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PALABRAS CLAVE Resumen

Diabetes; En los Ultimos afos han surgido nuevas tecnologias que permiten definir la funcion de partes del
Genoma; genoma que no contienen genes codificantes de proteinas. Hasta hace poco tiempo el genoma
Epigenémica no codificante era considerado como “DNA basura”. Sin embargo, actualmente se sabe que

contiene las instrucciones necesarias para establecer mecanismos epigenéticos que determinan
qué genes deben activarse o silenciarse en diferentes contextos celulares, y como se transmite
esta informacion a las células descendientes. La diseccion del genoma no codificante permitira
comprender como ciertas variaciones de secuencia contribuyen al desarrollo de la diabetes
tipo 2, una enfermedad de la que aiin desconocemos los mecanismos moleculares patogénicos.
La manipulacion de mecanismos epigenéticos también puede facilitar la plasticidad celular con
el fin de desarrollar terapias regenerativas para la diabetes tipo 1.
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Epigenomic Abstract

During recent years new technologies have emerged that enable decoding of the genomic
portions that do not encode for proteins. Not long ago this part of the genome was often
referred to as “junk DNA”. However, we now know that it contains the instructions to establish
epigenetic mechanisms that determine which genes should become active or silenced in
different cellular contexts, and that enable this information to be transmitted to offspring cells.
A thorough dissection of the noncoding genome will enable us to understand how certain
sequence variants contribute to the development of type 2 diabetes, a disease for which the
molecular mechanisms remain unknown. Manipulation of epigenetic mechanisms can also be
exploited to harness cellular plasticity for regenerative therapies in type 1 diabetes.
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Introduccion

Las terapias que actualmente estan siendo utilizadas para
tratar a pacientes con diferentes formas de diabetes melli-
tus se centran en reducir la hiperglucemia, pero no actGan
sobre la evolucion de la enfermedad. Hacen falta por lo tan-
to nuevas terapias que permitan frenar la enfermedad, cu-
rarla por completo, o simplemente enmascarar sus conse-
cuencias de una forma mucho mas efectiva que hasta ahora.

Existen dos aproximaciones terapéuticas mutuamente no
excluyentes que podrian transformar el manejo de la diabe-
tes mellitus. Una consiste en aprender a incidir directamen-
te sobre los mecanismos fisiopatoldogicos especificos que
causan las diferentes formas de diabetes. Una limitacion
obvia para esta ruta es que no comprendemos los detalles
moleculares que subyacen la fisiopatologia de las principa-
les formas de diabetes. En particular, en la diabetes tipo 2
(DT2) sabemos que el estilo de vida sedentario y la obesidad
conducen a resistencia a la accion de la insulina, pero solo
en algunas personas susceptibles las células beta son inca-
paces de afrontar esta demanda excesiva, y en consecuen-
cia desarrollan diabetes. Lamentablemente ignoramos por
completo los procesos moleculares que determinan esta
susceptibilidad. Otra aproximacion terapéutica que podria
cambiar la vida de personas con diabetes consiste en repo-
ner las células beta dafadas. Puesto que no es posible obte-
ner suficientes células beta a partir de donantes de 6rganos
para tratar a un niumero amplio de pacientes, existe una
necesidad de desarrollar tecnologias capaces de crear célu-
las beta in vitro, o de inducir su regeneracion artificial. Esta
meta requerira, primero, descifrar el manual que contiene
las instrucciones para crear células beta.

Las células beta productoras de insulina son por lo tanto
dianas importantes tanto para el desarrollo de tratamientos
etioldgicos en la DT2 como para promover terapias regene-
rativas. Recientemente ha surgido un interés especial en
comprender a fondo como se programa la transcripcion gé-
nica en estas células, en gran parte porque se sabe que exis-
ten varias circunstancias en las que defectos transcripciona-
les de las células beta conducen a diabetes mellitus'3.
Ademas, varios estudios han aportado evidencia conceptual
de que pueden emplearse reguladores transcripcionales
para reprogramar células beta con fines terapéuticos®*. Esto
significa que la diseccion detallada de los mecanismos
transcripcionales que controlan el desarrollo o la funcion de
las células beta en condiciones normales o patoldgicas pue-
de aportar claves para comprender mecanismos patogéni-
cos, o para desarrollar terapias regenerativas para la diabe-
tes mellitus. En este articulo repasare tres areas en las que
la programacion de la actividad transcripcional del genoma
puede abrir nuevas vias para afrontar la diabetes humana.

