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I. INTRODUCCION

La epigenética es la ciencia que estudia los cambios heredables en la funcién de genes que no ocurren por
causa de un cambio en la secuencia nucleotidica (Ling & Groop, 2009). Estas modificaciones epigenéticas
pueden ser heredadas de una generacién de células a otra como herencia mitética y entre generaciones de
una especie como herencia meidtica. Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios aun existe poca
informacién sobre la herencia de rasgos epigenéticos entre generaciones. Hoy en dia se sabe que la
epigenética puede ser afectada por el ambiente, generando alteracién en los patrones como se ha visto en
las enfermedades multifactoriales complejas como la diabetes (Ling & Groop, 2009).

Los mecanismos epigenéticos incluyen modificaciones covalentes del DNA, modificacién covalente de las
colas de histonas, remodelacién no covalente de la cromatina y regulacién génica por RNAs no codificantes
(Gluckman et al, 2011). A través de todos estos mecanismos, la epigenética influye en procesos
fundamentales de la célula como el silenciamiento transcripcional de genes, la inactivacién del cromosoma
X, la impronta gendmica, la regulaciéon de elementos moviles transponibles, el establecimiento y
mantenimiento de la identidad celular y la regulacion de la estabilidad cromosémica y genémica (Bhutani,
Burns, & Blau, 2011; Jaenisch & Bird, 2003; Laurent et al., 2010)

La metilacién del DNA es el mecanismo mejor estudiado y se ha considerado parte integral de las
decisiones fundamentales de las células, jugando un papel fundamental en el desarrollo de los organismos
(Bhutani et al.,, 2011). En los vertebrados, la metilacién del DNA se da por un proceso catalitico enzimatico
en la posicion del carbono 5 de la citosina, principalmente en dinucle6tidos CpGs. Las DNA
metiltransferasas (DNMTs) son las enzimas responsables de realizar la accién combinada de establecer y
mantener los patrones de metilaciéon en el DNA (Patel et al. 2013; Chen et al. 2013).

Diversos estudios han demostrado que estas DNMTs son altamente expresadas en el desarrollo celular y
menos expresadas en células diferenciadas (Jones & Liang 2009). Los nuevos patrones de metilacién son
establecidos por las DNMT3a y DNMT3b, en el proceso conocido como metilacién de novo. Por su parte, las
DNMT1 son las enzimas responsables del mantenimiento de esos patrones tras las divisiones celulares,
usando para ello las hebras hemimetiladas como molde. Nuevos estudios sobre las DNMT1 han descrito su
importancia en el desarrollo embrionario y en cancer, siendo primordiales para el mantenimiento de la
identidad celular (Bhutani et al., 2011).

Estudios recientes han evidenciado que las citosinas de los mamiferos pueden también ser hidroxiladas.
Esta marca se ha visto expresada abundantemente en tejido cerebral y células pluripotentes. La funcién y
la distribucién del DNA hidroximetilado ain no esta clara. Sin embargo, hoy en dia, la hidroxilacién de las
5mC, se ha postulado como el principal y inico mecanismo de desmetilacién del DNA basado en un
proceso enzimatico, frente al mecanismo mas clasico basado en la falta de mantenimiento por las DNMT1.
El objetivo principal de este trabajo es determinar si existe otra posible via que esté alterando la oxidacién
de los grupos metilos y que permita entender los mecanismos de desmetilacién en condiciones
patolégicas, como en la diabetes.

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica crénica asociada a factores genéticos y
ambientales (Villeneuve, Reddy, & Natarajan, 2011). Su origen multifactorial y heterogéneo se caracteriza
por una desregulacién homeostatica de la glucosa y se correlacionada con el estilo de vida, una
alimentacién hipercaldrica, sedentarismo y obesidad (Online ADA, 2015). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) estima que la diabetes afecta aproximadamente a 346 millones de personas a nivel mundial y
que este nimero aumentara para el 2030 a 400 millones. Es considerada una epidemia y un problema de
salud publica que resulta en la disminucién de la expectativa de vida dada sus complicaciones (Intine &
Sarras, 2012; Online ADA, 2015).

Mas alla de las causas de la enfermedad, el estrés oxidativo, asociado a la elevada produccién mitocondrial
de especies reactivas de oxigeno, juega un papel fundamental en el desarrollo de las complicaciones



tipicas tanto microvasculares y macrovasculares asociadas a la diabetes (Giacco & Brownlee, 2010). Si
bien, hasta ahora nunca se ha asociado esta desregulacién oxidativa con procesos epigenéticos, la
evidencia ha demostrado la existencia de hipometilacién del DNA en las células afectadas por las
complicaciones diabéticas y paralelamente se ha establecido la importancia de un buen control glucémico
para prevenir la severidad de las complicaciones durante la vida del paciente (Villeneuve et al., 2011).

Hoy en dia se ha descrito el desarrollo de numerosas enfermedades asociadas a alteraciones de patrones
de metilacion. Los estudios del epigenoma en trastornos metabdlicos, cancer, Alzheimer y obesidad han
sido los mas estudiados, aunque no se tiene mucha informacién al respecto. En este proyecto utilizamos la
diabetes como modelo biolégico para relacionar el efecto de los estados hiperglucémicos y la
desmetilacion del DNA. Es por ello nuestro interés en estudiar los mecanismos de desmetilacion e
hidroximetilaciéon del DNA por procesos oxidativos asociados a hiperglucemia mal controlada en pacientes
diabéticos. Este proceso supondria la existencia de una via alternativa de desmetilacién que explicaria las
hipometilaciones encontradas en muchas enfermedades complejas, no sélo la diabetes sino también las
enfermedades que presentan como elementos comunes oxidacién celular, inflamacién y muerte por
distintas vias.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los patrones de metilacién del DNA en células somaticas son generalmente estables y heredables. En
células germinales y durante el desarrollo embrionario temprano, el proceso de la metilacién y
desmetilacion del DNA ocurre principalmente de manera activa para establecer patrones de metilacion
especificos que luego le daran la caracteristica de una célula somatica diferenciada. Una de las grandes
preguntas en la epigenética es como se generan estos patrones de metilacién y desmetilacién en el DNA
durante el desarrollo de un organismo y c6mo éstos se mantienen en células ya diferenciadas (Rodriguez-
Dorantes, Téllez-Ascencio, Cerbon, Lez, & Cervantes, 2004).

Estudios realizados en células humanas, ratas y peces cebra han documentado que los estados de
hiperglucemia inducen la desmetilacién de citosinas del genoma, generando cambios permanentes que
afectan la memoria metabdlica (Dhliwayo, Sarras, Luczkowski, Mason, & Intine, 2014), e inducen la
aparicion de enfermedades como la Diabetes Mellitus. La DM es un trastorno metabdlico que se caracteriza
por la deficiencia en la produccién de insulina, la resistencia a su accién o ambas. Como consecuencia
genera un estado de hiperglucemia persistente y altos niveles de oxidacién celular que conllevan al dafio
en el tejido endotelial por la incapacidad de regular la entrada de glucosa. Esto a su vez causa las
complicaciones microvasculares y macrovasculares que afectan de manera crénica y progresiva a 6rganos
diana.

Sin embargo, atin no es claro cémo la hiperglucemia puede afectar varios tejidos y cémo ésta genera el
efecto acumulativo que explica la memoria metabdlica. A este respecto, la epigenética puede ser de ayuda
para entender este tipo de cambios acumulativos. Por esta razoén, este proyecto busca analizar los
mecanismos moleculares que generan cambios en la metilacion del DNA bajo condiciones de
hiperglucemia. Este proyecto propone como hipétesis general de trabajo una nueva via de desmetilaciéon
del DNA basada en la oxidacién directa de las metilcitosinas desencadenada por las especies reactivas de
oxigeno.



I11. JUSTIFICACION

Desde que iniciaron los estudios bioquimicos, moleculares y genéticos de la diabetes se fueron conociendo
las multiples dimensiones y la heterogeneidad de dicho desorden, del cual ain no se entiende por
completo su patogenia. A pesar del conocimiento que existe sobre las complicaciones de la diabetes, de su
efecto en el metabolismo de la glucosa y en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), no esta
claro como estos mecanismos pueden influir en la memoria metabdlica y en las alteraciones epigenéticas
de la enfermedad generando una memoria metabdlica.

La funcién de la metilacién del DNA en diversos contextos se conoce desde los afios setenta, sin embargo
poco se sabe de las dindmicas que subyacen a los cambios epigenéticos, como en el caso de los promotores
génicos. Si por un lado la metilacién tiene una funcién clara en el silenciamiento génico y en la estabilidad
del genoma, esta claro que la falta de metilos también tendria su propia importancia. Hoy en dia se ha
caracterizado muy bien la via de metilacién basado en DNMTs, pero poco se sabe sobre los mecanismos de
la desmetilacion. Recientemente se han propuesto dos modelos de desmetilacién basados en una via activa
y otra pasiva, aun asi estos modelos no logran explicar las distintas situaciones fisiolégicas de la
desmetilacion celular y las situaciones en condiciones patoldgicas. En la actualidad se ha observado
hipometilacién global generalizada en patologias como diabetes, cancer, enfermedades autoinmunes,
inmunolégicas, neuroldgicas entre otras.

En este proyecto se ha utilizado la Diabetes Mellitus como modelo biol6gico experimental para estudiar y
cuantificar los mecanismos de metilaciéon e hidroximetilaciéon en un estudio de casos y controles de
pacientes con diabetes y sujetos sanos, con el objetivo de determinar la asociaciéon de los estados de
hiperglucemia con los cambios en los patrones de metilacién. Se correlacionaron los resultados clinicos y
moleculares con el fin de generar una hipdtesis alternativa referente al estilo de vida y asi identificar la
posible via afectada.



IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios en los niveles de metilaciéon e hidroximetilacion del DNA en sangre periférica,

asociarlos con el control glucémico de pacientes diabéticos y comprobar in silico las alteraciones

moleculares que expliquen los cambios epigenéticos en Diabetes Mellitus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar los niveles de metilaciéon e hidroximetilacién global del DNA en sangre periférica de
pacientes diabéticos frente a controles sanos.

Correlacionar las alteraciones en los niveles de metilacion o hidroximetilacién de los pacientes
diabéticos con su control glucémico.

Demostrar la falta de desregulacién de DNMT1 y TET1 entre pacientes diabéticos y por lo tanto su
independencia del proceso de desregulacion epigenética.

Analizar el efecto de la diabetes en diferentes tejidos afectados y los genes implicados a través del
estudio de microarreglos de metilacién y expresidn in silico.



V. MARCO TEORICO
5.1 EPIGENETICA

5.1.1 Historia de la epigenética

La historia de la epigenética esta ligada al estudio de la evolucidén y el desarrollo de los organismos. Hasta
la década de los 50 la palabra epigenética se utilizé para clasificar los eventos del desarrollo embrionario.
Seguido esto, hubo grandes debates entre embriélogos sobre la naturaleza y los mecanismos responsables
del desarrollo de los organismos. Dos escuelas con pensamientos distintos se formaron intentando explicar
la epigenética. Unos pensaban que cada célula contenia elementos preformados responsables en llevar a
cabo el desarrollo, corriente conocida como el “preformacionismo” y los que pensaban que el desarrollo se
daba por reacciones quimicas de componentes solubles que ejecutaban el desarrollo, también conocida
como la “epigénesis” (Felsenfeld, 2014).

El embriélogo Conrad Hal Waddington, estableci6 en la década de los 40 que la epigenética es la rama de
la biologia que estudia las interacciones causales entre genes y su producto, generando un fenotipo
determinante (Goldberg, Allis, & Bernstein, 2007). Fue reconocido por establecer el paisaje epigenético
parailustrar y clasificar todos los eventos del desarrollo de un organismo, desde la fertilizacién del cigoto
y los procesos reguladores que parten del material genético hasta el desarrollo de una célula (Felsenfeld,
2014).

5.1.2 Concepto de epigenética

En 1975 se publicaron dos articulos distintos con resultados similares por los autores Arthur D. Riggs y
Robin Holliday & Frank Pugh. Ambos proponen que la metilaciéon del DNA puede actuar como una marca
epigenética que tiene un fuerte efecto en la expresiéon génica y que los cambios de la metilacién del DNA
explican la activacién o inactivaciéon de la expresion durante el desarrollo. A su vez establecieron que
distintas enzimas eran las responsables de la metilacién (Felsenfeld, 2014). Esta fue la primera vez que se
le dio una funcién a ciertas marcas covalentes que ya se conocian, como la metilacidn, pero que hasta ese
momento no se sabia para que se utilizaban.

Hoy en dia la epigenética es descrita como la ciencia que estudia los patrones de expresion génica
heredables y cambios en el fenotipo que no se deben a la alteracién en la secuencia del DNA. En otras
palabras, estudia los cambios en el DNA que no afectan la secuencia nucleotidica de un gen pero producen
cambios en su expresion. Se sabe que los cambios epigenéticos son heredables y se mantienen durante la
meiosis. Esta ciencia se basa en el estudio de las uniones de grupos quimicos al DNA y a las histonas que
intervienen en la eleccién del destino celular, desarrollo embrionario y estabilidad genémica (Holliday,
2006).

5.1.3 Los cuatro pilares de la epigenética

Diversas sefiales epigenéticas participan en la expresidn diferencial especifica de cada célula incluyendo
las modificaciones covalentes del DNA, las modificaciones post-traduccionales de colas de histonas (i.e.,
acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones y ubiquitinaciones, entre otras.), la incorporacién de variantes
de histonas, la regulaciéon de la cromatina y la regulacién por RNAs no codificantes (Maresca, 2015). La
figura a continuacidn ilustra los niveles de los mecanismos epigenéticos.
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Figura 1. Modelo general de la regulacién epigenética (Zaidi et al, 2010).

5.1.3.1 Remodelacion de cromatina

La remodelaciéon de la cromatina es un mecanismo importante ya que afecta a todos los estados de la
transcripcion. Se caracteriza por la remodelacién transitoria y la apertura de la cadena de DNA de su
octimero de histonas para formar un loop de DNA y asi mover los nucleosomas a una posicién
translacional, todo para dar accesibilidad a los factores de transcripciéon (TFs). Los nucleosomas estan
compuestos de 147pb dando 1.65 vueltas alrededor de un octdmero de histonas con 14 puntos de unién al
DNA. Esta interaccién multiple hace de los nucleosomas uno de los complejos protéicos mas estables bajo
condiciones fisiol6gicas normales. La forma en que estd compactada la cromatina, le provee propiedades
dindmicas que son reguladas por varios grupos protéicos (Li, Carey, & Workman, 2007).

Los complejos remodeladores de la cromatina son complejos protéicos capaces de mover los nucleosomas
de su posicion para dejar expuesta la regiéon promotora y permitir la entrada de complejos
transcripcionales para que se dé la expresiéon génica. Esta actividad estd mediada por complejos con
actividad ATPasa en este caso particular, por el complejo SWI/SNF que fue el primer complejo identificado
en levaduras. Su funcién es la de desestabilizar el nucleosoma al romper el contacto del DNA con el
octdmero de histonas y asi poder moverse libremente para asociarse a la regién de interés. Todos los
complejos remodeladores de nucleosomas pertenecen a la familia SNF2 de ATPasas y se dividen en 7
subgrupos dependiendo de sus dominios

5.1.3.2 Modificacion de las colas de histonas

La modificacién de las colas de histonas es un mecanismo importante en la modificacién post-traduccional
de las histonas. Estas modificaciones incluyen metilacién de los residuos arginina (R) y lisina (K),
acetilacién en lisinas, ubiquitinacién, ADP-ribosilacidn, sumoilacidn de lisinas y fosforilacién de serinas y
treoninas. Muchas de estas marcas son seflales que dirigen la remodelacién hacia un estado concreto.
Algunas modificaciones estan asociadas a actividad transcripcional, como la acetilacién de la histona 3 e
histona 4 (H3 y H4) o la di- o tri-metilacién (me) de H3K4. Estas son conocidas como modificaciones de
eucromatina. Otras modificaciones estidn relacionadas a la inactivacién de genes o regiones, como la
H3K9me y la H3K27m y, se conocen como modificaciones heterocromaticas. Sin embargo, muchas de ellas



no influyen en la transcripcién, pero si en la estabilidad del genoma, o en reparacién, como puede ser la
fosforilacidn de la variante H2AX o la H3K79me (Li et al., 2007).

5.1.3.3 RNAs no codificantes

Los RNAs no codificantes conforman una extensa familia de moléculas que intervienen en distintos
procesos. Segun su extension se dividen en RNAs cortos no codificantes y RNAs largos no codificantes.
Durante la ultima década han sido muy estudiados, en especial los miRNAs, siendo los mas conocidos hoy
en dia y de los que se tiene mayor informacidén. Los microRNAs son secuencias cortas de RNAs no
codificantes de aproximadamente 20-24 nucleétidos (nt) que estdn ampliamente involucrados en la
regulacién de la expresion de genes en organismos multicelulares, afectando asi la estabilidad, la
transcripcién y la traducciéon de los mRNAs. Los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II
generando un transcrito primario con su Cap y su cola poliadenilada (pri-miRNAs). Este transcrito
primario es cortado por la ribonucleasa Drosha III para generar un transcrito de 70nt (pre-miRNA), que
luego es cortado en el citoplasma por la ribonucleasa Dicer para generar un miRNA maduro y un miRNA
antisentido (miRNA*). El miRNA maduro se incorpora en el complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RISC) y reconoce por emparejamiento de bases a sus mensajeros de RNA diana, generando inhibicién en
la traduccién y la desestabilizacién del mRNA (NBI, miRNA, 2016).

