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Resumen

La diabetes mellitus representa uno de los mayores problemas de salud pablica a nivel
mundial y nacional, ya que es uno de los principales componentes que aumentan el
riesgo de enfermedad cardiovascular, principal causa de muerte en nuestro pais. El
trasplante alogeno de islotes pancreaticos forma parte del material terapéutico para
esta enfermedad; constituye una alternativa de tratamiento para un grupo especifico
de pacientes con diabetes mellitus tipo 1, en el cual se ha demostrado mejoria en la
calidad de vida, reduccion tanto de los eventos de impercepcion de la hipoglucemia
como de la dosis de insulina diaria utilizada y, en algunos casos, independencia de su
empleo. En esta revision se pretende dar a conocer las lineas de investigacion que se
encuentran en curso en esta materia, cuyo objetivo es lograr una mayor supervivencia
del injerto y evitar el uso de inmunosupresores postrasplante.

Research lines in pancreatic islets transplantation

Abstract

Diabetes mellitus constitutes one of the main national and global health problems,
besides being a strong ingredient that increases the risk of cardiovascular disease,
the main national cause of mortality. Included among the therapeutic options for this
disease is allogeneic pancreatic islet transplantation, an alternative modality used in a
specific group of patients with type 1 diabetes mellitus. Islet transplantation has pro-
duced an improvement in the quality of life, a decrease in hypoglycemia-unawareness
related events, a decrease in daily insulin dose, and occasionally, the independence
from the use of insulin. In this review we pretend to inform the recent trends in re-
search on this subject, that have as objective to achieve longer survival of the graft
and/or avoiding the use of post-transplant immunosuppression.

Correspondencia: Dr. Alfonso J. Zapata Garrido. Servicio de Endocrinologia, Facultad de Medicina y Hospital Universitario
Dr. José Eleuterio Gonzalez de la UANL. Avenida Gonzalitos y Madero s/n. Colonia Mitras Centro. CP 64460. Monterrey,
Nuevo Ledn, México. Teléfono y fax: (81) 8348 7871. Correo electrénico: alfonso_zapata@hotmail.com

1665-5796 © 2010 Revista Medicina Universitaria. Facultad de Medicina UANL. Publicado por Elsevier México. Todos los derechos reservados.

@



34

Zapata-Garrido AJ et al

La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) es un trastorno en
el que las células beta pancreaticas productoras de insuli-
na son destruidas por un mecanismo autoinmunitario; por
consiguiente, el paciente necesita insulina exdgena para
sobrevivir.' Uno de los objetivos del tratamiento de la DM
es el control optimo de la glucemia, que se refleja en la
reduccion de la hemoglobina glucosilada a valores menores
de 7% de acuerdo con la Asociacion Americana de Diabe-
tes.? Esta demostrado que lo anterior reduce el riesgo de
complicaciones microvasculares como la retinopatia, la
nefropatia y la neuropatia diabéticas,** lo mismo que el de
enfermedad cardiovascular,>® principal causa de muerte
en México segin datos del Instituto Nacional de Estadis-
tica, Geografia e Informatica de 2007.” Cabe mencionar
que existen riesgos inherentes al 6ptimo control glucémico
con insulina, como la ganancia de peso y la hipoglucemia,?
los cuales, en ausencia de mecanismos compensadores
por neuropatia autondémica, pueden ser graves y ocasio-
nar dano neurologico irreversible y aun la muerte. Esta
disfuncion en los mecanismos compensadores causa un es-
tado conocido como impercepcion de la hipoglucemia, que
determina que el paciente experimente episodios de hipo-
glucemia grave sin los sintomas (diaforesis, temblor fino,
ansiedad) que lo harian buscar medidas para corregirla. De
esta manera, el individuo puede, sUbitamente, presentar
alteracion del estado de la conciencia o morir; ademas, el
estado de neuropatia autonoémica se relaciona con mayor
mortalidad cardiovascular.® Por tanto la impercepcion de la
hipoglucemia no solo afecta la calidad de vida del pacien-
te, sino que es un factor limitante de importancia para el
manejo estricto de la glucemia en estos individuos.?

