’. A pesar de las ventajas que su utilizacién supone,
puede generar efectos adversos como por ejemplo, la induccién de tumores como
consecuencia de la utilizacion de oncogenes como c-Myc en el proceso de reprogramacion?.

Destacan los experimentos de Tateishi et al. (2008)°, en los que se consigue, por primera vez,
la obtencién células IPS a partir de iPSC derivadas de fibroblastos?”-%833, Al tratarse de células
con el mismo estado de indiferenciacion que las ESC, los protocolos de diferenciacién (Figura
5), asi como los resultados obtenidos, suelen ser similares: co-expresién de distintas hormonas
y secrecidn insulinica en respuesta a glucosa disminuida®3. Ademas del co-cultivo con células
endoteliales?’, el cambio en las condiciones nutricionales del cultivo pueden conllevar a la
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obtencién de células B-pancredticas maduras®. Este Gltimo se debe, por ejemplo, a que la
presencia de aminoacidos en el medio de diferenciacién promueve la activacién de mTORC1,
conduciendo a un estado proliferativo (caracteristico de las células B-pancredticas fetales)®.
No obstante, al sustituir los aminodcidos por glucosa se produce la activacién de la proteina
quinasa activada por AMP (AMPK) que inhibe, a su vez, a mTORC1, disminuyendo asi la
proliferacion y promoviendo la maduracién de las células B-pancreaticas®.

1.2.2.3 Diferenciacion de ASC en IPS

Las ASC se localizan en diferentes drganos y tejidos, entre los que destacan el musculo, la piel,
el cerebro, la sangre, etc.?’. De la misma manera que las ESC, presentan capacidad de auto-
renovacion, no obstante, el nimero de tipos celulares que se pueden obtener a partir de éstas
es mucho mas reducido®’. Las ASC mas estudiadas y, por lo tanto, mds utilizadas en terapia
celular son las obtenidas a partir de la médula dsea: HSC y MSC?8, siendo estas ultimas las mas
recurrentes en tratamientos de diferenciacién.

Las MSC, ademas de poder obtenerse a partir de la médula ésea pueden extraerse a partir del
tejido adiposo (localizaciones mas utilizadas para dicha extraccién), endometrio, higado, etc.>®.
La diferenciacion directa de las MSC en IPS, tanto las derivadas de la médula ésea como las del
tejido adiposo, siguen un protocolo de 3 pasos?®*: en el primero de ellos se obtendria un
endodermo definitivo (estadio 1 de la Figura 5) mediante la administracion de activina-A,
butirato sddico y B-mercaptoetanol; en el segundo paso se conseguiria la diferenciacidn en un
endodermo pancreatico (estadio 4 de la Figura 5) mediante la incorporacién de taurina y; en el
tercer paso, se conseguiria la diferenciacidn en agregados celulares que expresan hormonas
pancreaticas (estadio 6 de la Figura 5) mediante la incorporacién de taurina, péptido similar al

glucagén tipo 1 (GLP-1), nicotinamida y aminoacidos no esenciales?.

El trasplante, a través de la vena porta, de las IPS obtenidas a partir de la diferenciacién de
MSC conduce a un incremento de la secrecidon de insulina y del péptido C en ratones
diabéticos, revirtiendo asi el estado hiperglucémico®'. No obstante, dicha reversion es
temporal debido a que los niveles de insulina van disminuyendo hasta la octava semana
postrasplante, de manera que tendriamos un muy buen control de la glucemia las primeras
semanas pero que acabaria en la reinstauracién de la DM1 con el paso del tiempo (8
semanas)®’. Los beneficios del tratamiento de diferenciacién de MSC en IPS han sido
comparados con el tratamiento de MSC directo y se ha podido observar que, aunque en las
primeras semanas el tratamiento con IPS derivadas de MSC presentaba mejores resultados en
cuanto a la secrecién de insulina vy, por lo tanto, a la reversiéon de la diabetes, el tratamiento
directo permitia un control de la glucemia que, aunque no tan bueno, era mds prolongado en
el tiempo®. Es por este motivo que la diferenciacion de las ASC es una practica poco
frecuente®.

