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IL. RESUMEN

La diabetes mellitus tipp 1 (DM!) es una enfermedad autoinmune que afecta
principalmente a nifios. Se caracteriza por una destruccion progresiva de las células B
pancredticas debido a Ia infiltracion en el tejido pancredtico de células mononucleares
periféricas, que ocasionan una disminucién paulatina de la produccién de insulina,
llegando a un punto en el que la masa de células B se hace critica y el paciente es
diagnosticado con la enfermedad. La etiologia de la DMI es compleja e incluye factores
genéticos y ambientales que no estan del todo claros. Recientemente, se han publicado
articulos donde se muestra que pacientes con enfermedades autoinmunes, entre ellas
DM, presentan una expresion alterada de algunos genes relacionados con apoptosis,
como aumento en la expresién de inhibidores tales como xiap y flip o disminucion en la
expresién de ejecutores de apoptosis, como caspasa 3, en un modelo de células
mononucleares periféricas. Esta situacién estaria dando cuenta de una disminucién en
los procesos apoptoticos en éstas célula. De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue medir la expresidn de seis marcadores de apoptosis, tres pro apoptéticos y
tres anti apoptdticos, en células mononucleares periféricas de pacientes con DML y
comparar estos patrones de expresion con los presentados en sujetos sin la enfermedad.
Por otro lado, se estudié la relacion entre la expresién de los marcadores de apoptosis y
los antecedentes clinicos de los pacientes, tales como su edad de debut, afios de
enfermedad, presencia o ausencia de auto-anticuerpos y presencia o ausencia de

cetoacidosis en el debut.




Los resultados muestran que de los seis genes analizados, fas, bax (pro apoptéticos) y
bel-2 y bel-xL (anti apoptéticos), muestran una disminucion de la expresion en los
pacientes con DM en relacion a los controles. Por otro lado, cas3 (pro apoptético) no
muestra cambios significativos en la expresion y sélo xiap (anti apoptdtico) mostré un
aumento en la expresion de los pacientes en relacion a los controles. De lo anterior se
puede concluir, que los mecanismos apoptoticos en las células mononucleares
periféricas de paciente con DMI efectivamente estin alterados, lo que estd siendo
principalmente indicado por la expresién disminuida del gen pro apoptéticos fas y por

el aumento en la expresion del gen anti apoptético xiap.




1II. ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is an autoimmune disease that affects mainly children
between the age of one and eighteen years old. It is characterized by a progressive
destruction of pancreatic B cells due to an infiltration of peripheral mononuclear cells
into pancreatic tissues, causing a gradual decrease in insulin production. When the mass
of B cells reaches a critical level, clinical symptoms appear, leading to the diagnosis of
the disease. The etiology of this disease is complex, including genetic and environmental
factors which are not completely clear. Recently, it has been reported in several articles
that patients with autoimmune diseases (including T1D) exhibit impaired expression of
apoptotic genes, for example increased expression of inhibitory genes like xiap and flip
or decreased expression of pro apoptotic gene caspase 3, in a model of peripheral
mononuclear cells. This situation implies a diminution in the apoptotic processes in
those cells. The objective of this investigation was to measure the expression of six
apoptosis markers; three of them pro-apoptotic and three anti-apoptotic, in peripheral
mononuclear cells of TID patients. This expression was compared with patterns
obtained from controls subjects. On the other hand, the relation between the apoptotic
markers and the clinical history of patients; items such as: age of onset, years of disease,
presence or absence of ketoacidosis at disease onset and presence or absence

autoantibodies was further analyzed.




The results revealed that DMI1 patients have a decreased expression of pro-apoptotic
genes fas and bax and anti-apoptotic gene bel-2 when compared with control subjects.
On the other hand, only anti-apoptotic gene xigp showed an increased expression.
Meanwhile, cas3 and bel-xL did not reveal any significant difference in expression
between patients and controls. We can conclude that apoptotic mechanisms in peripheral
mononuclear cells of TID patients are altered mainly evidenced by the decreased
expression of pro-apoptotic gene fas and by the increased expression of anti-apoptotic

gene xiap.




IV. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad de alta incidencia a nivel mundial donde cada
afio el nimero de personas que la padecen aumenta significativamente (Vehik y
Dabelea, 2011). Se estima que en el mundo 23,6 millones de personas, que corresponde
al 7,8% de la poblacién, posee alguno de los dos tipos de diabetes, siendo la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) de mayor prevalencia frente a la diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
(Van Belle y col, 2011). Tan sélo en Chile el nfimero de personas con diabetes ha
mostrado un aumento impactante en los ultimos afios, llegando a censarse en el afio 2010
que el 9,4% del total de chilenos y chilenas padece la enfermedad (Encuesta Nacional de
Salud Chile, 2009-2010). Ambos tipos de diabetes se caracterizan porque el paciente
muestra niveles altos de glucosa en la sangre (hiperglicemia), que de no ser tratada
correctamente puede generar una serie de problemas en el organismo que van desde
cetoacidosis, fallas renales, enfermedades cardiacas, ceguera Yy accidentes
cerebrovasculares (Van Belle y col, 2011).

La DMI, también llamada diabetes juvenil o insulinodependiente, ¢s una enfermedad
que se origina producto del proceso autoinmune mediado por células T que genera la
destruccién paulatina de las células B pancredtica, secretoras de insulina. Es una de las
enfermedades pedidtricas crénicas mds comunes y se caracteriza por poseer una
patogénesis y perfil clinico que varia notablemente entre pacientes (Mayer-Davis y col,

2009).




IV.1. La genética de la DM1

L.a DMI es una enfermedad de predisposicion hereditaria cuyos rasgos comunes son
multigenicidad, heterogeneidad y tendencia a baja penetrancia y transmision (Pugliese,
2004). Desde hace décadas se ha descrito que ia regién HLA ubicada en el cromosoma
6p2] es un locus de susceptibilidad critico para muchas enfermedades autoinmunes
humanas, incluida la DM1 (Singal & Blajchman, 1973; Nerup y col, 1974). Desde
entonces, se han descubierto muchos loci de susceptibilidad, pero ninguno con una
asociacion tan fuerte como la regién HLA (Concannon y col, 2009). En este contexto,
los genes HLA de clase II son los que estdn mas relacionados con DM1 (Farid y col,
1979; Owerbach y col, 1983; Thorsby & Ronningen, 1993; Todd y col, 1987; Undlieny
col, 1997), existiendo tanto haplotipos que confieren proteccion frente a la enfermedad
(DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0302) como haplotipos que confieren susceptibilidad
(DR3/4-DQ8) (Erlich y col, 1993; Erlich y col, 2008). Sin embargo, sélo entre el 30y
50% de los pacientes con DMI tienen el haplotipo DR3/4-DQ8 y su presencia representa
un 55% de riesgo para desarrollar la enfermedad antes de los 12 afios. Por su parte, la
presencia de genes HLA de clasc I tambicén se encuentra relacionada con la
susceptibilidad a desarrollar DM1 (Fennessy y col, 1994; Lie v col, 1999; Nejentsev y
col, 2007; Noble y col, 2002). Por ejemplo, la presencia del alelo HLA-B*39 esta
relacionada con un diagnéstico mas temprano de la enfermedad (Honeyman y col,
1995). Por otro lado, el locus IDDM2 que se encuentra en el cromosoma 11y en el cual
se alberga el gen de la insulina, también confiere susceptibilidad a la DM1 (Julier y col,
1991; Kennedy y col, 1995). Se ha descrito que existen polimorfismos repetidos en

tandem en ntimero variable en el promotor del gen de la insulina y que 1a susceptibilidad




a la enfermedad estaria relacionada directamente al mayor mimero de repeticiones de
estos polimorfismos (Bennett y col, 1995; Lucassen y col, 1993). Finalmente, los genes
ctla-4, il2ra y ptpn22 también estdn asociados al riesgo de DM1, donde variaciones
alélicas y polimorfismos afectan el normal funcionamiento de las proteinas que
codifican estos genes, lo que finalmente se traduce en mecanismos alterados en los
Linfocitos T, ya sea T reguladores, en el caso del gen il2ra o T efectores, en el caso de
ctla-4 y ptpn22. Esta alteracion estarfa favoreciendo el desarrollo del proceso de
autoinmunidad que termina destruyendo la célula B pancredtica (Bottini y col, 2006;
Lowe v col, 2007; Nistico y col, 1996 ; Smyth y col, 2004; Ueda y col,' 2003; Vellay

col, 2005).

1V.2. Factores ambientales

Los factores genéticos mencionados, sin embargo, no son suficientes para gatillar el
inicio de la enfermedad. Mas atin, ¢l aumento en la incidencia de DM1 observado en fos
filtimos afios se considera demasiado répido como para poder atribuirlo completamente a
la susceptibilidad genética (Pitkaniemi et al, 2004). En este ambito, se han desarroliado
diversos estudios en Australia, Europa y Estados Unidos donde se ha mostrado que la
proporcién de jévenes con DMI que portan ¢l alelo de riesgo DR3/4 no ha cambiado en
el tiempo, mientras que si ha habido un gran cambio en el estilo de vida y factores
ambientales que estdn posiblemente asociados con el riesgo de DMI, como la dieta,
infecciones con patégenos a temprana edad, cambio climético, tasas de vacunacion, etc,
lo que daria cuenta de la importancia de los factores ambientales en el inicio y desarrollo

de la enfermedad (Fourlanos y col, 2008; Gillespie y col, 2004; Vehik y col, 2008).




