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Introduccion

a diabetes mellitus tipo 1 (DMI1) es un trastorno

Aim: Analyze mi-146a and miR-155 expression and its correlation with the apoptosis of lymphocytes
T in T1D and control patient. Patients and Methodology: 17 TI1D patients (5 children between 8-14
yr and 12 adults between 19-29 yr). Activated and not activated peripheral mononuclear cells were
studied were studied. Cellular activation with anti-CD3 and primary culture with interleukyne-2 by
5 days. Apoptosis assays through flow cytometry. miRNA through Tagman probes. Statistical analysis
through Kruskal-Wallis and post-hoc Dunn's test. Results: Composition of virgin and memory T CD4
cells showed significant differences for stimulus response in control group (p = 0,0004). Increased
memory cells count in control group activated by 7 days than basal (p = 0,0047). For early apoptosis
differences were observed in days 3 and 7 with and without activation (p = 0,001). AICD apoptosis
showed increases in control group after re-stimulation through TCR (p = 0,03). miR-146a expression
was lower in recent-onset T1D children vs recent-onset DM1 adults (p = 0,0167). Conclusion: This
study shows a differential miR-146a expression in TID children with respect to T1D adult patients,
diminished AICD mechanism in T1D and altered CD4+CD45RA-CD45R0+ memory cells generation
in T1D adult patients.
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RNAs mensajeros (mRNA)’. Los miRNAs participan en
la regulacion inmune, diferenciacion celular y plasticidad
celular'®. miR-146a ha demostrado tener un importante rol

I autoinmune crénico que se presenta en individuos
genéticamente susceptibles, gatillado por factores

genéticos y ambientales'. Se caracteriza por la destruccion
autoinmune de las células  pancreaticas®. La DM1 se ha aso-
ciado a laregion de antigenos leucocitarios humanos (HLA) y
otros 40 loci**. Sin embargo, el anélisis de asociacion alélica
refleja valores modestos incluso para esta region®. Dentro del
componente ambiental en DM, se encuentran las infecciones
virales®, la composicion bacteriana del intestino’ y factores
alimentario-nutricionales, como la ingesta temprana de leche
de vaca, el consumo de proteinas del trigo y el estatus de
vitamina D3, entre otros®.

Los microRNA (miRNAs) son pequefias moléculas
mono-hebras no codificantes de RNA (aproximadamente
de 22 nucleotidos) que ejercen una funcion represiva sobre

en la patogenia del lupus (SLE) observandose que su baja
expresion induce la hiperactivacion de la via del Interferon
tipo I (I-INF)'". En artritis reumatoide (RA), miR-146a se
encuentra sobreexpresado en varios tipos celulares y se ha
propuesto que cumple una funcién reguladora negativa sobre
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-17'%. En DM,
la evidencia indica que, en la etapa inmediatamente posterior
al debut clinico, la expresion de miR-146a disminuye en cé-
lulas mononucleares periféricas (PBMCs)" y que miR-146a
estaria involucrado en las complicaciones de la diabetes y la
produccion de proteinas de matriz extracelular'®. En cuanto
al miR-155 se ha demostrado que tiene participacion en nu-
merosos procesos biologicos, incluyendo la hematopoyesis,
inflamacion e inmunidad'®. De esta forma, miR-155 controla
la diferenciacion de células T CD4 en los subgrupos de células



colaboradoras tipo 1,2y 17 (Th1, Th2 y Th17)'¢ afectando el
desarrollo de células T reguladoras (Treg)'’, y regulando las
células T CD8!® siendo esencial para la normal diferenciacion
de células B y la produccion de anticuerpos'®.

El objetivo de este estudio fue analizar la cinética de
muerte de linfocitos en pacientes con DM1 y su relacion con
la expresion génica de miR-146a y miR-155 en un modelo
de células activadas y no activadas.

