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RESUMEN

La Diabetes tipo 1 (DM1) es una enfermedad de cardcter autoinmune con una etiologia
compleja en la cual los mecanismos que se asocian al proceso autoinmune no se conocen en su
totalidad. En este contexto, los nuevos mecanismos de regulacion post-transcripcional como
los microRNAs (miRNAs) han generado gran expectativa. Diversos miRNAs han sido
relacionados con la patogénesis de diversas enfermedades autoinmunes.

El objetivo de este estudio fue analizar la posible asociacién de los miRNAs: miR-22 y miR-
150 con marcadores de autoinmunidad y severidad clinica de la enfermedad. El estudio se
realizd en una muestra de células mononucleares periféricas (CMPs) provenientes de 20
pacientes con debut reciente de DM1 y 20 sujetos controles. El disefio contemplo la
determinacion de perfiles de expresion de miR-22 y miR-150 a través de la utilizacion de
sondas TagMan en CMPs a diferentes concentraciones de glucosa (OmM, 11mM y 25mM).
Nuestros resultados mostraron que la expresion de miR-22 se encuentra aumentada en
pacientes con DML1 respecto de controles. Este efecto se observo con mayor claridad en la
condicién basal sin estimulo de glucosa y disminuyd en condiciones con estimulo de 11 y 25
mM. En el caso de miR-150 la expresion de este miRNA fue menor en pacientes con DM1
versus controles. No hubo asociacién entre el perfil de autoinmunidad (GADG65; IA-2 y ZnT8)
y la expresién de miR-22 y miR-150. Por otro lado la comparacion del perfil aumentado de
mMiRNAs y caracteristicas clinicas mostréo que miR-22 (condicion sin estimulo de glucosa) y
miR-150 (condicién 11 mM) se asociaron al componente de cetoacidosis.

Por lo cual podemos sugerir que estos miRNAs estarian participando en el desarrollo de DM1
no relacionada al componente autoinmune. La falta de asociacién podria deberse al pequefio

nimero de muestras analizadas.



SUMMARY

Type 1 Diabetes (T1D) is an autoimmune disease with a complex etiology in which the
mechanisms that are associated with the autoimmune process is not fully known. In this
context, new mechanisms of posttranscriptional regulation such as miRNAs have generated
great expectation. Various miRNAs have been linked to the pathogenesis of various
autoimmune diseases.

The aim of this study was to analyze the possible association of miRNAs: miR-22 and miR-
150 with markers of autoimmunity and clinical severity of the disease. The study was
conducted on a sample of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 20 patients with
recent diagnosis of T1D and 20 control subjects. The design involved the determination of
expression of miR-22 and miR-150 through the use of TagMan probes on PBMPs treated with
different glucose concentrations (OmM, 11mm, and 25mm).

Our results showed that the expression of miR-22 was increased in patients with T1D
compared to controls. This effect was more clearly observed at baseline condition and
decreased in the 11 and 25 mM glucose condition. Regarding to miR-150 expression profile, it
was lower in patients with T1D versus controls. There was no association between the profile
of autoimmunity (GADG65, 1A-2 and ZnT8) and miR-22/miR-150, but the comparison of the
increased profile miRNAs and clinical characteristics showed that miR-22 (condition without
glucose) and miR-150 (condition 11 mM) were associated with the ketoacidosis component.
In conclusion, both microRNAs showed a higher level of expression, however there was no
associated with this autoimmune component in T1D. The lack of association could be due to

the small number of samples analyzed.



1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

La DM1 es una enfermedad multifactorial caracterizada por la destruccion autoinmune de
células beta pancreéaticas () de los islotes de Langerhans, productoras de insulina, generando
una deficiencia en la secrecion y/o accién de insulina lo que provoca altos niveles de glucosa
en sangre (hiperglicemia)(1). Aunque este tipo de diabetes generalmente aparece
tempranamente en la vida, puede presentarse a cualquier edad (1, 2). Se sabe que
aproximadamente 79.000 nifios alrededor del mundo desarrollan DM1 cada afio (3, 4) con una
prevalencia similar en ambos sexos (5). Se ha estimado que este tipo de Diabetes afecta entre
el 5- 10% de todos los pacientes diabéticos (4). La incidencia de DML varia significativamente
a nivel mundial, desde las incidencias mas altas en paises europeos como Finlandia e Italia de
aproximadamente 22,5 y 14,5 x 100.000 nifios por afio respectivamente, a las mas bajas en
paises asiaticos y de América Latina como Venezuela y Peru con incidencias menores al 1,5 x
100.000 nifios por afio. Se conoce que la incidencia mundial de DM1 incrementa alrededor de
un 3% anualmente, lo cual proyecta que la incidencia de DM1 en el 2020 sera el doble que la
del afio 2000 (5-7).

En Chile no existe informacidon sobre la incidencia de DM1, sin embargo, un estudio en
poblacién menor de 15 afios de la Regidn Metropolitana realizado entre los afios 2000 y 2004
mostré una incidencia de 6,58 por 100.000 habitantes/afio. Esta incidencia se considera

intermedia y ha tenido un incremento sustancial en los ultimos 20 afios (8).



1.2 Factores de riesgo para DM1

En la etiopatogenia de la DM1 se distinguen diversos factores (genéticos y ambientales) que
se ven reflejados en la respuesta autoinmune que se observa en la mayoria de los casos de
DM1. Aun cuando se ha demostrado que el componente hereditario en el desarrollo de la DM1
es primordial, los estudios sobre mellizos monocig6ticos demuestran que los factores
ambientales son igualmente importantes (9). De los pacientes con diagnéstico de DM1, sélo el
15% presentan antecedentes familiares de esta patologia (10).

Sabemos que los factores genéticos explican en parte la variabilidad geografica en la
ocurrencia de DM1, pero no pueden explicar su incidencia cada vez mayor (6). Entre los
factores ambientales implicados en el desarrollo de DM1 encontramos: la infeccion por
enterovirus o retrovirus endogenos, el consumo de proteinas de la leche, la influencia de
contaminantes ambientales, las variaciones en la flora intestinal, y la exposicion de la vitamina
D (11, 12). Estos factores son ahora capaces de desencadenar DM1 en los genotipos que
anteriormente no habian desarrollado la enfermedad en la infancia (6).

Se sabe que la aparicion clinica de esta enfermedad es precedida por una fase prodrémica
caracterizada por la deteccion de anticuerpos anti-islotes (Islet Cell Antibodies, ICA), anti-
dehidrogenasa del 4&cido glutamico (GAD), y antitirosina fosfatasa (1A-2). Estos en
concentraciones elevadas persistentes, y junto a un deterioro de la respuesta de la fase rapida
de secrecion de insulina, permiten predecir en cierto grado la aparicién de la enfermedad (13).
La presencia de altos niveles de estos autoanticuerpos refleja una reaccion autoinmune en
curso (14, 15). Estudios realizados en pacientes con DM1, en los que se evalud especificidad
de autoanticuerpos, mostraron que al medir solo un autoanticuerpo la especificidad oscilaba

entre un 85 a 99%, y que esta mejoraba al medir mas de un autoanticuerpo (16, 17).
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Como se menciono anteriormente la DM1 se debe a la destruccion de células secretoras de
insulina las cuales contienen antigenos para IA-2 y GAD (18). Los autoanticuerpos GAD y
IA-2 pueden ser detectados en pacientes con DM1 antes y después de la aparicion de la
enfermedad (19). La presencia de autoanticuerpos IA-2 es superior al 80% en nifios y
adolescentes con diagnéstico DM1. Los autoanticuerpos IA-2 estan relacionados con el
proceso inmune y la destruccion de células p productoras de insulina (20). Estudios posteriores
han descrito la presencia de autoanticuerpos anti-ZnT8 en el 60-80% de los pacientes con
DML, sugiriendo que este autoanticuerpo seria un buen predictor de la enfermedad (21). A
diferencia de los otros autoanticuerpos, los anti-ZnT8 no parecen estar asociados con el
antigeno leucocitario humano (HLA) de clase |1, y por lo tanto podrian ser de especial valor en
las personas con bajo riesgo genético o en aquellos donde el perfil de los autoanticuerpos
clasicos es negativo (22). Si bien la presencia de autoanticuerpos es utilizada como
biomarcadores de DM1, estos tienen algunas limitaciones importantes por lo que la bisqueda
de nuevos biomarcadores de prediccion son necesarios para manejar de forma mas efectiva el
cuadro de un paciente con DM1 (23).