IV.3. Autoinmunidad y DM1

Se han propuesto muchos mecanismos para explicar el progreso de la DMI. Sin
embargo el modelo de “disminucién de la masa de las células B”, propuesto por
Eisenbarth en 1986, permanece como modelo de referencia para describir la enfermedad
(Eisenbarth, 1986). De acuerdo a este modelo, los individuos genéticamente susceptibles
en algin punto se encuentran con factores ambientales que gatillan la autoinmunidad
sobre los islotes, generando un descenso lineal en la masa de células P, desarrollo de
auto-anticuerpos, hiperglicemia y eventualmente una pérdida completa del péptido C.
Muchos autores, sin embargo, sostienen que el progteso de la enfermedad no es un
proceso lineal, si no que procede a ritmos variables, dependiendo del paciente
(Chatenoud y Bluestone, 2007). De esta manera, como muestra la Figura 1, la
concurrencia de susceptibilidad genética y uno o mas factores ambientales, determinan
que el individuo desarrolle diabetes. En el péncreas, las células p comienzan a producir
interferén a (INF- o) y subsecuentemente moléculas MHC de Clase I, que las deja
expuestas al ataque de linfocitos T (LT) CD3 auto-reactivos. Posteriormente los
antigenos de las células B liberados por la destruccién autoinmune son recogidos y
transportados por células presentadoras de antigeno (CPA) hacia el linfonodo
pancredtico. Mientras tanto, en la periferia el factor ambiental gatillante ha generado un
cambio metabolémico que favorece un ambiente pro inflamatorio, donde la acci6n de
los LT CD8 efectores se desatrolia por sobre la de los LT reguladores. Los antigenos de
las células B, presentados en este contexto pro inflamatorio, en conjunto con los LT CD4
de ayuda favorecen la conversién de los Linfocitos B (LB) en células plasmdticas y por

ende aparecen los primeros auto-anticuerpos, por ejemplo anticuerpos anti insulina. Por




su parte, los LT CD8 auto-reactivos son estimulados proliferando y migrando al
pancreas, donde el estrés inducido por esta segunda ola de destruccion de células B (que
incluye perforina, INF-y y TNF-0) provoca que algunas células B detengan la
produccién de insulina (proceso conocido como pseudoatrofia). La destruccién también
provoca la liberacién de nl;cvos antigenos de las células B, que son nuevamente
capturados por CPA, incluyendo LB, y transportados nuevamente al linfonodo
pancredtico. Esto involucra nuevamente a los LT CD4 yCD8 yalos LB que generan un
proceso denominado “difusién de epitopos”, observandose en este punto los auto
anticuerpos caracteristicos de la fase pre clinica de la enfermedad. Una nueva ola de
destruccion de células P es por ello méds severa y gencralmente resulta en una notoria
reduccion de funcién y masa de las células B pancredticas, momento en el cual es
diagnosticada clinicamente la enfermedad. Sorprendentemente, la inflamacion
autoinmune puede también estimular algunas células B a proliferar, por lo que la masa
celular puede restablecerse temporalmente y nuevamente producir insulina (fase
conocida como “luna de miel”). También, los LT reguladores pueden a veces ser
capaces de amortiguar la respuesta efectora, por lo que la fluctuacion entre la respuesta
auto-reactiva destructiva y la mitigacion del dafio por la respuesta inmune y la
proliferacién de las células B posiblemente genera un perfil constante de “recaida y

remision” de la masa de células B (Van Belle y col, 2011).
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Figura 1. Linea de tiempo del proceso autoinmune que se desarrolla en la DM1
(Van Belle y col, 2011). Proceso autoinmune llevado a cabo durante la DM1, modelo
propuesto por Van Belle y colaboradores. Se describen los principales linajes celulares
involucrados, que incluye LT CD4+ y LT CD8+. también LT reguladores, LB y células
presentadoras de antigenos. 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
como puede observarse pareciera haber una recuperacién de la masa celular cada ciertos
lapsos de tiempo, volviendo posteriormente a disminuir. La ultima fase de remision. que
ocurre después del diagnéstico clinico de la enfermedad. se conoce como “luna de miel”
(honeymoon) y ha sido ampliamente estudiada como blanco terapeutico de la
enfermedad. (Extraido de Van Belle y col, 2011).
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1V.4. Diabetes y apoptosis

Los fenémenos de apoptosis estdn muy relacionados con la diabetes, partiendo por los
mecanismos por los cuales ocurre la destruccion de la célula B. La destruccion
apoptética de las células [ pancreaticas estd involucrada tanto en la etiologia de la DM1
como de la DM2. Las sefiales que desencadenan Ia apoptosis pueden provenir ya sea de
altas concentraciones de citoquinas inflamatorias, como TNF-q, IL-1 B e IL-6; o de la
presencia y accién de LT en el microambiente de los islotes (Riboulet-Chavey y col,
2008). Por otro lado, se ha descrito que la glucosa es capaz de inducir la apoptosis de
las células B mediante la estimulacién que ejerce sobre éstas mismas para que produzcan
autocrinamente IL-1 P, lo que lleva a que aumente la expresién de Fas en la superficie y
por lo tanto ocurra apoptosis (Maedler y col, 2002).

Ia muerte celular es un proceso fisiolégico necesario tanto para el desarrollo normal, asi
como para la existencia de los organismos multicelulares. Se caracteriza por un cambio
morfolégico de la célula, condensacion de la cromatina, fraccionamiento del ADN y una
posterior fragmentacion celular, en los llamados cuerpos apoptéticos (Korsmeyer y col,
1995). Los cuerpos apoptdticos son capturados por fagocitos, como por ejemplo las
células epiteliales adyacentes, y debido a que conservan su contenido hasta que ocurre la
fagocitosis no provocan una respuesta inflamatoria (Savill y col 1989; Arends y Wyllie,
1991). La apoptosis ocurre en todos los tejidos donde existe proliferacion y es un
proceso controlado, en parte, por genes que participan en e} ciclo celular. La estrecha
relacién entre el control de la apoptosis y la proliferacion celular significa que una
alteracién en alguno de estos dos mecanismos probablemente da lugar a una

modificacién del nimero de células. De hecho, algunos genes involucrados en la
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induccién de la apoptosis, como p53, se conocen como clisicos genes supresores de
tumores (Clarke y col, 1995), mientras que otros que previenen la apoptosis e
incrementan la proliferacion celular, como bcl2, son oncogenes clasicos (Tsujimoto y
col, 1985). La apoptosis se diferencia de la necrosis en que esta tiltima ocurre de manera
accidental, cuando la célula pierde la capacidad de mantenerse con vida, por tanto el
resto de los procesos vitales se desacoplan de la respiracion, se pierde la energia y
finalmente hay muerte celular de forma incontrolada. Esta destruccién de [a célula
provoca la pérdida del contenido celular interno, entre otras cosas, moléculas reactivas y
enzimas activas; la liberacion de éstas al intersticio representa un potente estimulo para
que ocurra una inflamacién aguda que lleva a un dafio tisular adicional (Golstein y

Kroemer, 2007).

IV.5. Mecanismos de apoptosis

Todas las vias de apoptosis convergen en la activacion de caspasas, las cuales son
proteinas cistein aspartato proteasas que coordinan la destruccion de las células
destinadas a morir. Sin embargo, existen diferentes mecanismos de accién por los cuales
ocurre la muerte celular programada y para distinguirlos se puede hacer uso de dos
criterios que permiten diferenciar las principales vias. El primero, es si se requiere o no
la accién de proteinas de la familia BCL-2 (B-cell lymphoma-2) y el segundo, es
determinar las caspasas cruciales para que el mecanismo se lleve a cabo. De esta manera
podemos distinguir dos vias (Figura 2): la intrinseca, que si requiere a la familia de
proteinas BCL-2 y utiliza a CAS 9 como mediador; y la extrinseca que no requiere a las

proteinas BCL-2 y utiliza a CAS 8 como mediador (Youle y Strasser, 2008).
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s Via infrinseca o mitocondrial

Es activada por gran variedad de sefiales, como infecciones virales, dafio en el ADN,
ausencia de factores de crecimiento, activacién del TCR, estrés del reticulo, hormonas
como glucocorticoides y ausencia de citoquinas. Esta via es estrictamente controlada por
las protefnas de la familia BCL-2 y conduce a la activacién de caspasa 9. Sin embargo,
se ha visto que por lo menos en algunos tipos de células la via intrinseca puede proceder
en ausencia de caspasa 9 o de su activador APAF1 (apoptotic protease-activating factor-
1) (Hakem y col, 1998; Marsden y col, 2002).

Las proteinas de la familia BCL-2 se dividen en tres grupos: i) proteinas que promueven
apoptosis a través de la generacién de poros en la membrana externa mitocondrial,
donde se encuentran las protefnas BAX, BAK y BOK; ii) proteinas que inhiben
apoptosis a través de la inhibicién de las proteinas descritas anteriormente, donde se
encuentran BCL-2 propiamente tal y BCL-XL, entre otras; y iii) un ditimo grupo que se
denominan proteinas sélo BH3, ya que comparten sélo el dominio BH3 de homologia
con el resto de los miembros de la familia. Dentro de las proteinas sélo BH3 se
encuentran BID, BAD y BIK, que se caracterizan por regular a las proteinas anti
apoptéticas de la familia BCL-2 y promover apoptosis (Youle y Strasser, 2008). Cuando
la célula es expuesta a un estimulo como ausencia de factores de crecimiento, estrés,
exposicidn a virus o a luz UV, se activan las protefnas sdlo BH3 que inhiben a las
proteinas anti apoptéticas BCL-2 y BCL-XL, esta inhibicion de los inhibidores genera la
activacién de BAX y BAK. Las proteinas BAX y BAK son capaces de generar poros ¢n

la membrana externa de la mitocondria (Chipuk y col, 2006), proceso conocido como
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“permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial® (MOMP, por sus siglas en
inglés). Esto induce la liberacién hacia el citosol de protefnas que se encuentran en el
espacio entre la membranas interna y externa mitocondrial, como por ejemplo citocromo
¢ y DIABLO (Newmeyer y Ferguson-Miller, 2003). Una vez que éstas proteinas salen
hacia el citosol, BAX y BAK inducen a la mitocondria a fragmentarse en numerosas
unidades mds pequefias (Martinou y Youle, 2006), al tiempo que citocromo c se une a la
proteina APAF! formando un aniilo proteico heptamérico denominado apoptosoma.
Este tltimo, se une a pro-caspasa 9 induciendo su activacién mediante un cambio
conformacional. Una vez que caspasa 9 se activa, es capaz de inducir a las caspasas
efectoras 3,6 y 7 que son las que {inalmente desencadenan la destruccion de la célula por
diversos mecanismos, como por ejemplo directamente clivando una serie de sustratos,
como proteinas del citoesqueleto; o activando las ADNasas que fragmentan el ADN
(Shi, 2006; Wang, 2001). Las células que estin muriendo expresan en su superficie
sefiales de muerte, como fosfatidil serina y diferentes azicares, €stas sefiales son
reconocidas por fagocitos que son los que finalmente remueven las células apoptdticas
(Thornberry y Lazebnik, 1998).