Dentro del tema de estudio de esta tesis, cabe destacar un miRNA en particular, miRNA133a. Estudios en
células del miocardio (cardiomiocitos) han descrito la forma como dicho miRNA133a regula
negativamente la actividad de DNMT1 y por lo tanto, su desregulacién estaria afectando a la metilacién de
mantenimiento (NBI, miRNA, 2016).

5.1.3.4 Modificacion covalente del DNA

Gracias a los estudios SMRT (Single molecule real-time sequencing) en el cual se detectan las posibles
modificaciones en las bases del DNA, se ha establecido que existen varias representaciones que son
ilustradas en la siguiente figura.
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Figura 2a. Estructura molecular de las modificaciones de bases del DNA.

Entre las modificaciones del DNA, la metilacién es la mas conocida y estudiada. En los mamiferos, la
metilacién del DNA ocurre principalmente por la modificacién covalente en los dinucledtidos CpG y es
catalizado por enzimas que transfieren el grupo metilo. Esta modificacién no cambia la secuencia de
nucledtidos y actia como un regulador critico del genoma (C. C. Chen et al., 2013; Maresca, 2015; Zaidi et
al.,, 2010).

Aunque la metilacién de los residuos de citosina en el DNA se conoce desde los afios 50, no fue hasta 1975
cuando se describié su funcién sobre el genoma, asociandola desde entonces de forma indisoluble al
silenciamiento génico. Se describi6 como una marca que podia ocurrir de novo y ser heredada
mitoéticamente en células somaticas a partir del reconocimiento enzimatico de secuencias CpG
palindrémicas hemimetiladas, asi mismo podia ser interpretada por proteinas de unién al DNA para su



silenciamiento. Evidencias recientes sugieren que esta marca desempefia otras funciones en el genoma ya
que se encuentra distribuida a lo largo de todo el genoma y no exclusivamente en regiones CpG cercanas al
sitio de inicio de transcripcién como se creia (Jones, 2012). La siguiente figura representa la transferencia
del grupo metilo con S-adenosilmetionina (SAM) como donador del mismo.
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Figura 2b. Representaciéon esquematica de la transferencia del grupo metilo al carbono 5 de la citosina
(Maresca, 2015)

Esta modificacién de la citosina es un regulador epigenético critico en el desarrollo de los mamiferos pues
juega un papel importante en la diferenciacién y desarrollo celular, asi como en las enfermedades. La
correcta metilacion del genoma es fundamental en el mantenimiento de la identidad celular, la inactivacién
del cromosoma X y la impronta gendmica. Igualmente protege la integridad genémica por el silenciamiento
de transposones y otros elementos mdviles (Denis et al., 2011; Laurent et al., 2010;Bhutani, Burns, & Blau,
2011; Chen & Rigs, 2011). La metilacién también juega un papel importante en el silenciamiento
transcripcional de genes durante la formaciéon de la heterocromatina, ya sea por la interferencia de la
unién de los factores de transcripcién a su sitio diana o afectando las modificaciones en las colas de
histonas y la ocupaciéon de nucleosomas dentro de las regiones promotores de genes, afectando asi la
estructura de la cromatina. Algunas metilaciones son reversibles debido a que las células pueden eliminar
fracciones de metilos de las islas CpGs a través de la replicaciones (Zaidi et al., 2010).

La metilacién es importante para establecer las caracteristicas fenotipicas de las células, tejidos y
organismos. Poco se sabe de su variacién natural en los humanos y como esto influye en las diferencias
fenotipicas entre individuos, asi como en la susceptibilidad a ciertas enfermedades y sus patogenias,
respuesta a medicamentos y agentes ambientales (Heyn et al, 2013; Horvath, 2013). En estudios de
cancer, se ha demostrado que la generacién de patrones aberrantes de hipermetilacién conducen a
cambios en la estructura de la cromatina y al silenciamiento de genes supresores de tumores (Zaidi et al.,
2010; Laurent et al., 2010; Jones, 2012).

Como modificacién epigenética, la metilaciéon puede ser heredada a través de multiples divisiones
celulares. Los patrones de metilacién genémicos son establecidos durante dos periodos del desarrollo, en
células germinales y en la preimplantacién embrionaria, generando células con un amplio potencial de
desarrollo (Branco, Ficz, & Reik, 2011; Denis et al, 2011; Volkmar, Dedeurwaerder, Cunha, Ndlovu,
Defrance, Deplus, Calonne, Volkmar, Igoillo-Esteve, et al.,, 2012).

5.1.3.4 .1 El papel de las CpGs y la metilacion del DNA

Por muchos afios se ha establecido que la metilacién del DNA en mamiferos ocurre simétricamente en los
residuos de citosina en ambas hebras de dinucleétidos de CpG, pero estudios recientes han demostrado
que esta marca no sélo se limita a las secuencias CpGs. En estudios in vitro, se ha observado que la
metilacién también ocurre de forma no simétrica, como por ejemplo en nucle6tidos CpXpG. (Denis et al,,
2011).



La distribucién de las CpGs en el genoma es heterogénea. Algunas areas son ricas y otras pobres en
dinucleétidos CpG. Los niveles y patrones de metilacién son tejido especifico y no todas las citosinas estan
metiladas. Esto ultimo es lo que diferencia los estados de actividad génica entre células diferenciadas, ya
que inducen procesos fisiolégicos claves del desarrollo. (El-Osta et al., 2008; Jones, 2012). En el genoma
humano hay 56 millones de sitios CpG, de los cuales el 70-80% estan metilados y corresponden al 4-6% de
todas las citosinas. Los dinucleétidos de CpGs estan concentrados en las pequefias regiones llamadas islas
CpGs (CGIs) que conforman el 70% de los promotores de genes humanos (Laurent et al,, 2010; Saxonov,
Berg, & Brutlag, 2006). El 60% de los genes tienen CGIs en sus promotores y tienen sitios libres de
nucleosomas (NDRs) en el sitio de inicio de la transcripciéon (TSS). En el resto del genoma de los mamiferos
las islas CpGs estdn pobremente representadas, este fenomeno estd muy posiblemente asociado a la alta
mutagénesis de la 5-metilcitosina en comparacion con la citosina no metilada (Jin, Kadam, & Pfeifer, 2010).

En células somaticas la gran mayoria de CGIs se mantienen desmetiladas en sus TSS, son marcadas por la
trimetilacion en la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3) y se caracterizan por la remodelacién nucleosomal
con la histona H2A.Z, un antagoénico de las DNMTs, asociada a la transcripcion. Generalmente, las zonas
corriente abajo de los TSS son pobres en CGls, aunque son ricas en dinucle6tidos CpGs. Estos ultimos
pueden estar o no metilados y se ha visto su funcién en el control de splicing. Los niveles de expresiéon son
controlados por factores transcripcionales pertenecientes a las proteinas polycomb, trayendo nucleosomas
al TSS marcados con la H3K27me3. Sin embargo, se ha observado que la metilacién de novo ocurre en
ausencia de H3K4me2 y H3K4me3 (Jones, 2012). En la siguente figura se puede observar la anatomia
molecular de los CpGs.
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Los genes con sitios TSS pobres de CGls generalmente estan no metilados y son altamente expresivos, tal y
como ocurre en células primordiales. Hoy en dia se sabe que la metilacion no soélo se limita al
silenciamiento génico o a la expresion del gen. Diversos estudios han evidenciado que existe una
correlacion inversa entre la densidad de las islas CpGs y los estados de metilacién en promotores. Los
genes activos usualmente estan hipometilados en sitios de inicio transcripcional (TSS) y altos niveles de
metilacién se encuentran en los cuerpos génicos para bloquear la iniciacién de transcripciones aberrantes
dentro de genes, previniendo asi la produccién de microRNAs (mRNAs) y proteinas truncadas. Los sitios
de corte y empalme son regiones caracterizadas por un cambio en la metilacién del DNA, teniendo mayor
metilacién los exones que los intrones, sugiriendo asi la implicacién en los procesos de corte, empalme y
proteccion. (Chatterjee & Vinson, 2013; Laurent et al., 2010; Heyn et al.,, 2013).

La mayoria de los cuerpos génicos son pobres en CpGs aunque generalmente estin extensamente
metilados. Metilaciones en CpGs de exones son la principal causa de mutaciones transicionales C—T, que
conllevan a enfermedades de las lineas celulares germinales y al cancer. Sin embargo, la metilacién en
cuerpos génicos no se asocia a represiéon y mas bien actia como una proteccién de la transcripciéon de
elementos moviles como LINEs, Alu, entre otros. Se ha visto que estdn mas metilados los exones en
comparacidn a los intrones, posiblemente como se mencion6 previamente, para la regulacién correcta en
el proceso de splicing (Jones, 2012).

Los promotores downstream son ricos en CpGs a diferencia de los promotores alternativos que
generalmente son pobre en CpGs. La metilacién en sitios enhancer es pobre en CpGs dado que son sitios
importantes para la unidén de complejos transcripcionales y es por esto que contienen zonas pobres en
metilacion (LMRs). En el caso de los insulators, proteinas que se han descrito por bloquear la interacciéon
de los sitios enhacer y el promotor, se evita la transcripcién mediante la proteina CTCF, que se une en
ausencia de metilacién y es por esto que esta marca es importante para la actividad de dicha proteina
(Jones, 2012).

5.1.3.4 .2 Enzimas encargadas de la metilacion del DNA

A. DNA metiltransferasas

En el genoma de los mamiferos, las DNA metiltransferasas (DNMTs) son pieza clave en la regulacién
epigenética. Las DNMTs catalizan la transferencia del grupo metilo de la S-adenosilmetionina (SAM)
obtenido en el ciclo de un carbono a la citosina del DNA. (Chen & Riggs, 2011; Goll & Bestor, 2005. Estas
enzimas son las encargadas de establecer y mantener la metilacién en la citosina de los CpGs del DNA.
Existen tres enzimas funcionales como son las DNMT1, DNMT3a, y DNMT3b. Otra enzima como es la
DNMT3L tiene funciones reguladoras, pero carece de sitio catalitico. Por tltimo, existe también la DNMT2,
que en la actualidad se considera que ejerce su funcion casi exclusivamente sobre el RNA (Figura 4). Todas
son esenciales para establecer los patrones de metilacién y para mantenerlos tras los procesos de
replicacion (Denis et al.,, 2011). A continuacién se muestran las caracteristicas génicas de las DNMTs (Tabla

1).

Posicién cromosémica 19p13.2 2p23.3 20q11.21

Transcrito primario (pb) 5408 9501 4336
Transcrito codificante (pb) 4851 2739 2562
Proteina (aa) 1616 912 853

Fenotipo asociado a su Ataxia cereberal, Sindrome Tatton- Sindrome de
sordera, narcolepsia inmunodeficiencia,




disfuncion. autosémica Brown inestabilidad de la
dominante, region
neuropatia tipo IE centromérica y
hereditaria anomalias faciales

Tabla 1. Descripcién génica de las DNMTs. (OMIM, CCDS, NCBI)

Por muchos afios se ha propuesto que el modelo de metilacién se basa en dos funciones, de novo y de
mantenimiento. Las enzimas DNMT3a y DNMT3b son las encargadas de establecer patrones nuevos de
metilacién. Estan altamente expresadas en el desarrollo y la diferenciacién celular y pobremente
expresadas en las células diferenciadas. A pesar de su baja expresion en células somaticas, hoy en dia se ha
descrito que son necesarias para mantener los patrones de metilacién junto a la DNMT1. (Illingworth &
Bird, 2009; Roénn et al,, 2013)
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Figura 4. Representacién esquematica de las estructuras de las DNMT’s (Denis et al., 2011).

El mantenimiento de los patrones de metilacién se establece por el reconocimiento de la hebra
hemimetilada durante la replicacién del DNA, por medio de las DNMT1. Estudios gen6émicos en el
mantenimiento de estos patrones han descrito la necesidad de mas interacciones proteicas. El
mantenimiento de la metilacién no es tan sencillo como parece y no sélo esta involucrada la DNMT1, ya
que el desarrollo y el control de los sistemas de replicacién debe garantizar que se mantenga la fidelidad
de dichos patrones. Estudios demuestran que las DNMT3a y DNMT3b son necesarias para mantener los
patrones de metilacién juntos a las DNMT1 y que el fiel mantenimiento de los patrones no s6lo se mantiene
por una fiel copia durante la embriogénesis, sino también por la ayuda en la metilacidn por parte de éstas
DNMTs (El-Osta et al., 2008; Ronn et al,, 2013). En la figura 5 se observa el modelo clasico de la metilacidn.
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Figura 5. Modelo clasico de la metilacién (Maresca, 2015).

a DNMT1: DNA (citosina-5-)-metiltransferasa 1

La DNMT1 es la principal enzima para preservar el mantenimiento de los patrones de metilacién de las
células tras la replicacion. Existen dos caracteristicas importantes, su expresion es ubicua y alta durante la
proliferacién y varia segun el estado del ciclo celular de manera dependiente, siendo mayor en la fase S de
sintesis. La otra caracteristica es su escasez en las células que no estin en divisiéon. En casos patolégicos
como el cancer, se ha descrito actividad de metilacién de novo por estas enzimas (Denis et al., 2011;
Maresca, 2015) (Chen and Li 2006). Otros estudios han demostrado la capacidad de reparar lesiones
causadas en el DNA (Mortusewicz, Schermelleh, Walter, Cardoso, & Leonhardt, 2005).

En humanos, esta enzima se conforma de 1616 aminoacidos y es la mas abundante en preservar y
propagar la existencia de estos patrones. La DNMT1 muestra preferencia por regiones hemimetiladas y ha
mostrado ser una enzima altamente procesiva, capaz de metilar largos tramos de la cadena sin disociarse
de ella (Herman et al 2004; (Denis et al., 2011; Reiling et al., 2010). Ademas interactda con el factor PCN de
la DNA polimerasa que asegura su localizacién en la horquilla de replicacién (Jones, 2012).

Los estudios knockdown de DNMT1 muestran extensiva desmetilaciéon del DNA y letalidad embrionaria
durante la gastrulacion. Células embrionarias con ausencia de DNMT1 son viables dado la poca necesidad
de la enzima, pero mueren después de inducir la diferenciacién. (Chen et al 2013; Maresca, 2015).
Mutaciones que afectan el gen DNMTI1, se han asociado a dos enfermedades neurodegenerativas
autosémicas dominantes: neuropatia sensorial y autonémica hereditaria con demencia y pérdida de
audicién tipo 1E (HSN1E) y sordera- ataxia cerebelosa autosémica dominante y narcolepsia (ADCA-DN).
Una caracteristica importante de la DNMT1 es su dependencia por el dominio SRA de la UHFR1 para su
reclutamiento en los sitios CG (Bashir Aamir et al.,, 2012).

B. UHRF1 (Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains)

El gen UHRF1 codifica para una proteina perteneciente a la familia de RING-finger tipo E3 de la ligasa de
ubiquitina y se caracteriza por la unién de una secuencia especifica en el DNA para el reclutamiento de la
DNMT1. Dicha unién media la regulacién de la estructura de la cromatina y la expresion del gen diana. La
UHRF1 ayuda a la DNMT1 a reconocer la hebra hemimetilada (Branco et al,, 2011; Z. Chen & Riggs, 2011).



5.1.4 Desmetilacion activa y pasiva

Existen dos mecanismos principales de desmetilacidn, la demetilacién pasiva y la desmetilacion activa. La
desmetilacion pasiva ocurre por la reduccién o ausencia en la actividad de las DNMTs, en especial de la
DNMT1, en el mantenimiento de la 5mC tras la replicacién celular, perdiéndose asi la metilaciéon en la
hebra hemimetilada. La desmetilacién activa, por su parte, ocurre en respuesta a cambios de sefiales en la
célula. Se basa en dos vias principales, una via oxidativa que hasta el momento se cree que es generada por
las glicosilasas ten-eleven translocasas (TET’s) que oxidan el grupo metilo de la 5-metilcitosina (5mC) a 5-
hidroximetilcitosina (5hmC) y otra via de deaminacidén de citosina inducida por la activacién de la
apolipoproteina B (AID/APOBEC) que por los mecanismos de reparacién celular se desmetilan de forma
activa las 5-metilcitosinas generando asi una citosina (Bhutani et al., 2011).

El papel de la desmetilacion ha sido ampliamente documentado en pocesos celulares importantes como en
el desarrollo temprano, la reprogramaciéon durante la gametogénesis y en la clonacién. Igualmente se ha
descrito su importancia en la formacién de la memoria y la neurogénesis, en las respuestas inmunes por
medio de las citoquinas y en la tumorogénesis. En diversas situaciones estdn involucradas estas
modificaciones que afectan la forma en la cual se van a expresar o no los genes (Zhu, 2009).