El epigenoma de las células del islote
pancreatico y la diabetes tipo 2

Hasta hace muy pocos afos nuestros conocimientos sobre
los mecanismos moleculares implicados en la aparicion de
la DT2 se limitaban a hipotesis no demostradas. En los Glti-
mos anos, sin embargo, han surgido docenas de estudios de
asociacion genomica (genome-wide association studies, o
GWA studies) que han destapado regiones del genoma que

contienen variaciones genéticas que modifican el riesgo
para desarrollar DT25. El efecto que produce cada una de
estas variaciones de secuencia individualmente sobre el
riesgo de desarrollar diabetes es muy pequefo y, por lo
tanto, actualmente carecen de utilidad como marcadores
predictivos. Sin embargo, estos loci de susceptibilidad sue-
len ser muy reproducibles en diferentes estudios y alcan-
zan significancias estadisticas elevadas, por lo que sefalan
ciertas regiones genémicas que contienen variaciones ge-
néticas que afectan de algin modo la aparicion de DT2. En
otras palabras, los estudios GWA brindan una oportunidad
para identificar por primera vez cambios moleculares que
tienen una relacion directa con el desarrollo de la enfer-
medad.

No obstante, existen aun limitaciones importantes para
explotar esta informacion. En particular, actualmente los
estudios GWA solo definen loci gendmicos amplios, cada uno
de los cuales contiene muchas variantes de secuencia aso-
ciadas. En la mayoria de loci no se conocen variaciones de
secuencia que alteran secuencias codificantes de proteina,
por lo que la mayor parte de las variantes se sitUan en par-
tes del genoma de funcion desconocida, aquellas que anti-
guamente eran conocidas como el genoma basura porque se
pensaba que no tenia ninguna funcién. Actualmente se sabe
que una gran fraccion del genoma no destinado a codificar
proteinas se dedica a regular la actividad génica, a determi-
nar qué genes se activan en cada tipo celular, en qué canti-
dad, y en qué momento. Lo mas probable, por lo tanto, es
que muchas variaciones de secuencia etioldgicas que causan
las senales de los estudios GWA modifican la regulacion de
ciertos genes en lugar de sus secuencias proteicas. El pro-
blema que esto plantea es que las porciones del genoma
que no contienen genes codificantes de proteinas son muy
amplias y muy poco comprendidas.

Partiendo de esta premisa, nuestro grupo recientemente
decidio emplear técnicas de analisis de cromatina acopladas
a nuevas tecnologias de secuenciacién masiva para construir
un mapa genomico de elementos reguladores de las células
de islotes pancreaticos humanos®’. El estudio —el primer
mapa de este tipo— revelo un gran numero de elementos
reguladores que son activos especificamente en islotes, y
que a menudo forman dominios genémicos que tienen una
extension insospechadamente amplia®. El mapa permitio
identificar variaciones de secuencia que estan situadas en
segmentos del genoma donde pueden potencialmente im-
pactar la regulacion génica en células de islote pancreati-
cos. En particular en el locus TCF7L2, sin duda el locus de
susceptibilidad de DT2 mas importante en la mayoria de es-
tudios genéticos realizados en varios grupos étnicos, se ob-
servo que una de las variantes mas fuertemente asociada a
DT2 se encuentra en un elemento regulador de islotes®. La
variacion alélica de este marcador produce cambios locales
en la estructura de cromatina en islotes pancreaticos in vivo
y altera funciones de regulacion transcripcional®. Posterior-
mente otro estudio confirmo estos resultados?. Mas recien-
temente hemos generado mapas epigenomicos de alta reso-
lucion, en los que identificamos los lugares exactos del
genoma donde se estan uniendo diferentes factores de
transcripcion, el estado de la cromatina en cada region, y la
actividad transcripcional (Pasquali, Gaulton, Rodriguez-Se-
gui, et al, manuscrito no publicado). Estos mapas han iden-
tificado nuevas variantes de secuencia asociadas a DT2 que
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alteran la regulacion transcripcional en células beta, e in-
cluso han permitido demostrar como estos cambios de se-
cuencia alteran el modo en que ciertos factores de trans-
cripcion de las células beta interaccionan con el genoma.
Estos hallazgos indican que las nuevas tecnologias epigeno-
micas pueden permitir pasar de disponer listados de varian-
tes de secuencias asociadas a diabetes a descifrar mecanis-
mos moleculares subyacentes.