Varios estudios genéticos de agregacion familiar en los parientes de primer grado mostraron
15 veces mas riesgo en hermanos y un riesgo 50 veces mayor en mellizos monocigoticos
comparados con la poblacion general (24). Esta agregacién supone la existencia de
susceptibilidad genética en DM1. Algunos estudios han observado una mayor predisposicion
genética en individuos que expresan ciertos antigenos de la region del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC), y en especial los genes HLA de clase Il (25). La region HLA se
localiza en el cromosoma 6p2.1 con una longitud de 4.000 pares de bases (pb). Esta region
contiene mas de 200 genes, de los cuales se estima que el 40% estan relacionados con la

respuesta inmune (26, 27).



La asociacion entre serotipos HLA y DM1 se conoce desde hace varias décadas, siendo esta
region gendémica responsable de alrededor del 50% de la agrupacion familiar de esta
enfermedad. La region HLA presenta una fuerte tendencia a mantener haplotipos compuestos
de marcadores genéticos que muestran un alto desequilibrio de ligamiento, es decir, los
marcadores HLA se presentan en combinaciones de alelos que forman un bloque conservado
entre los pacientes con DM1 (25). La presencia de estos haplotipos de reconocimiento
establece una clara relacion entre la predisposicion genética y la posibilidad de un fenémeno
autoinmune (28). Estudios posteriores han demostrado que algunas de sus variantes alélicas
pueden otorgar susceptibilidad y/o proteccion frente a la patologia (29).

En Chile se han realizado estudios sobre la asociacién entre HLA y DM1, uno de ellos
encontré que los alelos HLA-DQB1(*)0302 y HLA-DQB1(*)0201 se encontraban

fuertemente asociados a DML1 en la poblacién de Santiago de Chile (30).

1.3 Debut de un paciente con DM1.

Una de las complicaciones en el debut de un paciente con DML1 es la cetoacidosis (CDA), que
es la emergencia hiperglicemica méas severa en pacientes con DM1 y esta asociada con una
morbimortalidad significativa (31). Esta conceptualizado que la CDA ocurre mas
frecuentemente en pacientes con DM1. Esto no es totalmente cierto ya que CDA es también
reportada en DM2, sin embargo es raro encontrarla sin un evento precipitante (32, 33). Los
criterios bioguimicos para el diagnéstico de CDA consisten en una hiperglicemia (mayor a 11
mmol/L o > 200 mg/dL) con un pH venoso < 7.3 y un nivel de bicarbonato (HCO3) < 15

mmol/L; cetonemia y cetonuria (34, 35).



1.4 Mecanismo autoinmune contra células  en DM1.

La destruccion celular en DM1 estd mediada por una interaccion entre células inmunes como
linfocitos y macrofagos, y por una serie de mediadores quimicos entre ellos algunas citoquinas
(36, 37). La apoptosis 0 muerte celular programada estéa involucrada en la destruccion tanto de
Linfocitos T (LT) como de células B, y este evento es requerido para la activaciéon de LT
especificos, que son los desencadenantes del proceso patolégico (36).

En el pancreas las células B comienzan la produccion de interferon o (INF-a) vy,
subsecuentemente, producen moléculas del MHC clase I, que las deja expuestas al ataque de
LT CD8+ autoreactivos. Estos que conducen a que los antigenos liberados desde las células
sean transportados por las células presentadoras de antigenos (CPA) hacia el linfonodo
pancreatico. Durante este proceso se produce un ambiente proinflamatorio que favorece la
accion de los LT CD8+ efectores por sobre la accion de los LT reguladores. En este contexto,
los antigenos de las células B junto a los linfocitos CD4+ cooperadores favorecen la
conversion de los linfocitos B (LB) en células plasmaticas, por lo tanto, comienzan a aparecer
los primeros autoanticuerpos tales como: anticuerpos anti-islotes (ICA, 70-80% de los
pacientes), anti-descarboxilasa del acido glutdmico (GAD, 70-80% de los pacientes) y anti-
tirosina fosfatasa pancreética (I1A-2, 60-80% de los pacientes)(38, 39). Por su parte, los LT
CDB8+ autoreactivos son estimulados, lo que genera que proliferen y vuelvan a migrar hacia el
pancreas generando un nuevo ataque autoinmune con la destruccion de células B. En este
punto, también se produce en paralelo la disminucion en la produccién de insulina por parte de

las células B (pseudoatrofia) (2) (Figura 1).
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Figura 1. Linea de tiempo del proceso autoinmune que se desarrolla en la DM1. En este diagrama se describen los
principales linajes celulares involucrados, que incluye LT CD4+ y LT CD8+, LT reguladores, LB y CPA. La linea naranja
indica la masa de células B pancreaticas, la disminucion observada se ha descrito como un modelo de “recaida y remision” ya
que pareciera haber una recuperacion de la masa celular cada ciertos lapsos de tiempo, volviendo posteriormente a disminuir.
La ultima fase de remision, que ocurre después del diagndstico clinico de la enfermedad, se conoce como “luna de miel”

(honeymoon) y ha sido ampliamente estudiada como blanco terapéutico de la enfermedad. (Extraido de van Belle et al. 2011)

Estos ataques sucesivos contra las células p provocan la disminucién de la masa pancreatica,
sin embargo, este proceso toma mucho tiempo antes de que aparezcan los primeros sintomas
de la diabetes. Se estima que éstos tienen lugar después de que un 80% de las células del islote
pancreatico estan destruidas. Sin embargo, muchos autores sostienen que el progreso de la
enfermedad no es un proceso lineal, sino que procede a ritmos variables dependiendo de cada

paciente (13).



La apoptosis es un proceso controlado que se caracteriza por un cambio morfolégico celular,
condensacion de cromatina, fraccionamiento de DNA vy a la posterior formacion de cuerpos
apoptaticos (40). Se sabe que los eventos apoptdticos estan estrechamente relacionados con
autoinmunidad y diabetes ya que éste es el principal mecanismo de destruccion de células .
Las sefiales que desencadenan la apoptosis pueden provenir ya sea de altas concentraciones de
citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1 B e IL-6) o0 de la presencia y accion de los LT en el
microambiente de los islotes (41).

La respuesta central y la tolerancia periférica del sistema inmune participan activamente en la
regulacion frente a auto-antigenos (42). El timo, 6rgano activo durante la infancia, se encarga
de la eliminacion de LT potencialmente auto-reactivos a través mecanismos apoptoticos (43).
Cuando uno de los mecanismos de tolerancia periférica falla, es cuando se produce el
fendbmeno autoinmune que puede desencadenar la presentacion de enfermedades autoinmunes
graves como la DM1, esclerosis mdaltiple, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis, entre otras
(44).

La apoptosis de LT es un proceso fundamental en la retraccion de la respuesta inmune, luego
de que el sistema inmune ha ejercido su funcion. Una vez que los LT son estimulados a través
del receptor de LT y junto con las moléculas y sefiales de co-estimulacion, las células son
inducidas a proliferar y capaces de ejercer su accion efectora. Sin embargo, una vez que el
antigeno invasor es erradicado, es necesario que los LT cesen su accion (41). Esto se logra a
través de la activaciébn de mecanismos apoptéticos, como muerte celular inducida por
activacion, que induce la muerte celular controlando la poblacién de linfocitos (45, 46).

El bloqueo de la apoptosis se ha visto relacionado con la patogénesis de diversas
enfermedades autoinmunes de entre ellas algunas como anemia hemolitica y trombocitopenia

(46-48). Se ha visto que los pacientes con alguna enfermedad autoinmune exhiben un
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decremento en la expresion de Caspasa 3 asi como de otros marcadores pro-apoptéticos en
celulas mononucleares de sangre periferica (CMPs) (47). Los mecanismos apoptoticos en
CMPs de pacientes con DM1 bajo condiciones de estimulacion alta de glucosa estan alterados.
Esto se propuso luego de comprobar que existe un decremento en la expresion de genes pro-
apoptéticos como FAS y BAX y que la expresion de XIAP un gen anti-apoptético estaba
incrementada (48).

El componente genético en las enfermedades autoinmunes confiere cierta susceptibilidad y/o
proteccion frente a una patologia. El rol epigenético interviene en el desarrollo del sistema
inmune, en especial en la maduracion de LT y citoquinas (49).