¢ Via independiente de APAF1 y caspasa 9

Ademds de este proceso, es posible que algunas células, como los linfocitos utilicen otro
sistema de activacion de caspasas y muerte celular, independiente de APAF1 y caspasa
9, pero dependiente de las proteinas de la familia BCL-2, ya que sorprendentemente la
activacion de caspasas en los linfocitos puede ser amplificada por APAF1, incluso

cuando esta proteina no ha sido incorporada al apoptosoma (Hao y col, 2005). Una de
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las vias de activacién de caspasas independientes de APAF1 es la que involucra a las
proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs por sus siglas en inglés), como XIAP. Estas
proteinas se unen ¢ inactivan algunas caspasas como caspasa 9,3 y 7, lo que genera una
detencién en el proceso de apoptosis. La inactivacién de las caspasas puede ser
antagonizada por la unién de DIABLO, mencionada anteriormente como una de las
proteinas que se liberan hacia el citosol luego del proceso de MOMP. Si DIABLO se
une a caspasa 9 o 3 genera el efecto contrario a XIAP, es decir, promueve la activacion
directa de estas caspasas (Okada y col, 2002; Harlin y col, 2001).

» Via extrinseca o de receptores de muerte

Esta via se desencadena tras fa unién de un ligando a los [lamados receptores de muerte,
que son aquellos pertenecientes a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral,
como FAS o TNFRI. Estos receptores contienen un dominio intracelular llamado
“dominio de muerte”, el cual puede reclutar y activar a caspasa 8 a través de la proteina
adaptadora FADD. El reclutamiento de caspasa 8 genera la activacién de muchas
caspasas efectoras, tales como caspasa 3, 6 0 7, sin participacién alguna de proteinas de
Ja familia de BCL-2 (Scaffidi y col, 1998). En algunas células, como los hepatocitos, la
via extrinseca puede intersectar la via intrinseca a través de la proteina pro apoptdtica
BID. Esta proteina puede ser clivada por caspasa § generando una proteina trunca
denominada t-BID que es capaz de translocarse hasta la mitocondria y promover la
activacién de caspasas a través de la via intrinseca. En estos casos una disminucién en la
expresién de BID o una sobreexpresion de la proteina anti apoptética BCL-XL inhiben

la muerte celular (Yin y col, 1999; Kaufmann y col, 2007).
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Figura 2. Principales mecanismos de apoptosis. (Youle y Strasser, 2008). Se pueden
distinguir dos vias principales de apoptosis, la intrinseca y la extrinseca. La via
extrinseca mvolucra los denominados receptores de muerte, dentro de los cuales se
encuentra FAS y TNFRI1. Esta via genera la activacion de caspasa 8 y ocurre en
ausencia de proteinas de la familia BCL-2. La via intrinseca, por su parte, se inicia con
una serie de factores ambientales que generan la activacion de proteinas de la familia
BCL-2, las que son capaces de permeabilizar la membrana externa mitocondrial,
generando la salida de diversas proteinas hacia el citosol, que junto a otras proteinas
citosolicas, forman un complejo proteico denominado apoptosoma. Este ultimo, a través
de un cambio conformacional, es capaz de activar a caspasa 9. Finalmente, ambas vias
convergen en la activacion de caspasa 3. 6 y 7 que actian como efectores finales,
clivando una serie de sustratos vitales para la sobrevivencia celular. (Modificado de
Youle y Strasser, 2008).
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1V.6. Apoptosis en células T

En el sistema inmune, tanto la respuesta central como la tolerancia periférica participan
activamente en la regulacion frente a los auto-antigenos (Miller y Flavell, 1994). En el
timo se produce la eliminacién de LT potencialmente auto-reactivos y se ha descrito
que esta eliminacién ocurre por mecanismos de apoptosis (Sprent y Kishimoto, 2002).
Sin embargo, este proceso no es perfecto y algunos LT autorreactivos escapan a la
tolerancia central y deben ser controlados por mecanismos de tolerancia periférica
(Lohmann y col, 1996; Van Noort y col, 1993). En la periferia los LT pueden morir por
apoptosis a través de la via intrinseca o extrinseca, o por mecanismos independientes de
caspasas, como la activacién de catepsinas que se encuentran en el lisosoma (Arnold y
col, 2006; Kroemer y Jaattela; 2005). La muerte celular auténoma ocurre en ausencia de
las sefiales de supervivencia adecuadas y es conocida como muerte por ausencia de
citoquinas o muerte auténoma de células activadas (ACAD, por su nombre en inglés)
(Hildeman y col, 2002). Por otro lado, la reestimulacion del TCR en células que ya se
habian expandido y en ausencia de la apropiada co-estimulacién también puede generar
la induccién de muerte celular, en este caso conocida como muerte celular inducida por
activacion (AICD, por su nombre en inglés) (Krammer, 2000). Cuando los mecanismos
de tolerancia periférica faflan, es cuando se producen la autoinmunidad que puede
desencadenar enfermedades autoinmunes graves como la DMI, esclerosis miiltiple,
lupus, entre otras (Fife y Bluestone, 2008).

Por otra parte, la apoptosis en los LT es un proceso que juega un rol fundamental en la
retraccion de la respuesta inmune, luego de que el sistema inmune ha actuado. Cuando

los LT son estimulados a través del TCR junto con las moléculas y sefiales de co-
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estimulacién adecuadas, las células son inducidas a proliferar y de este modo son
capaces de ejercer su accion efectora, sin embargo, una vez que se ha erradicado el
antigeno invasor, es necesario que los LT no sigan actuando, lo que se logra debido a
que se activan mecanismos apoptdticos, principalmente a través de AICD mediada por
FAS, que inducen la muerte celular controlando de esta forma la poblacién de linfocitos
(Ryan y col, 2008; Ju y col, 1995; Maher y col, 2002). Una vez que las células que
fueron expuestas al antigeno son eliminadas, sélo una pequefia porcién permanece,
convirtiéndose en LT de memoria. Estos linfocitos, son células especializadas que
responderan rdpidamente a futuras exposiciones al mismo antigeno y son resistentes a la
muerte mediante apoptosis (Krueger y col, 2003).

Diferentes estudios han reportado la existencia de alteraciones en la apoptosis de los I.T
periféricos en sujetos que poseen alguna enfermedad autoinmune (Lorenz y col, 2000,
Ravirajan y col, 1999). Mutaciones en el gen fas generan una modificacién en la
apoptosis mediada por FAS, proliferacién linfitica y desarrollo de enfermedades
autoinmunes como anemia hemolitica y trombocitopenia (Holzelova y col, 2004). Se ha
observado que en individuos con esclerosis miltiple existe resistencia a AICD en losLT
periféricos y que ésta resistencia estaria asociada con una sobreexpresi6n de la proteina
inhibitoria de apoptosis FLIP (Semra y col, 2001), como también con un aumento de la
expresion de las IAPs (Semra y col, 2002). También, en personas afectadas con tiroiditis
de Hashimoto, puede ocurrir resistencia a apoptosis mediada por Fas en los linfocitos T
periféricos, en parte como consecuencia de una actividad defectuosa de caspasa 8 y/o 9

(Bona y col, 2003). Finalmente, también en DMI se ha descrito que los LT de sangre
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periférica presentan una expresién reducida de caspasa 3 y que esto contribuye al

desarrollo de resistencia a AICD en estas células (Vendrame y col, 2005).

De acuerdo a lo anterior surge la interrogante acerca de si los mecanismos descritos
estan ocurriendo de igual modo en pacientes chilenos con DML. El propésito de este
estudio fue, por lo tanto, realizar un perfil de expresion génica de proteinas relacionadas
con apoptosis, en un modelo de células mononucleares periféricas de pacientes con DMI
de la region metropolitana de Santiago. Se midi6 expresion tanto de caspasa 3, como de
otros genes que codifican proteinas apoptéticas que hasta el momento no han sido
descritas en DML, tales como XIAP, BCL-2, BCL-XL, FAS Y BAX. Con ¢l objetivo de
simular el estado de hiperglicemia presente durante el debut de la enfermedad, el modelo
de células mononucleares fue sometido a estimulos crecientes de glucosa y se evalud su

efecto en la expresion de los genes mencionados.
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V. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Las células mononucleares periféricas de los pacientes con DM poseen sus mecanismos
apoptéticos alterados, existiendo un desbalance a nivel de expresion génica que se

traduce en una resistencia a la muerte celular programada a nivel periférico.

V.1. OBJETIVOS GENERALES

1. Cuantificar y analizar la expresién de marcadores de apoptosis en células
mononucleares periféricas de pacientes con DM1 y en sujetos controles y evaluar
su posible asociacion con su patrén de inmunidad y la severidad clinica de la

enfermedad.

V.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la expresién de tres genes pro- apoptdticos: cas3, fas, bax'y de tres
genes anti- apoptéticos: bel-xL, bel2 y xiap en sujetos controles y pacientes con
DMI.

2. Analizar el efecto de glucosa en la expresion de los genes de interés.

3. Determinar el perfil de anticuerpos de los pacientes y controles.

4. Correlacionar los perfiles de expresién con las caracteristicas autoinmunes y el

historiai clinico de la enfermedad en cada paciente con DMI.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Participantes del estudio

En este estudio participaron 30 nifios con DM1 de Ia Region Metropolitana en un rango
de edad de 4 - 19 afios provenientes del Instituto de investigaciones materno infantil
(Idimi) de! Hospital San Botja Arriarén. El diagnostico de DMI fue realizado en base al
criterio utilizado por la Asociacién Americana de Diabetes (ADA). En todos los casos se
aplicé una encuesta que recopilé los antecedentes médicos familiares y clinicos del
paciente. Ademés se utilizaron 32 muestras de personas sanas (grupo control) cuyo

rango de edad fue 20-45 afios.