Mas recientemente identificamos mas de 1.000 genes que
carecen de secuencias codificantes de proteinas (LncRNAs,
por long noncoding RNAs) expresados en las células beta
humanas®. Muchos de estos genes IncRNA se activan de una
manera muy selectiva durante la diferenciacion terminal de
las células beta, y a menudo se regulan de forma dinamica
en respuesta a cambios glucémicos, al igual que muchos ge-
nes codificantes de proteinas que son importantes en la fi-
siologia de las células beta®. Algunos de estos nuevos genes
se encuentran en loci implicados en diabetes monogénica o
tipo 2, o bien se regulan anormalmente en islotes de donan-
tes con DT2°. Los primeros analisis funcionales mediante
estrategias de inhibicion demuestran que al menos algunos
de ellos actlian como reguladores génicos. En conjunto, es-
tos estudios ponen sobre la mesa una nueva clase de genes
que podria desempenar un papel importante en la diferen-
ciacion, expansion o funcion de las células beta, y podrian
por lo tanto proporcionar nuevas dianas terapéuticas.

La diabetes monogénica: un caldo de cultivo
para crear terapias dirigidas al defecto
etiolégico

En un pequeno porcentaje de pacientes la diabetes es debi-
da a mutaciones heterocigotas en genes que codifican fac-
tores de transcripcion, entre ellos HNF1A, HNF4A, HNF1B o
PDX 1112 Todos estos defectos producen un fallo de las cé-
lulas beta pancreaticas que conduce a la diabetes mellitus.
Estas formas de diabetes tienen gran interés porque sabe-
mos a priori cual es el defecto genético patogénico, y por lo
tanto es posible disecar los mecanismos implicados em-
pleando diferentes herramientas experimentales. Esto a su
vez puede permitir crear nuevas terapias encaminadas a
corregir el defecto causante. A pesar de que son un pequeno
porcentaje de los pacientes con diabetes, son un buen ban-
co de pruebas para resolver como es posible progresar des-
de la identificacion de un defecto genético a la comprension
de los mecanismos moleculares patogénicos.

Varios estudios demostraron que HNF1A 'y HNF4A acttan
conjuntamente en un circuito regulador de la transcripcion
génica de los islotes pancreaticos, lo cual explica por qué
sus mutaciones causan un fenotipo comun®'*5, En otros es-
tudios se demostrd que, a pesar de que HNF1A se expresa en
multiples tipos celulares, la aparicion de diabetes es debida
al papel critico de HNF1A en un programa transcripcional de
genes que es selectivamente importante para la funcion di-
ferenciada de las células beta"2'. Desde el punto de vista
terapéutico, una conclusion de estos estudios es que puesto
que HNF1Ay HNF4A controlan un programa comun muy am-
plio, y no una ruta molecular lineal en la que se podria con-
templar corregir un paso critico distal al defecto, sera nece-
sario incidir directamente sobre la funcion HNF1A y HNF4A
para tratar el defecto molecular de esta enfermedad.