Algunas clases de pequefios RNAs también son considerados en la regulacién post-
transcripcional al actuar sobre transcritos en el citoplasma como los miRNAs y los RNAs

interferentes pequefios (50).

1.5 MicroRNAs

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificante de 21-23 nucle6tidos que
funcionan como reguladores de la expresion de una gran variedad de genes a nivel post-
transcripcional, uniéndose mayoritariamente a la region 3> UTR de mRNA blancos. En este
caso se bloguea la traduccion o se induce la degradacion del mMRNA cambiando los niveles de
expresion de la proteina.

Los miRNAs fueron descubiertos primero en Caenorhabditis elegans y luego en vertebrados y
plantas (51, 52). De acuerdo a Ultimas estimaciones, el genoma humano codifica méas de 1600
mMiRNAs precursores, generando mas de 2237 miRNAs maduros (53). En la actualidad los

miRNAs son universalmente reconocidos como importantes reguladores de la expresién
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génica y de varios procesos biolégicos como desarrollo, apoptosis, proliferacion y se han
estudiado en diversas patologias incluyendo DM1 (54). La falla de la regulacion de algunos
miRNAs esté relacionada con algunas enfermedades humanas. Algunos miRNAs incluidos
miR-155, miR-181a, miR-146 y miR-223 podrian estar involucrados en el desarrollo del

sistema inmune (55).

1.6 Biogenesis de los miRNAs

Los miRNAs se pueden clasificar en dos grandes clases de acuerdo a su procesamiento:
canonicos y no canonicos (56). En la via canonica los genes de miRNAs son transcritos por
una RNA polimerasa de tipo Il generando los transcritos primarios conocidos como pri-
miRNAs. Este es procesado por el microprocesador formado por Drosha y su cofactor
DGCRS, que participa en el reconocimiento del sustrato (57) generando un pre-miRNA de
aproximadamente 70 nucledtidos (nt), que posee un pequenio “tallo-bucle” (“stem-loop”). Esta
estructura se sugiere que es un motivo clave para que sea reconocido por la exportina-5 (57,
58) para su exportacion al citoplasma, donde es procesado por segunda vez por Dicer, una
RNAsa de tipo Il citoplamética que produce un RNA de doble hebra (dsSRNA) de ~22 nt. Al
igual que Drosha, Dicer se une a otro elemento que contiene un dsRBD, la proteina TRBP
(TAR RNA-binding protein), que podria tener un efecto sobre la formacion y estabilidad del
complejo (57). Durante el ensamblaje del complejo miRISC (miRNA-containing RNAinduced
silencing complex), el dsSRNA es separado y una hebra es seleccionada como miRNA maduro,
mientras que la otra hebra es degradada (57-59).

En la generacién de miRNAs no candnicos no se requiere de todos los factores mencionados

anteriormente. Por ejemplo, pre-miRNAs de mirtrones (un tipo de miRNA localizado en
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intrones) son producidos por empalme alternativo (“splicing”) y no por el procesamiento a
través de Drosha. Otro ejemplo es el pre-miR-451 que es cortado por Ago2 y no por Dicer.
También algunos pri-miRNAs son pequefias horquillas de RNAs que probablemente sirven
como pre-miRNAs y sustratos directos de Dicer. Sin embargo, la mayoria de los miRNAs

presentes en animales son originados a través de la via candnica (56).

1.7 Diabetes y miRNAs

Si bien es poco lo que se sabe de la funcion de miRNAs en DM1, sabemos que las células B y
los tejidos blanco de la insulina expresan un conjunto bien definido de miRNAs (60, 61). Un
notable ejemplo es el miR-375, un miRNA altamente expresado en los islotes pancreaticos
que regula la expresion de los genes que participan en la secrecién de hormonas y en el
incremento de células B en respuesta a la resistencia a la insulina (62, 63). La sobre expresion
de miR-375 reduce el numero de células B pancreaticas y con ello se suprime la estimulacion
en la secrecion de insulina, por el contrario la inhibicion de miR-375 mejora la secrecion de
insulina (64).

Otro estudio realizado en los islotes de ratones NOD (Non obese diabetic mice), simula un
modelo murino de DM1 reportando un aumento de los niveles de varios miRNAs , incluyendo
miR- 21 , miR- 34a, miR- 29 y miR- 146a , que tienen efectos nocivos sobre la funcién de
células B (65, 66). Se han descrito una serie de miRNAs con capacidad de regular la funcién 3
pancreatica tales como miR-9, miR-410, miR-130a, (67) involucrados en el desarrollo del
pancreas (68) y regeneracion de la célula B (69). Si bien la evidencia es poca, los estudios
realizados han generado una gran expectativa de la funcién de los miRNAs en la actividad

pancreatica y por lo tanto en DML.
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Con respecto a la inmunidad, datos recientes indican que el papel de los miRNAs es esencial
para la funcion normal de células T inmunes. De hecho, algunos miRNAs se han encontrado
alterados en varias patologias autoinmunes y han sido directa o indirectamente vinculadas a la
funcion de células T o su desarrollo (70). Un ejemplo claro es miR-155 que ha demostrado ser
un factor clave en la respuesta inmune innata y adaptativa, ademas de ser necesario para la
diferenciacion y funcion de células T (71).

En Chile hay limitados trabajos que relacionan al estudio de miRNAs en distintas patologias
autoinmunes. Nuestro grupo ha comunicado que el perfil de expresion de miR-21 y miR-93 se
encontraba disminuido en células CMPs de pacientes con DM1 en comparacion con los
controles (72). Resultados similares se han encontrado para miR-21 en la Enfermedad Celiaca

(Bascuiian K. 2013, datos no publicados).

1.8 Rol de miR-22 en patologias autoinmunes

Se conoce que miR-22 se encuentra localizado en el cromosoma 17p13.3, y funciona como
represor post-transcripcional de varios mRNA blancos relacionados con varios procesos
oncoldgicos y enfermedades autoinmunes entre ellas la DM1. (74,75)

Este miRNA tiene la capacidad de desorganizar epigenéticamente la célula ya que acttia como
un miRNA proto-oncogénico. Puede antagonizar a miR-200, un miRNA antimetastéasico, al
actuar directamente sobre la familia TET (10-eleven translocation) de metilcitosina
dioxigenasa, inhibiendo asi la desmetilacion del promotor de mir-200 (73). Otros estudios han
mostrado que la sobreexpresion de miR-22 se correlaciona con una pobre respuesta clinica y

silenciamiento del eje TET-miR-200 en pacientes con cancer de mama (74).
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Evidencia reciente mostrd que los niveles séricos de miR-22 estan incrementados en pacientes
con enfermedades tiroideas autoinmunes como Tiroiditis de Hashimoto y Enfermedad de
Graves (75). En otros estudios miR-22 se encontrd sobre expresado en el plasma de pacientes
con Esclerosis Multiple (76). Otro estudio de perfiles de miRNAs ha reportado que miR-22 se
puede expresar en células pancreaticas humanas (77).También miR-22 se ha encontrado
elevado en modelos in vivo e in vitro de ratones con pancreatitis adenomatosa aguda y se ha
visto que la sobre expresién de este miRNA puede promover la apoptosis de células acinares
pancreaticas (78).

1.9 Rol de miR-150 y su relacion con autoinmunidad

Por otro lado miR-150 se encuentra localizado en el cromosoma 19g13.33. Estéa relacionado
con varios procesos autoinmunes, entre ellos el desarrollo y diferenciacion de linfocitos Ty B
(55, 79). Ademas se sabe que miR-150 esta expresado en células B y T maduras, donde puede
bloguear el desarrollo de las formas inmaduras de células B cuando se expresa tempranamente
(80). También se detectd una disminucién en la expresion de este miRNA en un linaje mixto
de leucemia, sugiriendo que la regulacion en la expresion de miR-150 es necesaria para el
desarrollo de células B (81).

Cabe mencionar que miR-22 hasta el momento no ha sido reportado en estudios de DM1 y que
miR-150 ha sido vinculado con anterioridad en estudios de DM2 (82). Para este estudio se han
seleccionado a miR-22 y miR-150 a través de una busqueda bibliogréafica e bioinformatica
pensando que podrian estar implicados en DML asi como en otras enfermedades autoinmunes,
ya sea regulando el proceso de desarrollo y diferenciacion de linfocitos T y B 0 modulando de
manera indirecta via factores de transcripcion, que se vean afectados por el estado de

hiperglicemia presente en pacientes con DM1.
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Por lo tanto en este trabajo de tesis se postula la siguiente hipdtesis de trabajo

2. HIPOTESIS

“Los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1 presentan un patrén de expresion aumentado
de miR-22 y miR-150, el cual se asocia a una mayor frecuencia de marcadores
relacionados con autoinmunidad y caracteristicas clinicas agresivas en los pacientes con
DM1”.

3. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
1. Estimar la expresion de miR-22 y miR-150 en CMPs de pacientes con DM1.
2. Establecer una relacion entre los niveles de expresion de miR-22 y miR-150 con
marcadores de autoinmunidad y caracteristicas clinicas agresivas en pacientes con

DML1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Comparar la expresion de miR-22 y miR-150 en CMPs de pacientes con DM1 y
pacientes controles bajo estimulos basales, 11mM y 25 mM de glucosa
2. Determinar el perfil de anticuerpos Anti-GADG65, Anti-1A-2 y Anti-ZnT8 en suero de
pacientes con DML1 y controles.
3. Diferenciar la expresion de miRNAs en el grupo de pacientes con cetoacidosis y

glicemias altas al momento del debut diabético.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Participantes del Estudio

Los participantes de este estudio fueron 20 pacientes con DM1 localizados en la Region
Metropolitana de Santiago con un rango de edad que oscil6 entre los 4 a 19 afios.

Utilizando el programa QUANTO, se estimd que un tamafio de muestra de 20 pacientes y 20
controles, entrega un poder estadistico de 80% y una confianza del 95% valor estimado a
través de las diferencias en el perfil autoinmune entre los pacientes con DM1 (regularmente
este perfil es negativo en los controles). Estudios previos han demostrado una positividad
promedio de al menos un anticuerpo positivo en el 60 % de los casos, por lo que considerando
esta diferencia (60% positividad versus 40 % negatividad), en la muestra de 20 pacientes se
podran detectar diferencias entre los grupos.

El diagndstico de DM1 fue realizado por un medico endocrindlogo pediatra de acuerdo a los
criterios emitidos por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA 2013) (1). Glicemia en
Ayunas > 126 mg/dL, Glicemia plasmatica a las 2 horas de PTOG > 200 mg/dL, Glicemia
plasmética al azar > 200 mg/dL y HbA1C > 6,5%. Todos los pacientes seleccionados fueron
encuestados sobre sus antecedentes clinicos, patoldgicos personales y patologicos familiares.
Ademas, se utilizé un grupo control conformado por 20 personas sanas cuyo rango de edad fue
de entre 20 a 45 afios para descartar la presencia de enfermedad. Fueron excluidos de este
grupo las personas con antecedentes personales y familiares de DM1 y otras enfermedades
autoinmunes. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, y por el Servicio de Salud

Metropolitano Central.
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4.2. Toma de muestras

Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas en el Instituto de Investigacion Materno
Infantil (IDIMI) del Hospital San Borja Arriaran por el personal mas experto para este
procedimiento, previo a la explicacién y firma del consentimiento informado a los padres de
nifios menores de 10 afios y/o explicacion y firma de los nifios mayores a 10 afios.

Las muestras de sangre del grupo control se recolectaron en la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile en el Departamento de Nutricion previo a firma de consentimiento
informado. En ambos casos, 10 ml de sangre venosa fue colectada y almacenada en tubos
heparinizados para la extraccion de células mononucleares, y otros 10ml de sangre venosa
fueron colectados y almacenados en tubos vacutainer sin anticoagulante (tapa roja).

Ambas muestras fueron depositadas inmediatamente en una caja refrigerada y transportadas al

laboratorio para finalmente ser almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.

4.3. Extraccion de células mononucleares

Los 10 ml de sangre periférica almacenada se procedieron a diluir con Buffer Fosfato Salino
(PBS) en una proporcion de 1:1 para facilitar el manejo de la muestra. Luego de ello, la
muestra diluida se vertio lentamente sobre una solucién de Ficoll (Lymphocyte Separation
Medium, density 1,077g/ml Cellgro, EEUU), solucion que tiene una densidad conocida y
permite realizar una separacion por gradiente de densidad al final del cual se obtienen células
mononucleares periféricas. La separacion ocurrio mediante centrifugacién durante 30 minutos
a 1.840 rpm (410 g) y 4°C. Este proceso generd un anillo que contiene las células
mononucleares, las cuales fueron trasvasadas a un nuevo tubo y lavadas dos veces con PBS,

luego se centrifug6 a 2400 rpm (730 g) por diez minutos.
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Por ultimo, el pellet celular obtenido fue resuspendido en medio de RPMI — 1640 (medio sin
glucosa) (Gibco, Invitrogen). Las células fueron contadas utilizando la tincion de azul tripan

(Trypan Blue Stain 0,4%, Gibco, Invitrogen) en una camara de Neubauer.

4.4. Cultivo de células mononucleares periféricas

Las células mononucleares periféricas fueron incubadas con una atmésfera de 5% de CO,, a
37 °C, en placas Petri de 6 pocillos con medio de cultivo RPMI -1640, antibioticos (Penicilina
y Estreptomicina al 1,5%) y suero fetal bovino al 5% inactivado. Las células provenientes de
pacientes o controles fueron expuestas en duplicado a dos concentraciones de glucosa: 11 mM
para simular una hiperglicemia moderada y 25 mM para simular una hiperglicemia severa
cronica, ademas de una condicion basal sin estimulo de glucosa por 20 horas. Estas
concentraciones de glucosa como estimulo, han sido utilizadas en diversos estudios
experimentales en nuestro grupo con el modelos de CMPs (74) y en otros modelos celulares
de células B (83-85). La recuperacion de las células se realizO mediante la recoleccion y
centrifugacion del medio de cultivo a 3000 rpm (1100 g) por 5 minutos. Finalmente la
poblacion de células fue lavada dos veces con PBS y el pellet obtenido resuspendido en
TRIZOL® (Invitrogen, USA), una solucion de fenol e isocianato de guanidina que permite la
ruptura de la célula y conserva la integridad del RNA, para aislarlo posteriormente y permitir
su preservacion a— 80 °C.

4.5. Analisis serologico

La muestra de sangre sin anticoagulante fue centrifugada a 2.500 rpm (760 g) por 10 minutos
a una temperatura de 4°C. EIl sobrenadante corresponde al suero, que fue almacenado a — 80

°C hasta la cuantificacion de autoanticuerpos.
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Se cuantificaron los autoanticuerpos anti-GADG65, anti-lIA2 y anti-ZnT8 mediante
inmunoensayo enzimatico (ELISA) con el uso de kits comerciales de la marca MedizymR
(Berlin, Alemania). Los inmunoensayos se basan en la habilidad de anticuerpos para formar
un puente entre el antigeno respectivo unido a la placa de ELISA (GADG65, 1A2) y un segundo
anticuerpo biotinilado. La unién de este segundo anticuerpo se correlaciona con la cantidad de
anticuerpo a determinar presente en el suero estudiado, siendo cuantificado mediante la
adicion de estreptavidina-peroxidasa mas un sustrato (3,3°,5,5’- tetrametilbencidina; TMB
utilizado como cromoforo).

Se procedio segun las indicaciones del fabricante, la placa se examind a través de un
Nanodrop ND-1000 (Spectrophotometer Thermo Scientific) lector optico a 450 nm y a 620
nm a modo de control. La deteccidon de anticuerpos se realizd de manera semi-cuantitativa
tomando como referencia el valor de 5 Ul/mL para GAD65 y 10 Ul/mL para IA2 y 15 Ul/mL
para ZnT8. Las muestras con un titulo mayor o igual al valor considerado fueron “muestras

positivas” o con “presencia del anticuerpo analizado”.

4.6. Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA de miRNAs

La extraccion de RNA total se realiz6 con el método de TRIZOL® (Invitrogen), segun las
indicaciones del fabricante. Se midié la razon entre la densidad éptica (DO) a 260 nm y 280
nm. Se cuantific6 el RNA haciendo uso de un espectrofotometro ND- 1000
(Spectrophotometer Thermo Scientific) y se sintetizo cDNA de hebra simple a partir de 2 ng
de RNA total en cada muestra utilizando un termociclador programado con el siguiente
esquema de ciclos: 16°C/30 minutos, 42°C/30 minutos, 85°C/5 minutos, y se utilizd los

partidores para transcripcion reversa contenidos en un Kit Tagman® MicroRNA Reverse
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Transcription (Applied Biosystems by Life Technology, CA, USA) (ID 002301 para hsa-

miR-22, 1D 002637 para hsa-miR-150) (Tabla 1).