1.2.3 Tratamientos de transdiferenciaciéon

La terapia celular para el tratamiento de la DM1 no solo es posible mediante la utilizacién de
células pluri o multipotentes, sino que también pueden utilizarse células somaticas
diferenciadas procedentes de tejidos u 6rganos adultos?®. Distintas son las células que pueden
ser utilizadas para la obtenciéon de células B-pancreaticas mediante transdiferenciacion:
fibroblastos, hepatocitos, células a y 5-pancredticas, células del pancreas exocrino, etc?®.

Uno de los tratamientos de transdiferenciacidén que ha resultado en la obtencidn de células B-

pancreaticas es el llevado a cabo a partir de fibroblastos. El proceso de transdiferenciacion
llevado a cabo por Pereyra-Bonet et al. se basa en 4 pasos a partir de los cuales se obtienen
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IPS*. A pesar de poder observar un incremento en la expresion de los genes caracteristicos de
las células B-pancreaticas, asi como una disminucion de aquellos especificos de los
fibroblastos, no se pudo detectar la presencia del péptido-C en el medio después de la
estimulaciéon con glucosa, concluyendo asi que el proceso de transdiferenciaciéon permite
Unicamente la obtencién de células B-pancredticas inmaduras®.

Por otro lado, también se han llevado a cabo tratamientos de transdiferenciacién a partir de
células del pancreas exocrino?®*!, En este caso, después del aislamiento de las células, éstas
fueron cultivadas en un medio en el que se incorporé la proteina morfogenética dsea 7 (BMP-
7, Bone Morphogenetic Protein 7)***!, conduciendo a la expresién de genes caracteristicos de
las células del pancreas endocrino como por ejemplo PDX1, MAFA y NEUROD1*'. Ademas,
dichas células respondian a los estimulos glucidicos mediante la secrecién de insulina tanto in
vitro como in vivo, no obstante, no se pudo conseguir la reversion del estado hiperglucémico®'.

1.3 Retorno al paciente

Las células obtenidas mediante tratamientos de diferenciacion, asi como aquellas que no han
sido modificadas ni diferenciadas, pueden ser trasplantadas al organismo receptor de distintas
maneras, asi como en distintos érganos®. La forma y el lugar del trasplante dependerd de si se
trata de un experimento animal o de una aplicacién clinica, de un trasplante autélogo o
alogénico, si se trasplantan células libres o adheridas a una matriz o encapsuladas, etc.®.
Ademas, a la hora de introducir las células en el paciente es importante tener en cuenta la
vascularizacion de la zona, debido a que sera necesario la llegada de oxigeno y nutrientes para
la supervivencia del trasplante®, asi como la llegada de toda una serie de factores que
permitan la maduracién final de las IPS que, como hemos visto, es necesaria para una
secrecion de insulina correcta en respuesta a un estimulo glucidico®3.

Entre las multiples formas y tipos de trasplante, cabe destacar aquellos que se basan en el
trasplante de células libres, es decir, que no se encuentran sujetas a una matriz, y aquellos en
los cudles las células son encapsuladas con el objetivo de evitar el ataque por parte del sistema
inmune?3. Para los primeros, las células suelen ser incorporadas a través de la vena porta3! o
bien se introducen en alguin tejido como por ejemplo bajo la cédpsula adiposa del rifidon*. En
este caso, si se trata de un trasplante alogénico se requerira de la inmunosupresion del sujeto
para evitar la activacién del sistema inmune. No obstante, y debido a las caracteristicas
inmunosupresoras de las MSC, cabe la posibilidad de que se cultiven y trasplanten células
diferenciadas o transdiferenciadas junto con células madre sin modificar, potenciando asi una
menor respuesta por parte del sistema inmune.

Ademas de dicha posibilidad, también puede llevarse a cabo la encapsulacion de las células
qgue van a ser trasplantadas. Concretamente, la bioencapsulacién consiste en envolver las
células a trasplantar con una membrana semipermeable que permita el paso de oxigeno,
nutrientes y el intercambio de moléculas de pequefio tamafio pero impida el paso de
anticuerpos, células del sistema inmune y proteinas del sistema del complemento®3. A pesar de
incrementar la supervivencia de las células trasplantadas y hacer posible los trasplantes
alogénicos?® sin la necesidad de inmunosuprimir al paciente, asi como los xenotrasplantes®3, es
necesaria la utilizacién de compuestos biocompatibles como el alginato?®, asi como asegurarse
de la 6ptima llegada de oxigeno y nutrientes ya que en caso de no suceder, se produciria una
necrosis de las células dentro de la cdpsula®.

