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Celulas madre y edicion
del genoma:

nuevas herramientas para entender la diabetes

afabricacion de islotes pancreaticos funcio- Al mismo tiempo, estas células sirven como mo-
nales a partir de células madre pluripotentes  delo para entender los mecanismos moleculares
podria convertirse en una fuente renovable que desencadenan la diabetes y utilizarse para
de células para el tratamiento de la diabetes.  buscar nuevos farmacos para su tratamiento.
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Desde el desarrollo hace 20 afos del proto-
colo de Edmonton [1], los trasplantes de is-
lotes pancreéticos, donde se encuentran las
células beta productoras de insulina, consti-
tuyen una terapia prometedora para las per-
sonas con diabetes tipo 1. A pesar de los re-
sultados positivos, esta terapia ha tenido un
impacto limitado debido a la escasez de do-
nantes de islotes, ya que se requiere un gran
ndmero de islotes que hacen necesario dos o
mas donantes para cada trasplante. Gracias a
los avances en terapias basadas en el reem-
plazo celular usando células madre pluripo-
tentes diferenciadas a islotes pancreaticos,
actualmente existen varios ensayos clinicos
que exploran la posibilidad de usar estos “is-
lotes fabricados” como una alternativa a los
islotes de donantes [2].

FABRICANDO ISLOTES PANCREATICOS
EN EL LABORATORIO

Las células madre humanas pluripotentes
se caracterizan por tener dos propiedades
principales: autorenovacién, que les permite
multiplicarse indefinidamente en condicio-
nes de cultivo, y pluripotencia, que les permi-
te diferenciarse a cualquier tipo celular del
cuerpo con las sefales adecuadas.

Los progresos en la diferenciacién de célu-
las del islote pancredtico a partir de células
madre se basan en mejorar los protocolos
de diferenciacién, complicadas recetas que
replican en una placa de cultivo las sefales
que guian el desarrollo del pancreas huma-
no. Estos protocolos han sido desarrollados
basados en el conocimiento obtenido de la
biologia del desarrollo del pancreas, que ha
permitido descifrar el ambiente de sefa-
lizacién dindmico que es requerido para la
determinacién del pancreas, la formacion
de células endocrinas y la especificacién de
células beta [3]. Con esta informacion, dis-
tintos equipos de investigacién han hallado
de manera empirica la receta de factores
de crecimiento y moléculas sefalizadoras,
junto con sus dosis y tiempos de aplicacién,
que reproducen las instrucciones del desa-
rrollo in vitro de una manera eficiente, y que
conduce a la generacién de islotes pancrea-
ticos.

Uno de los objetivos mas importantes en la
fabricacién de islotes pancreédticos a partir
de células madre es que se asemejen todo
lo posible a los islotes presentes en el pan-

creas adulto. La idea es que sean tan efec-
tivos para controlar los niveles de glucosa
como los islotes reales y se puedan utilizar
de manera fiable como un banco de pruebas
para buscar nuevos farmacos y entender los
mecanismos de la enfermedad. Reciente-
mente, se han obtenido interesantes pro-
gresos en la generacién de islotes pancreé-
ticos funcionales a partir de células madre
y en su caracterizacion y comparacion ex-
tensiva con islotes primarios adultos obte-
nidos de donantes (Figura 1). Estos analisis
demostraron que los islotes derivados de
células madre funcionan de manera similar
a los islotes de donante, secretando insulina
en respuesta a glucosa de forma reproduci-
ble, y que se asemejan en su formayy el tipo
de células que contienen [4].

DESCIFRAR LAS CAUSAS
MOLECULARES DE LA DIABETES
USANDO CELULAS MADRE

La diabetes se caracteriza por elevados nive-
les de glucosa en sangre como resultado de
una produccién insuficiente de insulina por
parte de las células beta del islote pancreé-
tico. Mientras que en la diabetes tipo 1 las
células beta son destruidas por el sistema
inmune, en la diabetes tipo 2 las células beta
se tornan disfuncionales. Ambos tipos de
diabetes estdn causados por factores gené-
ticos y ambientales que en concierto desen-
cadenan la enfermedad.

También podemos encontrar un tipo de dia-
betes mucho maés infrecuente, la diabetes
monogénica, que es causada por un defecto
genético Unico. Estos defectos, mutaciones
en la secuencia de ADN, impactan en genes
que codifican o regulan la expresién de pro-
teinas esenciales para el correcto desarrollo
y funcionamiento del islote pancreatico.