Tabla 1. Reactivos y volimenes para la reaccion de amplificacion de DNA complementario

(cDNA) especifico para cada miRNA.

Componentes Volumen por reaccion
dNTP mix (100mM total) 0.15pl
Multiscribe™ Enzima Transcriptasa Reversa (50U/pl) 1.00ul
Buffer RT 10X 1.5ul
Inhibidor de RNAsa (20U/ pl) 0.19ul
Agua Libre de Nucleasas 4.16ul
RT Primers 3.00ul
RNA 5.00ul
Volumen final 15.00ul

4.7. PCR en tiempo real para miRNAs

Para evaluar la expresion relativa de los miRNAs se realizé una PCR en tiempo real RT-stem
loop (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), especifica para cada miRNA. Los niveles de
expresion fueron determinados con sondas TagMan MGB y TagMan Universal PCR Master
Mix Il (2x), no UNG en duplicado en el equipo (Stratagene Mx 3000P Real-Time PCR
Aglient Technologies, CA, USA) (Tabla 2). Los niveles de expresion de miRNA 22 y 150

fueron normalizados con RNU48 como control interno.
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Tabla 2. Reactivos y volumenes para reaccion de qPCR.

Componentes Volumen master mix

20 pl por reaccién

TagMan microRNA assays 20X 1ul

cDNA 1,33ul
TagMan Universal PCR Master Mix 11 (2x) 10ul
H20 libre de nucleasas 7,67ul

Nota: Volumen del Master Mix 18,67l y del producto de PCR 1,33pl.

Se normalizé las muestras tanto de pacientes como de controles mediante el método de AACt,
disefiado para analizar resultados de gPCR y permitir comparar la totalidad de los resultados,

es decir los Ct de pacientes, controles y controles endogenos.

4.8. Analisis estadisticos

Se realiz6 el test de normalidad de Shapiro-Wilk para determinar la distribucién de las
variables, los datos presentaron una distribucion normal y se representaron como media y error
estdndar de la media. Fueron analizados con estadistica paramétrica, utilizando el test de
ANOVA de dos vias seguido de una prueba posthoc de Sidak. En todos los casos se considerd
estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Se utiliz el paquete estadistico Graphpad

Prism v6.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, EEUU).
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5. RESULTADOS

5.1. Evaluacion de la expresion de miRNAs

Se cuantificd la expresion de los miRNAs mediante gPCR en muestras de CMPs que fueron
cultivadas a distintas concentraciones: sin glucosa, 11 mM y 25 mM de glucosa. Todos los
analisis fueron realizados en duplicado.

miR-22

En la Figura 2 se observa la expresion relativa del miR-22 en relacion a los distintos estimulos
de glucosa tanto en CMPs de pacientes DM1 como de controles. Se pudo observar que hay
una mayor expresion de miR-22 en las CMPs de pacientes con DM1 comparado con las CMPs
de controles en la condicién basal (P<0,05). A medida que aumenta el estimulo de glucosa
esta expresion tiende a disminuir a concentraciones de glucosa de 11 mM y 25 mM. Las
CMPs de pacientes con DM1 exhiben un aumento en la expresion de miR-22 respecto el
grupo control, pero este aumento no fue estadisticamente significativo en todas las
comparaciones.

miR-150

En la Figura 3 se observa la expresion relativa de miR-150 en relacién a los distintos estimulos
de glucosa tanto para CMPs de pacientes DM1 como de CMPs de controles. Se pudo observar
que hay una menor expresion de este miRNA en las células de pacientes DM1 tanto en los
estimulos de 11 mM y 25 mM de glucosa comparado con los controles, y que esta

disminucién fue estadisticamente significativa para el estimulo de 11 mM de glucosa.
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Figura 2. Expresion relativa de miR 22 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determind la expresion relativa mediante gPCR en células de pacientes DM1 (n=20) y sujetos controles
(n=20) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control de normalizacion RNU48. Los
datos se representaron como X = EEM y fueron analizados con ANOVA de dos vias seguido de una prueba posthoc de
Sidak *p < 0,05. Control: -2, DM1: # , DM1: Diabetes Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.
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Figura 3. Expresion relativa de miR 150 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determind la expresion relativa mediante gPCR en células de pacientes DM1 (n=20) y sujetos controles
(n=20) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control de normalizacion RNU48. Los
datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con ANOVA de dos vias seguido de una prueba posthoc de
Sidak *p < 0,05. Control: <2, DM1: ¥, DM1: Diabetes Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.
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5.2. Determinacion de Autoanticuerpos: Anti-GAD65, Anti-lA-2 y Anti-ZnTS8,

mediante ensayos de ELISA.

Se realiz6 un “screening” serologico para los autoanticuerpos en las muestras obtenidas de los
pacientes y controles. La determinacién de todos los autoanticuerpos se realiz6 en muestras de
suero recolectadas con posterioridad al diagnéstico en pacientes estables desde el punto de
vista glicémico y en tratamiento con insulina. Se observo una alta frecuencia de anti-GADG5 y
anti-l1A-2 positivos (70%) en las muestras de los pacientes DM1, mientras que para las
muestras de los sujetos controles no se encontré autoanticuerpos positivos. La frecuencia del
autoanticuerpo anti-ZnT8 alcanzé un 55% mientras en los sujetos controles no hubo deteccion
de autoanticuerpos positivos. En la Tabla 3 se observa una alta frecuencia en los pacientes con

DML respecto de sujetos controles que no dieron positivos.

Tabla N°3: Porcentaje de sujetos con Autoanticuerpos Positivos en muestras de suero de

pacientes con DML1 y controles.

Anticuerpos Positivos Porcentaje de casos DM1 Porcentaje de controles
(n=20) (n=20)
Anti - GAD 65 70 % 0%
Anti - I1A2 70 % 0%
Anti - Znt8 55 % 0%

DML1: Diabetes Mellitus tipo 1
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5.3. Relacion entre marcadores relacionados con autoinmunidad y perfil de

expresion de miRNAs.

Se analiz6 la expresion de miR-22 en las CMPs de pacientes con DM1 segun el perfil
serolégico (positivo 0 negativo) para cada autoanticuerpo. Se observo que la expresion de
miR-22 en CMPs de pacientes DM1 no presentd diferencias al evaluar los autoanticuerpos
GAD 65, I1A2. Al evaluar a ZnT8 se observd una tendencia hacia la mayor expresion en el
grupo de pacientes con autoanticuerpos ZnT8 positivos, sin embargo este aumento no fue

estadisticamente significativo. (Figuras 4,5 y 6)
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Figura 4. Expresion relativa de miR 22 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determind la expresion relativa mediante qPCR en células de pacientes DM1 positivos para GAD65 (n=14) y
pacientes DM1 negativos para GAD65 (n=6) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como
control de normalizacion RNU48. Los datos se representaron como X + EEM vy fueron analizados con ANOVA de dos vias
seguido de una prueba posthoc de Sidak. Negativos GAD 65: =+, Positivos GAD65: -@-, Controles: + , DM1: Diabetes
Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.
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Figura 5. Expresion relativa de miR 22 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determind la expresion relativa mediante qPCR en células de pacientes DM1 positivos para 1A2 (n=14) y
pacientes DM1 negativos para IA2 (n=6) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control
de normalizacion RNU48. Los datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con ANOVA de dos vias seguido
de una prueba posthoc de Sidak. Negativos 1A2: 4=+, Positivos 1A2: - , Controles :+, DM1: Diabetes Mellitus tipo 1, X:
media, EEM: error estandar de la media.
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Figura 6. Expresion relativa de miR 22 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determiné la expresion relativa mediante gPCR en células de pacientes DM1 positivos para ZnT8 (n=11) y
pacientes DM1 negativos para ZnT8 (n=9) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control
de normalizacion RNUA48. Los datos Los datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con ANOVA de dos
vias seguido de una prueba posthoc de Sidak. Negativos ZnT8: -2, Positivos ZnT8 : “® | Controles: +, DM1: Diabetes
Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.
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Se analiz6 la expresion de miR-150 en las CMPs de pacientes con DM1 segun su perfil
serolégico (positivo 0 negativo) para cada autoanticuerpo. Se observo que la expresion de