pag. 25



2. Terapia génica

Los tratamientos actuales para la DM1 (administracion de insulina exégena y trasplantes del
pancreas o de los islotes) no permiten una cura para el paciente diabético, ya sea porque no
previenen las complicaciones derivadas de ésta o bien porque implican la inmunosupresién del
paciente®. Paralelamente, la terapia celular ha demostrado la posibilidad de obtener células
productoras de insulina a partir de tipos celulares, tratamientos y protocolos diferentes. No
obstante, se obtienen células inmaduras que requieren de la maduracién in vivo, implicando el
desarrollo de toda una serie de tecnologias que permitan la supervivencia del trasplante y, por
lo tanto, que evadan la reaccién por parte del sistema inmune, principalmente si se trata de
células procedentes de otro paciente (trasplante alogénico).

Una terapia prometedora para el tratamiento de enfermedades es la terapia génica ya que
permite, mediante una serie de procedimientos, la manipulacién del genoma celular del
paciente afectado?®. Una de las ventajas que ofrece dicha terapia es la incapacidad de rechazo
por parte del sistema inmune una vez las células modificadas han sido trasplantadas (en caso
de necesidad) debido a que se trataria de un trasplante autdlogo, en el que las células no
serian reconocidas como extrafias.

2.1 Células diana

La eleccidn de las células diana va a depender del objetivo de la terapia en si, es decir, si el
objetivo de la terapia génica es la modulacidn del sistema inmune, les células diana para la
terapia serdn diferentes a si el objetivo es la produccién de insulina. Por ejemplo, en caso de
querer que un tipo celular exprese insulina, se buscard aquel que presente capacidad de
responder, metabdlicamente, a los cambios de glucosa en el medio como por ejemplo los
hepatocitos* o las células L y K del epitelio gastrointestinal®®; en caso de querer obtener
células B-pancredticas se utilizaran células con un cierto caracter de indiferenciacién (ESC, iPSC
0 ASC)?®%* para poder llevar a cabo un proceso de diferenciacién o bien células adultas
diferenciadas como por ejemplo las células a-pancreéticas® o las células hepaticas*® en las que
se llevaran a cabo procesos de transdiferenciacion.

En contraposicién, en caso de que el objetivo de la terapia sea la modulacion del sistema
inmune, las células diana pueden ser tanto las células B-pancreaticas, las cudles seran
modificadas para una mayor resistencia a la reaccion del sistema inmune, como las propias
células del sistema inmune, las cudles seran modificadas con el objetivo de conseguir una
modulacién de dicha respuesta®’.

2.2 Tipo de modificacion realizada

La utilizacidon de la terapia génica en la DM1 presenta dos aplicaciones fundamentales: la
obtencidn de IPS y la modulacidn del sistema inmune, ya sea para disminuir la destruccion de
las células B-pancreaticas residentes o para evitar el rechazo de un futuro trasplante
alogénico*®. Dichas aplicaciones van a basarse en la introduccién de genes funcionales con el
objetivo de conferir dichas propiedades a aquellas células en las que se lleve a cabo la terapia.

2.2.1 Obtencién de IPS

La obtencién de células productoras de insulina mediante la terapia génica puede implicar la
incorporacioén del gen de la insulina a la célula diana, promoviendo la expresién y secrecién de
esta hormona, o bien la incorporacién de factores de transcripcidon caracteristicos de las
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células B-pancreaticas, conllevando a la conversién de la célula diana en una célula del
pancreas endocrino.

2.2.1.1 Incorporacion del gen de la insulina

Tal y como se ha comentado, uno de los principales tejidos diana para la induccién de la
expresion de insulina es el higado, debido a su importante papel en el metabolismo de la
glucosa®’, asi como por la presencia de componentes que le confieren sensibilidad frente a las
alteraciones de la glucemia®**. Se han utilizado distintas estrategias para conseguir dicha
expresion, como por ejemplo la utilizacidn de lentivirus*? o de DNA minicirular®.