Pacientes y Metodologia

En este estudio participaron cinco nifios (8-14 afios), doce
adultos (19-29 afios) y diez controles adultos sanos (21-28
afios), provenientes del Instituto de Investigacion Materno
Infantil (IDIMI) y la Seccion de Endocrinologia y Diabetes
del Hospital Clinico San Borja Arriaran. La investigacion fue
aprobada por el Comité de Etica en Investigacion Humana
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, y del
Servicio de Salud Metropolitano Central (CEC) del Hospital
San Borja Arriaran. Todos los pacientes, padres y/o apode-
rados de los nifios y adolescentes, participantes firmaron
consentimiento informado.

Extraccion y activacion celular

Se tomaron 12 mL de muestra de sangre periférica por
puncién venosa. Las muestras con anticoagulante fueron
diluidas en solucién salina tamponada con fosfato PBS,
homogeneizada y depositada sobre una solucion de Ficoll-
Hypaque. La separacion por gradiente de densidad se realizo
mediante centrifugacion por 30 min a 410 g, sin freno, a
4 °C. Los PBMCs fueron transferidos a un tubo con PBS
y lavados 2 veces, mediante centrifugacion a 730 g por
10 min. Finalmente, el precipitado celular fue resuspendido
en RPMI-1640 y cultivado en RPMI-1640 suplementado con
10% de suero bovino fetal inactivado por calor, 10 mM de
HEPES, 2 mM de L-glutamina, 5 uM de 2-mercaptoetanol,
100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina. Las
incubaciones se realizaron por 8 h, 3 dias y 8 dias a 37 °C
con 5% CO,, en placas de 96 pocillos a una concentracion
de 1 x 10° células/mL.

Las células fueron incubadas con 50 pL de solucion de
PBS con 5 pg/mL de anti-CD3 (clon OKT3, eBioscience Inc.,
San Diego, EE. UU.) durante toda la noche a 4 °C, y luego
lavadas 3 veces con 200 puL de PBS. Las PBMCs fueron cul-
tivados en alicuotas de 200 puL por pocillo y coestimuladas
con 2 pg/mL de anti-CD28 (clon 28.2, eBioscience Inc., San
Diego, EE. UU.) por 72 h. Luego fueron lavadas 2 veces
con 200 pL de PBS a 37 °C y transferidas a una placa de 96
pocillos sin anticuerpos, suplementadas con 200 Ul/mL de
IL-2 (Human IL-2 Recombinant Protein, eBioscience Inc.,
San Diego, EE. UU.) y cultivadas hasta completar 7 dias 1 x
10%. PBMCs procedentes de los cultivos activados por 7 dias
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fueron reestimuladas por 8 h con 5 pg/mL de anti-CD3 unidas
a la placa, suplementado con 100 UI/mL de IL-2 o expuestas
aanti-FAS (clon EOS9.1, eBioscience Inc., San Diego, USA)
durante 8 h (la condicion control fue suplementada con IL-
2). Todas las determinaciones de concentracion y viabilidad
para ajustes de concentraciones de cultivos celulares, fueron
realizadas usando el kit de Muse™ Count & Viability (Merck,
Sao Paulo, Brasil).

Determinacién de apoptosis, citometria de flujo
y porcentaje de subpoblaciones

La apoptosis fue analizada mediante el kit de Muse™
Annexin V & Dead Cell (Merck, Sao Paulo, Brasil), para
cuantificar las concentraciones y porcentajes de: células sin
apoptosis (LL), en apoptosis temprana (EA), en apoptosis tar-
dia (LA) o muertas. Todos los anticuerpos utilizados, anti-CD4
(clon OKT-4) conjugado a Isocianato de fluoresceina (FITC),
anti-CD8a (clon HIT8a) conjugado a Ficoeritrina (PE), anti-
CD3 (clon UCHT1) conjugado a Cianina SR-PE (Cy5-PE),
anti-CD45RA (clon HI100) conjugado a PE y anti-CD45R0
(clon UCHLI1) conjugado a PE-Cy5, fueron obtenidos de
eBioscience. La cuantificacion de linfocitos T reguladores
(CD3+CD4+CDS8-), linfocitos T citotoxicos (CD3+CD4-
CD8+), linfocitos T CD4 naive (CD4+CD45RA) y linfocitos
T CD4 de memoria (CD4+CD45R0+) fue realizada a través
de inmuno-marcaje. Las distintas fluorescencias de subpobla-
ciones fueron cuantificadas por el equipo FACSArialll™ y,
posteriormente, analizadas en el programa FlowJo vX (Tree
Star’s Inc., Oregon, EE. UU.).