miR-150 en pacientes DM1 positivos para GAD 65, A2, ZnT8 tiende a ser mayor que en
pacientes con perfiles negativos para cada autoanticuerpo, sin embargo este aumento no fue

estadisticamente significativo. (Figuras 7,8 y 9)
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Figura 7. Expresion relativa de miR 150 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determind la expresion relativa mediante gPCR en células de pacientes DM1 positivos para GAD65 (n=14) y
pacientes DM1 negativos para GAD65 (n=6) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como
control de normalizacion RNUA48. Los datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con ANOVA de dos vias
seguido de una prueba posthoc de Sidak. Negativos GAD 65: -2+, Positivos GAD65: -® , Controles: + , DM1: Diabetes
Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.
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Figura 8. Expresion relativa de miR 150 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determiné la expresion relativa mediante gPCR en células de pacientes DM1 positivos para 1A2 (n=14) y
pacientes DM1 negativos para IA2 (n=6) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control
de normalizacion RNUA48. Los datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con ANOVA de dos vias seguido
de una prueba posthoc de Sidak. Negativos 1A2: 45+, Positivos IA2: -@-, Controles :+ , DM1: Diabetes Mellitus tipo 1, X:
media, EEM: error estandar de la media.
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Figura 9. Expresion relativa de miR 150 en células mononucleares periféricas estimuladas a distintas concentraciones de
glucosa. Se determind la expresion relativa mediante qPCR en células de pacientes DM1 positivos para ZnT8 (n=11) y
pacientes DM1 negativos para ZnT8 (n=9) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control
de normalizacion RNUA48. Los datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con ANOVA de dos vias seguido
de una prueba posthoc de Sidak. Negativos ZnT8: -3, Positivos ZnT8 :"®  Controles: -+, DM1: Diabetes Mellitus tipo 1,
X: media, EEM: error estandar de la media.
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5.4. Relacion entre el perfil de expresion de miRNAs y caracteristicas clinicas de

la enfermedad.

En la Tabla 4 se resume las caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados conforme a si
desarrollaron CDA o no. En ella se evidencia que no existen diferencias significativas entre

los dos grupos.

Tabla N° 4. Parametros Clinicos de pacientes DM1 recopilados de historias clinicas de cada

paciente.
Cetoacidosis Sin Cetoacidosis
n=10 n=10
Glicemia Debut
563,5 +185,2 573,2 £192,6
(mg/dl)
Edad
9,1 +£3,8 89+4
(afios)
Hemoglobina Glicosilada
10,9 +£2,4 11+2,2
(mg/dl)
Edad Debut
N 6,4 +3,4 6,3+3,3
(afos)

No se encontraron diferencias significativas en los grupos de pacientes analizados.

Se analiz6 si existe una relacion entre la expresion relativa de miR-22 y miR-150 en CMPs de
pacientes con DM1, con la presencia o no de CDA en el debut del paciente. Se observo que la
expresion de miR-22 en CMPs de pacientes DM1 sin CDA fue mayor que en pacientes DM1
con CDA, pero este aumento solo fue significativo en la condicion basal sin estimulo de

glucosa. (Figura 10)
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Figura 10. Expresion relativa de miR-22 mediante qPCR en células de pacientes DM1 con cetoacidosis (n=10) y
pacientes DM1 sin cetoacidosis (n=10) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control
de normalizacion RNU48. Los datos se representaron como X + EEM vy fueron analizados con ANOVA de dos vias
seguido de una prueba posthoc de Sidak *p < 0,05. Sin Cetoacidosis: -@-, Con Cetoacidosis: -+, DM1: Diabetes Mellitus
tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.

Se analizo la expresion de miR-150 en CMPs de pacientes con DM1 segun su cuadro de
presentacion (con CDA o sin CDA). Se observo que la expresion de miR-150 en CMPs de
pacientes DM1 sin CDA fue mayor que en pacientes DM1 con CDA, pero este aumento solo

fue significativo en la condicion de 11mM de glucosa. (Figura 11).
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Figura 10. Expresion relativa de miR-150 mediante qPCR en células de pacientes DM1 con cetoacidosis (n=10) y
pacientes DM1 sin cetoacidosis (n=10) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se utiliz6 como control
de normalizacion RNU48. Los datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con ANOVA de dos vias
seguido de una prueba posthoc de Sidak *p < 0,05. Sin Cetoacidosis: -# , Con Cetoacidosis: =+ , DML1: Diabetes
Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estndar de la media.

30



Otra caracteristica clinica que se analiz6 fue la glicemia al momento del debut (glicemia alta o
glicemia baja). Para este estudio fueron categorizadas como glicemias altas, todas las
glicemias mayores a la mediana y como glicemias bajas todas las glicemias inferiores a la
mediana.

La mediana fue estimada entre la glicemia mas alta (1054 mg/dl) y la glicemia mas baja (300
mg/dl). La expresion relativa de miR-22 y miR-150 en pacientes no fue significativa en

ninguna condicion con respecto a la glicemia de debut. (Figuras 12 y 13)
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Figura 12. Expresion relativa de miR-22 mediante qPCR en células de pacientes DM1 con glicemia de debut alta (n=9) y
células de pacientes DM1 con glicemia de debut baja (n=11) a distintos estimulos de glucosa (0 mM, 11 mM, 25 mM). Se
utilizd6 como control de normalizacion RNU48. Los datos se representaron como X + EEM vy fueron analizados con
ANOVA de dos vias seguido de una prueba posthoc de Sidak *p < 0,05. Glicemia Baja: -5, Glicemia Alta: <, DM1:
Diabetes Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.
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Figura 13. Expresidn relativa de miR-150 mediante gPCR en células de pacientes DM1 con glicemia de debut alta (n=9) y
células de pacientes DM1 con glicemia de debut baja (n=11) a distintos estimulos de glucosa (OmM, 11 mM, 25 mM). Se
utilizé como control de normalizacién RNU48. Los datos se representaron como X + EEM y fueron analizados con
ANOVA de dos vias sequido de una prueba posthoc de Sidak *p < 0,05. Glicemia Baja: 43, Glicemia Alta: -@, DM1:
Diabetes Mellitus tipo 1, X: media, EEM: error estandar de la media.
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6. DISCUSION

6.1. Expresion de miRNAs en Pacientes con DM1.

Las muestras de sangre recolectadas para este estudio fueron tomadas posteriormente a la
estabilizacion de los niveles de glucosa en sangre de los pacientes, ya que la mayoria de éstos
acudieron en primera instancia al servicio de emergencia por un cuadro de cetoacidosis con
rangos de glicemia muy altos (entre 300 y 1054 mg/dl). Bajo este contexto clinico pensamos
que los mecanismos celulares e inmunologicos pueden verse alterados como producto de la
alza en los niveles de glucosa. En este sentido, para evaluar el efecto de la hiperglicemia en la
expresion de miRNAs y su relacion con autoinmunidad y caracteristicas clinicas, las CMPs de
pacientes DM1 fueron expuestas a diferentes estimulos de glucosa (OmM, 11mM simulando
hiperglicemia moderada y 25mM simulando hiperglicemia severa crénica).

Diversos miRNAs se han encontrado incrementados en los linfocitos de sangre periférica de
pacientes con enfermedades autoinmunes, entre ellas DM1 (86, 87). Otros estudios han
reportado cambios en los niveles de expresion de miRNAs asociados con DM1 o sus
complicaciones pero, ain no se llega a entender la relevancia de estas variaciones en todo el
contexto de la enfermedad (63). Es por esto que nos resulta importante evaluar los niveles de
expresion de estos miRNAs para conocer su potencial como posibles biomarcadores de la
enfermedad, especialmente ligada a la hiperglicemia presente ya que se ve relacionada con los
efectos mas indeseados de esta condicion asi como de sus futuras complicaciones.
Actualmente las posibles relaciones de los miRNAs con los mecanismos de regulacion post-
transcripcional en complicaciones diabéticas son un area de gran interés tanto para entender

las vias moleculares que conducen a las complicaciones asi como para el descubrimiento de
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nuevos blancos terapéuticos (88). Tal es el caso de miR-22 que hasta la fecha no ha sido
documentado en estudios de DM1 pero si se ha encontrado aumentado en cardiomiopatia
diabética que es una de las complicaciones macrovasculares mas severas ya que representa la
mas alta mortalidad asociada a diabetes (89). Se ha sugerido que miR-22 actla como
regulador en la hipertrofia de cardiomiocitos y en el remodelamiento cardiaco teniendo a
SIRT-1y HDAC-4 como blancos (90).