Los estudios llevados a cabo por Alam et al. se basan en la transduccién de hepatocitos
mediante constructos de DNA minicircular®. En dicho estudio se ponen a prueba un total de 5
constructos, los cuales fueron incorporados a un vector adenoviral y utilizados para la
transduccién de hepatocitos ex vivo y poder determinar, asi, cudles de ellos permitian una
mayor secrecidon de insulina en respuesta a la glucosa®®. Los vectores adenovirales
seleccionados fueron utilizados para la transduccién in vivo, observando asi un descenso en las
concentraciones de glucosa en sangre y un incremento en el peso de los ratones tratados®. A
pesar de los buenos resultados, los adenovirus no pueden ser utilizados en repetidas ocasiones
debido a su caracter inmunogénico***’. No obstante, la utilizacién de los constructos en forma
de DNA minicircular libre, no sé6lo mimetizan los resultados obtenidos mediante el uso
adenovirus, sino que permite que éstos se alcancen con antelacién (1-2 dias). Ademas, se
permite la aplicacién de dicho tratamiento las veces que sean necesarias una vez el efecto
empiece a desvanecerse®.

Los adenovirus no son los Unicos vectores utilizados en el tratamiento de la DM1 mediante
terapia génica y una muestra de ello son los experimentos llevados a cabo por Ren et al., en los
que se consigue la reversion de la hiperglucemia mediante la transduccién in vivo de
hepatocitos mediante un vector lentiviral que contiene el gen de la insulina*’. Pocos dias
después de la transduccion, los niveles de glucosa de los ratones tratados no diferian de los no
diabéticos y, de la misma manera que en el caso anterior, se producia un incremento del
peso*?.

A pesar de las caracteristicas que hacen al higado un dérgano idéneo sobre el cual llevar a cabo
los tratamientos de terapia génica, cabe destacar la realizacidon de distintos experimentos en
los que se utilizan células L y K del epitelio gastrointestinal debido a su capacidad de respuesta
sensible a la glucosa, asi como por contener las enzimas necesarias para la maduracion de la
insulina®. Los estudios llevados a cabo por Zhang et al. confirmaron la estabilizacién de la
glucemia mediante la utilizaciéon de plasmidos que contenian el gen de la insulina y, como
promotor, el del péptido inhibidor gastrico (GIP)*°, péptido expresado y secretado por las
células K en respuesta a la ingesta®. Después de la transfeccién in vitro de las células
obtenidas a partir de una linea celular de tumor duodenal, de la comprobacidon de la secrecidon
de insulina en respuesta a un estimulo glucidico, asi como que ésta solo se expresaba en
células K gracias al promotor tejido-especifico, se realizd el trasplante subcutdneo de dichas
células a los ratones diabéticos*®. Los sujetos tratados presentaron unos menores niveles de
glucosa en sangre asi como unos niveles de insulina superiores respecto a los no tratados**. No
obstante, las células del trasplante generaron tumores que causaron la muerte de los ratones*
motivo por el cual se descarta como posible diana terapéutica®*.
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2.2.1.2 Incorporacion de factores de transcripcion caracteristicos de
células B-pancreaticas

La incorporacidon de genes que codifican para factores de transcripcion caracteristicos de
células PB-pancredticas permiten la diferenciacion de ASC, ESC e iPSC, asi como la
transdiferenciacion de células somaticas diferenciadas, en células productoras de insulina.

La diferenciacién de ESC, iPSC o ASC en células B-pancredticas mediante terapia génica
presenta la misma filosofia que el proceso de diferenciacién comentado en el apartado de
terapia celular. No obstante, en este caso, en lugar de cultivar las células con una serie de
factores para promover la expresion de aquellos que son caracteristicos de las células B-
pancreaticas, se transfectan/transducen las células con plasmidos o vectores viricos,
respectivamente?®. De esta manera se incorporan al genoma celular genes que codifican para
factores de transcripcidon propios de las células del pancreas endocrino como por ejemplo
PDX1%. Es el caso de los experimentos llevados a cabo por Kajiyama et al., en los que
transdujeron células adiposas derivadas de MSC mediante un vector retroviral para su
posterior trasplante en ratones diabéticos?®. El 25% de las células transducidas y trasplantadas
se diferenciaron en células B, permitiendo asi una mejora de la glucemia.