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA de
miRNAs

La extraccion de RNA total fue realizada por el método
de TRIzol. La integridad del RNA fue evaluada visualizando
bandas ribosomales 28S y 188S. Su cuantificacion se realizo
por espectrofotometro (Infite NanoQuant M200). Se sinteti-
z6 cDNA de miR-146a, miR-155 y rnU6 a partir de 10 ng/
reaccion utilizando el ensayo TagMan Small RNA Assays
(Applied Biosystems, Life Technologies, California, EE.
UU.), utilizando los partidores TagMan disefiados contra las
secuencias maduras (Tabla Suplementaria 1). La expresion
relativa fue analizada por qPCR (Applied Biosystem, Foster
City, EE. UU.). Se utilizaron sondas TagMan MGB y Uni-
versal PCR Master Mix II (2x) no UNG, en duplicado en el
equipo Agilent Mx3005P (Agilent Technologies, California,
EE. UU.). La normalizacion se llevo a cabo respecto al grupo
no diabético, utilizando como control endégeno a U6 snRNA.

Analisis estadistico
El analisis de la curva de crecimiento celular, respecto a

EEINNTS

las variables “concentracion de células vivas”, “porcentaje

EEINTS

de células en apoptosis temprana”, “porcentaje de células en

9

apoptosis tardia”, “expresion relativa de miRNAs” se realiz6
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mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Las comparaciones
entre grupos se realizaron con analisis “post-hoc” de Dunn.
La expresion relativa de los miRNAs fue calculada en base
al método del AAct, considerando como condicion basal al
grupo de controles sanos en tiempo cero. Finalmente, la deter-
minacion de asociacion fue realizada mediante r de Spearman
con una significancia de p < 0,05. Los graficos, correlaciones
y otros analisis fueron realizados con programa de analisis
estadistico GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, EE. UU.).

Resultados

La determinacion de los componentes de memoria inmu-
noldgica, a través de la composicion de células T CD4 virgenes
y de memoria (Figura 1), mostr6 diferencias estadisticamente
significativas para la respuesta al estimulo en el grupo con-
trol (p = 0,0004). La comparacion entre grupos reveld un
incremento de la cantidad de células de memoria en el grupo
control para la condicion de activacion por 7 dias respecto al
basal (p = 0,0047). Este incremento fue menor en el grupo
con DM1 (p = 0,0133). El analisis de la apoptosis temprana
(Figura 2A), no mostr6 diferencias significativas al comparar
el grupo control con respecto al grupo DM1 en condiciones
basales, sin embargo, las diferencias se presentaron al dia 3

y 7 de cultivo tanto en la condicioén activa, como no activa
entre DM1 y controles (p = 0,001, Figura 2B). La apoptosis
tardia, no mostr6 diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos DM1 y control.

La apoptosis autoinducida por sobre activacion (AICD)
o la sensibilidad a la muerte inducida por la interaccion Fas-
FasL se resume en la Figura 3. Se observo un aumento de la
apoptosis en el grupo control tras la reestimulacion via TCR
(p =0,03).