El estudio de modelos experimentales también ha ayuda-
do a definir una nueva causa de hipoglucemia. Si bien las
mutaciones HNF1A y HNF4A causan un fenotipo diabético
casi indistinguible que se caracteriza por una secrecion de
insulina reducida, estudios de ratones mutantes mostraron
que la deficiencia de HNF4A en células beta paradojicamen-
te causa hiperinsulinismo'”-'3. Este mismo fenotipo fue ob-
servado en humanos'®, por lo que actualmente sabemos que
las mutaciones del gen HNF4A son una causa de hipogluce-
mia transitoria durante el primer afo de vida, que poste-
riormente evoluciona hacia hipoinsulinismo a partir de la
segunda década. Este estudio constituyo un buen ejemplo
de como la combinacion de genética murina y humana pue-
de servir para identificar y comprender una nueva entidad
clinica.

Los estudios genéticos de diabetes monogénicas permiten
no solo comprender mejor los fenotipos clinicos, sino tam-
bién revelar nuevos conocimientos biologicos, que a la larga
pueden tener implicaciones clinicas. Varios modelos genéti-
cos murinos con mutaciones HNF1A y HNF4A han sido utiliza-
dos para descubrir nuevos aspectos de los mecanismos me-
diante los cuales estos factores de transcripcion regulan la
expresion génica' %22, Estos trabajos han sentado las bases
para estudios actualmente en marcha destinados a desarro-
llar estrategias terapéuticas para la diabetes monogénicas.

Un estudio colaborativo reciente descubrié como muta-
ciones recesivas del gen de la insulina son una causa de dia-
betes neonatal?. Inesperadamente, las mutaciones implica-
das no solo afectaban la porcion codificante del gen de la
insulina, sino que varias de ellas alteraban su region promo-
tora, en partes de esta region en la que se desconocia total-
mente que fueran importantes para su funcion a pesar de
que se trata de uno de los promotores génicos mas extensa-
mente estudiados en la historia de la biologia molecular. La
caracterizacion de estas mutaciones revelé nuevas secuen-
cias genomicas que son indispensables para que se transcri-
ba el gen humano de la insulina?. El analisis de las senales
que activan dichos elementos podria desenmascarar nuevas
vias para programar células productoras de insulina.

Nuevos conocimientos para el desarrollo
de terapias regenerativas

El tratamiento definitivo de la diabetes tipo 1 requerira blo-
quear la destruccion autoinmune, y simultaneamente corre-
gir la falta de células beta. El reemplazo de células beta
mediante el trasplante de islotes ya ha sido implementado
con éxito?, pero la disponibilidad de donantes es extraordi-
nariamente limitada. Incluso en los pocos casos en que se
dispone de 6rganos para el aislamiento de islotes, la calidad
y cantidad de los islotes purificados sigue siendo poco previ-
sible y sujeta a variables mal comprendidas después de va-
rias décadas de investigacion. Esta situacion ha promovido
esfuerzos importantes en el campo de la medicina regene-
rativa experimental destinados a generar células beta artifi-
cialmente, ya sea in vitro, o bien mediante la induccién de
regeneracion in vivo**?.

Cada linaje celular se mantiene estable en parte debido a
que su estado epigendmico permite que el genoma active
selectivamente determinados genes, y mantenga a otros en
un estado silente. Tedricamente es posible manipular las