VI.2. Toma de muestras

Las muestras de sangre de los nifios con DMI fueron colectadas en el centro
hospitalario, previa firma de consentimiento informado por los padres de los nifios
menores de 10 afios y/o firma de consentimiento informado por parte de los nifios
mayores de 10 afios. Las muestras de sangre del grupo control fueron colectadas tanto en
el Departamento de Nutricién en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
como en el Laboratorio de Microminerales del Instituto de Nutricién y Tecnologia de los
alimentos (INTA), de igual modo previa firma de consentimiento informado. En todos
los casos se colecté una muestra de 10mL de sangre mediante puncion venosa con

jeringa heparinizada,
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VL.3. Extraccion de células mononucleares

Los 10mL de sangre extraida se diluyeron con Buffer fosfato salino (PBS) en una
proporcién de 1:1 para facilitar el manejo de la muestra. Posteriormente, se obtuvieron
las células mononucleares periféricas por sedimentacion en gradiente de Ficoll
(Lymphocyte Separation Medium, densidad 1,077 g/mL, Cellgro)  mediante
centrifugacién durante 30 minutos a 1840 rpm y 4°C. La fraccion de mononucleares se
lavé dos veces con PBS, centrifugando 10 minutos a 2400 rpm cada vez. Finalmente las
células rescatadas fueron resuspendidas en medio RPMI-1640 y contadas utilizando azul

tripdn en una cimara de Neubauer.

VI.4. Cultivo de mononucleares

Las células mononucleares periféricas fueron incubadas a 37°C en una atmosfera con 5%
CO,, en placas Petri de 6 pocillos con medio de cultivo RPMI-1640 sin glucosa, 5% de
suero fetal bovino al 5% inactivado y antibiéticos. Las células provenientes de cada
paciente o control fueron expuestas en duplicado a 198, 792 y 1566 mg/dL de glucosa
por 20 horas. La recuperacion de las células se realiz6 mediante la recoleccion y
centrifugacién del medio de cuitivo a 3000 rpm por 5 min y un tratamiento suave con
tripsina-EDTA a 37°C por 5 minutos para las células adheridas. Finalmente la poblacion
de células fue lavada exhaustivamente en PBS y preservada a -80°C en TRIZOL
(Invitrogen) para su posterior extraccion de ARN (Ver Figura 3 con esquema del disefio

experimental).
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Figura 3. Modelo experimental usado en el estudio. Se colectan 10mL de sangre
periférica de pacientes con DM1 y controles y se extraen las células mononucleares
periféricas. Las células son cultivadas por 20 horas a diferentes concentraciones de
glucosa. Posteriormente se extrae el ARN mensajero y se sintetiza ADNc que se utiliza

para las reacciones de PCR.

VL5. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

La extraccion de ARN total se realizé con el método de TRIZOL® (Invitrogen), seguin
las indicaciones del fabricante. Se verificé su integridad en un gel de agarosa al 1.5% en
presencia de bromuro de etidio y ademas se midi6 la razon entre la densidad optica (DO)
a 260 nm y 280 nm, obteniéndose un promedio de DO 2401250 de 1.8 para los pacientes y
de 1.9 para los controles. Se cuantificé el ARN haciendo uso de un Nanodrop ND-1000

Spectrophotometer (Thermo Scientific) y se sintetizo ADNc de hebra simple a partir de

23




300ng de ARN en cada muestra, utilizando el Kit Promega (ImProm-IITM Reverse
Transcriptase, Promega corporation, Madison, USA) con 1 pL de oligo-dT como
partidor y magnesio a una concentracién final de 3 mM en 20 pL de reaccion total.
Como control de integridad de las muestras de ADNc, fue amplificada B-actina con los
partidores Fw 5’ ATTGCCGACAGGATGCAGAAY’ y Rv

5’ AAGCATTTGCGGAGGACGAT 3°.

VL6. Diseilo, seleccién y prueba de partidores

La cuantificacion de la expresién de los genes anti apoptdticos bcl-2, bel-xL, xiap y pro
apoptéticos fas, cas3 y bax, se realizé mediante gPCR en un equipo Agilent Mx3005P
(Agilent Technologies). La modalidad utilizada fue cuantificacion relativa, para lo cual
se comparé la expresion de los genes en cada paciente con la expresion de los genes en
el grupo control. También fue necesario utilizar tres genes como control endégeno de
expresion; los seleccionados fueron § act, b2m y hprtl. Los partidores para cada gen
fueron disefiados con el programa AmplifX.1.54 y se detallan en la Tabla 1, a

continuacion.
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Tabla 1. Secuencias de partidores utilizados en el estudio.

dea

5’ attgcegacaggatgeagaa 3° 5 aégcatttgcggaggac t 3’

B act

b2m 5° gatgecgeatttggattgga 3° 5’ tggagcaacctgetcagata 3°
hprt! 5’ tetgtggecatetgettagt 3° 5’ aacaatccgeccaaagggaa 3’
bcl-2 5’ tttgagttcggtggggteat 3° 5° cgtacagitccacaaaggea 3’
bel-xi 5 ttcagtgacctgacatceea 3° 5’ tgegatcegactcaccaata 37
xiap 5’ ttgagaactgpgcaggttgt 3° 57 cactgeacttggteaccaat 3°
fas 5’ gcecaagtgactgacatcaa 3 5’ actgtgeagtccctagettt 3°
cas3 5’ atactccacagceacctggtt 3° 5’ tetgttgecaccttteggtt 3°
bax 5’ tgcttcagggtticatccag 3° 5’ tgeagetecatgttactgte 3°

Todos los partidores fueron disefiados haciendo uso del programa AmplifX.1.5.4.

Para realizar cuantificacion relativa con el método seleccionado es necesario corroborar

la eficiencia de amplificacién de cada par de partidores, para lo cual se hicieron siete

diluciones seriadas de un pool de ADNc de pacientes y controles. Este pool de ADNc y

sus respectivas diluciones se utilizé como templado para las reacciones de qPCR. El

equipo posteriormente es capaz de calcular la eficiencia (E) de amplificacién de los

partidores a partir de Ia curva generada con los valores de expresion de cada dilucidn de

acuerdo a la ecuacion E = 10 CVpendiente) (Bionrg 4),
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Figura 4. Cilculo de la eficiencia de reaccion de cada par de partidores utilizado. A
partir de un pool de ADNc (1) se realizan diluciones seriadas (2-7) con cada una de las
cuales se hace una reaccion de PCR distinta, obteniendo un conjunto de curvas cada una
con un Ct distinto. El Ct es el punto, medido en niimero de ciclos de la reaccién de PCR,
en el cual la fluorescencia de la muestra se hace significativa frente al ruido de fondo y
cruza una linea denomina umbral. La palabra Ct viene del inglés cycle threshold. es
decir el ciclo en el cual se cruza el umbral. Los valores de Ct son inversamente
proporcionales a la cantidad de ADN en la muestra. Posteriormente, se calcula la

eficiencia (E) de la reaccion a partir de la pendiente (a) de la curva generada con los

valores de Ct (B) y la ecuacion E = 10 CV/pendien®)

V1.7. Cuantificacion de la expresion génica

Se midid la expresion de los genes de interés en cada paciente, al igual que en el grupo
control. Los valores de expresion génica se expresan en Ct, siendo el Ct el punto en el
que la fluorescencia se eleva significativamente sobre la fluorescencia basal,
posteriormente se compararon los Ct de los genes en los pacientes con los Ct de los
genes en los controles. La reaccion de qPCR fue llevada a cabo en un volumen total de
20uL de los cuales 2uL corresponden a ADNe sintetizado a partir de 300 ng de ARN,
10uL al master mix que contiene Sybr Green II (Stratagene), MgCl,, dNTPs, la enzima

polimerasa y sus cofactores: 1uL del stock de partidores SuM (250 nM) y 7uL de agua
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libre de nucleasas. En todos los casos el equipo fue programado de la siguiente manera:
10 minutos de denaturacién inicial y activacion de la enzima a 95°C, seguido de 40
ciclos compuestos de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a 60°C para el “annealing” y 15
segundos a 72°C para la elongacién. Posteriormente para la curva de “melting” se utilizé
5 segundos a 95°C, 1 segundo a 25°C, 15 segundos a 70°C y un segundo a 95°C. Se
fijaron dos puntos de medicién de la fluorescencia: en la etapa de elongacion de cada

ciclo y en la fase final de Ja curva de “melting”.

VL.8. Analisis de los resultados de gPCR

Se utilizé la Ecuacién de Pfaffl (Ecuacién 1) para obtener las razones de amplificacién
de cada gen. Esta ecuacién compara los Ct de cada paciente con los Ct del grupo control
y lo normaliza con los valores de expresion de los genes de referencia, usados como
control endégeno. Esta ecuacién, a diferencia de la ecuacion del AACt, que es la mas
usada en los andlisis de qPCR, toma en cuenta el porcentaje de eficiencia de la reaccion
de PCR lo que aumenta la exactitud de los resultados (Pfaffl, 2001). Se obtiene un valor
denominado Razén de expresion, el cual si es mayor que 1 indica que hay un aumento
en la expresion del gen en estudio con respecto al grupo control, mientras que si es
menor que | indica que hay una disminucién en la expresion del gen en estudio con
respecto al grupo control, un andlisis estadistico posterior indicard si el cambio es
significativo o no. Cabe mencionar que tras la utilizacién de esta ecuacién para el
analisis de los datos se obtiene un valor tinico (Razén de expresion). Este indicador

incluye los Ct tanto de pacientes como controles, como se puede ver en la Ecuacion I,
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por lo tanto ya no se tendrén datos tnicos de pacientes o datos tinicos de controles, sino
un solo valor que relaciona a ambos.

Ecuacion 1. Ecuaciéon de Pfaffl.
—'wmpk}

{Eiargﬂ )Amimgm(gcnhal
£ = (zEr )Atsimf{rm“ IZsimple)y

Esta ecuacién fue utilizada para calcular las razones de amplificacién de cada gen a
través del programa REST ©. E indica eficiencia de los partidores, “target” es el gen en
estudio, “ref” es el gen de referencia o contro] enddgeno; “sample” en este caso son los

Ct de los pacientes con DM1 y “control” los de los controles sanos.