El incremento del riesgo de hipoglucemia, la ganancia
de peso no deseada,™ las excursiones glucémicas pos-
prandiales y las fluctuaciones en la glucemia a lo largo del
dia," que ocurren con el manejo intensivo con insulina
en el paciente con DMT1, han generado la bUsqueda de
métodos alternativos que “curen” o “reviertan” el esta-
do diabético a mediano y largo plazos. Algunas de estas
alternativas son el control adecuado de la glucemia me-
diante la administracion de amilina o la disminucion de
la secrecion de glucagon, la prevencion del ataque auto-
inmunitario, la expresion de factores de crecimiento, la
diferenciacion de la célula beta a partir de la administra-
cion de farmacos o terapia celular, o el reemplazo de la
célula beta mediante trasplante de pancreas, trasplante
de islotes, xenotransplante, terapia génica, terapia con
células madre o terapia con factores de diferenciacion
para promover la neogénesis de células beta.™

La alternativa de reemplazo de células beta pue-
de restablecer la euglucemia y lograr la independencia
del uso de insulina en pacientes con DMT1, sin el riesgo
asociado de hipoglucemia.” El trasplante de pancreas
completo tiene una utilidad limitada a causa de la es-
casez de donadores, el riesgo operatorio y la posibilidad
de falla del injerto, por lo que en la actualidad el re-
emplazo se realiza mediante el trasplante de islotes
pancreaticos de manera intrahepatica por cateterismo
transcutaneo de la vena porta, un procedimiento con
menor riesgo quirdrgico.™

El trasplante alégeno de islotes pancreaticos es una
alternativa de tratamiento para la DMT1 con la que se ob-
tiene mejoria en la calidad de vida,' menor variabilidad
en la glucemia, disminucion de la prevalencia de eventos
de hipoglucemia grave,' mejoria en los niveles de hemo-
globina glucosilada A1lc,' restauracion de la percepcion
de la hipoglucemia, "¢ reduccion de la cantidad de insuli-
na utilizada por dia' y, en algunos casos, independencia
de su empleo."'® Sin embargo, como en el trasplante de
organos solidos, la poca disponibilidad de pancreas hu-
manos que cumplan con los criterios para donacion y la
inmunosupresion prolongada, con sus consecuentes efec-
tos secundarios, son barreras para la implementacion
sistematica del trasplante como modalidad terapéutica
estandar para estos pacientes.’? De hecho, los candi-
datos a trasplante deben presentar riesgos asociados a
su inestabilidad metabélica de gravedad suficiente para
justificar la inmunosupresion cronica. '

La ventaja de poder realizar el trasplante de islotes
en ocasiones sucesivas si ocurre disfuncion o falla del in-
jerto se ve opacada por la historia natural de éste, que
muestra disminucion progresiva de su funcion secretora de
insulina e incapacidad para producir la independencia
de insulina con el paso del tiempo, de manera espe-
cifica en los primeros tres anos.! Esta reduccion de su
funcion es multifactorial y potencialmente comprende
un numero marginal de islotes trasplantados,?' toxicidad
para la célula beta por inmunosupresores,? rechazo del
injerto,? recurrencia de autoinmunidad,? lipotoxicidad
por la localizacion intrahepatica del injerto,2?° acumu-
lacion de amiloide,? activacion de vias apoptosicas en la
célula beta,? deficiencia de mecanismos troficos (facto-
res de crecimiento producidos por células madre u otras
células locales),?””?® hipoxia posterior al aislamiento?
y desproporcion en la activacion/regulacion de la res-
puesta citotoxica al injerto mediada por células T. Estos
mecanismos son objeto de investigacion en el area basica
y clinica, y pueden clasificarse en las siguientes modali-
dades, cuyos objetivos finales son conseguir un trasplante
exitoso y funcional a largo plazo sin el uso de inmunosu-
presores o lograr una mayor supervivencia del injerto, o
ambos.