5.1.4.1 Maquinaria de desmetilacion activa

La maquinaria de la desmetilacidn activa estd representada por dioxigenasas y desaminasas que se ven
representadas en la figura 6. La via de la oxidacién de la 5mC por las TETs, genera un compuesto
intermediario 5hmC que puede ser oxidado por la misma enzima y asi formar otros intermediarios como
5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxicitosina (5caC). Adn no se ha demostrado si la 5caC puede ser
descarboxilada por las DNA glicosilasas de timina (TDG), pero se ha demostrado que a partir del 5fC, las
TDG remueven el grupo timina para formar una citosina. La via de la deaminacién es descrita como otra
via activa en la cual participan complejos moleculares, entre ellas, la apolipoproteina B (AID/APOBEC), la
TDG, las proteinas de uni6én a grupos metilos (MBD4) y las glicosilasas de cadena sencilla que remueven
uracilos (SMUG1), que por mecanismos de reparaciéon por escisién de bases (BER) producen una base
apurinica que es reparada por la base correcta. Hoy en dia, dichos mecanismos siguen en estudio (Branco
etal, 2011).

Diversos estudios han propuesto que el proceso de desmetilacién es bidireccional. Esto ha sido observado
en estudios de reprogramacion celular y en la accidén de reguladores asociados a la plasticidad y destino
celular (Bhutani et al, 2011). Un estudio reciente, revelé una caracteristica nueva de las DNMTs en
vertebrados, la capacidad de convertir el 5mC a 5hmC en presencia de iones de calcio y la ausencia de
agentes reductores (Chen etal.,, 2013).
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Figura 6. Diagrama de las posibles vias de desmetilacién de DNA (Branco et al., 2011).

A. Ten-eleven translocasas (TETs)

La existencia de la 5hmC fue reportada en los 50 por Wyatt, aunque su funcién es conocida hasta hace muy
poco tiempo. El descubrimiento de las glicosilasas TET1, TET2 y TET3 fue de gran interés por su capacidad
de catalizar la conversion del 5mC a 5hmC en diversos tipos de cancer. Con el tiempo, se describié su
funcién de activar la represiéon de promotores en genes inactivos. En estudios en ratones se identificé su
actividad en el mantenimiento de la pluripotencia y en la desmetilacién en el desarrollo temprano (Figura
7) y fue asi como se conoci6 que TET3 esta involucrada en la pérdida rapida de metilacién en el prontcleo
masculino durante la fomacién del cigoto después de la division celular (Bhutani etal, 2011).
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Figura 7. Reprogramacion en células germinales y preimplantacion embrionaria en ratén. Durante
los estadios iniciales del desarrollo, las células PGCs se encuentran altamente metiladas y entran en
desmetilacion durante la pro-espermatogénesis y la pro-ovogénesis, para finalmente restablecerse. En el
caso del genoma paterno (azul) después de la fertilizacién ocurre inmediatamente una desmetilacidn. En el
genoma materno (rojo), la desmetilacién se da luego de pocas divisiones celulares. Ambos genomas son
remetilados durante la implantacién embrionaria (Ding & Huang, 2014).



Todas las enzimas TETs tiene un dominio CD (rico en citosinas y regiones DSBH (Dominio con actividad
dioxigenasa de metilcitosina de unién a metal)), que en presencia del 4cido a-cetoglutarico y hierro
descarboxilan el Oz para generar 5hmC a parti del 5mC. Los genes TET1 y TET3 contienen dominios CXXC
importantes para la unidn a los dinucleétidos CpG, mientras que le gen TETZ carece de este dominio (He et
al,, 2011). A continuacién se muestran las caracteristicas génicas de las TETs (Tabla 2).

TET1 TET2 TET3

Posicién cromosémica 10g21 4q24 2pl13.1

Transcrito primario (pb) 9288 10166 11388
Transcrito codificante (pb) 6411 3498 5388
Proteina (aa) 2136 1165 1795

Fenotipo Leucemia aguda Trombocitopenia Problemas en
esencial, policitemia  desarrollo celular
vera y leucemias.

Tabla 2. Descripcién génica de las TETs. (OMIM, CCDS, NCBI)

b. TET1

La TET1 estd altamente expresada en células embrionarias (ES) y estd pobremente regulada durante
la diferenciacién. Su dominio CXXC es caracteristico y hace parte del grupo de proteinas que lo utilizan
para la unién al DNA, en este caso se une a citosinas metiladas e hidroximetiladas. (Xu et al., 2011).
Estudios basados en inmunoprecipitaciéon de anticuerpos 5hmC en DNA hidroximetilado (hMeDIP),
revelaron un alto contenido de 5hmC en cuerpos génicos, especialmente en intrones y exones, y bajo
contenido en promotores. También se confirm¢ la alta densidad de 5ShmC en sitios de terminacién de
la transcripcion (TTS) y presencia de TET1 como regulador de la transcripcién (Xu et al., 2011)

B. AID/APOBEC

La desmetilacién mediada por glicosilasas ha sido muy estudiada en plantas. En humanos se cree que
por lo menos esta involucrada en un paso de la desmetilacién. La deaminasa de citidina (AID) junto a
complejos protéicos contribuye a la remocién extensa de metilacién del DNA en células germinales
primordiales de humanos y en el nicleo paterno del cigoto (Sanz, Kota, & Feil, 2010). Aunque aun
faltan estudios para determinar su verdadera funcién en la desmetilacidn.

El complejo AID/APOBEC (apoliproteina B) comparte la misma caracteristica de contener un motivo
de zinc en su sitio catalitico. Existen diferentes variantes de esta enzima y se ha visto en diversos
tejidos que la presencia de ella conlleva a procesos de desmetilacién por la via de reparacién por
escisién de bases BER (Ramiro & Barreto, 2015).

C. TDG

La TDG es una glicosilasa de timina que se caracteriza por remover los motivos de timina de mismatch
de G/T, C/T y T/T por la hidroélisis de la unién del carbén-nitrégeno entre el azticar-fosfato del
esqueleto del DNA. También es capaz de remover uracilos y 5-bromouracilos de guaninas mal
pareadas. Esta enzima juega un papel fundamental en la defensa celular contra mutaciones causadas
por la deaminacién espontanea de la 5-metilcitosina v la citosina (NCBI, 2016).



D. MBD4

La proteina de unién a grupo metilo (MBD) se caracteriza por tener un dominio de unién a metilos en
el N-terminal y un dominio con actividad glicosilasa el C-terminal, importante en la reparacién DNA
(NCBI, 2016).

5.1.5 Ciclo de un carbono, clave en la metilacién

El metabolismo bioquimico de un carbono es clave para el proceso de metilacién del DNA. La S-
adenosilmetionina (SAM) y S-adenosilhomocisteina (SAH) son substratos y productos esenciales para la
metilacién. Su tasa se ha utilizado como indicador de la capacidad de metilacién celular estableciendo que
una disminucién de SAM disminuye a su vez la metilacién (Caudill et al., 2001).

El ciclo de un carbono recibe este nombre porque transporta un carbono durante su reaccién y esta
conformado por tres ciclos bioquimicos que participan conjuntamente. La transmetilacidn, conocido como
el ciclo de SAM, es importante por aportar el grupo metilo a la DNMT1. El segundo es el ciclo del folato,
fundamental para la sintesis de poliaminas donde el folato es el compuesto donador del grupo metilo.
Finalmente, el ciclo de la transulfuracién, que es esencial e importante para la generaciéon de precursores
de glutation y taurina. Evidencias genéticas recientes sugieren que la hiperactivacién de esta via conduce a
la oncogénesis y establece estados epigenéticos alterados (Locasale, 2013).

La metionina-sintasa (MS) junto al cofactor vitaminico B12, son importantes en la reaccidén para generar
metionina. A partir de este compuesto junto el adenosil trifosfato (ATP), la MAT cataliza la reaccién para
generar SAM, compuesto principal que dona su grupo metilo a las DNMT’s para producir S-
adenosilhomocisteina y entrar al ciclo de transulfuracién o remetilarse. En la siguiente imagen se observan
los tres ciclos involucrados en el transporte del grupo metilo.
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Figura 8. Tres rutas metabdlicas que componen el ciclo de un carbono (Locasale, 2013).



5.2 DIABETES MELLITUS COMO MODELO BIOLOGICO

5.2.1 Concepto actual de la diabetes mellitus

La diabetes se caracteriza por una deficiencia del pancreas en producir suficiente insulina, la disminucién
de la respuesta de los tejidos para utilizarla, o ambas. La resistencia a la insulina es el resultado de una
pobre respuesta tisular a la insulina atin en presencia de concentraciones normales de la hormona. En la
diabetes se altera el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (ADA & IDF, 2016; Anexos 1.)

La diabetes es una de las enfermedades crénicas mas comunes en el mundo entero (Matough, Budin,
Hamid, Alwahaibi, & Mohamed, 2012). La diabetes causa un desorden metabdlico caracterizado por
hiperglucemia crénica generando asi diversas complicaciones. Su incidencia se ha visto en aumento en los
ultimos 10 afios y se cree que se duplicard para el 2030 (Forbes & Cooper, 2013). Se considera un
problema de salud publica grave y creciente a nivel mundial ya que provoca una reducciéon en la
expectativa de vida y un aumento en la morbilidad debido a las complicaciones especificas que genera la
enfermedad (Ceriello, 2008; Intine el al.,, 2012).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que en el mundo hay mas de 347 millones de personas
con diabetes. Mas del 80% de las muertes se registran en paises de bajos y medianos recursos econémicos.
Se calcula que para el 2030, la diabetes sera la séptima causa de mortalidad con mas de 400 millones de
afectados (Online OMS, 2015; Villeneuve et al. 2011). Segtn la Federacién Internacional de Diabetes, mas
de la mitad de los posibles casos atin no han sido identificados (Online IFD, 2015). En América Latina la DM
Tipo 2 es el tipo mas comun y la incidencia va en aumento con tasas dos veces mas altas comparada con
otros sitios distintos (Online IDF, 2014).

En Colombia, su incidencia anual va en aumento y su prevalencia oscila entre el 4 - 8% en zonas urbanas y
el 2% en zonas rurales. Multiples factores genéticos y ambientales como el cambio en los estilos de vida, el
envejecimiento, el mestizaje y la urbanizacién han impulsado el aumento de sobrepeso y el sindrome
metabdlico contribuyendo asi a su patogenicidad y persistencia. En el 2007 el Departamento
Administrativo Nacional de Estadisticas (DANE, 2016), informé que la diabetes se encuentra dentro de las
primeras cinco causas de muerte anuales y es cuatro veces mas frecuente en la poblaciéon urbana que en la
rural. La prevalencia de DM Tipo 1 es del 0.07% y su incidencia es de 3 a 4 por 100,000 nifios menores de
15 afios (Aschner, 2010).

5.2.2 Causas de la diabetes

La diabetes tiene un origen multifactorial en el que participan factores genéticos y factores
medioambientales. El estilo de vida occidental, caracterizado por un desbalance de micronutrientes y
dietas con alto valor energético promueven el desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2. Se suma a esto la
inactividad fisica y el aumento considerable del peso. Todos estos factores son consecuencia de
acontecimientos como la migracién de poblaciones rurales a zonas urbanas, cambios de alimentos
naturales a alimentos procesados ricos en energia, exposicién a agentes contaminantes orgénicos y
sintéticos, el desequilibrio temprano en la microbiota, el uso indebido de antibiéticos y el desarrollo
tecnoloégico que reduce el gasto energético para realizar un esfuerzo. Todos estos factores contribuyen al
sedentarismo y al sobrepeso, promoviendo el desarrollo de diabetes en personas susceptibles (Nolan,
Damm, & Prentki, 2011), como se resume en la siguiente imagen.
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Figura 9. Modelo que propone el rol de la epigenética en los mecanismos patogénicos de la diabetes (Ling
& Groop, 2009)

5.2.3 Mayores complicaciones en la diabetes

Las mayores complicaciones de la diabetes se asocian a dafios microvascular y macrovasculares,
generados por una elevacién crénica de los niveles de azicar en sangre (Figura 10). Entre las
complicaciones microvasculares se describen la retinopatia diabética con pérdida potencial de la visidn, la
nefropatia diabética que produce dafio renal y las neuropatia diabética que ocasiona dafio directo en los
nervios y alteracién de los vasos que nutren a los nervios; vasa nervorum. Las complicaciones
macrovasculares por su parte, afectan principalmente la arteria coronaria e incluyen enfermedades
arterioescleroéticas cardiovasculares prematuras, enfermedades cerebrovasculares y enfermedad arterial
periférica con alto riesgo de ulceraciones y amputaciones de las extremidades (Brownlee, 2005; Forbes &
Cooper, 2013; Giacco & Brownlee, 2010; Poretsky, 2010). En la siguiente figura se visualizan las
complicaciones de la diabetes.



THE MAJOR DIABETIC COMPLICATIONS
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Figura 10. Mayores complicaciones de la diabetes (Online IDF, 2016). Complicaciones microvasculares:
retinopatia diabética, enfermedad coronaria, nefropatia diabética y enfermedad periférica vascular.
Complicaciones macrovasculares: neuropatia diabética, pie diabético y enfermedad cerebrovascular.

Actualmente, la DM es la primera causa de insuficiencia renal crénica terminal (IRCT) en el mundo. Se
estima que el 50% de los casos son causa de nefropatias diabéticas. Es la primera causa de ceguera
adquirida en el mundo y la primera causa de amputaciones no debidas a traumas. La DM es uno de los
cuatro factores de riesgo clasico para aterosclerosis y enfermedades coronarias. Los otros tres
corresponden al tabaquismo, la hipertensién y la dislipidemia. Es importante anotar que el 80% de los
diabéticos fallecen a causa de las complicaciones de la aterosclerosis por infartos al miocardio, eventos
cerebrovasculares o enfermedad arterial periférica (Poretsky, 2010). Aunque la diabetes es una
enfermedad comuin en la mayoria de paises, su patogenia ain no es clara debido a las multiples
interacciones de factores genéticos y ambientales (Online IDF, 2016).

5.2.4 Clasificacion de la diabetes

Esta enfermedad compleja y heterogénea contiene diversos mecanismos etiolégicos. Su clasificacién es
arbitraria y estd descrita en 4 categorias principalmente: DM tipo 1 (T1DM), DM tipo 2 (T2DM), DM
gestacional (GDM) y DM causada por condiciones genéticas especificas (Tabla 3) (Poretsky, 2010; OMS,
2016). Este ultimo grupo es poco comun y se caracteriza por desérdenes endocrinos, defectos en el
pancreas exocrino, endocrinopatias, defectos en la funcién de células (3, defectos genéticos en el
procesamiento de la insulina o su accidn, por infecciones o drogas. Las mas conocidas en esta categoria son
la DM tipo MODY, (Maturity Onset Diabetes of the Young) y la DM Autoinmune Latente del Adulto (tipo
LADA) que aparece en la juventud y en la edad adulta (Poretsky 2010).



e Autoinmune
* Idiopatica

* Insulinoresistencia y defectos e la secrecién de
insulina

* Defectos en la secreciéon de insulina con o sin
resistencia a la insulina

Defectos genéticos de la funcién de las células beta
Defectos genéticos en la accion de la insulina
Enfermedades del pancreas exocrino
Endocrinopatias

Inducidas por farmacos o quimicos

Asociada a infecciones

Formas poco comunes de Diabetes mediada por
inmunidad

Otros sindromes genéticos a veces asociados con
Diabetes

Tabla 3. Clasificacion de las categorias principales de la Diabetes Mellitus (OMS, 2016).

C. Diabetes Mellitus tipo 1

Se conoce que la T1DM se genera por una respuesta directa o indirecta del sistema inmune en la
destruccién de las células (3 del pancreas, productoras de insulina. Por muchos afios se consider6 que los
afectados eran nifios y adolescentes, pero esto ha cambiado en la ultima década. Hoy en dia la edad de
inicio de sintomas ya no es un factor restrictivo. La T1DM se caracteriza y diagnostica por un trio clasico de
polidipsia, polifagia y poliuria junto a estados hiperglucémicos. Aunque aparece en edades tempranas
también puede darse en adultos. En estos casos, se debe hacer reemplazo de terapia hormonal de
inmediato por la cual se requiere de mayor intervencidn en los tratamientos (Atkinson, Eisenbarth, &
Michels, 2014).

La mayoria de estudios en la diabetes tipo 1 han reportado que la enfermedad se debe a una destruccién
autoinmune de las células 3 productoras de insulina en el pancreas o a la incapacidad de regeneracién de
células B (Atkinson et al., 2014). Por esta razon, los paciente T1DM son insulino dependientes.

D. Diabetes Mellitus tipo 2

La T2DM es un trastorno metabdlico de la energia de la homeostasis. Se caracteriza por hiperglucemia y
alteracion en el metabolismo de los lipidos causados por las células 3 de los islotes, incapaces de secretar
adecuada insulina en respuesta a diversos grados de sobrealimentacién, inactividad como consecuencia de
sobrepeso, obesidad y resistencia a la insulina. Hoy en dia es un problema grave a nivel mundial debido al
rapido aumento de su prevalencia (Nolan et al., 2011). El devastador dafio a los drganos afecta el sistema
de salud generando costos alarmantes.