Distintos modelos experimentales se han
usado en las Gltimas décadas para estudiar
los mecanismos moleculares detras de los
distintos tipos de diabetes. Numerosos
modelos animales, sobre todo ratones, han
permitido esclarecer que ocurre con los is-
lotes pancredticos durante el desarrollo de
la diabetes. Sin embargo, los modelos ani-
males tienen importantes limitaciones, ya
que ni la genética, ni el metabolismo, ni la
fisiologia del islote pancredticos son exac-
tamente iguales entre estos animales y la
especie humana [5].
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» Para entender adecuadamente qué me-
canismos estan detrés de la disfuncién de
las células beta en humanos, necesitamos
modelos celulares humanos que sean
fisioldgicamente relevantes. Ante esta
necesidad, la generacion de células beta
a partir de células madre se estd erigien-

do como una interesante alternativa para
poder modelar en el laboratorio procesos
fisiopatoldgicos que resultan en diabetes.
Usando células madre derivadas de per-
sonas con diabetes monogénica se ha po-
dido investigar cudl es el rol de las muta-
ciones que la causan, entendiendo mejor

qué es lo que esta fallando y permitiendo
disefar posibles intervenciones terapéuti-
cas [6]. Ademas, nuevas herramientas que
permiten la edicién del genoma de las cé-
lulas madre han permitido mejorar estos
modelos y obtener respuestas mas claras
sobre los mecanismos de la diabetes.

Figura 1. Islote derivado de células madre, células beta que producen insulina marcadas en rojo, células alfa que producen glucagén marcadas en verde. Crédito: Vaind
Lithovius/Universidad de Helsinki

PARA ENTENDER ADECUADAMENTE QUE MECANISMOS ESTAN DETRAS
DE LA DISFUNCION DE LAS CELULAS BETA EN HUMANOS, NECESITAMOS
MODELOS CELULARES HUMANOS QUE SEAN FISIOLOGICAMENTE RELEVANTES
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EL SIGUIENTE DESAFI0 ES LA CREACION DE MODELOS CELULARES PARA ESTUDIAR
MUTACIONES MAS COMPLEJAS ASOCIADAS CON DIABETES, SOBRE TODO TIPO 1Y TIPO 2

» EDICION DEL GENOMA CON
HERRAMIENTAS CRISPR-CAS9 PARA
GENERAR MODELOS DE DIABETES

La edicién del genoma con CRISPR-Cas9
se basa en el uso de unas enzimas que
permiten cortar la cadena de DNA en
regiones especificas y determinadas del
genoma. Estos cortes especificos pue-
den resultar en la disrupcién de la fun-
cién de un gen de interés, por ejemplo
asociado al desarrollo de diabetes, o se
pueden utilizar para corregir mutacio-
nes en el genoma de las células deriva-
das de una persona con diabetes mono-
génica. El desarrollo de las herramientas
CRISPR-Cas9 ha supuesto una revolu-
cién en el campo de la biotecnologia, ya
que permiten manipular el genoma con
una eficiencia y precisiéon nunca lograda
anteriormente.

El viaje de descubrimiento e implementa-
cién de estas herramientas es un bonito

ejemplo de cémo hallazgos de investi-
gacién basica pueden dar lugar a nue-
vas tecnologias increiblemente Utiles. A
principios de los afios noventa, el inves-
tigador Francis Mojica describié la pre-
sencia de unas secuencias repetitivas en
el genoma de una bacteria de las salinas
de Santa Pola (Alicante), a las que deno-
mind CRISPR [7]. Investigaciones poste-
riores demostraron que estas secuencias
estan involucradas en los mecanismos de
defensa de las bacterias contra virus bac-
teri6fagos. La descripcion en el afio 2012
de cémo funcionan los sistemas CRISPR
por parte de los laboratorios de Jennifer
Doudnay Emmanuelle Charpentier les va-
lié el premio Nobel de quimica en 2020.

La aplicacion de CRISPR-Cas9 a células
madre ha permitido la correccién de mu-
taciones que causan enfermedad, la in-
troducciéon de mutaciones para estudiar
su efecto, la regulacién de la expresion
de genes de interés y la realizacién de
experimentos a gran escala para interro-

gar la funcién de los genes. Estas nuevas
posibilidades experimentales son hoy en
dfa utilizadas junto con las células madre
para generar modelos celulares que per-
miten estudiar nuevos mecanismos de la
diabetes asociada con mutaciones, tanto
en secuencias codificantes, como en se-
cuencias reguladoras del genoma. Esto
facilita obtener una idea mas precisa de
la contribucién de estas mutaciones al
desarrollo de la diabetes.

El siguiente desafio es la creacién de mo-
delos celulares para estudiar mutaciones
mas complejas asociadas con diabetes,
sobre todo tipo 1y tipo 2. Para ello se
necesitardn maneras de introducir mul-
tiples variantes genéticas de una mane-
ra eficiente y a escala, en células madre
que después se diferenciardn a islotes
pancreaticos funcionales. Estos a su vez
habrdn de exponerse a distintas condi-
ciones de cultivo que recreen los facto-
res ambientales asociados al desencade-
namiento de la diabetes. D
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