Por otro lado el andlisis de los niveles de expresion de estos miRNAs es importante ya que se
ha sefialado que la expresion de varios de ellos puede verse alterada o ser susceptible de
cambio dependiendo de la concentracion de glucosa a la que hayan sido sometidos (91) como
por ejemplo la expresion del miR-21 que estd usualmente incrementado en pacientes DM1, y
esto se debe a los altos niveles de glucosa en sangre que ellos presentan (92).

De acuerdo a lo descrito previamente en el estudio publicado por Salas-Pérez et al en el afio
2013 (72), en CMPs de pacientes con DM1 donde se compararon el perfil de expresion de
miRNAs (miR-21 y miR-93) a diferentes condiciones de glucosa (Basal, 11mM y 25mM), se
observé una disminucion de la expresion de miR-21 y miR-93 en el grupo de pacientes en
todas las condiciones con respecto a los controles.

Nuestro estudio mostré que el nivel de expresion de miR -22 en CMPs de pacientes con DM1
se encuentra aumentado con respecto a los controles, bajo la condicion sin estimulo de glucosa
y que la expresion de este miRNA disminuyo en las condiciones de 11 y 25 mM de glucosa
pero esta disminucion no fue estadisticamente significativa. Este hecho podria indicar cierto
grado de sensibilidad de este miRNA a variaciones de glucosa del orden hiperglicémico.

Un estudio realizado en células f demostro que diversos miRNAs, entre ellos miR-22,

presentaban un patrén de expresion aumentado luego de ser expuestos a dosis altas de glucosa
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(25mM), mientras que solo un grupo pequefio de miRNAs presento un patron de expresion

disminuido luego de ser sometidos a dosis altas de glucosa (25mM) (85).

6.2. miR-22 y su relacién con células T.

Existe importante evidencia que ha reportado que los miRNAs son esenciales para un
funcionamiento inmune normal de células T. Es asi que diversos estudios con miRNAs han
revelado un patrén expresion alterado en variadas patologias autoinmunes en donde estan
directa o indirectamente relacionados con la funcion o desarrollo de células T (70).

mMIR -22 actla sobre el MRNA del receptor de estrogeno alfa (ERa) resultando en la represion
de la sefalizacion de estrogeno la cual es requerida para la diferenciacion de células T (93).
Por lo tanto la sefializacion de estrogeno a través ERa podria estar asociado con efectos
regulatorios inmunes caracterizados por una fuerte inhibicién auto antigeno especifica de
linfocitos TH1 y TH17 (94). De esta forma miR-22 podria jugar un rol importante en la
estimulacion de activacion del sistema inmune en DM1.

El reclutamiento de las células TH1 y TH2 hacia los islotes es un paso critico en la patogenia
de la enfermedad. Las quimioquinas, citoquinas que promueven la migracion de células
mononucleares, podrian dirigir el trafico hacia la célula diana, la expresion temporal de
quimioquinas y la polarizacién de su expresion por células TH1 frente a TH2 determinaria la
composicion de la insulitis y la posterior destruccion o proteccion de las células B (95, 96).
Los linfocitos TH17 han sido relacionados con anterioridad en la patogénesis y severidad de
varias enfermedades autoinmunes (97, 98). Es por esto que creemos que miR-22 al inhibir esta
via de sefializacién estrogénica, aumentaria el namero de linfocitos TH involucrados en el

mecanismo autoinmune contra células § de DMI.
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También es conocido que los estrégenos participan en una variedad de enfermedades
autoinmunes como en esclerosis multiple y artritis reumatoide donde el tratamiento con
estrdgenos es beneficioso, mientras que en lupus eritematoso sistémico el tratamiento
estrogénico empeora la enfermedad (99). Se ha demostrado que el efecto protector de los
estrogenos depende de la presencia de un ERa intacto. Ademas se ha observado que los
estrdgenos inducen alteraciones en la produccion de citoquinas durante la respuesta auto-
antigeno especifica la cual se realiza a través del ERa (100).

Se conoce que los estrogenos inducen proteccion en varias enfermedades autoinmunes y
podrian estar mediados por varios mecanismos incluyendo los efectos en células T
autoreactivas (101, 102), induccion de celulas T regulatorias (Treg) (103) y modulacién de la
funcion de CPA (104). FoxP3 es un represor transcripcional requerido para el desarrollo y
funcion de células T regulatorias (Treg). La deficiencia de FoxP3 conduce a varias
enfermedades autoinmunes. Estudios in vivo e in vitro han demostrado que los estrégenos son
capaces de aumentar la expresion de FoxP3 (103). Ademas, en estudios publicados por
Marson et al, y Zheng et al, en el afio 2007 (105, 106) identificaron a cuatro miRNAs como
potenciales blancos de FoxP3 en ratones entre ellos miR-22.

De acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo para miR-22, se podria especular que este
miRNA al reprimir la sefializacion de estrogenos a través del ERa podria actuar sobre FoxP3
un factor de transcripcion requerido para la diferenciacion de Treg, dificultando la accion de

células regulatorias necesarias en el proceso autoinmune caracteristico de DM1.
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6.3. miR-150 y su relacién con DM1

En nuestro estudio al realizar la cuantificacion de miR-150 en CMPs se observo que los
pacientes presentaron menor expresién de este miRNA en relacion a los controles. Estos
resultados se contraponen a la hipétesis planteada, que mencionaba que esta molécula se
encontraria incrementada en CMPs de pacientes con DM1 basicamente por ser una molécula
que se encuentra regulando multiples pasos del desarrollo y diferenciacién de Linfocitos T y
B.

Se conoce que miR-150 se encuentra expresado en formas maduras de linfocitos T y B (82) ,
ademas participa en el desarrollo y diferenciacion de estos linfocitos donde puede bloguear el
desarrollo de formas inmaduras de linfocitos B (55). Ademas miR-150 controla la activacion
normal de células T al actuar sobre Myb, un factor de transcripcion que controla maltiples
pasos del desarrollo de Linfocitos T y B (107).

miR-150 es requerido en la diferenciacion de linfocitos y sus progenitores, al actuar sobre
Notch3, otro factor de transcripcion relacionado con la diferenciacion de células T. También
se ha observado que durante la maduracion de células T los niveles de mRNA vy de la proteina
de Notch3 disminuyen y que la expresion de miR-150 aumenta, hecho que indica que la
presencia de dicho miRNA juega un papel importante en la diferenciacion de linfocitos T
(108, 109).

Al analizar miR-150 observamos una menor expresién bajo la concentracion de 11mM
glucosa, que fue la concentracién que utilizamos para simular el cuadro de un paciente
expuesto a una hiperglicemia moderada leve. La menor expresion de miR-150 nos podria
indicar que, a diferencia de otros microRNAs, la hiperglicemia se relacionaria con los bajos

niveles de expresion en CMPs de pacientes con DM1. No es sorprendente encontrar que los
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niveles de expresion de miRNAs se vean alterados con nutrientes como la glucosa, ya que se
ha descrito en otros estudios que la hiperglicemia y los cambios de glucosa en sangre
controlan estrechamente la transcripcién del gen de insulina, la estabilidad del mRNA de
insulina, y la secrecion de insulina (110, 111).

miR-150 en nuestro estudio no presenté una mayor expresion y por lo tanto su rol en el
desarrollo y diferenciacién de Linfocitos T y B no pudo ser relacionado. Existe un estudio
realizado in vivo e in vitro, el cual demostr6 que las dosis altas de glucosa causan una
disminucién en la expresion de miR-150 e incrementan la expresion del factor de transcripcion
p300 concomitantemente con la hipertrofia de cardiomiocitos en ratas diabéticas, esto debido a
la activacion de PKCp, (protein kinase C beta 2) (112). Es probable, que este miRNA en
nuestro sistema de CMPs no sea tan sensible a la glucosa como lo observado en la hipertrofia
de cardiomiocitos donde la hiperglicemia es uno de los eventos que estimulan la hipertrofia
celular, sin embargo se abre la posibilidad de que la disminucién en la expresién miR-150 se
vincule con la activacion de vias de sefializacion relacionadas con glucosa.