Se conocen cuatro condiciones fisiopatolégicas que desencadenan la T2DM; la obesidad, la resistencia a la
insulina en musculo y tejido adiposo, la disfuncién en la secrecidn de insulina por células beta y el aumento
en la produccién de insulina hepatica Su patofisiologia se debe a un exceso crénico de la energia por
nutrientes, que se desarrolla en personas genética y epigenéticamente susceptibles, afectando asf las vias
neurohormonales. Individuos resistentes a la insulina son capaces de resistir a la sobrecarga crénica de
nutrientes debido a un islote robusto de células B, manteniendo la secrecién adecuada de insulina para la



compensacion segin lo requerido y la expansién saludable del tejido adiposos subcutaneo (SAT). En pocas
palabras el cuerpo es capaz de dispersar el exceso de calorias a la grasa subcutdnea en lugar de
almacenarla. De esta manera se mantienen los niveles de nutrientes en la sangre ademas de otros tejidos
como el higado, musculo esquelético, corazén y ovarios (Nolan et al., 2011).

En cambio, los individuos susceptibles desarrollan diabetes por la falla de estos mecanismos adaptativos
en respuesta al exceso de energia (Figura 11). Las células B fracasan por el exceso de trabajo en la
producciéon de insulina y son incapaces de compensar dicho exceso energético. Se genera un estrés celular
causado por un desbordamiento de nutrientes a tejido no adiposos, esto a su vez aumenta la secrecién
enddgena de glucagén y genera incapacidad de almacenar energia en el tejido subcutaneo. Resultando asi
en la inflamacién de los tejidos, incremento de glucégeno hepdtico y resistencia a la insulina. La
disminucién en la funcién de las células  puede terminar en su destruccion y la necesidad de administrar
insulina (Nolan et al,, 2011).

Un estudio de detoxificacién de nutrientes reveld el mecanismo como las células  pancreaticas pueden
desregularse como medida preventiva de intoxicacién. Describen como éstas censan los niveles de
nutrientes en sangre y modulado por sefiales neurohormonales, inducen la secrecién de insulina de
acuerdo a las necesidades del organismo. Esto genera una activacién metabédlica en los individuos
susceptibles a diabetes en quienes las células 8 reducen su potencial como medida preventiva para evitar
la intoxicacion por nutrientes, generando como resultado una falla en los islotes (Nolan et al.,, 2011). En la
figura 12 se observa la diferencia de susceptibilidades genotipicas entre las personas que desarrollan la
enfermedad frente a las que no.

Resistant Susceptible

Overnutrition, inadequate exercise
Chronic fuel surfeit

Overnutrition, inadequate exercise
Chronic fuel surfeit

Robust islet B cells Susceptible islet B cells

Failed B-cell compensation

Adequate B-cell compensation

Normal a-cell function Increased a-cell glucagon secretion

Maintenance of normal blood [€ Elevated nutrient concentrations
nutrient levels 0 &a Postprandial hyperglycaemia
SAT expansion predominates SAT expansion restricted
VAT expansion minimal l€{ VAT expansion predominates |
| Hypoadiponectinaemia
Inflammatory cytokines production
Normal hepatic glucose production Elevated glucose production
Limited liver fat accumulation $ Hepatic insulin resistance :
NAFLD/NASH
Normal or minimally impaired —a Muscle nutrient overload >
insulin sensitivity \‘g/;— | Insulin resistance [
Normal ovulation Polycystic ovarian syndrome »
Abnormal ovulation

Healthy overweight individual Type 2 diabetes and complications

Figura 11. Vias de la patogenia de la T2DM vy las complicaciones relacionadas. (Nolan et al., 2011).
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Figura 12. Genes asociados a variantes de T2DM (Prasad & Groop, 2015).

5.2.5 Criterios de Diagnostico

El diagndstico de la diabetes se puede realizar con base en la medicién de glucemia en ayunas como
muestra la tabla 4. La medicién de la glucemia caracteristica para diagnosticar la diabetes es que la
glucemia esté por encima de = 200 mg/dl a cualquier hora del dia y = 126mg/dl en ayunas. Existen otras
clasificaciones segtin la intolerancia a la glucosa sin embargo, ésta es la mas utilizada.

2200 mg/dl (11.1 mmol/1)
= 126mg/dl (7.0 mmol/1)
2200 mg/dl (11.1 mmol/1)

75g de glucosa oral

Tabla 4. Criterios para el diagndstico de la Diabetes Mellitus (Poretsky 2010).

Diabetes IFGand IGT Prediabetes GDM+ and ODP:
(WHO and ADA)* (WHO)* (ADA)* (IADPSG)
HbA, (%) 26.5%§ NA 257%and <6.5% ODP, 26.5%
Fasting plasma glucose (mmol/L) 270§ IFG 26-1and <7-0 25-6and <70 GDM, 251, 0DP 27-0
75 g OGTT post-load plasma glucose (mmol/L) 2 h, 111§ IGT2h,27-8and <111 2h,27-8and <111 GDM, 1h =101
2h, 285
Random glucose (mmol/L) 211-1 with classic NA NA ODP, 2111
symptoms
ADA=American Dubetes Assoazuon IFG=impaired fasting glucose. IGT=impaired glucose tolerance. GDM=gestational diabetes mellitus. 0DP=overt diabetes in pregnancy.
IADPS! of Diabetes in Pregnancy Study Groups. HbA, =glycated hmnrdobmA NA.nat q;plnble OGTT=oral ghicose tolerance testing. *While
WHO and ADA diagnostic criteria for diabetes are identical, the approaches to of| or prediabetes differ.”* tFasting blood
of 251 mmol/Land <70 mmo!llat anyhmofptegmncyrsdngnosmo‘GDM The usual time of OGTT in pregnancy for GDM is 24-28 weeks’ gestation.” #Screening for
0DP by of HbA,, fasting pl glucose, or random blood ghucose concentration is recommended for the first antenatal visit. Elevated random plasma glucose

values need to be confirmed." §in the absence of unequivocal hyperglycaemia, results should be confirmed with retesting.

Table 2: criteria for IFG, IGT, d diabete:

Tabla 5. Criterio de diagndstico para los diferentes tipos de Diabetes Mellitus (Nolan et al., 2011).



5.3 OXIDACION CELULAR RELACIONADA A LA DIABETES

5.3.1 Rol del estrés oxidativo

El rol del estrés oxidativo en las complicaciones de las enfermedades metabdlicas ha sido de gran interés a
nivel cientifico y publico. Diversos estudios clinicos y experimentales han reportado que el estrés oxidativo
juega un papel importante en la patogénesis y el desarrollo de las complicaciones de ambos tipos de
diabetes. Sin embargo, el mecanismo por el cual el estrés oxidativo puede contribuir y acelerar el
desarrollo de las complicaciones de la diabetes atn no es claro. Se sabe que la hiperglucemia induce la
formacion de radicales libres, afectando asi el sistema de defensa antioxidante endégeno y las vias
enzimaticas y no enzimaticas que contrarrestan las especies reactivas de oxigeno (Matough et al,, 2013).

5.3.2 Especies reactivas de oxigeno

Existen dos principales familias de especies reactivas; las especies reactivas de oxigeno (ROS) que se
forman a partir de la reduccién del oxigeno molecular (02) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS) que
son producidas por la enzima oxido nitrico sintasa (eNOS) (Matough et al., 2013).

Las ROS son especies altamente reactivas (Tabla 6), de tiempo de vida media muy corto y se producen en
el metabolismo normal del oxigeno, en todos los sistemas biolégicos aerobios. Estas reaccionan con todas
las moléculas a su alrededor, especialmente con las que se encuentran cerca de su sitio de formacién. Su
reactividad es dada al apareamiento de su ultima capa de valencia, pasando de un estado de inestabilidad a
uno de equilibrio. Sabemos que el O; que utilizamos para respirar proviene de manera exégena como
producto de la oxidacién del agua que se realiza en los fotosistemas Il de las plantas. Por medio de la
respiracién y la alimentacién, reducimos el O, en agua para formar energia en ATP (Luna Lépez, 2010).
Contradictoriamente de la importancia fundamental del oxigeno molecular para sostener la vida, se sabe
que el oxigeno es también toxico a través de la formacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Matough et al., 2013).

Freactive Oxyzen Spacies

RADICALS NONRADICALS
Superoxide, 0, Hydrogen peroxide, H,0,

. Hypoehlorons acid, HOCI™
i Gt Omone, O,
Patoxy] ROC® Singlet oxygen, 10,

Pa itrite, QRO O™

Allogyl, RO* e
Hyrdropermay], HO,
Feactve Mitrogen Species

Hitrie oxide, (nitrogen Paroxymitrite, QRO O™
mono) Ho® Allyl parozymitrites, ROONO
Diinitrogen triowide, M,0,
Mitrogen diodde, NO,"  pysirogen tetrovide, 1,0,
Hitroms acid, HNO,
blitrondurn anion, MO
Mitzosyl anion, MO
Mitrosy] eation, O+
Mitryl ehloride, MO,C1

Eeactve Chlorine Species

Atnmmnie ehlorine, C1T Hypochlorons arid, HOCL
Chlorine, Cl,
itmondure frdtryl ] Chlorida,
NO,Cl

Tabla 6. Especies reactivas (Matough et al.,, 2013).

Como se ha visto en diversos estudios, la formacién de ROS y RNS causa dafio en macromoléculas
biolégicas como las del plasma v células endoteliales. Igualemente son importantes en la sefializacion v



defensa del organismo, en la fagocitosis y en la funcién de los neutréfilos, macréfagos y células del sistema
inmune. A su vez participan como mediadores de cascadas de sefalizacién intracelular (Matough et al,,
2013).

5.3.3 Cadena transportadora de electrones y la formacion de ROS

La cadena de transporte de electrones es la principal generadora de ROS intracelular. Se compone de
cuatro complejos protéicos I, 11, IlI, y IV; NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, citocromo bcl,
y citocromo c oxidasa respectivamente, como se puede apreciar en la figura 12.

The electron transport

chain occurs in the

inner membrane of the

~"| mitochondrion
(membranes of cristae)

PROCESS: ELECTRON TRANSPORT CHAIN
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Figura 13. Cadena transportadora de electrones. Se encuentra en la membrana interna de la
mitocondria y su funcién es oxidar NADH y FADH, y bombear H+ al compartimiento externo de la
mitocondria. La fosforilacién oxidativa produce 32 ATP’s (2013, Garcia. Disponible online)

Esta cadena estd organizada para regular la formacién de energia en forma de trifosfato de adenosina
(ATP) y para bombear protones a través de los complejos I, Il y IV, creando asi un voltaje mitocondrial.
Este voltaje permite la entrada de proteinas desacopladoras (UCP) a la mitocondria para generar calor y
mantener constante la generaciéon de ATP (Brownlee, 2005).

En el metabolismo normal, la glucosa entra al ciclo de Krebs para ser metabolizada y generar un
dinucleétido de nicotinamida (NADH), compuesto que dona los electrones al complejo I de la cadena. El
otro compuesto donador de la cadena es el dinucleotido de flavina y adenina (FADH2), coenzima que le
aporta el electrén a la succianato deshidrogenasa, complejo II. Ambos electrones son transferidos a la
coenzima Q y esta los transfiere al complejo II, el citocromo ¢ y complejo IV que finalmente se une a un
oxigeno molecular y es reducido a agua (Brownlee, 2005).

5.3.4 Aumento de oxidacion en caso de hiperglucemia

La generacién de superédxido por mitocondrias disfuncionales se ha postulado como el proceso principal
del desarrollo de las complicaciones de la diabetes. Mas del 90% del oxigeno en los humanos es
metabolizado durante la fosforilacién oxidativa, en la cual la glucosa y otros metabolitos donan sus
electrones para reducir el oxigeno molecular para la generaciéon de ATP. A pesar de ser un proceso
altamente regulado, entre el 1 al 3% de este oxigeno es parcialmente reducido a O, en lugar de ser parte
de seneracidén de asna v 1itil nara las enzimas antioxidantes (Forhes & Cooner. 2013: Browlee. 20051,



En la diabetes, la hiperglucemia induce la superproduccién de superdxidos mitocondriales como resultado
del exceso de glucosa que debe ser metabolizada. Cuando la cadena transportadora alcanza su umbral de
transporte de electrones, el complejo III se bloquea, causando que los electrones retrocedan a la coenzima
Q y esta termine donando el electrén a un oxigeno molecular, generando superdxidos. La isoforma
mitocondrial de la superdéxido dismutasa convierte el super6xido a perdéxido de hidrogeno que luego es
convertido a otras moléculas reactivas por diversas enzimas (Brownlee, 2005). Estudios in vitro han
sugerido hipétesis de cémo la stiper produccién de Oz y el colapso del potencial de membrana generan la
fuga de electrones en lugar de generar ATP (Copper & Forbes, 2013). La siguiente imagen representa la
fosforilacién oxidativa.
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Figura 14. Producciéon de superodxido por la cadena transportadora de electrones mitocondrial. El
incremento de los donadores de electrones (NADH y FADH;) por los estados de hiperglucemia derivados
del ciclo de Krebs generan un potencial de membrana mitocondrial (Apx:) mediante bombeo de protones
por la membrana interna mitocondrial. Inhiben asfi el transporte de electrones al complejo III, aumentado
la vida media del producto intermediario coenzima Q, reduciendo O; a superdxido (Giacco & Brownlee,
2013).

5.3.5 Complicaciones de la diabetes por baja regulacion oxido reduccion y la supervivencia celular

El balance entre la tasa de generacién de radicales libres y su eliminacién es muy importante pues su
acumulacién es perjudicial. La etiologia del estrés oxidativo en la diabetes surge de una variedad de
mecanismos tales como la excesiva producciéon de radicales libres por la auto-oxidacién de la glucosa,
glicacién de proteinas y la glicaciéon de enzimas antioxidantes que limitan su capacidad para desintoxicar
los radicales libres (Matough et al., 2013).

El sistema oxido-reduccién (REDOX) es muy importante para mantener la homeostasis celular. Bajo
condiciones fisiolégicas normales, las células mantienen la homeostasis generando un balance entre la
generacion y eliminacion de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Los niveles moderados de
ROS/RNS funcionan como sefiales que promueven la proliferacidon y supervivencia celular, mientras que
un alto aumento puede inducir la muerte celular. En condiciones fisioldgicas, el equilibrio entre la
generacion y eliminacién de ROS/RNS mantiene la adecuada funcién de la sefializacién de proteinas y
asegura una respuesta correcta de los estimulos endégenos y exdégenos. Cuando se perturba el sistema
REDOX, se genera estrés oxidativo conduciendo a aberraciones que generan la muerte celular y
contribuyen a enfermedades degenerativas y cancer (Trachootham, Lu, Ogasawara, Nilsa, & Huang, 2008).



Uno de los factores claves responsables en la complicacién crénica de la Diabetes Mellitus es la produccién
excesiva de radicales libres en las mitocondrias de células endoteliales, generando asi un incremento en el
estrés oxidativo. Entre mas azucar hay en los espacios extracelulares hay mdas azicar en las células
endoteliales para metabolizar y por tanto, mas generacion de radicales libres. Esta condicién genera una
baja actividad del sistema enddgeno para proteger las estructuras celulares de los dafios ocasionados por
los peréxidos incrementados debido al estrés oxidativo (Drzewoski, Kasznicki, & Trojanowski, 2009).

Ya sea por un efecto dependiente o independiente de los estados de hiperglucemia, diversos estudios
apoyan que la superproduccién de especies reactivas de oxigeno es la primera etapa en una cascada de
eventos que conduce a las complicaciones crénicas (Ceriello, 2008a).

5.3.6 Vias bioquimicas afectadas por ROS

5.3.6.1 Piezas del rompecabezas descritas por Brownlee

Los estudios de la Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) y The United Kingdom Prospective
Diabetes Study (UKPDS), establecieron la relacién del dafio tisular inducido por la hiperglucemia en
pacientes diabéticos. En el siguiente diagrama se describe la relacién entre los cambios agudos en el
metabolismo celular y la acumulaciéon de cambios permanentes en las macromoléculas, causado por la
hiperglucemia y el dafio tisular generado. Este proceso también es afectado por factores de susceptibilidad
genética del individuo y factores independientes aceleradores como la hipertension e hiperlipidemias
(Brownlee, 2005).
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Figura 15. Modelo general como la hiperglucemia induce dafio tisular (Giacco & Brownlee, 2010).

Todas las formas de la diabetes se caracterizan por la hiperglucemia, la falta relativa o absoluta de la accién
de la insulina, los mecanismos de resistencia a la insulina y el desarrollo de las complicaciones macro y
microvasculares. El estrés oxidativo es la causa esencial del desarrollo de las complicaciones diabéticas
como consecuencia de la sobreproduccién mitocondrial de superéxidos en las células endoteliales. Este
grupo de células afectadas incluye células endoteliales de los capilares, células mesangiales del glomérulo
renal, las neuronas y las células de Shwann del nervio periférico (Brownlee, 2005; Giacco & Brownlee,
2014).

El cientifico Michael Brownlee unific6 cinco teorias bioquimicas conocidas desde los afios 60 hasta los afios
90 sobre la diabetes y los procesos de oxidacion celular. Distintos estudios cientificos demostraron las vias



en que la hiperglucemia intracelular aumenta excesivamente la producciéon de ROS, aumentado asi el flujo
de la via de los polioles, la formacién de productos de la glicaciéon avanzada (AGE’s), el incremento de la
expresion de receptores AGE y sus ligando, la activacién de la proteinasa C (PKC) y el aumento de las
hexosaminas. Como consecuencia de esto, se generan residuos que afectan patolégicamente la expresion
de genes en la diabetes (Ceriello, 2008a; Villeneuve et al., 2011).