Finalmente, la expresion relativa de miR-146a durante
la reestimulacion no fue diferente entre el grupo DM1 y
control. La expresion relativa de miR-155 durante la curva
de crecimiento mostrdé un aumento para las condiciones de
activacion en ambos grupos, pero estas diferencias no fueron
significativas. Al analizar la expresion relativa de ambos miR-
NAs en condiciones basales en nifios con reciente diagnodstico
de DM1 (n = 5), adultos con DM1 (n = 12) y en el grupo
control (n = 15), se observo que mir-146a mostro diferencias
significativas entre ninos DM1 y DM1 adultos (p = 0,0167),
y que mir-155 no mostré diferencias entre los grupos (Figura
4). Finalmente, al analizar la correlacion entre la expresion
relativa de miR-146a y miR-155 vs apoptosis no se observo
correlacion entre estos miRNAs y apoptosis temprana (miR-
146a r = 0,137; p = 0,287; miR-155 r =-0,175; p = 0,167).
Soélo se observd asociacion entre miR-155 y apoptosis total
(r=-0,4121; p=0,0009).

Figura 1. A: composicion de linfocitos T CD4 virgenes y B: composicion de linfocitos T CD4 de memoria respecto a la poblacion de linfocitos
de CD4. Células marcadas CD4+CD45RA+CD45R0- y CD4+CD45RA+CD45R0+, respectivamente, en condicion basal, cultivo sin activar por 7 dias; cul-
tivo activado por 7 dias. Valores expresados como mediana y rango intercuartilico *p = 0,0133; **p = 0,0047; ***p = 0,0004.
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Figura 2. Porcentaje de células en apoptosis temprana. A: conjunto de las curvas de crecimiento celular de los grupos DM1 y control en
condiciones de activacién y sin activacién. B: comparacion entre el grupo DM1 y control en condiciones basales. Valores expresados como
mediana y rango intercuartilico. *p = 0,0013. ***p < 0,001.

Figura 3. Graficos de apoptosis bajo condiciones de reestimulacion. A: resumen de la apoptosis derivadas del cultivo celular por 8 h,
en condiciones control, de exposicion a FasL y de reestimulacién. B: apoptosis especifica bajo condiciones de exposicion a FasL y de reesti-
mulacién. Valores expresados como mediana y rango intercuartilico. *p = 0,03.
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Figura 4. Comparacion de expresion relativa de miR-146a y miR-155 en adultos y nifios con DM1. A: expresion relativa de miR-146a; B: expresion
relativa de miR-155. Valores expresados como mediana y rango intercuartilico.
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Discusion

Estudios previos han mostrado cambios en las etapas del
inicio clinico de la DM1, describiéndose una disminucion
persistente de la razon CD4/CD8 en pacientes que presentan
esta patologia®’. Nuestro estudio no mostré esta diferencia, lo
cual podria explicarse por una desaceleracion inmune presente
en nuestros pacientes con DM1 los cuales, en su mayoria,
tenian un estadio de enfermedad mas avanzada. Se podria
especular que la falla en los receptores periféricos, derivada
de procesos tales como: oxidacion, nitracion y glicacion de
proteinas consecuencia de glicemias cronicas elevadas?', sea
el fendmeno que conduzca a esta desaceleracion, al alterar la
eficiencia de union de agonistas a sus receptores tales como
TCR, teniendo un efecto neto de aumento del umbral de
activacion como se ha observado en diabetes tipo 2%. Esto
sugiere la existencia de adaptaciones que buscan compensar
la hipersensibilidad de los linfocitos en pacientes bajo cuadros
autoinmunes avanzados?.

Los resultados respecto a la generacion de células T de
memoria tras una activacion via TCR (con anti-CD3, anti-
CD28 y suplementado con IL-2) en el grupo de adultos con
DM1 y controles sin DM 1, mostr6é un aumento significativo
en las células activadas respecto a las no activadas en el grupo
control, fendmeno no observado en el grupo de adultos con
DM1. Esta caracteristica, sumada a la pérdida del marcador
de condicion naive, daria cuenta de una respuesta alterada,

que se condice con el condicionamiento a nivel sistémico
de individuos con enfermedades autoinmunes en etapas
avanzadas®.