VL9. Analisis serologico

Se midieron los anticuerpos anti-GADG5 y anti-IA2 (caracterfsticos de DM1) y también el
anticuerpo anti transglutaminasa, caracteristico de celiacos, mediante inmunoensayo
enzimatico (ELISA) con el uso de kits comerciales de la marca MedizymR (Berlin,
Alemania). Los inmunoensayos, estan basados en la habilidad de los anticuerpos de formar
un puente entre el antigeno respectivo unido a la placa de ELISA (GAD65,IA2 y TTG) 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 adicién de streptavidina-peroxidasa méas un sustrato (3,3%,5,5°-
tetrametilbencidina; TMB utilizado como croméforo). Una vez incubada, durante los 120
minutos indicados por el fabricante, la placa fue leida en un lector dptico ASYS Hitech
GmbHR (Austria) a 450 nm y a 620 nm a modo de control. La deteccién de anticuerpos se

llevé a cabo de manera semi-cuantitativa tomando como referencia el valor de 5 Ul/mL para
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GADG65 y 10 UI/mL para JA2 y para TTG. Aquellas muestras con un titulo mayor o igual a
dicho valor fueron consideradas “muestras positivas” o con presencia del anticuerpo en

cuestion.

VI.10. Anilisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé en primera instancia el programa REST© (Relative
Expression Software Tool) (Pfaffl y col, 2002), disefiado particularmente para analizar
resultados de gPCR utilizando la ecuacién de Pfaffl. Este programa permite comparar la
totalidad de los resuliados, es decir los Ct de pacientes, controles y controles enddgenos
mediante un andlisis estadistico de asignacion al azar (randomisation test). Luego de
realizado el test se informa sobre la significancia o no significancia de los resultados, de
esta manera se puede saber si las variaciones de expresién observadas entre los pacientes
y controles son estadisticamente significativas.

Todos los célenlos posteriores se realizaron con los programas SPSS-software package
15.0.1 (SPSS Inc, Chicago, IL) y GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc. San
Diego CA, USA). Para comenzar, en SPSS se realiz6 el test de normalidad Shapiro-Wilk
para determinar el tipo de test a utilizar. El efecto de la concentracion de glucosa se
estudié en GraphPad haciendo uso del test Kruskal —Wallis, donde se graficaron la
mediana v el rango intercuartilico de los datos. Para determinar la relacién entre
expresion y antecedentes clinicos se utilizé un test de correlacion bivariada. Finalmente,
para determinar la relacién entre expresién y presencia de cetoacidosis al momento del
debut y presencia de auto-anticuerpos en el suero, se utilizd un test de Mann-Withney.

En todos los casos se considerd estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.
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VII. RESULTADOS

VIL1. Integridad de las muestras de ARN y ADN¢

La mtegridad y calidad de las muestras de ARN fue confirmada midiendo la razon de
absorbancia a 260/280 nm de todas las muestras. Los valores fueron obtenidos haciendo
uso de un Nanodrop que permite cuantificar en forma exacta estos parametros. La
integridad de las muestras de  ADNc, por su parte, también se comprobé mediante un
gel de agarosa al 1,5%, luego de hacer una reaccion de PCR utilizando partidores de
actina como control (Figura 5). Se observa una banda tnica que da cuenta, en primer
lugar, de la calidad de los partidores v de la ausencia de ADN genomico remanente de la

extraccion de ARN.

Figura 5. Gel de integridad de ADNc. Gel de agarosa al 1.5% que muestra el resultado
de una PCR convencional con partidores de actina para corroborar la integridad del

cADN sintetizado.
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VII.2. Seleccion de genes endogenos

Para seleccionar los genes endégenos optimos para este estudio fue necesario probar
siete pares de partidores utilizados comunmente en qPCR. Con este objetivo se
realizaron PCRs de pacientes y controles en todas las condiciones experimentales con
cada par de partidores y se selecciond aquellos en los que la variacion en expresion
observada entre pacientes y controles fuera menor. De este modo, se seleccionaron como
controles endgenos f-actina, b2m y hprtl y se descartaron ubc, atp3b, gapdh y ppib. En
la Figura 6 se muestran como ejemplo las curvas de amplificacion de f-actina, que si fue

seleccionado y en la Figura 7 la curva de amplificacion de aip5b. que no lo fue.

Figura 6. Curvas de amplificacion de p-actina. Curvas de amplificacion de una
reaccion de qPCR utilizando ADNc proveniente de pacientes (cuadros) y controles
(circulos). Se observa que las curvas de pacientes y controles se sobreponen sin
observarse una diferencia clara entre ambos grupos, que es lo esperado para un gen que

sera utilizado como control enddgeno, por lo cual f-actina si fue seleccionado.
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Figura 7. Curvas de amplificacion de afp5b. Curvas de amplificacion de una reaccion
de gPCR utilizando ADNc proveniente de pacientes (cuadros) y controles (circulos). Se
observa que las curvas de pacientes y controles no se sobreponen y se observa una clara
diferencia entre ambos grupos, que no es lo esperado para un gen que sera utilizado

como control endégeno, por lo cual atp5b no fue seleccionado.

Pese a que al inicio del estudio se seleccionaron tres genes como controles endégenos, al
momento de analizar los datos solo se utilizaron dos: f-actina y b2m, el gen hprtl fue
descartado debido a que sus valores de expresion diferian mucho con f-actina y b2m,

por lo cual los resultados en vez de homogenizarse, se dispersaban.

VIL1.3. Eficiencias de amplificacion de los partidores utilizados.

El primer paso al momento de realizar cuantificacion relativa con PCR en tiempo real es
determinar la eficiencia de los partidores que se utilizan, debido a que este valor es
necesario posteriormente al momento de calcular la razon de expresion. El
procedimiento para determinar la eficiencia se detallé en la Figura 2. La tabla 2, por su

parte, muestra los valores de eficiencia calculados para cada par de partidores.
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Tabla 2. Valores de eficiencia de los partidores utilizados en el estudio.

Partidores Eficiencia (%)
B act 102.0
B2m 94.6
Hprtl 93.1
Bel2 95.1

Bel-xL 102.6
Xiap 92,7
Fas 90,2
Cas3 90,5
Bax 98.0

VIL4. Cuantificacion de la expresion génica. Analisis individual.

Haciendo uso de la ecuacion de Pfaffl. a través del programa RESTO, se calcularon las
razones de amplificacion de los seis genes de estudio en cada uno de los pacientes, a las
tres concentraciones de glucosa utilizadas. Se realizo, en primera instancia, un analisis
individual de los resultados, es decir se analizé el niimero exacto de pacientes, dentro del
total de 30, que mostraron diferencias significativas con respecto a los controles en cada
gen. La figura 8 muestra la mediana de las razones de expresion y el rango

intercuartilico de los pacientes a cada una de las concentraciones de glucosa estudiadas.
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Figura 8. Nimero de pacientes que presentaron variacién en la expresion. De un
total de 30 pacientes, los graficos indican el niimero exacto que mostraron una variacion
significativa en la expresién génica en relacion a los controles y los que no mostraron
variacion. A partir de los resultados obtenidos de estos graficos se determin¢ eliminar de
los analisis futuros la concentracion de 1566mg/dL de glucosa. debido a que sélo en uno
de los seis genes estudiados se observan diferencias en mas de la mitad de los pacientes.
De igual modo se determiné dejar fuera del analisis los genes cas3 y bel-2 debido al
reducido niimero de pacientes que mostraron diferencias en la expresion en todas las

concentraciones de glucosa estudiadas.
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Tras el andlisis individual se determiné la exclusion de los genes cas3 y bcl-2 del
analisis posterior debido a que en el primer caso solo dos pacientes mostraron
diferencias en la expresion con respecto a los controles y en el segundo caso no son mas
de diez los pacientes que muestran cambios en la condicion de 792 mg/dL de glucosa.
De igual modo se considerdé que la condicion de 1566 mg/dL de glucosa no sera
considerada en los analisis posteriores debido a que solo en el caso de bax mas de la
mitad de los pacientes muestran diferencias significativas en la expresion. Con respecto
a xiap son nueve los pacientes con valores estadisticamente diferentes a los controles y
en los cuatro genes restantes son menos de dos pacientes que presentan diferencias
significativas con los controles. Debido a lo anterior el analisis se reduce a cuatro genes,

dos pro-apoptoticos: fas y bax y dos anti-apoptoticos: bel-xL y xiap.

VILS. Cuantificacion de la expresion génica. Anilisis grupal.

Posteriormente se analizaron los datos de forma grupal. considerando la mediana y el
rango intercuartilico de los datos y se determino la significancia a nivel grupal de las
variaciones en la expresion. La figura 9 muestra estos resultados, donde puede
observarse que a 198 mg/dL los genes fas y bax estan significativamente disminuidos en
los pacientes con DM1, mientras que xigp estd aumentado. Luego, a 792 mg/dL la
significancia del aumento de xiap desaparece. pero la disminucion de fas y bax se

mantiene significativa.
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Figura 9. Razones de expresion de los genes de estudio a 198 y a792 mg/dL de
glucosa. Se muestran los valores obtenidos de las células cultivadas a 198 mg/dL (A)va
792 mg/dL (B) de glucosa. Los graficos indican la mediana y el rango intercuartilico de
las razones de expresion individuales de los 30 pacientes. Valores mayores a 1 indican
aumento de la expresion de los pacientes con respecto a los controles, por el contrario.
valores menores a 1 indican disminucién en la expresion. La prueba estadistica utilizada
para el analisis fue un test de randomizacion, a través del programa RESTO, ** p<0,01:

*%% 520,001
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VILG6. Cuantificacion de la expresion génica. Efecto de la glucosa en la expresion.