5.3.6.2 Hiperglucemia y dafio microvascular

A. Incremento de la via de los polioles

En condiciones normales la enzima aldosa reductasa se encarga de la reducciéon de aldehidos toéxicos a
alcoholes inactivos. En altos niveles de glucosa, esta enzima reduce la glucosa a sorbitol para luego ser
oxidada a fructosa (Figura 15). En este proceso también se consume el cofactor nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH), importante para la reduccion del glutatién por la glutatién reductasa. Esto
genera un incremento en la susceptibilidad al estrés intracelular, lo que afecta células vasculares, de
nervios, retina y glomérulo (Giacco & Brownlee, 2010; Brownlee, 2005).
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Figura 16. La hiperglucemia incrementa el flujo de los polioles (Brownlee, 2005).

B. Precursores de AGE

Los precursores de las glicaciones avanzadas se forman por las reacciones no enzimaticas de la glucosa con
otros compuestos glicados derivados de la glucosa o de la oxidacién de acidos grasos en las células
endoteliales arteriales. Entre ellos estan los 3-deoxiglucosona, metilglioxal y el glioxal (Giacco & Brownlee,
2010).

La formacién de AGEs causa dafio de las células por tres mecanismos principales (Figura 16). 1) La
modificacién intracelular de proteinas involucradas en la regulacién de la transcripcidn, 2) la difusion
fuera de la célula y la interaccién por proteinas receptoras de la matriz extracelular (integrinas) afectado
las vias de sefalizacién celular y por ultimo 3) la difusién al sistema circulatorio y modificacién de
proteinas en la sangre e interaccién con macroéfagos, células endoteliales vasculares y células vasculares
del musculo liso (Giacco & Brownlee, 2010; Brownlee, 2005).
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Figura 17. Consecuencias patolédgicas por el incremento de AGEs (Brownlee, 2005).

C. Incremento de la expresion de receptores AGEs y sus ligando

Los precursores de AGEs fuera de la célula también se unen a los receptores de AGEs (RAGE), induciendo la
superproduccién de ROS, activando el factor de transcripcién pleiotrépico (NF-kB) causando numerosos
cambios patolégicos en la expresion de genes asociados a la inflamacién. Igualmente se incrementa la
producciéon de metilglioxal en células endoteliales interactuando asi con otros factores epigenéticos
(Giacco & Brownlee, 2010).

D. Activacion de PKC

La hiperglucemia dentro de la célula incrementa la sintesis molecular del diacilglicerol (DAG). Este es un
cofactor esencial para activar las diferentes isoformas de protein cinasa C (PKC). Al activarse el PKC por los
altos niveles de glucosa, éste altera muchas vias metabélicas: disminuye la expresiéon de procesos “buenos”
como del vasodilatador eNOS y aumenta lo “malo” como procesos inflamatorios, vasoconstrictores,
oclusidn capilar, angiogénesis y anormalidades en el flujo sanguineo (Figura 17) (Brownlee, 2005).
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Figura 18. Consecuencia de la hiperglucemia por la activacién de PKC (Brownlee, 2005).



E. Incremento de hexosaminas

El exceso de glucosa para ser metabolizada en la via glucolitica, incrementa el flujo de las hexosaminas. Al
formarse la fructosa-6-fosfato, ésta es convertida a glucosamine-6-fosfato por la enzima glucosamine--
fructose-6-phosphate aminotransferasa (GFAT) y finalmente es transformada en UDP-acetilglucosamine
(UDPGIcNAC). Esta ultima es capaz de entrar al nticleo e interactuar con los grupos de serina y treonina de
los factores transcripcionales, alterando la expresiéon génica. Lo anterior induce anormalidades en el
glomérulo, disfuncién de los cardiomiocitos y modificacién endotelial (Brownlee, 2005). La figura 18
representa la via afectada.

Figura 19. Incremento del flujo de las hexosaminas por la hiperglucemia (Brownlee, 2005).

5.3.6.3 La hiperglucemia induce la activacién de las cinco vias, inhibiendo a GAPDH y activando a
ADP-ribosa.

Durante la diabetes en humanos o animales, la hiperglucemia intracelular disminuye la actividad de la
enzima glicolitica gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa (GAPDH). En presencia de las enzimas
termogeninas UCP-1 6 MnSOD, la inhibicién de la actividad de GAPDH por hiperglucemia no genera la
sobreproduccién de superéxido mitocondrial. Como vimos en los mecanismos anteriores, todos los
metabolitos por encima de GAPDH estdn aumentados. El gliceraldehido-3-fosfato activa dos vias
principales, la via de la PKC y la via de formacién de AGEs, generando el precursor metilglioxal, compuesto
clave en el incremento de la expresiéon de RAGE que activa ligandos de S100 calgranulins y HMGB1 (Giacco
& Brownlee, 2010; Brownlee, 2005).

En estudios in vitro, se ha demostrado como el superoéxido por si solo inactiva el GAPDH (Figura 19).
Estudios en tejido endotelial demostraron que el superéxido inducido por hiperglucemia inhibe la
actividad de GAPDH modificando la enzima ADP-ribosa. Esto se confirmé al inhibir la produccién de
superéxidos con UCP-1 o MnSOD, previniendo asi la modificacion de GAPDH por la ADP-ribosa y la
disminucién de la actividad por la hiperglucemia. Esta modificacién de la GAPDH por la ADP-ribosa y la
reduccién de su actividad por la hiperglucemia también fue prevenida por el inhibidor de la polimerasa
poli (ADP-ribosa) (PARP) (Brownlee, 2005).
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Figura 20. Sobreproduccién de superéxidos mitocondriales activados por la hiperglucemia (Brownlee,
2005).

En condiciones normales PARP permanece inactivo en el nicleo y se activa durante el dafio del DNA.
Cuando se genera incremento de ROS mitocondrial, los radicales libres inducen rompimiento del DNA y
posteriormente la activacién de PARP (Figura 20). Este a su vez crea polimeros de ADP-ribosa que se
acumulan en GAPDH y otras proteinas nucleares, modificando la actividad de GAPDH y alterando las vias
ya mencionadas (Brownlee, 2005, Giacco & Brownlee, 2010).

Cytoplasm

Figura 21. Esquema de los mecanismos afectados por la hiperglucemia (Giacco & Brownlee, 2010).

5.3.6.4 Resistencia a la insulina y dafio macrovascular

A diferencia de las complicaciones microvasculares donde la hiperglucemia es el principal determinante de
la diabetes y un cambio de la HbAlc de 5.5% a 9.5% aumenta 10 veces el riesgo, en las complicaciones
macrovasculares, dicho riesgo s6lo aumenta el doble. El estudio de San Antonio Heart Study demostré un
incremento del 2.5 en las complicaciones cardiovasculares debido a resistencia a la insulina. Utilizando
tejido celular y modelos animales, se encontr6 que la resistencia a la insulina genera el aumento en el flujo
de 4cidos grasos libres (FFA) fuera de los adipocitos a las células endoteliales. El incremento de estos FFA
en las células endoteliales también aumenta su oxidaciéon generando alto niveles de ROS y por el mismo
mecanismo que la hiperglucemia, se genera el desbalance mitocondrial y la activaciéon de las 5 vias
bioquimicas ya mencionadas (Figura 21) (Brownlee, 2005; Giacco & Brownlee, 2010).
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Figura 22. Rol de la resistencia a la insulina y FFAs en la formacién de ROS endotelial y aterogénesis
macrovascular (Giacco & Brownlee, 2010).



5.4 EPIGENETICA Y DIABETES

5.4.1 La problematica de la epigenética en la diabetes

La “hipdtesis unificadora” propuesta por Brownlee explica la fisiopatologia de los efectos de la
hiperglucemia en el dafio progresivo y permanente de los tejidos que conllevan a la reduccidén de la calidad
de vida. La hiperglucemia intracelular persistente desregula procesos celulares vitales, generando la
sobreproduccién de superéxidos a nivel mitocondrial. Este seria el primer paso crucial en la activacién de
las vias que intervienen en la patogenia de la diabetes (Figura 22) (Cooper & El-Osta, 2010).
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Figura 23. Resumen esquematico de las vias que contribuyen a las complicaciones de la T2DM (Forbes &
Cooper, 2013).

Las modificaciones epigenéticas regulan funciones esenciales del metabolismo de los cromosomas.
Conociendo los cambios moleculares de la estructura de la cromatina y la relacién de alteraciones de vias
moleculares se puede explicar la diabetes como un fenémeno de memoria metabdlica. Ain se desconocen
los mecanismos moleculares especificos que conllevan a esta memoria hiperglucémica y al desarrollo de
complicaciones vasculares que siguen siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad de diabetes
(Cooper & El-Osta, 2010).

El término de la “memoria metabdlica” se utiliz6 para explicar un fendmeno vascular a largo plazo, sobre el
pobre efecto en el control glucémico. Por mucho tiempo los estudios realizados por Diabetes Control and
Complication Trial (DCCT) en 1983 y el seguimiento observacional de Epidemiology of Diabetes
Intervention and Complication (EDIC) en 1994, demostraron como el control intensivo de la glucemia
reduce la aparicién y progresiéon de complicaciones de la diabetes a largo plazo incluyendo nefropatias,
neuropatias y retinopatias. Los eventos cardiovasculares disminuyeron dando a conocer los efectos
significativos del control glucémico (Cooper & El-Osta, 2010). Hoy en dia alin no se conoce el mecanismo
molecular exacto que puede estar implicado en dicha memoria metabdlica.



5.4.2 Memoria epigenética hiperglucémica

Estudios mas recientes han planteado que no solo la hiperglucemia persistente causa cambios en la
memoria metabolica. Se ha planteado la hipétesis de que la “memoria metabdlica” es la cascada del proceso
descrito inicialmente por Brownlee, en el que la hiperglucemia intracelular induce la sobreproduccién de
superéxidos a nivel mitocondrial, proceso crucial en la activaciéon de todas las vias que interviene en la
patogenia y en las complicaciones (Ceriello, 2008a; Cooper & EI-Osta, 2010).

Hoy en dia se plantea que la produccién de especies reactivas de oxigeno no sélo esta relacionada con la
presencia de hiperglucemia sino depende también del grado de glicacién de proteinas mitocondriales. Se
han determinado intermediarios claves que generan dicha memoria en la glicacién de las proteinas. Las
proteinas mitocondriales que sufren glicaciones avanzadas por efecto de la hiperglucemia, pero también
son capaces de generar mas anioén superdéxidos dentro de las mitocondrias, a pesar de que la glucemia se
haya normalizado, activando asi las mimas vias que intervienen en la generacién de complicaciones en la
diabetes (Ceriello, 2008a; Cooper & El-Osta, 2010).

En la figura 23 se observa como la diabetes, la hiperglucemia y las glicacién de proteinas avanzadas
(AGE’s), activan multiples vias de transduccién de sefales que incluyen el estrés oxidativo que regulan
factores transcripcionales y factores epigeneticos. Estos factores son las metiltransferasas de histonas
(HMT) y las acetilasas de histonas (HAT) y DNMT1 que alteran modificaciones post-traduccionales (PTM)
de histonas y metilacién en el DNA (meDNA) en promotores de genes inflamatorios y de la matriz
extracelular, interleuquinas, factor transformante de crecimiento-B, inhibidor del activador de
plasminégeno, cambiando la expresidn. La persistencia en las marcas epigenéticas en regiones de genes
target pueden ser un mecanismo importante en la memoria metabdlica y el desarrollo de complicaciones
renales y vasculares a pesar del control glucémico (Villeneuve et al., 2011).
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Figura 24. Memoria metabdlica y mecanismos epigenéticos en la complicacidn de la diabetes (Ceriello,
2008a).



VL. METODOLOGIA

6.1 POBLACION DE ESTUDIO

El presente estudio de casos y controles, se obtuvieron cuarenta muestras de sujetos con diagnéstico de
diabetes mellitus tipo 2 y veinte muestras de controles sanos, todos los participantes asisten a consulta de
endocrinologia en el Hospital Universitario Fundacidn Santa Fe de Bogota. Los pacientes fueron reclutados
con diagnoéstico previo de diabetes segtin los criterios establecidos por la OMS (Organizacién Mundial de la
Salud) y la ADA (Asociacién Americana de Diabetes). Cada individuo aceptd participar en el estudio de
manera voluntaria y firmé el correspondiente consentimiento informado (ver VII. Aspectos Eticos). Se
realiz6 una historia clinica tipo encuesta para evaluar diferentes variables para el estudio como
informacién demogréafica relevante, sexo, edad, tiempo de diagndéstico, consumo de medicamentos, alcohol
y tabaco. Los formularios y los consentimientos informados fueron archivados por el investigador
principal del proyecto.

Los criterios de inclusidn y exclusidn fueron los siguientes:

A. Criterios de inclusion

PACIENTES
* Mayor de edad.
* Diagnéstico previo de acuerdo a la Asociaciéon Colombiana de Diabetes.
* No embarazo.
* Participaciéon voluntaria.

* Aceptacion de las condiciones del estudio por medio de la firma de un consentimiento informado.

CONTROLES
* Mayor de edad.
* Individuos sanos, sin antecedentes familiares o personales de diabetes.
* Sin diagnoéstico previo de diabetes y sin antecedentes de niveles altos de glucosa en sangre.

* Aceptacion de las condiciones del estudio por medio de la firma de un consentimiento informado.

B. Criterios de exclusion
*  Menores de edad.
* Embarazadas.
* Diabetes gestacional.

* Pacientes e individuos controles que no deseen participar en el estudio.



6.2 RECLUTAMIENTO Y RECOLECCION DE LA HISTORIA CLINICA DE LOS PACIENTES

Los pacientes fueron reclutados y se les realiz6 un diagnoéstico previo de Diabetes Mellitus de acuerdo a los
estandares internacionales, American Diabetes Association del afio correspondiente. Cada individuo acepté
participar en el estudio de manera voluntaria y se firmé el consentimiento informado.

La historia de los pacientes diabéticos fue realizada por el grupo de Endocrinologia de la Clinica de
Diabetes de la FSFB. Se realiz6 una historia clinica tipo encuesta para evaluar diferentes variables para el
estudio. Los formatos fueron archivados en el Laboratorio de Genética Humana de la Universidad de los
Andes.

Se obtuvo la informacién demografica relevante, incluyendo sexo, edad, tiempo de diagnostico, consumo
de medicamentos, alcohol y tabaco. Se reclutaron los individuos controles que cumplieran con los criterios
de inclusién y desearan participar de manera voluntaria en el estudio.

6.3 METODOS DE LABORATORIO

6.3.1 Obtencion de la muestra

Se extrajeron 5ml de sangre periférica en un tubo con anticoagulante EDTA a cada individuo. Las muestras
se transportaron bajo los procedimientos adecuados en cadena de frio a 4°C hasta la realizacién de los
procedimientos.

Las cantidades necesarias para los diferentes ensayos fueron: 20ul para la medicién de hemoglobina
glucosilada (HbA1c), 250l para la extracciéon de RNA y 3,5ml de sangre total para la extraccién del DNA.

6.3.2 Pruebas clinicas de laboratorio y hemoglobina glucosilada (HbA1c)

De acuerdo a las instrucciones del fabricante se realiz6 la prueba de la hemoglobina glucésilada (HbA1c)
con el kit comercial NycoCardTM HbA1c en un lector NycoCardTM READER II. Esta prueba se basa en una
técnica de capilaridad que evalua el control glucémico de los ultimos 120 dias de todos los individuos
sujetos al estudio.

De acuerdo a los resultados obtenidos se establecieron tres grupos de muestras: 1) grupo control, sin
antecedentes de diabetes o factores influyentes, con niveles normales de HbA1, 2) pacientes diabéticos
controlados (HbAlc <7%) y 3) pacientes no controlados (HbAlc > 7%). Se establecieron valores normales
menores a 7% de HbAlc.

6.3.3 Extraccion de DNA

Para la extraccion del DNA se utilizé el kit comercial de extraccién de DNA CorpoGen 2000®. Siguiendo las
indicaciones del fabricante, se trabaj6 con 3,5 ml de sangre total.

Se realizaron cuatro lavados con la solucién de lavado con el fin de eliminar por lisis celular la mayoria de
glébulos rojos. Cada lavado se centrifugé (14,000 rpm por 1 minuto), se elimind el sobrenadante y se
resuspendieron las células por vértex. Se trabajé con un volumen final de 20pl.

Se adicionaron 500 pl de la solucién de tapdn de lisis y se mezclé por vértex. Para desproteinizar la
preparacion se prosiguié adicionando 500 pl de la solucién salina, agitandolo vigorosamente hasta su
homogenizacién. Se incub6 a -20°C por 30 minutos, se microcentrifugd (14,000 rpm) por 10 minutos
tomando cuidadosamente 1 ml del sobrenadante transfiriéndolo a un eppendorf de 1.5ml.

Para la precipitacién del DNA se adicionaron 500 pl de isopropanol, agitdndolo suavemente por inversidn.
Se centrifug6 y se eliminé el sobrenadante por inversidn. Se lavé dos veces con 250 ul de etanol al 70%,
centrifugando cada lavado y desechando el sobrenadante por inversion. Los tubos se secaron en posicién
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Para la reconstitucién del DNA se utilizaron 100 pul de la solucién de reconstitucion y se dej6 a 65°C por
una hora. Se cuantificé su concentracién en nanogramo (ng) por medio del espectrofotdémetro NanoDrop
(Thermo SCIENTIFIC). Todas las muestras de DNA se guardaron a -20°C hasta las pruebas de ELISA.