La transdiferenciacion de células somaticas diferenciadas mediante terapia génica, asi como la
diferenciacién de células multi o pluripotenciales, suele basarse en la incorporacién de los
mismos genes (PDX1, MAFA y Ngn3)**® debido a que se trata de los factores principales que
intervienen en la diferenciaciéon de las células B*. De hecho, Xiao et al. recorren a dichos
factores para la transdiferenciacion de las células a en B-pancredticas®*. Para lograr tal
objetivo, los investigadores utilizaron un vector virico adenoasociado no integrativo (AAV) el
cual contenia los genes que codifican para los factores PDX1 y MAFA*. La transduccién de las
células diana fue posible gracias a la introduccion del vector virico a través de los conductos
pancreaticos de ratones diabéticos, dando lugar a un incremento en la respuesta a la glucosa,
una reversion de la hiperglucemia, un incremento de la masa de células B y una disminucién en
el numero de células a*. Las células B obtenidas a partir de la transdiferenciacion de las a
presentaron patrones de expresion muy similares a las originales, motivo por el cual los
investigadores se plantearon la transdiferenciacién de células a humanas en B*. Los
resultados obtenidos no difirieron de los anteriores ademas, el trasplante de dichas células a
ratones diabéticos supuso un descenso en los valores de glucosa circulantes conduciendo a un
incremento en la tolerancia a la glucosa®.

Los hepatocitos también han sido utilizados para su transdiferenciacion en células pB-
pancreaticas. Las investigaciones llevadas a cabo por Cim et al. ponen de manifiesto la
posibilidad de transdiferenciacion de estas células diana en células B-pancreaticas mediante la
incorporacion de 3 plasmidos*®. Cada uno de ellos contiene uno de los factores de
transcripcion comentados anteriormente y, Unicamente la incorporacion de los tres, permite la
transdiferenciaciéon del hepatocito*®. No obstante, la eficiencia de transfecciéon de los
hepatocitos mediante plasmidos y, por tanto, la capacidad de transdiferenciacion en células B-
pancreaticas, es menor que la obtenida mediante la transduccion del pancreas exocrino
mediante vectores adenovirales, sugiriendo que este ultimo es un érgano diana mas favorable
para llevar a cabo procesos de transdiferenciacion?®.

2.2.2. Modulacién del sistema inmune

Al consistir la DM1 en una reaccion excesiva por parte del sistema inmune frente a las células
B-pancredticas, una aplicacion prometedora de la terapia génica es la modulaciéon de dicho
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sistema. Tal aplicaciéon puede orientarse hacia la modificacién de las células del sistema
inmune o hacia la modificacién de las células B, haciéndolas mads resistentes frente al ataque.

2.2.2.1 Modificacién de las células B-pancreaticas

La modificacién de las células B-pancreaticas tiene como objetivo un incremento en la
resistencia frente al ataque del sistema inmune. Algunos de los genes cuya transferencia
confiere propiedades protectoras a dichas células son: factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1)*°y la interleucina 4 (IL-4)°™.

El IGF-1 es un factor mitogénico que promueve la supervivencia de las células B-pancreaticas
interfiriendo ademds, en su diferenciacién y maduracion®. Las investigaciones llevadas a cabo
por Mallol et al. confirmaron el efecto protector de la sobreexpresidén del factor IGF-1 en
células B-pancredticas mediante la utilizacion de un AAV en ratones diabéticos®®. La
transduccioén de las células se realizé6 mediante una transferencia in vivo a través del conducto
pancreético®. A pesar de que todavia no se conoce el mecanismo a través del cual el IGF-1
protege a las células productoras de insulina del ataque del sistema inmune, se pudo
comprobar que dicha sobreexpresion conduce a una disminuciéon de la apoptosis debido a que
se produce una menor infiltracidn de las células T reguladoras en los islotes®. La disminucién
en la infiltracion se debe a una menor expresion de citoquinas pro-inflamatorias vy
quimioatrayentes®. Ademas, se ha podido observar una disminucién de la expresién de genes
HLA | y HLA IlI, disminuyendo asi la capacidad de respuesta autoimmune®°. Todos estos
acontecimientos conducen a un mantenimiento de las células B asi como de los niveles de
insulina, permitiendo la prevencién y la reversiéon de la diabetes dependiendo de si la
transduccién se lleva a cabo en etapas previas al inicio de la patologia o bien una vez ésta ya se
ha instaurado®°.