Trasplante (xenogénico, alégeno, singéni-
co) de islotes pancreaticos en dispositivos
semipermeables

Como se menciond, la limitada disponibilidad de pancreas
humanos que relnan los criterios para donacion ha gene-
rado la necesidad de utilizar islotes de especies inferiores
como fuente productora de insulina en el trasplante cli-
nico para humanos. El rechazo hiperagudo esperado del
injerto en esta modalidad condujo a investigar métodos
alternativos para este tipo de trasplante, de preferencia
en ausencia de inmunosupresores. Resultan de interés los
resultados con tecnologias basadas en el uso de disposi-
tivos semipermeables con materiales biocompatibles que
forman una barrera fisica que separa los islotes pancrea-
ticos de la respuesta inmunitaria y los anticuerpos del
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receptor, lo que permite la difusion de oxigeno, glucosa,
insulina y nutrientes. En particular la localizacion subcu-
tanea de estos dispositivos tiene las siguientes ventajas:
es menos invasiva, evita el microambiente hiperglucé-
mico hepatico, previene las altas concentraciones de
inmunosupresores al interior del islote y permite el ana-
lisis histologico del injerto y su rapida remocion en caso
de complicaciones; no obstante, las desventajas incluyen
degradacion del material y generacion de una reaccion
fibrotica, que pueden interferir con la funcion del in-
jerto.3®3 Por ello se ha intentado encontrar el material
idoneo para fabricar estos dispositivos. En 2006 Pileggi
y colaboradores® describieron los resultados de la im-
plantacion subcutanea de un dispositivo biocompatible
en modelos singénicos de trasplante de islotes en ratas
diabéticas. El dispositivo consistié en una malla cilindri-
ca (con poros de 450 micras) de acero inoxidable de 2
cm de largo y 0.6 cm de diametro, con dos tapones de
politetrafluoroetileno en sus extremos y un cilindro del
mismo material en su interior. Implantaron el dispositivo
40 dias antes del trasplante para permitir el desarrollo de
vascularizacion. En el momento del trasplante, el cilindro
fue retirado y los islotes implantados en la cavidad resul-
tante, ocluyendo su salida con un tapén. La comparacion
con el grupo de animales control que se sometieron a
trasplante intrahepatico de islotes revelé neovasculari-
zacion en el dispositivo, obtencion de euglucemia (que
se revirtio a hiperglucemia una vez que el dispositivo se
retird) y preservacion de islotes bien formados dentro del
dispositivo comprobada mediante inmunohistoquimica
para insulina a los 80 y 170 dias postrasplante; también se
“evitd” el contacto sanguineo con los islotes, lo que en
teoria previno el dano por inflamacion.

Por otra parte, Valdés y colaboradores* describieron, con
el mismo dispositivo implantado de forma subcutanea, un
seguimiento de cuatro anos en pacientes adolescentes
mexicanos trasplantados con islotes porcinos junto con
células de Sertoli porcinas, sin utilizar inmunosupresion.
Demostraron supervivencia del injerto medida por deter-
minacion de péptido C porcino mediante cromatografia
liquida de alta resolucion, células productoras de insulina
y glucagon mediante inmunohistoquimica, vascularidad
presente, persistencia de las células de Sertoli, infiltrado
celular de linfocitos T CD3+ y CD8+, y, en algunos pa-
cientes, disminucion de los requerimientos de insulina o
independencia de ella.