6.3.4 Extraccion de RNA

La extraccién del RNA se realizé con el reactivo comercial TRIzol® LS Reagent de Life Technologies. Este
método se caracteriza por mantener la integridad del RNA por medio de la inhibicion de RNasas. Por
seguridad frente a los reactivos que constituyen un riesgo para la salud (trizol, cloroformo e isopropanol),
en la fase de preparacion de la muestra, se trabajé en cAmara de extraccidn.

El procedimiento parte de la extracciéon de 250pul de sangre total adiciondndole 750 pl de TRIzol. Esta se
homogenizd por inversién y se dejé a temperatura ambiente por 5 minutos para permitir la disociacién
completa de los complejos nucleoprotéicos. Se le adicionaron 200 pl de cloroformo, se agit6 vigorosamente
y se dej6 a temperatura ambiente por 15 minutos. Luego se centrifugé por 15 minutos a 4°C a 12,000g y se
traspasé la fase acuosa a un tubo nuevo, evitando arrastrar la interfase y compuestos organicos.

Para la precipitacidn y extracciéon del RNA se adicionaron 500 pl de isopropanol a la fase acuosa. Se dejo
incubando a temperatura ambiente por 10 minutos y luego se centrifugé por 10 minutos a 4°C a 12,000g
eliminando el sobrenadante y dejando sélo el pellet.

Por ultimo, éste se lavé con 1 ml de etanol al 75% mezclandolo por vortex. Luego se centrifugd por 5
minutos a 4°C a 7,500g y se descart6 el sobrenadante. Para secar el pellet se dejé por 10 minutos al aire y
se resuspendié con agua libre de RNasas mezclandolo por inversidn. Para finalizar la extraccién se incub6
en bloque de calor por 15 minutos a 56°C.

Inicialmente se guardé a -20°C hasta la realizaciéon del nanodrop para determinar su absorbancia y
posteriormente se guardé a -80°C para su mejor conservacion.

6.3.5 Cuantificaciéon por Nanodrop

Se realizaron las cuantificaciones de las concentraciones de DNA, RNA y cDNA para cada muestra en el
NanoDrop 1000. Las lecturas se realizaron con longitudes de onda de 260/280nm. Se utilizaron tasas de
purezas de 1-8 para DNA y de ~2.0 para RNA. Se guardaron en las bases de datos del laboratorio para
luego ser utilizadas en las PCRs.

6.3.6 Microelisas de metilacion e hidroximetilaciéon

Se cuantific6 el porcentaje de metilacion e hidroximetilacién de cada individuo por medio de una técnica
inmunolégica de ELISA de fluorescencia procesada en microplacas. Para ello se utilizaron los kits de
Abcam®: EpiSeeker Methylated DNA Quantification Kit, ab117129 y EpiSeeker Hidroxymethylated DNA
Quantification Kit, ab117131.

Estos ensayos se basan en adherir el DNA al fondo del pozo de la microplaca. La fraccién del DNA metilado
o hidroximetilado es detectado utilizando un anticuerpo de captura y de uno de deteccién, cuya
fluorescencia se cuantifica en un espectrofotémetro en unidades relativas de fluorescencia (RFU) con
ondas de excitaciéon/emisiéon de 530/590nm. La cantidad de DNA metilado o hidroximetilado es
proporcional a la intensidad de fluorescencia medida (Figura 25)
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Figura 25. Diagrama de flujo para el procedimientos de las ELISA

En este experimento se partié con la extraccion de DNA a partir de sangre periférica como se explico
anteriormente (Ver seccion 6.3.3). El kit aportd los reactivos necesarios para la cuantificaciéon de la
metilacién e hidroximetilacion global de cada individuo. Se ajustaron las concentraciones de DNA a 100ng
y se inicié con las diluciones previas de los buffers segun el protocolo.

Preparacion del buffer de lavado al 1X (BL 1X):

- 26 230 260

Tabla 7. Buffer de lavado al 1X

Para cada ensayo se realiz6é una curva estandar de calibracién con los controles positivos y negativos

aportados por el kit (Tabla 8).

_ 1 0,5 19 12 0,5 0,2
e
e 25 2 25 352
_ 4 5 0 0 10 5

Tabla 8. Preparacion de la curva estdndar de 5mC y 5hmC

Se prepard6 la dilucién de los anticuerpos junto a la solucién aumentadora. La solucién reveladora de
fluorescencia se prepar6 en un cuarto oscuro al final del procedimiento justo antes de hacer la reacciéon en

la microplaca (Tabla 9).



1:1000 5 pL 4,9995 mL BL 1X
1:2000 2.5 pL 4,997.5 mL BL 1X
1:5000 1pL 4,999 mL BL 1X

10 pL solucidn reveladora*
10 pL sln aumentadora de fluorescencia*
5mL diluyente*

Tabla 9. Dilucién de anticuerpos, soluciéon aumentadora y reveladora de fluorescencia (Estos reactivos se
preparan al final antes de hacer la reaccion)

La unién del DNA se inicié con la adicién de la solucién de unién a cada pozo utilizando una pipeta
multicanal. Se adicionaron los buffer control y los 100ng de DNA entre 1-8 pl. Se tap6 la placa con parafilm
y se incubé a 37°C por 90 minutos. Al finalizar el tiempo se elimin la solucién de unién y se realizaron tres
lavados de los pozos con 150 pl de buffer de lavado.

Se adicionaron 50 pl del anticuerpo de captura de DNA a cada pozo y se tapd e incubd a temperatura
ambiente por 60 minutos. Al finalizar el tiempo se eliminé la solucién del anticuerpo de captura y se
realizaron tres lavados de los pozos con 150 pl de buffer de lavado.

Se agregaron 50 pl del anticuerpo de deteccidn a cada pozo, se tapd e incub6 a temperatura ambiente por
30 minutos. Al finalizar el tiempo se elimind la solucién de deteccién y se realizaron cuatro lavados de los
pozos con 150 pl de buffer de lavado.

Se adicionaron 50 pl de la solucién potenciadora a cada pozo, se tap6 e incub6 a temperatura ambiente por
30 minutos. Al finalizar el tiempo se eliminé la solucién de deteccién y se lavaron los pozos con 150 pl de
buffer de lavado 5 veces. Finalmente, se lavé cada pozo con 150 pl con PBS al 1X.

Se prepar6 a oscuras la solucion reveladora para detectar la sefial de fluorescencia. Se preparé una mezcla
de varios buffers agregando 50 pl de esta solucién a cada pozo. Se incubd por 4 minutos hasta su lectura.
La fluorescencia se midié en unidad de fluorescencia relativa (RFU) en un fluorémetro BioTek con ondas
de excitacién/emisiéon de 530/590nm.

6.3.7 RT-qPCR

6.3.7.1 Diseiio de cebadores

Se utiliz6 el programa bioinfomatico Primer3 Plus para diseflar la secuencia de oligonucleétidos para
amplificar el fragmento de interés de la regién codificante de GAPDH , DNMT1 y TET1. Se utilizé el gen
GAPDH como control positivo de la reacciéon de PCR.

Se consideraron parametros importantes en el disefio como la longitud de nucleétidos entre 18-24,
temperatura de melting, temperatura de anillamiento, el contenido de GC’s entre 40-60%, la estabilidad del
extremo 3’ con la formacién de un GC clamp, asi como la formacién de estructuras secundarias o la
formacion de dimeros de primers (cebadores) teniendo en cuenta los valores menores a 4 de los ANY y
SELF ANY.

Los cebadores de la qPCR se disefiaron a partir del cDNA y se verificaron por medio del programa BLASTN
para asegurar que no fueran complementarios con otras secuencias nucleotidicas en el genoma (Tabla 10).



Forward 5’-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3’
Reverse 5’-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3’
5’- GCACGAATTTCTGCAAACAG-3'
5’- CACTTCCCGGTTGTAAGCAT-3'
Forward 5’-TTCTGACAAGAGCTGGAGCA-3’
Reverse 5’-TGGAACCTTTTTGGATTTGG-3’

.y
7o
& 4

Tabla 10. Cebadores de control y amplificaciéon

6.3.7.2 Estandarizacion de cebadores por PCR convencional

Se prepararon los cebadores de los genes GAPDH, DNMT1 y TET1 a concentraciones finales de 500nm. De
esta dilucién se utilizo 1 pl de cada cebador para un volumen final de 20 uL. Se utilizaron muestras
problema para la estandarizacién. Se evalu6 la actividad correcta de los cebadores en una PCR
convencional utilizando el kit de Promega Go Taq Green (Tabla 11).

7 ul
10 pl
1ul
1ul
1ul
Tabla 11. Volumen de PCR convencional

Las condiciones en el termociclador se encuentran en la siguiente tabla.

95°C 2 minutos
Denaturacién 95°C 45 segundos
Anillamiento 55°C 1 minuto
Extension 72°C 30 segundos
72°C 5 minutos
4°C

Tabla 12. PCR convencional Go Taq Green

6.3.7.3 Sintesis de la primera hebra de cDNA

Se utilizé el kit de Promega ImProm-II™ Reverse Transcription System para la realizacién de la primera
hebra de cDNA a partir del RNA total. Este kit incluye la transcriptasa reversa y los reactivos necesarios
para optimizar la eficiencia en la sintesis de copias del DNA complementario (cDNA).

En la sintesis de la primera hebra del cDNA se utilizaron los oligonucleétidos de timina (oligo dT),
obtenidos en el kit. Se realizé una primera reaccién con los volimenes indicados en la tabla 13. El agua
utilizada era libre de RNasas. Esta mezcla se colocd en el bloque de calor a 70°C por 5 minutos y
rapidamente en hielo por 5 minutos. Se prosiguié con un spin para precipitar toda la mezcla (Tabla 13).



~ Volumen Final 5 ul |
2 ul
0.5 pul
2 ul
Tabla 13. Volimenes para la sintesis de la primera cadena cDNA

Para la segunda reaccién de la cadena se mezclé la reaccién principal con los reactivos en la tabla 14.
Previamente se hizo la respectiva dilucién del MgCl, a 6mM. Se mezclaron los componentes para un
volumen final de 20 pl y se coloco en el termociclador para su posterior amplificaciéon (Tabla 14).

Agua 6.2l
4 ul

2.8 ul
1ul

1ul

Tabla 14. Segunda reaccién para la sintesis del cDNA

La siguiente tabla resume las condiciones establecidas en el termociclador. Esta reaccion se realizé en un

termociclador convencional.

25°C 5 min
42°C 60 min
Mantenido en 4°C

Tabla 15. Condiciones de la sintesis de primera hebra en el termociclador

El cDNA amplificado de guard6 a -80°C para su conservacion.

6.3.7.4 Reaccion de PCR convencional para el control positivo GAPDH

Se utiliz6 el gen constitutivo GAPDH como control positivo de la reaccién de la PCR. Esta prueba se realizé
con una PCR convencional con el kit de Promega Go Taq Green. Se realiz6é la desactivacién de la
retratransciptasa a 70°C por 15 minutos en el termociclador, antes de iniciar.

Para la prueba de GAPDH se realiz6 la siguiente reacciéon presentada en la tabla 16. Los cebadores de
GAPDH se reconstituyeron a 10mM. Para un volumen final de 20 pl de la reaccidn y una concentracién final
de 500nM se realizaron alicuotas de 1 pl y 10 pl. Se trabajé con una temperatura de melting (Tm) de 58°C.

7 ul
Tul
1ul
10 pl

1ul
Tabla 16. Volumenes para la PCR convencional

Se coloco la reaccién en el termociclador con las siguientes condiciones de PCR.



‘Denaturaciéninicial ~ 95°C 2 minutos

Denaturacién 95°C 45 segundos
Anillamiento 58°C 1 minuto
Extension 72°C 30 segundos

[Extensi6n final | 72°C 5 minutos
Minfinico I ac

Tabla 17. Condiciones del control positivo para GAPDH

6.3.7.5 Gel de electroforesis en agarosa para los controles de GAPDH

Se realiz6 un gel de agarosa al 1.5% para visualizar los resultados de la PCR realizada para el control
positivo de la reacciéon de GAPDH. Para su gelificacidn, se utilizé el buffer TBE al 0.5X, los gramos
correspondiente de agarosa segln el tamafio de la cAmara que varian entre 0.8-1.6 gramos de agarosay el
buffer de corrido TBE al 0.5X. Las condiciones de corrido fueron de 40-50 minutos con 80 voltios y 400
MA. Para la visualizacién se utiliz6 el intercalate Ez vision.

Se visualizaron las bandas del marcador de peso y las de GAPDH para cada individuo. Utilizando un
fotodocumentador y el programa Gel Doc se confirmé por medio de fluorescencia el tamafio de interés de
496 pb.

De las muestras que resultaron negativas para GAPDH, se volvieron a sintetizar sus respectivos cDNA.

6.3.7.6 Reaccion de qRT-PCR de los genes DNMT1y TET1

Por medio de técnicas cuantitativas de PCR, se realizé la amplificacién de los fragmentos de interés con el
kit Power SYBR® Green PCR Master Mix de Applied Biosystem®. Este método utiliza una AmpliTaq Gold
DNA polimerasa que se caracteriza por su alta sensibilidad y por su funcionalidad de Hot-Start.

Este método de amplificacién se basa en la unién de la tincién SYBR Green a la doble cadena de DNA,
proporcionando una sefial fluorescente que refleja la cantidad de producto generado durante la PCR. El
SYBR Green es un compuesto organico que interactda con la hendidura menor del DNA, introduciéndose
en la estructura secundaria de la doble hélice y acoplandose energéticamente a los acidos nucleicos. Esta
unién emite fluorescencia por medio de un fenémeno llamado transferencia de energia mediante
resonancia de fluorescencia (FRET). La lectura es realizada analizando picos de absorcién de longitudes de
onda (A), A =498mn de absorcién y A=522nm de emisién (Figura 25).

Action of SYBR Green | Dye
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low fluorescence fluorescence by binding

Figura 26. Accion del SYBR Green

Antes de iniciar las cuantificaciones en el proyecto, se realizé la optimizacién de las concentraciones de los
cebadores para determinar la concentracién minima de expresién que dé como resultado el menor umbral
de ciclo (Cr) y el maximo AR, para asi reducir las amplificaciones inespecificas (Tabla 18).



50 100 250 500 50 100 250 500
50 100 250 500 50 100 250 500
50 100 250 500 50 100 250 500
50 100 250 500 50 100 250 500

Tabla 18. Estandarizacién de concentraciones

A partir de una muestra problema ya conocida, se trabajé para buscar las concentraciones 6ptimas de
cDNA y cebadores para utilizar en el procedimiento. Se ajusté la concentracién de cDNA a cuatro
concentraciones (25, 50, 200, 500 ng/ul) distintas y se evaluaron cada uno con cuatro concentraciones (50,
100, 250 y 500 nM) distintas de cada primer para cada gen (GAPDH, DNMT1y TET1).

Los volimenes para la PCR variaron segtn las concentraciones de DNA y cebadores.

Las condiciones del termociclador se encuentran en la siguiente tabla:

 Programadel termociclador ~ Temperatura  Tiempo
Denaturacién inicial 95°C 10 min
Denaturaciéon 95°C 30 seg
Anillamiento 58°C 45 seg
Extension 72°C 45 seg

Tabla19. Condiciones de PCR cuantitativa

Las pruebas con mejor perfil de expresidn para cada una de las muestras y genes amplificados fueron:

[GAPDHE  500nM 25 ng/ul
IPNMTEEE 500 M 25 ng/ul
INTETIN s00nM 25 ng/ul

Tabla 20. Concentraciones 6ptimas de cebadores

Teniendo en cuenta las concentraciones de cDNA para cada individuo, se diluyeron a 100 ng/pl. Las
concentraciones iniciales del cDNA eran de 2000ng/ul y se adicionaron 20 pul a cada tubo. Todos los
cebadores se trabaron a concentraciones de 500 nM (Tabla 20).

Para la reaccion de la PCR cuantitativa se trabajé con un volumen final de 20pl. Los volimenes se pueden
observar en la Tabla 21. Este experimento se realiz6 en una placa de PCR MicroAmp® optical 96 well plate
y se mont6 la curva de calibracién por cada experimento. Cada gen de cada individuo se evaludé por
triplicado y el control positivo GAPDH se evalué por duplicado. Se analizaron 16 individuos por cada placa.

10 1X

1 500ng
1 500ng
1 100ng
7 -
20 -

Tabla 21. Volimenes de la qPCR



Las amplificaciones en tiempo real en el aparato de Applied Biosystem® 7500 Fast Real-Time PCR de la
Universidad de los Andes. Antes de iniciar la amplificacién se requiere 10 minutos a 95°C para la activaciéon
de la AmpliTaq Gold DNA polimerasa, UP para mejor sensibilidad.

Las condiciones de los ciclos fueron son:

Denaturacién inicial ~ 95%C 10 min

Denaturaciéon 95°C 30 seg
Anillamiento 55°C 45 seg
Extension 72°C 45 seg

Tabla 22. Condiciones de la PCR cuantitativa

La medicién se trata de la cuantificacion relativa de los amplicones. Se basa en la deteccién simultdnea de
dos segmentos de DNA en el cual uno representa el target, los genes de interés y el gen constitutivo
GAPDH. Se hace una deteccién simultdnea de ambos genes y al final la concentracién se determina con
base a la concentracién del amplificado interno.