La respuesta inmune que acontece en la DM1 manifiesta una deficiencia de las células T que
presentan un caracter regulador y, por lo tanto, protector (células T reguladoras y células T
ayudantes de tipo 2, Th2) frente aquellas que potencian la destruccidn de las células B (células
T ayudantes de tipo 1, Th1)®!. Los estudios llevados a cabo por Rehman et al. han demostrado
que la transferencia del gen que codifica para la IL-4 a las células B, mediante un AAV, previene
y revierte la situaciéon de hiperglucemia en roedores diabéticos debido a que dicha interleucina
promueve la expresién de Th2%!, equilibrando asi la balanza. La transduccién de las células B se
llevé a cabo in vivo mediante la administracion del AAV por via intravenosa o mediante el
conducto pancredtico®. Los resultados obtenidos son muy similares a los obtenidos en el caso
de transferir el factor IGF-1: disminucién de la insulinitis, mantenimiento de un mayor nimero
de células secretoras de insulina y, por lo tanto, un mayor control de la glucemia®!

2.2.2.2 Modificacién de las células del sistema inmune

Cuando los mecanismos de control en el timo son defectuosos se generan células Ty B
autoreactivas que pueden conllevar al desarrollo de enfermedades autoinmunes. No obstante,
existen distintos mecanismos, llevados a cabo por las células T reguladoras (Treg), que actuan
a nivel periférico y que permiten el mantenimiento de la tolerancia: anergia, ignorancia,
delecién, etc.’. Asi pues, los Treg reconocerian mediante su receptor de antigenos de
linfocitos T (TCR) el autoantigeno en concreto (el mismo que reconocen las células T y B
autoreactivas) presentado sobre CMH Il y provocarian una disminucion de la respuesta inmune
mediante distintos mecanismos como la secrecion de citoquinas inmunosupresoras, muerte de
las células T que hayan interactuado con el mismo autoantigeno y, en la misma célula®,
promoviendo una disminucion del TCR y del CD28 (molécula co-estimuladora necesaria para la
generacion de respuesta) del linfocito autoreactivo (anergia).
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En distintas enfermedades autoinmunes como es el caso de la diabetes, se ha podido observar
una disminucién del nimero de Treg frente a las células T efectoras®. Asi pues, una terapia
prometedora para la disminucién de la respuesta autoinmune es la generacion, in vitro, de
Tregs con receptores de antigeno quimeras (CAR)**. Los Treg resultantes o Treg quimeras, se
caracterizan por presentar un TCR con dominios co-estimuladores y de transmisidn de la sefial,
asi como el dominio de unidn al antigeno correspondiente®?.

Los experimentos llevados a cabo por Tenspolde et al. se basan en la formacion de Treg
quimeras mediante la transduccion de células Treg con un vector retroviral, el cual contenia un
plasmido con todos los componentes necesarios para la formacion del CAR, en este caso
dirigido a los autoantigenos de insulina®? La transfeccion de las células se realizd in vitro,
permitiendo la realizacidn de ensayos que confirmasen el papel inmunosupresor de dichas
células, asi como su posterior proliferacion®?. Las células fueron incorporadas a los ratones via
intravenosa a las 12 semanas y a pesar de reducir la incidencia de manifestar la patologia, esta
reduccién era minima por lo que no se previene el desarrollo de la DM1°2, Esto es debido a que
la forma monomérica de la insulina, a diferencia de la hexamérica, no permitia la activacion de
las Treg quimeras®2. Debemos tener en cuenta que la investigacién de Tenspolde et al. estaba
dirigida hacia el autoantigeno insulina, por lo que la no obtencién del resultado esperado no
significa que la generacién de Treg quimeras frente otros autoantigenos caracteristicos de la
DM1 no pueda dar resultados esperanzadores.

Otra alternativa para recuperar la tolerancia del sistema inmune son los estudios llevados a
cabo por Han et al., en los que utilizan un adenovirus recombinado para inducir la expresidn
del autoantigeno GAD(se0-sss) en la musculatura esquelética®™. Los resultados obtenidos
después de la inyeccién intramuscular del adenovirus recombinante en ratones diabéticos
demostraron una disminucién en la incidencia de diabetes en aquellos ratones que habian sido
tratados con dicha terapia frente aquellos que ejercian como controles, asi como un menor
grado de insulinitis®®. Dichos resultados se basan en la capacidad del péptido GAD en inducir la
actividad de los Th2, promoviendo asi la expresion de IL-4 e IL-10%. A corto plazo, la induccién
de los Th2 permite la remisién de la DM1, no obstante, se ha podido observar que, a largo
plazo, el péptido GAD también induce la produccién de células Treg®® con las consecuencias
gue eso conlleva a la regulacidn de la respuesta autoinmune.