Nuestro estudio mostr6é una menor apoptosis basal en pa-
cientes adultos con DM1 respecto al grupo control, fenémeno
que cambio rapidamente luego de 3 dias de cultivo celular,
aumentando la apoptosis tanto en cultivos activados, como
no activados. Esto podria evidenciar una mayor sensibilidad
de los linfocitos del grupo con DM1 a perturbaciones origi-
nadas por el cultivo in vitro (al dia 3 se le suministrd 1L-2),
que posiblemente se explique por el fenomeno de sensibilidad
compensatoria que se traduce en mayores requerimientos de
sefales de sobrevida, lo que es coherente con lo observado
al dia 7 donde se evidencid una disminucion de la apoptosis
respecto al tercer dia.

Las fallas en el término de la tolerancia periférica han
sido vinculadas a numerosas enfermedades autoinmunes,
en particular, el AICD pareciera ser la forma mas critica en
el desarrollo de una autoinmunidad®. Esto, debido a que en
un nucleo inflamatorio donde se concentran las sefiales que
permiten a los linfocitos actuar en la destruccion controlada de
blancos inmunes, se genera estrés tisular y esta destruccion se
desarrolla de forma controlada o no dependiendo de la mag-
nitud de la infeccion o dafio (insulitis). Si en este escenario,
las células en necrosis superan la capacidad de macrofagos
en el nucleo inflamatorio se exponen epitopes intracelulares
como la maquinaria de procesamiento de RNA RISC, que es



altamente inmunogénica® y que en un contexto inflamatorio
daria como resultante la generacion de linfocitos de memoria.

En pacientes con DM1 en etapas iniciales, se ha reportado
que los linfocitos presentan una resistencia a AICD comparado
a sujetos controles a través de la via Fas?. Esta resistencia
a AICD via Fas también se observd en nuestro estudio en
adultos con DM1. Para el caso de la apoptosis en linfocitos,
el factor NF-kB es uno de los mas estudiados, por su versati-
lidad de respuesta y su participacion en vias de sefializacion
de apoptosis que lo describen como integrador de sefiales?.
Tanto miR-146a como miR-155, han demostrado participar
en la regulacion de la apoptosis en variados tipos celulares
por medio de la regulacion de vias de sefializacion que con-
vergen en NF-kB*?. Nuestro estudio mostrd una expresion
disminuida de miR-146a en condiciones basales en nifios con
DML, lo que es concordante con lo descrito por Yang et al'3.
La expresion de miR-146a en adultos, siguié una tendencia
al aumento en grupos no activados y una disminucion en los
grupos activados. Esto posiblemente se deba a que miR-146a
en su regulacion de retroalimentacion negativa sobre NF-
kB tiene un efecto neto pro-apoptdtico, lo que en el grupo
control se ajusta bastante bien al modelo de sensibilizacion a
la apoptosis producto de la activacion via TCR. Ademas, la
expresion de miR-146a durante la reestimulacion mostr6 un
aumento en ambos grupos, sin ser éste un cambio significa-
tivo. Una cinética similar en la expresion de miR-146a se ha
descrito en modelo de cicatrizacion de heridas en diabéticos,
donde se ha propuesto que la expresion de miR-146a podria
ser un predictor sistémico de patologias vinculadas al tér-
mino de la respuesta inmune via TLR*. Por ultimo, nuestro
estudio mostro correlaciones negativas significativas entre la
expresion de miR-146a y apoptosis en el grupo con DM1 en
AICD. Esto podria relacionar a miR-146a con el fendmeno
de apoptosis en la DM1.

En conclusion, este estudio mostrd que nifios con diag-
nostico reciente de DM1 presentan una expresion reducida de
miR-146a en condiciones basales; que AICD como mecanis-
mo de contraccion de la respuesta inmune, esta disminuido
en niflos y adultos con DM1; y que la generacion de células
de memoria CD4+CD45RA-CD45R0+ se encuentra reducida
en pacientes adultos DM1.
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