6.3.8 Microarreglos

Se analizaron un total de 416 microarreglos extraidos de la base de datos de NCBI Gen Expression
Omnibus (GEO) (Edgar et al, 2002). Se obtuvieron los resultados de distintos estudios con distintas
plataformas para varios tejidos afectados en diabetes. Para andlisis de metilacién del DNA se recolectaron
267 arreglos de la plataforma Illumina Human Methylation 27 BeadChip de los siguientes estudios:
GSE21232, GSE34008, GSE38291, GSE20067; en los que se analizaron casos y controles en muestras de
sangre periférica, islotes pancreaticos, tejido adiposo y miusculo. Por otra parte, para los andlisis de
expresion génica se obtuvieron 125 arreglos: 45 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array de los
estudios GSE27949, GSE19420, GSE55098; 63 Affymetrix Human Genome 1.0 ST Array del estudio
GSE38642 y 17 Illumina HumanRef-8 v3.0 expression beadchip del experimento GSE21321, en los que se
analizaron igualmente muestras de casos y controles de sangre periférica, islotes de pancreas, tejido
adiposo y musculo (Tabla 23).

Affymetrix Human Islotes
Gene 1.0 ST Array pancreaticos ? =& S
Affymetrix Human ,
Gene 1.0 ST Array corazén 7 5 GSE26887
Musculo
HumanMethylation27  esquelético y
BeadChip Tejido adiposo e 16 SisEioil
subcutaneo
HumanMethyl.ation27 Islot,e§ 5 11 GSE21232
BeadChip pancreaticos
GSE20067,
HumanMethylation27 GSE34008,
BeadChip S L2 4 GSE57285,

GSE61611




Musculo
Exiqon miRCURY LNA  esquelético y
microRNA Array Tejido adiposo
subcutaneo

Tabla 23. Tabla descriptiva de microarreglos

9 GSE26168

Para los resultados de los microarreglos se realizé un analisis de algoritmos de clusterizacién que busca las
caracteristicas similares dentro de un conjunto de datos. Se analizaron relaciones complejas de caracter
multivariado e identificacion a través de espacios de multiple dimensiones, elementos anémalos (outliers).
Los datos multivariados obtenidos en la matriz se montaron al programa Gene Cluster 3.0. La técnica de
analisis de agrupamiento utilizada fue la de similaridad métrica. Esta técnica forma grupos de elementos
de manera que los datos que pertenecen a un grupo de elementos sean parecidos entre si. Esto se visualiz6
en JavaView.

Para el andlisis de expresién diferencial se realizd en el software Chipster. Este software contiene
herramientas para el andlisis de microarreglos de ultima generacién. El resto de los analisis se realizaron
en el programa de R.



6.4 DIAGRAMA METODOLOGICO
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Figura 27. Diagrama de flujo metodolégico del estudio molecular de pacientes del HFSF.
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Figura 28: Diagrama de fluio metodolégico del estudio in silico.



6.5 ANALISIS ESTADISTICOS Y BIOINFORMATICOS

El andlisis estadistico inicié con la caracterizacién demografica de los sujetos y el calculo de las frecuencias
de las variables estudiadas obteniendo los promedios, desviaciones estdndares, medias y medianas para
los datos cuantitativos.

6.5.1 Analisis estadisticos de las microelisas

Para obtener los porcentajes de metilacion e hidroximetilacion, se utilizo el control negativo comercial del
kit para ajustar las unidades de fluorescencia relativa (RFU). Para cada experimento se realizé una curva
de calibracién con diluciones del DNA (0.5, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 ng/pL para 5mc y 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0
ng/uL para 5hmC). La cuantificacién absoluta de los resultados se realiz6 a partir de los datos de RFU de la
curva estandar versus la cantidad de la misma de los controles. Para determinar la pendiente de la curva
estandar se realizéd una regresion lineal de la RFU/ng. Se prosiguié con el calculo de la cantidad y
porcentaje del DNA metilado por triplicado por medio de las siguientes férmulas.

5mC(ng) = RFU de cada muestra - RFU control negativo
Pendiente x 2

5mC% = Cantidad de 5mC en ng
S x 100

Formula 1. Calculos del porcentaje de 5mC S: cantidad de DNA en ng. *2: factor para normalizar el
control (+) de 5mc al 100%; el control positivo tiene el 50% de 5mC.

5hmC(ng) = RFU de cada muestra - RFU control negativo
Pendiente x 5

5hmC% = Cantidad de 5hmC en ng
S x 100

Formula 2. Calculos del porcentaje de 5hmC. S: cantidad de DNA en ng. *5: factor para normalizar el
control (+) de 5mhc al 100%; el control positivo tiene el 20% de 5mC.

Se crearon las tablas de los resultados de las ELISAS de metilacién e hidroximetilacién adicionando
variables pertenecientes a los datos del % de 5mC, 5hmC y HbA1lc, control glucémico, edad y tiempo de
diagnoéstico, consumo de alcohol y tabaco y frecuencias del consumo. Igualmente se formaron grupos
segun el control glucémico de los individuos (1. controles, pacientes; 2. controles, pcientes controlados,
pacientes no controlados; 3. controles y pacientes, pacientes no controlados). A partir de esta informacion
se realiz6 una matriz en formato TXT y el andlisis estadistico se realiz6 con el software R Statistic version
3.3.0. Se calculé la normalidad de todas las variables con el test de Shapiro-Wilk y se visualizaron en forma
de histograma.

Al evaluar la normalidad de los datos, se obtuvieron valores p > 0.05 y se establecié que los porcentajes de
5mC y 5hmC no siguen una distribucién normal y por esa razén se trabajé con pruebas no-paramétricas.
Para el andlisis de dos categorias (el efecto de 5mC y 5hmC segtin sexo, tiempo de diagndstico, edad,
consumo de alcohol o tabaco), se realiz6 la prueba de Wilcox que comparar la mediana de dos muestras



relacionadas y determinar si existen diferencias entre ellas. Para el andlisis de dos o mas grupos se
aplicaron la prueba de Kruskal-Wallis y el ensayo de Dunn para comprobar si un grupo de datos proviene
de la misma poblacién. Para asociar la 5mC y 5hmC a las variables del estudio se utilizaron las pruebas de
correlacion de Spearman y rango de Kendall.

6.5.2 Analisis estadisticos de RT-qPCR

A partir de los resultados de las C; obtenido de la RT-qPCR para cada gen, se realiz6 una matriz en
Microsoft Excel para sacar el promedio de cada muestra realizada por triplicado para DNMT1, TET1 y
GAPDH. Se calcul6 la mediana de los sujetos controles y se utilizé ese valor como valor de referencia
control. Con la informacién obtenida de la eficiencia y el promedio de los C; de cada gen se realizaron los
calculos para el AC; y AAC;, usando como gen normalizador el GAPDH para asi calcular la cuantificacién
relativa de DNMT1 y TET1. Este ultimo dato es adjuntado a la matriz general de los resultados de las
microelisas y todas las variables para llevar a cabo un andlisis en conjunto. Se tomaron niveles de
expresion significativos seglin valores de p menor a 0.05. Los calculos se realizaron con las siguientes
férmulas.

R = 2[("1) sample - Cp control]
R = 2.'\(ip

R - 2—|_\Llp sample — ACp control]

R = 2—_&_‘\tlp

E )A(Ip target (MEAN control - MEAN sample)
. ( target ;
ratio = '

(E )A(Ip Ref (MEAN control - MEAN sample)
Ref

Formula 3. Féormulas para la cuantificacion relativa de la RT-qPCR

Los andlisis estadisticos se realizaron en R., para determinar la normalidad de los datos se realiz6 la
prueba de Shapiro-Wilk y se visualizaron en histogramas. Los datos de DNMT1 se trabajaron como no
normales mientras que los datos de TET1 como normales.

Se realizaron pruebas de correlacion de Spearman y Kendall para la asociacidn de la HbAlc y la expresién
de los genes de interés DNMT1 y TET1. Para la comparacién de los grupos y las diferencias en la expresién
de los genes de interés se realiz6 la prueba de Wilcox para controles y pacientes y la prueba de Kruskal-
Wallis para controles, pacientes controlados y pacientes no controlados. Se realizaron pruebas de
correlaciéon de Spearman y Kendall para la cuantificacién relativa y los porcentajes de metilaciéon e
hidroximetilacion, edad y tiempo de diagnoéstico. Por ultimo, se analizé la cuantificacién relativa segiin
sexo, consumo de tabaco y consumo de alcohol utilizando la prueba de Wilcox para DNMT1 y la prueba T-
student para TET1.

6.5.3 Analisis estadisticos y bioinformaticos de microarreglos

El andlisis de agrupamiento (clusterizacién) se realizé a partir de los datos de sangre periférica de
pacientes diabéticos y controles con el software Gene Cluster 3.0. Las matrices en formato TXT se cargaron
en el programa v se establecieron las condiciones del analisis deiando los filtros de los datos por defecto.



Estos remueven genes que han perdido valores y datos no informativos. Los datos se ajustaron con
transformaciones Logz(X) y se realizd median-polish para centralizar los datos de genes y arreglos
alrededor de la mediana. Esto tultimo se hace para eliminar los posibles sesgos y los datos extremos por
fuera de las distribuciones (outliers). Los datos de genes y arreglos se normalizaron para ajustar la suma
de los cuadrados a 1.

Para el andlisis de clusterizacién se realiz6 un agrupamiento jerarquico que consiste en obtener grupos de
elementos de la matriz de asociacidn en el cual se estructuran los grupos de diferentes niveles de similitud
en todas las posibles combinaciones. Este organiza los genes en un dendograma. El método de
agrupamiento es de ligamiento centroide que se basa en agrupar elementos y variables utilizando la
distancia euclidiana entre los centros de los cluster a comparar. Esta se caracteriza por representar una
simplificacién del promedio no ponderado. Los resultados de este andlisis se visualizaron con el software
TreeView 1.1.6r4. para generar un mapa de calor que es representado por colores segin metilacion.

Para la comparacién de la metilacidn global de los tejidos de sangre periférica, musculo esquelético, tejido
adiposo y tejido pancreatico se realiz6 una suma de los valores de metilacién para cada microarreglo. Con
estos resultados se realizé el andlisis diferencial de metilacién que se visualiza en un boxplot en el
software estadistico R versién 3.3.0 (http://www.r-project.org).

El anélisis de los genes asociados a las rutas de la desmetilacién pasiva y activa del DNA se realiz6 a partir
de los microarreglos de metilacién y expresion. Se llevo a cabo en el programa R en la cual se determiné la
normalidad de los datos por medio de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas por la prueba F. Para
el andlisis de las variables se realizaron pruebas T de Student, T de Welch o prueba de rangos de Wilcoxon
junto a sus graficas correspondientes.

El andlisis de metilacién y expresion diferencial de genes se realizé en Microsoft Excel 2011 v14.6.4 por
medio de un andlisis de varianzas y modelamiento lineal a partir del paquete limma de Bioconductor y
EmpiricalBayes por medio del software Chipster v.3.8.1 (http://chipster.csc.fi). Para la realizacion del

analisis se cargar el archivo de expresion diferencial de tejido pancreatico.

En la herramienta de normalizacidn de datos se selecciona el procesamiento de datos prenormalizados, ya
que los datos descargados de la base de datos de GEO ya se encuentran previamente procesados. El
resultado arroja un phenodata, el cual se edita para designar los pacientes y controles de cada
microarreglo. A partir de esta modificacidn se escoge el método estadistico de modelo lineal, el cual fue
realizado por medio del paquete limma, que escoge los genes diferencialmente expresados. Por ultimo, se
visualizan estos resultados mediante Volcano Plots. En estos graficos, se escogieron genes con fold changes
superiores a 1.00 e inferiores a -1.00.



VIL ASPECTOS ETICOS

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigaciones de la Universidad de los Andes
y del Hospital Universitario Fundacién Santa Fe de Bogota. Los datos obtenidos se organizaron en una base
de datos que es archivada y custodiada por el investigador principal. Los datos generados en el desarrollo
del proyecto fueron registrados y archivados por el responsable del procedimiento, quien mensualmente
entregd una copia de los mismos al investigador principal. Cada participante recibié un cédigo de
identificacidn y se protegid la privacidad del individuo. Este estudio es considerado una investigaciéon de
riesgo minimo segun criterios establecidos por la Resoluciéon No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud
“Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para la Investigaciéon en Salud” acerca de la investigacion
en seres humanos. En ningiin momento se advirtié ningtin riesgo o dafo para la salud de ninguno de los
sujetos en quienes se realizd la investigacion.

Los estudios se realizaron con muestras de sangre periférica, lo cual no tiene ningin impacto en el
tratamiento de los pacientes quienes son seguidos en protocolos ya establecidos. La informacién que se
desprendi6 del estudio puede generar informacién relacionada con el diagnéstico y el pronéstico tal como
la literatura lo refiere y se pondra a disposicién de los clinicos.

Para la recoleccion del material biol6gico de los participantes, el lugar de ejecucién del proyecto conté con
las instalaciones y equipo de laboratorio de acuerdo con las normas técnicas del Ministerio, que
garantizaron el manejo seguro de las muestras. El laboratorio disponia de un manual de procedimientos y
personal adiestrado para la manipulacién de las muestras.

Todo procedimiento fue aprobado por el Comité de Etica el de la Universidad y asi proceder con la
autorizacién para ser aprobado por el Comité de Etica de la Fundacién Santa Fe. Se tuvieron en cuenta las
normas nacionales establecidas en la Resolucién 8430 del Ministerio de Proteccién Social y normas
internacionales basadas en la tltima revisién de la Declaracién de Helsinki 2013.

Toda informaciéon se manejé6 de manera confidencial. Los investigadores no tuvieron acceso a la
identificacidon de algin individuo. Para proteger la identidad de los participantes, se crearon cédigos y los
resultados se presentaron de forma anénima. Los participantes de este estudio fueron informados sobre el
mismo y se les pidi6 su consentimiento informado a través del siguiente formato:



FORMATO PARA EL CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO: Caracterizacién de la via de desmetilacidn del DNA y sus implicaciones en las
complicacionas de la Diabetes Mellitus

Tipo de Consentimiento: Estudics genélicos y epigenéticos
CONSENTIMIENTO 'Y AUTORIZACION

El Laboratorio de Genética Humana de |la Universidad de los Andes en colaboracion con
el Programa de Diabetes de la Fundacion Santa Fe, estan desarrollando el proyecto de
investigacion titulado “Caracterzacion de la wvia de desmetilacion del DNA implicada en
las complicaciones de la Diabetes Melltus™. El propésito del mismo es estudiar los
mecanismos moleculares que desencadena las complicaciones asociadas a la Diabetes,
conociendo como y por que vias se producen y se fijan en el genoma del paciente. La
ejecucion del presente proyecto permitird a los grupos proponentes abordar el estudio de
la Diabetes, en relacién con los cambios epigenéticos que ella puede ocasionar en el
organismo.

Su participacién en el proyecte es completamente voluntaria. Si usted decide hacer parte
del mismo, se procedera a diligenciar un consentimiento informado y a la obtencién de un
vial de sangre periférica del que se obtendra el ADN de sus células sanguineas sobre el
que se llevara el estudio.

Este formate de consentimiento cuenta con informacion que lo ayudara a decidir si desea
participar. Tome el tiempo que requiera, lea cuidadosamente este formato, y formule las
preguntas que tenga al médico o personal del estudio.

LQué son los cambios epigenéticos?

La epigenética es la ciencia que se dedica al estudio de la regulacidon del genoma que no
depende de la propia secuencia de este. Dentro de los genes que componen nuestro
genoma hay ciertos cambios que pueden asccarse a una enfermedad. Muchas veces
escs cambios son en la propia secuencia del gen, lo que puede generar un gen anomalo
y que funcione mal, provocando la enfermedad, lo que normalmente se conoce como
mutacion genética. Sin embargo, en otras ocasiones es la regulacién del gen lo que causa
el trastorno. El principal método de regulacion epigenética es a través de un grupo
quimico denominado Metilo. Los genes altamente metilados no realizan su funcion y lo
contrario pasa si se eliminan los metilos. En este estudio creemos que parte de las
complicaciones de la Diabetes se deben por una perdida forluita de metilos en
determinados genes, lo cual hace que se expresan erroneamente. Por ello es interesante
conocar como es el mecanismo de esta perdida de metilos y sobre que genes puede astar
actuando.

LEn qué consiste el andlisis del ADN extraido de la sangre periférica?

El ADN contiene toda la informacion genética del organismo y parte de la informacion
epigenética. El grupo Metilo que puede aparecer en el ADN determina que proteinas
habré en la célula (Proteinas que vienen de genes activos). Si esa marca es borada
apareceran proteinas que no deberian estar y esto desem e patologi
andlisis que llevaremos a cabo sobre su ADN nos indicara 'si por ‘efecto. de-la Diabetes,
esta ocurriendo un borrado de esa metilacién del ADN vy pomiwé ia cuanliﬁmclon
estos cambios entre grupos de pacientes y controles.
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iPor qué se me estd pidiendo que autorice el uso de sangre periférica para estos
analisis?