Trasplante alégeno de islotes pancreaticos
en sitios extrahepaticos

En la actualidad el trasplante de islotes en humanos se
realiza por via transcutanea luego de cateterizar la vena
porta e infundir la solucion con los islotes por gravedad,
simulando microémbolos que se insertan en el parénqui-
ma hepatico. Esta localizacion, como se sefalé antes,*
expone los islotes a un mayor ambiente hiperglucémico
(en comparacion con su localizacion pancreatica) y a una
mayor concentracion y fluctuacion de los niveles de in-
munosupresores, que a largo plazo podrian disminuir la

funcion del injerto. Ademas, la acumulacion de amiloi-
de y la estimulacion de la lipogénesis inducida por altas
concentraciones de insulina en el parénquima hepatico
producen daios morfoldgicos similares al higado graso y pue-
den ser deletéreas para la funcion del injerto.?>

Si bien el higado es el sitio para trasplante que ha
producido los mejores resultados, por las razones men-
cionadas se intenta encontrar una mejor localizacion para
el injerto. Algunos sitios estudiados en modelos animales
son la capsula renal,* el bazo,* el mUsculo esquelético,?”
el epiplon,*® el testiculo, el tejido celular subcutaneo
(insuficiente para nutrir el injerto a causa de su flujo
vascular limitado)*' y, en fecha mas reciente, la camara
anterior del ojo (con la ventaja de que el crecimiento
y funcionamiento de los islotes pueden visualizarse in
vivo).?® Aunque se describen ventajas con el uso de estos
sitios como santuarios inmunoldgicos que permiten mayor
funcionalidad del injerto a largo plazo, la invasividad o la
poca viabilidad del injerto por el insuficiente flujo vascu-
lar en algunos de ellos limitan su establecimiento actual
como sitio alternativo con mas ventajas que el higado.

Trasplante alégeno de islotes pancreaticos
en conjunto con otras células con fines
inmunomoduladores y/o como fuente de
diferenciacién o crecimiento, o ambos

La posibilidad teorica de lograr la regeneracion de la
célula beta tras el ataque autoinmunitario en la DMT1
se basa en experimentos en lo que se consiguid la re-
generacion de la célula beta o la diferenciacion hacia
la misma a partir de células progenitoras mediante el
uso de células madre (o células tallo) que “evaden” la
autoinmunidad o mejoran la secrecion endogena de in-
sulina, o ambas cosas.* Estas células madre “adultas”,
a diferencia de las células madre de embriones, pue-
den obtenerse de médula dsea u otros tejidos ecto/
endodérmicos.* Aunque poseen una capacidad limitada
de proliferacion y una programacion hacia un fenoti-
po celular especifico, en teoria su utilizacion en forma
autdloga evade el rechazo inmunolégico; ademas, por
su plasticidad, son susceptibles de manipulacion hacia
otros fenotipos celulares.

El empleo de células madre provenientes de médula
Osea arroja resultados contradictorios y no reproduci-
bles. En los casos en los que se demuestra neogénesis
endogena de células beta, los resultados sugieren que
es secundaria a la restauracion de la hematopoyesis o la
formacion de nueva vasculatura a partir de células endo-
teliales derivadas de las células madre.

Las células madre mesenquimales, que pueden ais-
larse a partir de médula 6sea o tejido adiposo,*' tienen
propiedades inmunomoduladoras y un potencial de dife-
renciacion in vitro hacia células secretoras de insulina.“
En la actualidad la investigacion con estas células es
intensa. Fumimoto y colaboradores®' usaron células
estromales derivadas de tejido adiposo (células me-
senquimales), las cuales son capaces de diferenciarse
en células endoteliales y producir neovascularizacion
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en un modelo singénico de ratas con diabetes inducida
por estreptozotocina. Después del implante temporal
en el tejido subcutaneo de un espaciador plano de po-
liéster (10 x 12 mm) rodeado de las células estromales
por cuatro semanas, se realizo el trasplante de islotes
pancreaticos en la cavidad creada por el espaciador y
se examind el modelo a las ocho semanas. Se demostro
mayor neovascularizacion medida por inmunohistoqui-
mica para factor de von Willebrand, normoglucemia (<
200 mg/dL) en la primera semana después del trasplan-
te (la cual se revirtié a hiperglucemia tras el retiro del
injerto), una respuesta similar al control en una cur-
va de tolerancia a la glucosa intraperitoneal y el logro
de viabilidad del islote en el modelo que utilizo células
estromales mezcladas con tejido adiposo microseccio-
nado. Asimismo, en un modelo de ratones con diabetes
inducida por estreptozotocina, Urban y colaboradores®
probaron que la administracion conjunta de células
madre derivadas de médula dsea y células madre me-
senquimales singénicas o aldégenas restaurd los niveles
de insulina y glucosa después de una sola aplicacion. La
administracion aislada de cualquiera de los dos tipos de
células madre no tuvo estos resultados. Se demostré que
ambos tipos de células madre inducen la regeneracion
enddgena de células productoras de insulina; ademas,
las células madre mesenquimales indujeron la desapa-
ricion de una poblacion de linfocitos T especificos para
la célula beta en el pancreas diabético. Aunque los re-
sultados parecen alentadores, debe tomarse en cuenta
la alta capacidad proliferativa de estas células con el
consecuente riesgo de neoplasia. En particular, en mode-
los animales se informa la ganancia recurrente de ciertos
cromosomas y un incremento en la expresion de c-Myc,
que producen teratomas en modelos con inmunodefi-
ciencia a corto plazo después del trasplante.“#!