128

Jorge Ferrer

instrucciones epigenéticas que determinan la formacién y
mantenimiento de las células beta. Recientemente un estu-
dio empleo células purificadas del pancreas embrionario o
adulto para definir los principales cambios dinamicos del
epigenoma que se producen durante desarrollo de las célu-
las beta?. Uno de los hallazgos interesantes fue que las cé-
lulas beta tienen un programa transcripcional muy similar al
de las células de tipo neuronal, a pesar de que tienen un
origen embrionario totalmente diferente puesto que proce-
den de la capa endodérmica y no ectodérmica. Resulta que
en un momento temprano del desarrollo embrionario del
pancreas, las células progenitoras inactivan un programa re-
presor transcripcional mediado por complejos Polycomb, y
esto permite que se active un conjunto de genes regulado-
res comunes a tipos celulares neuronales?. Otros estudios
demostraron que durante la formacién de los progenitores
pancreaticos una subunidad de los complejos Polycomb de-
nominada Ring1b se dedica a marcar genes que deberan ser
reprimidos en las células beta diferenciadas, si bien una vez
que se alcanza este estadio diferenciado Ring1b ya no es
necesario para mantener esta represion?. Mas recientemen-
te, Rodriguez-Segui cred mapas epigendémicos que indican la
localizacion genomica de elementos reguladores que son
activos en progenitores pancreaticos embrionarios huma-
nos. El analisis de secuencias que se repiten en un porcenta-
je elevado de estos elementos revelo que estas son el lugar
de union de un factor de transcripcion, lo cual permitio des-
tapar un nuevo regulador transcripcional que actla como
mediador de una ruta de sefalizacion importante para el
desarrollo del pancreas (Rodriguez-Segui et al, resultados
no publicados).

La comprension de la plasticidad celular es indispensable
para generar nuevas células con fines terapéuticos. Resulta
indispensable saber qué células de nuestro organismo son
capaces de dar lugar a células beta nuevas. Desde hace mas
de un siglo el dogma en este campo ha sido que el epitelio
ductal del pancreas da lugar a nuevas células beta cuando
recibe sefales regenerativas?®*. Sin embargo, no se habia
realizado un analisis experimental que permitiese demos-
trar o refutar este origen de forma concluyente. En 2004
describimos por primera vez que HNF1B, la proteina codifi-
cada por un gen implicado en una forma de diabetes mono-
génica mencionada anteriormente, es un marcador selecti-
vo de las células ductales pancreaticas del pancreas
embrionario y adulto’'. Aprovechando este hallazgo, cons-
truimos un modelo genético que nos permitioé trazar el des-
tino de las células pancreaticas ductales de raton durante el
desarrollo embrionario y en la vida adulta®. El modelo de-
mostro que las células ductales embrionarias son multipo-
tentes, son en realidad progenitoras de las células ductales
adultas asi como de los diferentes tipos de células endocri-
nas. La sorpresa principal fue que durante el periodo posna-
tal las células ductales no dan lugar a células beta, ni si-
quiera durante condiciones regenerativas en las que se
habia postulado que las células beta podrian actuar como
progenitoras®. El estudio cuestion6 conceptos muy arraiga-
dos y por lo tanto despert6 inicialmente controversias,
pero mas recientemente tres estudios independientes han
confirmado este resultado empleando otras herramientas
de trazado de linajes celulares#3¢. El hecho de que el epite-
lio pancreatico ductal proviene directamente de un pool de
progenitores sugiere que quizas sea mas facil modificar es-

tas células en lugar de otras epigenéticamente mas distan-
tes con el fin de generar células beta nuevas. Quizas sea
posible inducir cambios en el epitelio ductal pancreatico
que lo reviertan hacia un estado progenitor embrionario,
para luego impulsar una regeneracion de la masa de células
beta.

En resumen, a la largo de las Ultimas décadas se han iden-
tificado y caracterizado muchas proteinas que han permiti-
do progresar enormemente en nuestra comprension de pro-
cesos moleculares tan importantes como el desarrollo
pancreatico o la secrecion regulada de insulina. Actualmen-
te disponemos de nuevos arsenales, como la capacidad para
analizar la funcion de porciones del genoma que no codifi-
can proteinas pero que controlan la expresion génica en cé-
lulas beta. Esto nos facilitara comprender como ciertas va-
riaciones genoémicas no codificantes afectan la aparicion de
DT2. A su vez esto puede permitir identificar por primera
vez procesos moleculares directamente implicados en el de-
sarrollo de esta enfermedad. Una comprension detallada de
los principales actores del epigenoma puede incluso permi-
tir controlar mecanismos epigenéticos con el fin de manipu-
lar la plasticidad celular para crear nuevas células beta.
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