2.3 Transferencia ex vivo/in vivo

Los tratamientos basados en terapia génica implican a menudo la utilizacién de vectores como
son los plasmidos o virus, la eficiencia de los cudles suele ser probada al inicio de los
experimentos ya que es frecuente disponer de distintos vectores*® con los que trabajar. Por
este motivo, suelen darse transferencias ex vivo e in vivo en el mismo trabajo experimental®.

Para poder comprender en qué casos se lleva a cabo cada tipo de transferencia génica, cabe
destacar las ventajas e inconvenientes de llevar a cabo tratamientos ex vivo o in vivo. Por un
lado, la transferencia ex vivo permite seleccionar las células que hayan incorporado la
molécula de interés, ademds de presentar una mayor eficiencia?®. No obstante, es necesario
que las células puedan cultivarse, asi como que consiste en un tratamiento mas complicado y
costoso?®. En contraposicidn, el tratamiento in vivo es mas sencillo y menos invasivo, ya que no
requiere de la biopsia del tejido u drgano diana, pero no permite controlar el proceso, ademas
de presentar una eficiencia de transferencia inferior?®. Asi pues, podemos considerar que la
eleccion del método de transferencia se basa en el tipo de célula diana, de lo invasivo que sea
la obtencién de dichas células y del grado de eficiencia necesario.
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Ademas, se debe tener en cuenta, en funcidn del objetivo de la terapia, las consecuencias que
ésta puede generar segun se realice mediante un tipo de transferencia u otro. Por ejemplo, en
caso de querer realizar una terapia génica para transdiferenciar células hepaticas en [-
pancredticas no se aconseja llevar a cabo una transferencia in vivo ya que la presencia de
células B-pancredticas en el higado puede conllevar a la activacion del sistema inmune y
generar hepatitis*>. No obstante, el higado es un drgano en el que se suele llevar a cabo
transferencias in vivo como por ejemplo para la incorporacion del gen de la insulina®*3. Asi
pues, se puede observar cdmo el objetivo de la terapia génica también debe tenerse en cuenta
para realizar una transferencia ex vivo o in vivo.

Mientras que para algunas terapias celulares diversos ensayos clinicos han sido realizados en
humanos®?, los tratamientos basados en terapia génica se estan realizando en roedores. A
pesar de que el método de transferencia es in vivo, éstos suelen presentar pasos previos ex
vivo con la finalidad de comprobar la expresidon correcta del transgén, asi como que no se
produce ningun efecto adversos** como por ejemplo, la transduccién de células no-diana. En
este caso, seria interesante la incorporacion de promotores especificos del érgano diana,
promoviendo asi la expresion Unica en dicho érgano o tejido.

CONCLUSIONES

Una vez realizada la revisidn sobre los distintos tratamientos en terapia celular y génica
aplicados a la DM1, se concluye:

1. La bioencapsulacion es una alternativa prometedora a la inmunosupresién del
paciente en trasplantes alogénicos.

2. La utilizacién de moléculas (IL-4) y células (MSC) con caracteristicas inmunosupresoras
en terapia génica y celular permiten una remisién de la degradacién de las células B-
pancreaticas por parte del sistema inmune.

3. Las células B-pancreaticas obtenidas en procesos de diferenciacién son inmaduras,
incapaces de secretar insulina en respuesta a estimulos glucidicos, necesitandose la
maduracién in vivo o el desarrollo de técnicas in vitro que lo permita, como por
ejemplo el cultivo con células vasculares y endoteliales.

4. Los procesos de terapia génica permiten la utilizacién de células propias del paciente,
hecho que evitaria el rechazo en caso de trasplante.

5. Los tratamientos en terapia génica para la DM1 albergan la posibilidad de incorporar
del gen de la insulina en érganos sensibles a los cambios de glucosa para mimetizar el
mecanismo de secrecion de insulina llevado a cabo por el pancreas, asi como la
reeducacion del sistema inmune utilizando como base los autoantigenos
caracteristicos de la enfermedad.

6. Mientras que algunas terapias celulares han sido probadas en humanos (ensayos
clinicos), los tratamientos en terapia génica Unicamente han sido probados en
roedores. A la vista de los buenos resultados en ambas terapias, es necesario seguir
investigando para poder, en un futuro préximo, garantizar la seguridad y la eficiencia
de dichas terapias con el objetivo de aplicarlas en humanos.
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