Para visualizar mejor la variacién de la expresion, en relacion a la concentracion de
glucosa utilizada en el cultivo, se graficaron las razones de expresion de cada uno de los
genes a las dos concentraciones de glucosa y se realizo la prueba estadistica de Mann
Whitney para determinar la significancia entre los dos grupos de datos. Se puede
observar que en los cuatro genes los valores de expresion tienden al numero uno al
tratar las CMP con 792 mg/dL de glucosa, lo que esta dando cuenta de una disminucion
en los valores de expresion entre pacientes y controles a esta concentracion. Es decir, al
aumentar la concentracién de glucosa en el cultivo ésta afecta de manera similar la
expresion de los genes medidos tanto en las células de los pacientes con en las de los

controles. Los resultados se muestran en las Figuras 10y 11.
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Figura 10. Efecto de glucosa en la expresion génica. Genes pro apoptoticos.
Medianas y rango intercuartilico de las razones de expresion de los genes de estudio en
el grupo de pacientes con DM1 (n=30) en relacion a los controles (n=28). Para
determinar la significacion se utilizé el programa GraphPad Prism 5 y el test estadistico
Mann Whitney. * p<0,05; ** p<0.01: *** p<0,001.
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Figura 11. Efecto de glucosa en la expresién génica. Genes anti apoptoticos.
Medianas de las razones de expresion de los genes de estudio en el grupo de pacientes
con DM1 (n=30) en relaciéon a los controles (n=28). Valores mayores a 1 indican
aumento de la expresion de los pacientes con respecto a los controles, por el contrario.
valores menores a 1 indican disminuciéon en la expresion. Para determinar la
significacién se utilizo el programa GraphPad Prism 5 y el test estadistico Mann
Whitney. * p<0.05: ** p<0,01; *** p<0.001.

VIL.7. Antecedentes clinicos

La tabla 3 resume los antecedentes clinicos relevantes de los 30 pacientes participantes
del estudio. Se consideraron la duracion de la enfermedad, la edad y glicemia de debut y
si al momento del debut se presenté o no cetoacidosis. Este Gltimo pardmetro se

considera una complicacion aguda en diabetes mellitus y puede servir como indicador de

la agresividad del debut.
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Tabla 3. Antecedentes clinicos de los pacientes del estudio.

Paciente | Sexo Edad debut Duracion Glicemia debut Cetoacidosis
enfermedad (mg/dL)
(afios)

1 M 1 afio 6 meses 3 800 Si
2 F 8 anos 10 meses 0 517 Si
3 M 12 anios 2 meses 2 1009 * S1
4 M 12 anos 10 meses 5 500 Si
5 M 9 anos 7 meses 0 552 No
6 M 3 afios 1 mes 6 250 Si
7 F 7 anos 5 meses S5 543 No
8 F 3 anos 5 meses 4 =600 Si
9 M 4 anos 3 meses 2 956 S1
10 M 8 anos 6 meses 7 687 Si
11 M 11 anos 8 meses 6 551 Si
12 F 6 anos 4 meses 3 500 Si
13 M 10 anios 2 meses 6 790

14 F 12 anos 0 395 Si
15 F 3 afos 13 840 S1
16 F 13 anos 5 meses 2 500 Si1
17 F 3 anos 7 meses 12 500 No
18 M 14 anos 2 420

19 F 12 anos 9 meses 1 408

20 M 4 anos 9 meses 15 625 Si
21 S 9 anos 10 meses 0 477 Si
22 M 5 anos | mes 3 576 No
23 M 13 anos 7 meses 2 576 S1
24 F 6 anos 7 meses 6 1000 * Si
25 F 9 afos 2 meses 1 347

26 M 9 afios 7 meses 1 =600 Si
27 M 6 anios | mes 1 425 Si
28 E 11 anos 0 521 Si
29 M 13 anos 5 meses 6 414 No
30 M 7 anos 7 meses 5 =600 No

F: Femenino. M: Masculino. >600. indica la giicemia medida con un mstrumento que
posee un maximo de deteccién de 600 mg/dL. por lo cual cuando se sobrepasa este valor
no es posible tener la cifra exacta. * marcan los pacientes con glicemias de debut
extremas. Las casillas en blanco son valores que no se encontraban en las fichas clinicas
de los pacientes. Los pacientes indicados con “0” en duracién de la enfermedad hacen

referencia a los de diagnéstico reciente, que ain no cumplen un afio desde el debut.




Se realizaron test de correlacién bivariada para determinar si existe una relacién entre la
expresion génica y el afio y glicemia de debut, asi como para los afios de duracion de la
enfermedad. En el caso del analisis de la edad de debut, la duracién de la enfermedad y
la glicemia de debut. se consideraron de manera individual los valores de expresion de
los pacientes a cada concentracion de glucosa. Los coeficientes de correlacion se
detallan en la Tabla 4, un valor cercano a 1 o -1 indica que hay una correlacién entre los
datos, considerando significativo un p<0,05: sin embargo ninguno de los valores resulto
significativo, por lo cual la expresion de los distintos genes de estudio no guarda

relacion con los antecedentes clinicos detallados.

Tabla 4. Relacion entre la expresion y los antecedentes clinicos de los pacientes.

Genes / [glucosa] Edad debut Duracion DM1 Glicemia debut
(coef. correlacién) | (coef. correlacion) | (coef. correlacion)

cas3 198 mg/dL 0,222 0,009 0,159

cas3 792 mg/dL 0.116 -0,227 -0,251

fas 198 mg/dL 0,265 -0.219 -0,.236

fas 792 mg/dL 0,189 -0.055 0,306

bax 198 mg/dL 0.123 -0.175 -0.079

bax 792 mg/dL -0.009 -0.094 0.108
bcl-2 198 mg/dL 0,063 -0.132 0.009
bel-2 792 mg/dL 0,084 0.099 0.188
bel-xL 198 mg/dL -0,048 0,017 0.095
bel-xL 792 mg/dL 0,013 -0.196 0.162

xiap 198 mg/dL -0,109 0.041 0.359

xiap 792 mg/dL -0413 -0.212 0,097

[Glucosa] indica las diferentes concentraciones de glucosa utilizadas en el estudio.
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Por su parte, para analizar la expresion génica con la presencia de cetoacidosis al
momento del debut, se utilizd el test estadistico de Mann-Whitman. Para realizar este
test se promediaron los valores de expresion de cada paciente a 198 y 792mg/dL
obteniéndose un valor tnico que fue utilizado en los graficos. Estos resultados se

muestran en la Figura 12.
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Figura 12. Razones de expresion en funcion a presencia de cetoacidosis al debut. Se
promediaron las razones de expresion a las dos menores concentraciones de glucosa en
los 26 pacientes de los cuales se disponia el antecedente de presencia o ausencia de
cetoacidosis al momento del debut (ver tabla 4). Se graficaron la mediana y el rango
intercuartilico de las razones de expresion de todos los genes de estudio. haciendo la
diferencia entre los dos grupos de pacientes: aquellos que presentaron cetoacidosis al
momento del debut y aquellos que no. Se realizo el test estadistico de Mann-Whitney,
considerando significativo un valor de p<0,05. Ninguna de las medianas presenté una

diferencia significativa.
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De la Tabla 4 y la Figura 12 se puede concluir que no existe relacion significativa en la
expresion génica de los pacientes con DMI (en relacion con los controles sanos) y los
antecedentes clinicos tales como duracion de la enfermedad, edad y glicemia de debut y

presencia de cetoacidosis al debut.

VILI. 8. Analisis serologico.

Como ultimo antecedente para analizar y relacionar con la expresion génica se considero
el perfil de auto anticuerpos de los pacientes. Se cuantificaron mediante ELISA los
anticuerpos anti descarboxilasa del acido glutamico (GAD65) y anti la tirosina fosfatasa
pancreatica (IA-2), ambos propios de diabetes tipo 1. También se midi6 el anticuerpo
anti transglutaminasa (TTG), propio de pacientes celiacos, ya que es comuin que los
pacientes que padecen una enfermedad autoinmune puedan tener mayor predisposicion a
padecer otras patologias de la misma naturaleza, lo cual también se podria ver
relacionado con la expresion de marcadores de apoptosis. La Tabla 5 resume todos los
datos. Se puede observar que practicamente todos los pacientes son negativos para anti-
TTG: sin embargo fueron bastantes los que resultaron positivos para GAD65 e IA-2.
Para analizar la relacion entre la expresion génica y la presencia de auto-anticuerpos se
realizaron test de Mann-Whitney, donde se compararon las medianas de los dos grupos
de pacientes: aquellos que resultaron positivos para cada auto-anticuerpo y aquellos que
resultaron negativos. En el caso de GAD-65 solo en la expresion de cas3 se puede
observar una diferencia significativa entre pacientes positivos y negativos. Mientras que
para IA-2 no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos. Estos

resultados se grafican en la Figura 13 y 14.
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Con respecto al anticuerpo anti-TTG, este fue detectado solo en el paciente N°7, el cual
no exhibe razones de expresién extremas ni ningun cuadro clinico en particular, por lo
cual puede considerarse que tampoco hay relacion entre la expresion génica y el

anticuerpo anti-TTG en los pacientes estudiados.

Tabla 5. Analisis serologico de los pacientes del estudio.

Paciente | ANTI-GAD 65 ANTI-IA-2 ANTI-TTG
1 Positivo Negativo Negativo
2 Positivo Positivo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo
4 Positivo Negativo Negativo
3 Positivo Positivo Negativo
6 Positivo Negativo Negativo
7 Negativo Positivo Positivo
8 Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo

10 Negativo Negativo Negativo
11 Negativo Negativo Negativo
12 Positive Negativo Negativo
13 Negativo Positivo Negativo
14 Negativo Negativo Negativo
15 Positivo Negativo Negativo
16 Negativo Negativo Negativo
17 Negativo Negativo Negativo
18 Negativo Negativo Negativo
19 Positive Positivo Negativo
20 Positivo Positivo Negativo
21 Negativo Negativo Negativo
22 Negativo Negativo Negativo
23 Negativo Negativo Negativo
24 Positivo Positivo Negativo
25 Negativo Negativo Negativo
26 Negativo Negativo Negativo
27 Positivo Positivo Negativo
28 Positive Positivo Negativo
29 Negativo Positivo Negativo
30 Positivo Positivo Negativo
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Figura 13. Razones de expresion en funcion a presencia de anti GAD-65. Se
promediaron las razones de expresion a las dos menores concentraciones de glucosa en
los 30 pacientes. Se graficaron la mediana y el rango intercuartilico de las razones de
expresion de todos los genes de estudio, haciendo la diferencia entre aquellos pacientes
en los que hubo presencia del auto-anticuerpo GAD-65 y aquellos que no. Se realizo el
test estadistico de Mann-Whitney, considerando significativo un valor de p<0,05. Solo

en caspasa 3 se puede observar una diferencia significativa entre las razones de

expresion.
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Figura 14. Razones de expresion en funcién a presencia de anti IA-2. Se
promediaron las razones de expresion a las dos menores concentraciones de glucosa en
los 30 pacientes. Se graficaron la mediana y el rango intercuartilico de las razones de
expresion de todos los genes de estudio, haciendo la diferencia entre aquellos pacientes
en los que hubo presencia del auto-anticuerpo IA-2 y aquellos que no. Se realizo el test
estadistico de Mann-Whitney, considerando significativo un valor de p<0.05. Se
observa que en ninguno de los casos hay una diferencia significativa en los valores de

expresion de los pacientes positivos y negativos para este auto-anticuerpo.