En otro modelo celular, mediante el uso de adyuvan-
te completo de Freund y esplenocitos aldégenos, Kodama
y colaboradores® describieron reversion de la diabetes
en ratones NOD (no-obesos diabéticos) a consecuencia de
neoformacion endogena de islotes, lo que sugiere la pre-
sencia de progenitores de células pancreaticas.

En modelos humanos, Valdés y colaboradores®
utilizaron, mediante un dispositivo semipermeable,
células porcinas de Sertoli, a las que se atribuyen fac-
tores inmunomoduladores como el factor transformante
de crecimiento beta 1.4 Este modelo, descrito antes,
mostré tanto funcion del xenoinjerto a largo plazo sin
inmunosupresion como necesidad de una menor canti-
dad de insulina. Sin embargo, no se reportaron signos de
inmunodepresion, ni variaciones en las subpoblaciones
de linfocitos, inmunoglobulinas o complemento.

Un modelo que integra varios de los conceptos des-
critos es el trasplante alégeno de islotes pancreaticos
en la médula 6sea. Hasta ahora se han descrito modelos en
ratas. Salazar-Bafuelos y colaboradores®# demostraron
por medios histoldgicos que, sin inmunosupresion, los
islotes trasplantados producian insulina y glucagon, sin
signos de apoptosis o rechazo en modelos singénicos y
aloégenos, pero no en xenogénicos.

Desarrollo de tolerancia al injerto

La ocurrencia de efectos adversos, algunos serios o
fatales, de los medicamentos que se utilizan en la inmu-
nosupresion impulso la busqueda de nuevas modalidades
de tratamiento para inducir tolerancia al injerto. Dichas
modalidades incluyen quimerismo hemolinfopoyético
(luego de regimenes mieloablativos o no mieloablativos),*
administracion intratimica de antigenos del donador? y
blogueo de la respuesta inmunitaria.” Puesto que hasta
ahora no se conoce previamente al donador de los pa-
cientes que se someten a trasplante (ya que para los
protocolos de investigacion se utilizan donadores cadavé-
ricos con corazon latente), la investigacion en este ramo
se orienta cada vez mas hacia el bloqueo de la respuesta
inmunitaria y el abandono de inmunosupresores tradicio-
nales (mofetilo de micofenolato, tacrolimus, sirolimus).
El bloqueo de la respuesta inmunitaria puede efectuarse
mediante la administracion de moléculas (por lo general
anticuerpos monoclonales) que interfieren en la co-esti-
mulacion de la célula T ante un antigeno,* anticuerpos
especificos contra interleucinas inflamatorias,* anticuer-
pos depletores o no depletores de células T,* o maniobras
manipuladoras de las células T reguladoras.* La creciente
produccion de anticuerpos monoclonales va aparejada a
una regulacion mayor por parte de la FDA (Food and Drug
Administration) para su uso, a causa del incremento en
la incidencia de leucoencefalopatia multifocal progresiva
con la administracion de efalizumab® (que se utilizaba
para receptores de islotes pancreaticos) y mofetilo de
micofenolato.>