Se conoce que la activacion de la sefalizacion de PKCP, es una de las principales vias
inducidas por glucosa en complicaciones diabéticas (113, 114). Ademas se ha que demostrado
que varias isoformas de PKC pueden alterar la expresion de miRNAs relacionados con el
sistema inmune y con la regulacion de proliferacion y diferenciacion celular. Por ejemplo un
estudio mostré que la PKCO puede regular negativamente la expresion de miRNAs en LT
humanos (115-117).

Es por esto que se podria especular que la disminucion de miR-150 activando la via de
sefializacion de PKCO podria relacionarse con el proceso autoinmune en DM1, ya que se
conoce que la hiperglicemia y consecuente incremento en los niveles de estrés oxidativo

pueden activar varias vias de sefializacion como PKC y MAP quinasas (MAPKS) que
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conducen al incremento de activacion de factores de transcripcion como NF-KB (factor
nuclear kapa beta), el cual promueve la expresion de un grupo importante de genes

inflamatorios los cuales promueven la activacion y proliferacion de células T (118, 119).

6.4. Determinacion de Autoanticuerpos en DM1 en pacientes chilenos

Con respecto a la determinacion de autoanticuerpos en los pacientes con DM1 se realizé un
analisis seroldégico para los autoanticuerpos GAD-65 (descarboxilasa del acido glutamico) e
IA-2 (tirosina fosfatasa pancredtica). Se observo una alta frecuencia (70%) de los pacientes
que fueron positivos para ambos autoanticuerpos, resultado que es esperable de acuerdo a lo
registrado en la literatura (19) donde la presencia de los autoanticuerpos GAD-65 e 1A-2
representa un riesgo alto de asociacion a DML1.

Cabe mencionar que las altas frecuencias solo se presentan en muestras de pacientes con
DML1. Si bien es reconocido que los autoanticuerpos GADG5 e A2 son propios de DM1, la
determinacion de ZnT8 presento una frecuencia de 55% de casos positivos. Su importancia
radica en que, a diferencia de los otros autoanticuerpos mencionados, el anti-ZnT8
aparentemente no estaria asociado con el antigeno leucocitario humano (HLA) de clase 1l y
por lo tanto podria ser muy util en la deteccién de personas con bajo riesgo genético de
desarrollar la enfermedad (22). Por esto es importante mencionar que la determinacion de este
autoanticuerpo podria ser de gran utilidad en la busqueda de nuevos casos de DM1, asi como

en el analisis de progresion y desarrollo de DML1.
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6.5. Relacion entre perfil de auto-anticuerpos y perfil de expresion de miRNAs.

Los antigenos 1A-2 1A-2B y el GAD-65 son los principales autoantigenos en DM1. Como
hemos mencionado, los autoanticuerpos de estos autoantigenos aparecen afios antes de la
aparicion clinica de la enfermedad y son usados como marcadores predictivos (120). Poco se
conoce acerca de cémo ocurre la regulacién de la expresion de los autoantigenos en DML1.
Estudios recientes demuestran que los miRNAs estan relacionados en la regulaciéon de la
expresion de los principales autoantigenos en DM1. Estos estudios encontraron que 32
miRNAs estan localizados en la misma regidén gendmica localizada en el cromosoma 14q32 y
podrian actuar sobre el mRNA de los autoantigenos en DM1 y que 12 de estos miRNAS son
sensibles a cambios de glucosa (85, 121).

Al analizar el perfil de autoanticuerpos (GADG65; 1A-2 y ZnT8) y compararlos con la
expresion de miRNAs (miR-22 y miR-150) no se encontraron diferencias significativas entre
estas variables, por lo que se podria decir que los valores de la expresion de miRNAs son
independientes del perfil de auto-anticuerpos para DM1. Sin embargo, se observé cierta
tendencia en la expresion de miR-22 al analizar el anticuerpo ZnT8 en el grupo de pacientes
positivos para este autoanticuerpo, lo que podria indicar que este autoanticuerpo
frecuentemente asociado al grupo de pacientes con bajo riesgo de desarrollar la enfermedad
mantiene cierta relacion con la expresion de mir-22. Esta observacion se hizo mas evidente al
incorporar al grupo de sujetos controles que por definicion fueron negativos para ZnT8 y que
muestran un comportamiento similar al de los pacientes DM1 negativos. Hasta el momento
existen pocos estudios que han relacionado perfil de autoinmunidad y el perfil de expresion de
miRNAs. Uno de ellos encontré que miR-326 estaba incrementado en linfocitos de sangre

periférica de pacientes con DM1 (87).
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6.6. Relacion entre el perfil de expresion de miRNAs y caracteristicas clinicas de

la enfermedad.

Respecto de la comparacion del perfil de expresion de miRNAs y caracteristicas clinicas, el
grupo de pacientes sin CDA mostrd un aumento en la expresion de miR-22 y miR-150, siendo
observado este efecto con mayor impacto en la condicion basal para miR-22 y en la condicion
de 11mM de glucosa para miR-150.

Este es el primer estudio que busca encontrar una relacion entre la expresion de miRNAs y el
componente de CDA, ya que la mayoria de estudios se encuentran enfocados en el abordaje
clinico y terapéutico de esta complicacion en DM1 (32, 33). Un estudio reciente identificd un
aumento de dos citoquinas pro-inflamatorias (IL-6 y TNF-a) en el plasma de pacientes con
CDA indicando la importancia de seguir realizando estudios que ayuden a revelar su funcion y
su potencial como posibles biomarcadores (122).

Es posible que esto se deba a la dificultad que representa acceder a una muestra en el debut de
estos pacientes. Sin embargo, este aumento de expresion de miR-22 y miR-150 en pacientes
sin CDA nos demuestra la importancia de explorar nuevos biomarcadores bioquimicos o
genéticos que puedan ayudarnos a entender el cuadro de CDA.

Respecto de la comparacion del perfil de expresion de miRNAs y la glicemia al momento del
debut (categorizados como glicemia alta o glicemia baja) no se encontrd significancia
estadistica para ninguno de los miRNAs analizados. Es probable que la expresion de estos
miRNAs no se relacione con la glicemia al momento del debut ya que todos eran valores de
glicemia eran elevados (entre 300 y 1054 mg/dl) y esto pudo haber influido en que no se

encontraran diferencias significativas.

41



Dichos resultados contrastan con la hip6tesis planteada en la que esperabamos encontrar una
relacion de mayor expresion de ambos miRNAs en el grupo de pacientes DM1 que presentan

caracteristicas clinicas agresivas.

7. CONCLUSIONES

Las CMPs de pacientes con DM1 presentan una mayor expresion de miR-22 en comparacion a
sujetos controles. Esta mayor expresion se observo con mas claridad en la condicién basal sin
estimulo de glucosa, ademas esta mayor expresion también se observé en el grupo de
pacientes sin CDA y disminuy0 en condiciones 11 y 25 mM de glucosa lo que indica que este
mMiRNA es sensible a cambios de glucosa los cuales han sido relacionados frecuentemente a
complicaciones diabéticas.

En el caso de miR-150 se observo una menor expresion que es dependiente del estimulo de
glucosa ya que se conoce que la hiperglicemia puede activar varias vias de sefializacién como
de PKC que promueven la activacion y proliferacion de células T.

Si bien no se encontrd relacion entre la expresion de miRNAs vy el perfil de autoinmunidad,
este trabajo abre un campo importante respecto de regulacion génica que subyace en las CMPs
de pacientes con DML1 vy la posibilidad de que diversos miRNAs regulen la expresion de los
principales autoantigenos en DM1. A raiz de estas diferencias encontradas, se podria proponer
el estudio de diversos genes que son regulados por estos pequefios RNAs no codificantes,
entre ellos, los genes SIRT-1, Myb, ERa, FoxP3, blancos predichos bioinformaticamente y
validados en otros tipos celulares y en modelos de otras patologias como cancer, enfermedades
autoinmunes, DM2 o asociados a complicaciones diabéticas en varios estudios. El estudio en

detalle de estas posibles interacciones permitiria comprender mejor este eje de regulacion que
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se observa en las CMPs y que podrian tener relevancia en los procesos de regulacion
autoinmune que se han observado en linfocitos T de pacientes con DM1 y en el desarrollo de
la enfermedad.

Este estudio demostrd que estos miRNAs tienen un perfil de expresion diferencial en CMPs de
pacientes con DM1 comparados con los controles sugiriendo que estos miRNAs estarian

involucrados en la regulacién de Linfocitos T.
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