VIIIL. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La diabetes mellitus tipo 1 (DMI) es una enfermedad autoinmune que afecta
principalmente a nifios. Se caracteriza por una destruccién progresiva de las células {3
del péancreas debido a la infiliracién en el tejido pancredtico de células mononucleares
periféricas (CMP), que ocasionan una disminucién en la produccién de insulina. La
etiologia de la enfermedad es compleja, incluyendo factores genéticos y ambientales que
no estan del todo claros (Van Belle y col, 2011). Recientemente, se han publicado
articulos donde se muestra que pacientes con enfermedades autoinmunes, entre ellas
DMI, presentan una expresion disminuida del principal ejecutor de apoptosis: caspasa 3,
en un modelo de células mononucleares periféricas. Esta situacion estaria dando cuenta
de una disminucién en los procesos apoptdticos en éstas células (Vendrame y col, 2005).
De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue medir la expresion de
marcadores de apoptosis en CMP de pacientes con DM1 y comparar estos patrones de
expresién con fos presentados en sujetos controles sin la enfermedad. Por otro lado, se
estudié la relacién entre fa expresion de los marcadores de apoptosis y los antecedentes
clinicos de los pacientes, tales como su edad de debut, afios de enfermedad, presencia o

ausencia de auto-anticuerpos y presencia o ausencia de cetoacidosis en el debut.
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VIIIL.1. Modelo de estudio.

En el momento en que se colectaron las muestras, los niveles de glucosa en la sangre de
los pacientes se encontraban estabilizados, debido a que ninguno de los nifios(as) era de
debut reciente; sin embargo, esto no ¢s la condicién habitual en una persona que padece
DM, ya que al momento del diagndstico clinico de la enfermedad se presentan cuadros
de hiperglicemias muy elevadas (entre 200 y 1300 mg/dL), ambicnte bajo el cual
podrian haberse estado alterando los mecanismos apoptéticos normales en las células de
los pacientes. Debido a lo anterior, el modelo de CMP fue sometido a estimulos
crecientes de glucosa, con el objetivo de evaluar el efecto que las hiperglicemias estén
teniendo en la expresion de los genes de interes.

Las células que competen, para objeto del estudio, son aquellas que atacan el pancreas
generando la destruccién de las células B, es decir, directamente los LT citotéxicos o
CD8+, ¢ indirectamente los LT de ayuda o CD4+ que son los que ayudan a la activacion
de los LT CD8+ y también a la conversién de los LB en células plasméticas secretoras
de auto-anticuerpos. Se utilizé un modelo de CMP debido a que son una buena fuente de
linfocitos. Concretamente, mas del 80% de las CMP son LT, encontrandose en
porcentajes menores LB, monocitos y macréfagos (Vendrame y col, 2006). Es por este
motivo que los resultados observados en ¢l conjunto de CMP se pueden considerar

significativos de la expresion de los LT, por ser la gran mayoria de las células presentes.
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VIIL 2. Apoptosis en células T.

Durante su desarrolio, los LT experimentan un proceso de maduracién, llevado a cabo
en el timo, donde son seleccionados de acuerdo a su afinidad a las moléculas de
histocompatibilidad (MHC). Se generan dos tipos de selecciones, positiva y negativa,
luego de las cuales sobreviven aquellos LT que reconocen MHC propias con baja
afinidad. Pese a esto, el proceso de seleccion no es perfecto y ocurre liberacién hacia la
periferia de LT con alta afinidad a MHC propias que de no ser controlados por
mecanismos de tolerancia periférica pueden generar enfermedades autoinmunes. En la
periferia los LT mueren a través de apoptosis en un proceso conocido como AICD
(activation-induced cell death). La AICD puede ocurrir tanto por la via intrinseca como
extrinseca de apoptosis. En este trabajo se estudié la expresion de los genes que
codifican para proteinas pettenecientes a ambas rutas, mas especificamente BAX, BCL-
2 y BCL-XL pertenecen a la via intrinseca, FAS pertenece a la via extrinseca y CAS3y

XIAP son comunes para ambas vias.

Los resultados de esta trabajo, tomando en cuenta los resultados individuales, mostraron
que los genes fas y bax tienen una expresién disminuida en los pacientes con DMI en
relacién a los controles sanos al tratar las CMP con 198mg/dL. de glucosa y con
792mg/dL. El gen xiap presenté un aumento en la expresion al tratar las CMP con
198mg/dL. En contraste a los estudios previos, no se observé una diferencia significativa
en la expresion de cas3, por el contrario, la expresién a las tres condiciones de glucosa

se mantuvo pricticamente inalterada, de igual modo sucedié con bel-2'y belxL.
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Mirandolo desde el punto de vista de la apoptosis, era de esperar (de acuerdo a la
hipotesis planteada en este estudio), que los tres genes que promueven apoptosis (cas3,
fas y bax) tuvieran una expresion disminuida en pacientes con DM en relacién a los
controles y que los tres genes que evitan apoptosis (bel-2, bel-xL y xiap) tuvieran una
expresion aumentada. Sin embargo, s6lo fas, bax y xiap se comportaron de acuerdo a lo

esperado, ya que cas3, bel-xL y bel-2 no mostraron cambios.

Previamente se ha descrito que los LT en la periferia mueren por AICD, principalmente
a través de la via extrinseca que involucra a FAS, sin embargo en este trabajo se ha
podido comprobar que no sélo los genes que codifican para las proteinas de ésta via
tienen una expresion diferenciada entre pacientes con DMI y controles sin la
enfermedad. M4s afin, otras proteinas independientes de ambas vias también estin

siendo modificadas, como es el caso de XIAP.

Lo primero que puede deducirse de los resultados, es que al estar disminuida la
expresién de fas, habria por tanto menos proteina disponible en la membrana plasmatica
ejerciendo su funcién como receptor. Esto se iraduce en que independiente de la
expresion que puedan tener todas las proteinas que vienen posteriormente en la ruta de
sefializacién (como CAS8 y CAS3), la apoptosis a través de esta via deberia estar
disminuida. Incluso aunque estuvieran presentes las seffales adecuadas en exceso, como
el ligando de FAS (FASL), si no hay suficiente receptor que lo capte, entonces la ruta no
va a activarse. Este resultado por si solo, claramente no se traduce en que no va ocurrir

apoptosis en general, ya que ésta podria estar ocurriendo mediada por la via intrinseca.
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Con respecto a esa via, de los tres genes que sc consideraron en este trabajo, dos de ellos
no mostraron cambios significativos en la expresion de los pacientes con respecto a los
controles, este es el caso de bcl-2 y bel-xL. Por su parte, el gen pro-apoptético bax
mostrd una disminucién en la expresién. La funcidn que cumplen normalmente BCL-2 y
BCL-XL es inhibir a BAX y de esta manera evitar que se permeabilice la membrana
mitocondrial, evitando la salida de citocromo ¢ y la consecuente formacién del
apoptosoma que lleva a la activacién de casapsas y por tanto apoptosis. En el contexto
de este trabajo, al estar ambos genes expresindose de igual modo en pacientes y
controles, no se puede establecer una funcion diferencial en la apoptosis de diabéticos y
de personas sanas, por lo que estos genes no entregan datos relevantes para este estudio.
Por otro lado, bax tiene disminuida su expresion en los pacientes, lo que por si solo
podria traducirse como una disminucién en la muerte celular mediada por la via
intrinseca al no haber suficiente BAX que genere la permeabilizacién de la membrana
externa mitocondrial. Sin embargo, se sabe que BAX actila en la mitocondria junto a
otra proteina, denominada BAK, que ejerce la misma funcién en la membrana.
Lamentablemente BAK no fue considerada en este estudio por lo cual es imposible saber
los niveles de expresién que posee en los pacientes con DM1, motivo por el cual no se

puede determinar si la apoptosis mediada por la via intrinseca esta disminuida o no.

El resultado més interesante de este trabajo consistié en los niveles de expresion
observados en el gen anti-apopttico xiap. XIAP es una proteina que no forma parte
directa en ninguna de las dos vias de apoptosis, ejerce su funcién sobre las caspasas

efectoras 3 y 7 v ademis sobre caspasa 9. El mecanismo utilizado por esta proteina
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consiste en inactivar la actividad enzimatica de las caspasas al unirse a ellas, a diferencia
de otros integrantes de la familia de proteinas IAPs, que generan una marca en las
caspasas blanco lo que permite que sean reconocidas por el proteosoma y de este modo
sean destruidas (Eckelman y col, 2006). Si XIAP actia sobre CAS9 genera una
detencién en la apoptosis a través de la via intrinseca, ya que al inhibir a CAS9 no
podran ser activadas sus caspasas blanco CAS3, CAS6 y CAS7, que son las efectoras
finales de apoptosis.\ Por otro lado XIAP puede unirse a CAS3 y CAS7 inhibiéndolas

directamente y con ello la apoptosis proveniente de todas las vias, ya que la activacion

de estas caspasas es el punto de encuentro y final de todas las rutas de muerte celular.