Encapsulacion de islotes

Como el desarrollo de dispositivos semipermeables, esta
linea de investigacion busca crear un microambiente se-
mipermeable a través del cual se difundan con libertad
gases, nutrientes e insulina, evitando el paso de anti-
cuerpos o citocinas hacia el islote y, por tanto, el uso
de inmunosupresores en la medida de lo posible. En la
actualidad se busca un material de encapsulacion idoneo
que sea biocompatible y mecanicamente estable; se han
utilizado como materiales alginato, quitosan y, en fecha
mas reciente, polietilenglicol.>" Aunque se informa el lo-
gro de normoglucemia en roedores con diabetes inducida
con estreptozotocina, aun no se demuestra una funcion
optima con cargas de glucosa.* Otra desventaja de este
procedimiento es que requiere maquinaria especializada
para lograr la encapsulacion de los islotes, ademas de
que quiza sea necesaria una mayor cantidad de islotes
pancreaticos para lograr resultados 6ptimos en modelos
humanos.

Aporte de factores farmacologicos dife-
renciadores/protectores del injerto
Se describen diversas moléculas como posibles protecto-

ras o diferenciadoras del injerto, las cuales se utilizan
durante el aislamiento de los islotes, durante el cultivo
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de los mismos o en el receptor después del trasplante.
Dichas moléculas incluyen hormonas (calcitriol, estradiol,
GLP-1, IGF-1), factores de transcripcion (HGF, agonistas
de PPAR gamma) y farmacos (estatinas, dextrano, inhibi-
dores de COX-2, nicotinamida, inhibidores de proteasas,
endotoxina, lisofilina).*? En especifico, con el uso de exe-
natida se obtiene una mayor secrecion de insulina del
injerto en pruebas de estimulacion y un menor empleo
de insulina exdgena, pero no una mejor supervivencia del
injerto.?" La combinacion de lisofilina y exenatida mos-
tro reversion de la diabetes por cerca de cinco meses
en modelos de ratones NOD.> Asimismo, Suarez-Pinzon
y colaboradores® demostraron incremento en la masa de
células beta y disminucion de la respuesta autoinmunita-
ria en un modelo de ratones NOD con una combinacion de
GLP-1y gastrina.

En trasplantes singénicos de ratas con diabetes in-
ducida por estreptozotocina trasplantadas de manera
intraportal, Lee y colaboradores?”® comprobaron que
la administracion de leptina produjo lipopenia, con la
consecuente prevencion de esteatosis hepatica, hiperglu-
cemia y apoptosis de la célula beta.

Finalmente, otra linea de investigacion compren-
de el uso de herramientas farmacoldgicas/genéticas de
transdiferenciacion celular hacia células beta o células
productoras de insulina, o ambas. Existe evidencia de
neoformacion de células beta a partir de células pancrea-
ticas exocrinas con el empleo de factor de crecimiento
epidérmico y factor inhibidor de la leucemia*' o a partir
de células ductales con factor de crecimiento epidérmico
y gastrina.®

Conclusiones

Con base en lo anterior resulta claro que el campo de
la investigacion en el trasplante de islotes pancreati-
cos es extenso y requiere la participacion de un equipo
multidisciplinario de especialistas: técnicos en imagen,
biotecnologos, personal de laboratorio, bioquimicos,
cirujanos, genetistas, inmunodlogos y endocrindlogos.
Se espera que en los proximos afios esta modalidad de
tratamiento alternativo, aln en fase de investigacion,
pueda ofrecerse a pacientes en la clinica, tanto a in-
dividuos con diabetes mellitus tipo 1 como a aquéllos
con diabetes mellitus tipo 2, lo que produciria un mayor
impacto en salud publica dada la epidemiologia de estas
enfermedades.
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