En este trabajo se pudo comprobar que la expresion del gen xiap se encuentra aumentada
en los pacientes con DM! en relacion a los controles sanos en las CMP tratadas con
198mg/dL de glucosa, lo que de acuerdo a todo lo anteriormente expuesto, deberfa estar
teniendo repercusiones importantes en los procesos apoptéticos de las células T
periféricas de los pacientes. El hecho de que sea xiap el tnico gen que muestra una
expresion aumentada, es equivalente, en términos de apoptosis, a los resultados
publicados recientemente, sobre la disminucién en la expresion de cas3 en pacientes con
enfermedades autoinmunes, incluida DM1 (Vendrame y col, 2006). En estos trabajos,
los investigadores realizaron posteriormente ensayos de sobrevivencia en linfocitos
activados de pacientes y controles, pudiendo observar que en el caso de los primeros
habfa una resistencia a la muerte celular mediada por FAS, que claramente puede
asociarse a la expresién alterada de cas3. En el desarrollo de este trabajo no se

incluyeron ensayos de sobrevivencia, por lo cual no se puede afirmar con certeza que el
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aumento observado en la expresion de xiap conlleva necesariamente a una disminucion

en la apoptosis de las células T. Sin embargo, nuestros experimentos mostraron no sélo
'

aumento en la expresion de xiap, si no también disminucién en la expresion de fas. Por

lo tanto, las CMP en los pacientes estdn teniendo una sumatoria de mecanismos anti

apoptdticos activos, al menos a nivel de ARNm, lo cual deberia verse reflejado a nivel

funcional.

Otro aspecto que también debe considerarse al momento de ser autocriticos con los
resultados obtenidos, es que el estudio sélo se realizé a nivel de expresién génica y no de
traduccion, por lo cual podria pensarse que los niveles de ARNm no estdn
necesariamente reflejando lo que sucede a nivel de proteinas. En relacién a lo anterior, si
tomamos en cuenta sélo los dos genes que nos entregan informacién significativa sobre
apoptosis: xiap v fas, se puede concluir que los niveles de proteina no son trascendentes
al momento de analizar la apoptosis. Especificamente, en el caso de fas, los resultados
indican que hay menos ARNm en los pacientes con DM1 que en los controles sin la
enfermedad. Situdndose en el caso de que el ARNm de fas estuviera teniendo
modificaciones post transcripcionales y por lo tanto no se estd traduciendo (por
completo o en menor medida), esto potenciaria el efecto anti apoptético que la
disminucién del ARNm indica por si s6lo. Por el contrario, es imposible que se traduzca
mas proteina que los niveles presentes de ARNm que la codifica, es decir, si se cuenta
con una cantidad reducida de ARNm entonces obligatoriamente la cantidad de proteina
traducida sera reducida. Por su parte, el gen xiap mostré niveles mayores de ARNm en

los pacientes con DMI1 que en los controles en el caso de 198mg/dL de glucosa,
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siguiendo la misma légica anterior, la tinica posibilidad que se presenta es que el ARNm
esté¢ experimentando modificaciones post transcripcionales que den cuenta de una
cantidad menor de proteina. En este caso, si afectaria los resultados, ya que para poder
afirmar que xiap esta regulando negativamente la apoptosis de los LT, necesitamos saber
que la proteina se esta traduciendo y en este caso no se puede afirmar con certeza, Sin
embargo, incluso si xiap no se estuviera traduciendo o suficiente para ejercer su efecto
inhibidor, esto no indicarfa otra cosa mas que xiap no esta participando activamente en
los procesos apoptdticos en los LT. Sin embargo no desmiente que la apoptosis en las
células estd alterada, ya que para poder realizar esa afirmacion los resultados de fas son

suficientes por si solos.

En resumen, considerando todos los genes, sélo la expresion de bax dentro de aquellos
que se integran en la via intrinseca de apoptosis, mostr6 una disminucién en la expresidn
a todas las concentraciones de glucosa estudiadas, mientras que bcl-2 y bcl-xL no
mostraron cambios significativos en la expresion. Los genes que permiten obtener
conclusiones a partir de su expresion fueron fas y xiap, los que mostraron niveles de
expresion disminuidos y aumentados respectivamente, que estarfan indicando que la
apoptosis a través de la via extrinseca esta disminuida, por la contribucién de fas;
mientras que la apoptosis mediada por caspasas en general estd siendo inhibida por un

aumento en la expresion de xiap.
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VIIL3. Efecto del estimulo de glucosa en Ia expresion.

Para simular las condiciones de hiperglicemia presentes al momento del debut de la
enfermedad se sometié ¢l cultivo de CMPs a concentraciones crecientes de glucosa,
partiendo por 198 mg/dL, luego 792 mg/dL y 1566 mg/dL. Se debe tener en cuenta que
al momento del debut con DM1 los pacientes ingresan con niveles de glucosa incluso
por sobre los 1000mg/dL, como es el caso de uno de los nifios considerados en este
estudio. Por este motivo, las concentraciones menores de glucosa utilizadas: 198mg/dL y
792mg/dL son completamente acordes a las observadas en la enfermedad. El valor de
1566 mg/dL fue incorporado para forzar el sistema y observar si habfa cambios
notoriamente incrementados con esta concentracion de glucosa. Este objetivo no se
cumpli6, ya que a 198 mg/dL se observan cambios significativos en la expresion de los
genes entre pacientes y controles, posteriormente a 792 mg/dL la razén de expresion de
todos los genes estudiados se acerca al valor 1, lo que significa que los niveles de RNA
mensajero son similares entre pacientes y controles y que por tanto la glucosa estd
afectando de manera similar la expresion tanto de pacientes como de controles. Al
analizar [a expresion individual a 1566 mg/dL no se observan diferencias entre pacientes
y controles, ya que del total de 30 nifios (as) s6lo en los genes xiap y bax se observan
diferencias en 8 y en 19 pacientes respectivamente. En el caso de los genes cas3 y bcl-2
ningiin paciente mostré diferencias en la expresién con respecto a los controles y en el
caso de bclxL y fas s6lo 2 y 1 paciente respectivamente resultaron significativamente

diferentes a los controles.
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Es dificil explicar estas tendencias, contando solo con los datos aportados por esta tesis,
ya que el efecto de glucosa en linfocitos no es un tema ampliamente estudiado.
Principalmente, en estudios de diabetes el foco de la investigacion es la célula B
pancreitica. Este trabajo es novedoso porque aborda otro aspecto de la enfermedad, las
caracteristicas de las células que generan el ataque a la célula . Sin embargo, por el
hecho de ser novedoso, no hay antecedentes suficientes para poder contrastar o

complementar la informacién obtenida.

El aumento en la expresién de xiap en los pacientes con DM1 en relacion a los controles,
podria ser explicado por la condicién de hiperglicemia. Se ha descrito en monocitos que
en presencia de altos niveles de glucosa en la sangre, estas células aumentan la expresion
y actividad (entre otras proteinas) del factor transcripcional NF-xB (Dasu, 2008). No hay
estudios concluyentes sobre los mecanismos mediante los cuales se estaria activando
NF-xB en condiciones de hiperglicemia, por otro lado, tampoco se ha reportado
literatura acerca de los efectos de la hiperglicemia sobre NF-kB en linfocitos, por lo cual
suponer que en este tipo celular estd ocurriendo un mecanismo similar que en
monocitos, es simplemente especulativo. Sin embargo, precisamente NF-kB es el factor
nuclear que actiia a nivel de promotor, induciendo la transcripcién de xiap y otras
proteinas anti-apoptéticas, en este sentido es l6gico pensar que si aumenta la expresién
de un gen determinado, probablemente se deba al aumento en la expresion o en la
activacién de sus factores transcripcionales. Pese a todo, seria necesario realizar mds
estudios para determinar el mecanismo preciso mediante el cual estd ocurriendo el

aumento de expresion de xiap.
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VIILA4. Relacién con perfil de anticuerpos y antecedentes clinicos

Los patrones de expresion de los seis genes estudiados en los pacientes con DM1 se
compararon con el perfil de auto-anticuerpos presentes en cada uno. Se realizé el mismo
procedimiento con los antecedentes clinicos més relevantes, tales como duracién de la
enfermedad, edad de debut, glicemia de debut y presencia o ausencia de cetoacidosis al
debut. Los valores de expresion resultaron ser independientes de todos los antecedentes
clinicos y de los perfiles de anticuerpos. Solo en el caso de cas3 se vio una diferencia
significativa entre los niveles de expresidn de los pacientes que resultaron positivos para
el auto-anticuerpo anti GAD65 y los que resultaron negativos. Sin embargo, los niveles
de expresion de los pacientes no son significativamente distintos a los de los controles,

por los cuales esta diferencia no puede considerarse relevante.

56




VIILS. Proyecciones.

El diagnéstico de DM1 hoy en dia se produce cuando los pacientes presentan cuadros de
hiperglicemia graves. En este momento, la mayor parte de la masa de células B
pancredticas ha sido destruida, producto del sistema inmunolégico del propio paciente.
En el momento del diagndstico se comienzan a realizar todas las medidas para mantener
al margen la enfermedad, sin embargo, en la destruccidn de las células p ya no hay
marcha atrds y el paciente estd destinado 2 una terapia insulinica por el resto de su vida.
Si se toma en cuenta que la mayoria de las personas que debutan cada afio con DM son
nifios menores de 17 afios, se hace alin mas imperativo intentar buscar soluciones para
un diagnéstico precoz de Ia enfermedad. En este trabajo, se encontré que los pacientes
con DM, a diferencia de los controles sin la enfermedad, poseen niveles de expresion
elevados de un gen que codifica para una proteina anti-apoptdtica, denominada XIAP y
presentan ademds niveles disminuidos del gen que codifica para la proteina pro-
apoptética FAS, al someter las CMP a concentraciones elevadas de glucosa.

Los resultados sugieren la posibilidad de desarrollar un test pedidtrico diagnostico,
especialmente dirigido a los sujetos de riesgo mayor, tales como hijos o hermanos de
personas que padezcan la enfermedad, o los individuos que porten los alelos HLA de
susceptibilidad. La idea seria, mediante una muestra de sangre periférica sometida a
altas concentraciones de glucosa, analizar los patrones de expresion de xiap y fas y/u
otros marcadores de apoptosis en los nifios y ayudar de esta manera a determinar el

riesgo a padecer la enfermedad.
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