Se le estd solicitando que autorice que una muestra de su sangre sea utilizado para este
estudio debido a que estas muesiras contienen el ADN y las células del sistema inmune
necesarias para la realizacién de los estudios de metilacion.

Su aceptacién para proporcionar esta muestra es opcional y depende totalmente de
usted, de contar con ella dependera que podamos incluirio en el proyecto.

LQué efectos adversos (negativos) puedo sufrir al donar una muestra de sangre
periférica?

Se extraera una cantidad de sangre venosa de 5 ml para estos andksis correspondiente a
un tubo de ensayo, esta cantidad es similar a la que usualmente se toma para realizar
examenes de rutina en el laboraterio clinico; este procedimiento es considerado como de
riesgo minimo. Puede sentirse ademas del dolor natural de la puncidn una leve molestia o
la presencia de equimosis o un pequefio hematoma en el sitio de puncion. Este
procedimiento que no pondra en peligro la vida y tanto el equipo médico, como el
Laboratoric de Genética Humana estara atento contra cualquier evento adverso que
pueda ocurrir,

¢Como se guardaran estas muestras de sangre periférica y quién podra utilizar la
informacién que se obtenga de los resultados?

Las muesiras serén procesadas en el Grupo de genética de la institucion universitaria.
Adicionalmente, esta muestra de sangre periférica seran almacenadas en forma segura y
se etiquetarén sélo con un ndmero unico durante un maximo de 36 meses, estas
muestras seran empleadas para el andlisis de metilacién del ADN, La informacién que lo
identifica directamente, es decir, su nombre, iniciales, direccion y namero de teléfono se
archivaran en una base de datos; los cuales seran exclusivamente utilizados por los
investigadores en la determinacidn de los marcadores moleculares o genéticos
mencionados. Adicionalmente toda la informacitn que usted suministre y aquella obtenida
en la investigacion seran manejadas confidencialmente, y no seran utilizados para fines
distintos a los cientificos. Adicionalmente, usted puede contar con |a libertad de retirar su
consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el estudio si asi lo desea.

¢Se me permitira tener acceso a la informacién que se recopile de estos estudios?

Usted puede tener acceso a la informacion que se recopile como parte del estudio
solicitandola al grupo de investigacion. Es posible que el director dal proyecto le solicite
durante el curso del estudio informacién adicion al sobre usted o informacién familiar.

¢ Tendré algin beneficio inmediato del resultado de estos anélisis?

NO, es10s analiss se llevan a Gabo como parke de una INvesugaaon y no proporcionan
ningln beneficio econdmico; sin embargo, su participacion servira de ayuda para alcanzar
nuevos conocimientos médicos y los resultados de este estudio aportaran conocimiento
en la biologia de la Diabetes.

¢ Conoceré los resultados del estudio? e r———
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¢Podrad utilizarse la muestra almacenada en el Grupo de Genética para otros
estudios?

Usted decide sl desea que su muestra pueda ser utilizada en otros estudios del grupo de
investigacion. Es muy posible que la informacién que se logre obtener en éste estudio
pueda complementarse en un futuro estudio con nuevas técnicas que en este momento
no estan contempladas. Ademas, su muestra podria servir de control en otros estudios
donde no se estudie |a Diabetes, lo cual permitiria agilizar otros estudios en los que no se
cuente con el nimero adecuado de controles. Rellene con una X sl esta deacuerdo ¢ no
con los siguientes puntos:

1. Esloy de acuerdo con que mi muestra sirva para nuevos estudios del Laboratorio de
Genética Humana dentro del proyecto de estudio de la Diabetes: [ ] Si,[ ] No.

2. Estoy de acuerdo con que mi muestra sirva para otros estudios del Laboratorio de
Genética Humana no relacionados con Diabetes: [ ] Si, [ ] No.

Este proyeclo fue revisado y aprobado por los Comités de Etica de la Universidad y de la
Clinica que intervienen en el estudio, todos sus protocolos se ajustan a las leyes
internacionales y a las disposiciones vigentes en Colombia segun la Resolucidn No.
008430 de 1993, que establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud.

Para cualquier informacion adicional o inquietud scbre el proyecto usted puede contactar
con los responsables del proyectc en el Laberatoric de Genética Humana de la
Universidad de Los Andes o a través de un correo electronico a las siguientes direcciones:

Dra: Helena groot de Restrepo:hgroot@uniandes edu.co
Dr. Carlos Mendivil: cmendivi@uniandes.edu.co

Dr. Valeriano Lopez: vlopez22@uniandes edu.co

En caso de usted como paciente considere violados sus derechos puede dingirse al
Comité Corporativo de Etica en Investigacién (Fernando Sierra, Presidente). Calle 119 No.
7-75, Bogota. Teléfono: 6030303 Ext.5402

Este estudio no supone ningdn beneficio econdmico para los investigadores
principales, pudiendo existir una ayuda econdémice para los estudiantes de Posgrado
participantes en él.

He leido la informacion que contiene este formulario de consentimiento. He preguntado al
personal todas las dudas que he tenido en este momento sobre mi participacién en la
investigacion en la recoleccion de la muestra, y sobre la conservacion de la muestra de
sangre.

RILIGENCIAR EN EL ORDEN QUE APARECE

NOTA:ESTA SECCION DEBE SER DILIGENCIADA SOLO POR EL VOLUNTARIO/A O
POR EL TUTOR. )
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VIIL RESULTADOS

8.1 EFECTO DEL CONTROL METABOLICO EN LA METILACION E HIDROXIMETILACION DEL DNA EN
T2DM

Para analizar los cambios epigenéticos causados por la diabetes, se cuantificaron los niveles de metilacién
y de hidroximetilacién global en muestras de sangre periférica de pacientes con diabetes tipo 2 y controles
sanos. A todas las muestras se les realizé un control del estado glucémico a través de la medicion de los
niveles de hemoglobina glucosilada (Hb1Ac), lo que permiti6é dividir a los pacientes en dos grupos: un
grupo de pacientes con niveles de glucemia controlados, que se caracterizan por presentar un valor de
Hb1Ac<7 y un grupo de pacientes con un control metaboélico deficiente, caracterizados por niveles de
Hb1Ac=7 (Ver tabla 24).

TEmans S Promedio de Promedio de
7 Edad Tiempo de Tabaco Alcohol de HbA1c metilacién del hidroximetilacién
— (atos) diagnéstico | (# individuos) | (# individuos) ADN - 5mC del ADN-5hm(C
mass (%) (nz y %) (ng ¥ %)
9.84 2 2

Pacientes 5.58595 % 0.1961727%
<L (i e 1836722 ng 0.1993047ng
- 4052618 % 06977254 %

20 7085 17.4 5 3 9.1585 45201 ng 0.8758568 ng

153675 % 0.07938015%

=& ki : . - e 1.521306 ng 0.07985741ng

: o 156135 % 01377764 %

e e : g = S 1679013 ng 0.1395811 ng

Tabla 24. Tabla caracteristica de los grupos de analisis

Al comparar los niveles de metilacién global entre el grupo de pacientes y los controles sanos no se
obtuvieron diferencias significativas (p=0.2204)(Figura 29A). Sin embargo, se observa una tendencia a
presentar niveles superiores de metilaciéon en el grupo de pacientes, resultado contrario a lo que se
esperaria de acuerdo con los datos conocidos en otros tejidos (Dhliwayo et al, 2014; Ding & Huang, 2014).

Teniendo en cuenta esta tendencia, se decidi6 separar y analizar a los pacientes segiin su estado
metabdlico, demostrando que el mal control metabdlico esta asociado con los cambios epigenéticos,
provocando un aumento de metilacién estadisticamente significativo frente a controles sanos y pacientes
bien controlados (pacientes no controlados vs. controles sanos: p=0.007331; pacientes no controlados vs.
controlados: p= 0.002915)(Figura 29C). Igualmente ocurrié cuando se agruparon los controles sanos y los
pacientes bien controlados en un solo grupo y se compararon con los pacientes pobremente controlados.
Esta comparacién dio como resultado una diferencia altamente significativa (p<0.001)(Figura 29E), lo que
demuestra nuevamente que el control metabdlico y los defectos oxidativos estarian en la base de los
defectos epigenéticos detectados en la enfermedad y por lo tanto, un paciente bien controlado se comporta
a este nivel como una persona sana, con todo lo que esto conlleva en el devenir de su enfermedad.

El estudio de los niveles globales de hidroximetilacién fue aiin mas interesante. Aunque no se observé una
diferencia estadisticamente significativa entre pacientes y controles al igual que con los niveles de
metilacién, la tendencia a ser diferentes es clara con un valor p=0.092 (Figura 29B). Al comparar los tres
grupos por separado, también se observé que la hidroximetilacidon de los pacientes controlados se asemeja
al grupo control y ambos obtuvieron niveles de hidroximetilacién estadisticamente menores que los
pacientes no controlados (pacientes controlados vs. no controlados: p=0.01217, controles vs no
controlados: p=0.006715) (Figura 29D). Igual que en la metilacién, se analizé el grupo de controles sanos
junto a los pacientes controlados frente a los pacientes no controlados, comparacidn que dio una diferencia
significativa (p=0.002326) (Figura 29F), demostrando nuevamente que la falta de control glucémico, con
sus niveles elevados de oxidacién celular, es la base de los cambios hallados a nivel epigenético en esta
enfermedad.
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Figura 29. Porcentaje de la metilacion en hidroximetilacion global del DNA. A) Metilacién global en
controles sanos vs. pacientes, B) Hidroximetilacién global en controles sanos vs pacientes, C) Metilacién
global en controles sanos, pacientes controlados y pacientes no controlados, D) Hidroximetilacién entre
controles sanos, pacientes controlados y pacientes no controlados, E) Metilacién global en controles sano y
pacientes controlados vs pacientes no controlados, F) Hidroximetilacién entre controles sanos y pacientes
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8.2 SEXO Y FACTORES DE ESTILO DE VIDA

Segun la Asociaciéon Colombiana de Diabetes, se estima que las mujeres son mas propensan a padecer
diabetes y es por esto que se decidi6 analizar el comportamiento segiin sexo. En los resultados segtin sexo
se determiné que no existian diferencias significativas en los porcentajes globales de 5mC y 5hmC (5mC p=
0.2323; 5hmC p=0.5219) (Figura 30A y 30B). Aunque si existe una tendencia al aumento de la metilacién
global en mujeres, probablemente por la forma como se distribuye la grasa en este sexo.

Estudios recientes han demostrado que el consumo de alcohol y tabaco inducen alteraciones epigenéticas
(Bottiglieri et al., 2010, Nieratschker, Brata & Fallagatter, 2013). Se ha propuesto que el consumo de
alcohol aumenta los nievles de homocisteina afectando la generacion de SAM y el consumo de tabaco
favorece al desarollo del cancer. Por esto, se analizd el porcentaje de metilacién e hidroximetialcion global
de los consumidores frente a los no consimidores. Respecto al consumo de alcohol y tabaco, tampoco hubo
diferencias significativas entre consumidores de alcohol y no consumidores (5mC, p= 0.2622; 5hmC,
p=0.7209)(Figura 30C y 30D) o entre fumadores y no fumadores (5mC, p=0.3049; 5hmC, p=0.3204)
(Figura 30E y 30F). Sin embargo, si se observa una tendencia aumentada de metilaciéon e hidroximetilacién
en las muestras de consumidores, lo cual resulta contrario a lo que se podria esperar.
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Figura 30. Diferencias en la metilacion e hidroximetilacion global del DNA. Ay B) sexo, Cy D)
consumo de alcohol y E y F) consumo de tabaco.

De acuerdo a los estudios de alcohol y tabaco, decidimos eliminar los datos de individuos que consumian
alcohol y tabaco y se realiz6 un andlisis para evaluar los porcentajes de metilacién e hidroximetilacién que
posiblemente estuvieran afectando los resultados. No se observ6 una diferencia significativa en la
metilacién e hidroximetilacién al comparar los pacientes y controles (p=0.6324 y p=0.09568). Sin
embargo, se obsevé una diferencia significativa en los tres grupos de tratamientos por separado para la
metilacién (p=0.0048) y para la hidroximetilacién (p=0.0056). Igualmente al agrupar el grupo control con
los pacientes controlados, se obtuvieron diferencias significativas para metilacién (p=0.01137) e
hidroximetilacién (0.001939) (Figura 31).
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Figura 31. Porcentaje de la metilaciéon en hidroximetilacion global del DNA, excluyendo datos de
consumidores de alcohol y tabaco. A) Metilacién global en controles sanos vs. pacientes, B)
Hidroximetilaciéon global en controles sanos vs pacientes, C) Metilacién global en controles sanos,
pacientes controlados y pacientes no controlados, D) Hidroximetilacién entre controles sanos, pacientes
controlados y pacientes no controlados, E) Metilacidon global en controles sano y pacientes controlados vs
pacientes no controlados, F) Hidroximetilacién entre controles sanos y pacientes controlados vs pacientes

no controlados.*=p<0.05, **=p <0.01, **=p<0.001.

o

i

Controles y P. controlados

Pacientes no controlados




8.3 EDAD Y DURACION DE LA ENFERMEDAD

Debido a que la diabetes es una enfermedad crdénica que empeora con el tiempo, es muy interesante
conocer como se correlacionan los cambios epigenéticos estudiados con el tiempo de duracién de la
enfermedad y con la edad de los pacientes. Se sabe que el envejecimiento se asocia a cambios del metiloma
en los individuos (Heyn, 2013) y se espera que en pacientes diabéticos no sea la excepcion. Para este
analisis (Figura 32) se realiz6 una correlaciéon de Spearman buscando determinar si existia una tendecia en
la metilacién e hidroximetilacion de DNA, segin la edad y segun el tiempo de diagnéstico de la
enfermedad. No obstante, en este estudio no se encontré una correlacion lineal entre la metilacién del DNA
y la edad (r= 0.07665, p=0.07592). En cuanto a la hidroximetilacién, existe una tendecia, aunque no es
estadisticamente significativa (r=0.1065, p=0.06228). A su vez, no se observo una correlacion lineal entre
la duracién de la diabetes y los niveles de metilaciéon e hidoximetilacién del DNA (para 5mC r=0.6131y
p=0.5284; para 5hmC r=0.3019 y 0.3827).
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8.4 qQRT-PCR DE LAS ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA DESMETILACION DEL DNA

Para estudiar la posible via alteradas en la metilacién del DNA en sangre periférica, se realizé un ensayo de
gRT-PCR para asi determinar la cuantificacién relativa de los fragmentos de DNMT1 y TET1. El andlisis de
expresion de ambas fragmentos se realizé por separado para cada gen. La expresiéon de DNMT1 (p=0.9506)
y TET1 (P=0.5758) se analiz6 en controles y pacientes por medio de la prueba de Wilcox y se determind
que no existen diferencias en la expresion segtn el control glucémico. Al analizar la expresién de DNMT1
de los tres grupos por separado, controles, pacientes controlados y pacientes no controlados, con la prueba
de Welch, tampoco se encontraron diferencias significativas en la expresién para DNMT1 (p=0.9756) y

TET1 (p=0.8047).
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Figura 33. Expresion de genes DNMT1 y TET1 entre pacientes y controles. A ) Expresion de DNMT1 en
el grupo control sano y pacientes. B) Expresién de DNMT1 en controles sanos, pacientes controlados y
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8.5 ANALISIS IN SILICO DE LOS NIVELES DE METILACION EN TEJIDOS AFECTADOS POR LA DIABETES

Teniendo en cuenta resultados limitados que ofrece trabajar con sangre periférica en esta enfermedad, se
decidi6 llevar a cabo un estudio in silico con datos de metilacién y expresiéon de microarreglos de
diferentes tejidos afectados por la enfermedad. Para ello se analizaron un total de 416 microarreglos
extraidos del repositorio Gene Expression Omnibus (GEO) del NCBI (Edgar R, Domrachev M, Lash AE. Gene

Expression Omnibus: NCBI gene expression and hybridization array data repository. Nucleic Acids Res
2002; 30:207-10.).

De los microarreglos utilizados para analizar los niveles de metilacién, se estudiaron muestras de sangre
periférica de pacientes sin complicaciones, pacientes con nefropatias diabéticas y un grupo de controles
sanos. Tomando los datos de la medida de MFI (Intensidad Media de Fluorescencia) se realizé una matriz
de agrupamiento segin individuos y genes. Para la clusterizacion de los datos se utilizé el programa
Cluster 3.0 que forma grupos segun los niveles de similitud. En este caso, se realiz6 un andlisis de
agrupamiento jerarquico y se visualizaron los resultados en el programa TreeView.

Los resultados obtenidos de la clusterizacidn reflejan un agrupamiento claro entre pacientes y controles.
(Figura 35A). En el anadlisis estadistico de sangre periférica se observo genes diferencialmente metilados
entre los pacientes y el grupo control. Al analizar la metilacién global de estos grupos se obtiene un
resultado idéntico al encontrado en los experimentos previos, donde existe un aumento significativo de
metilacién en pacientes frente a los controles (p= 0.0000)(Figura 34A).

Del mismo modo se analizaron microarreglos de metilacién de otros tejidos de gran importancia en la
diabetes, concretamente tejido adiposo, tejido muscular e islotes del pancreas, cada uno de los cuales se ve
afectado de forma diferente. Mientras que en el caso del tejido adiposo y el tejido muscular no hubo
diferencias significativas entre pacientes y controles, el pancreas mostré una hipometilacién global en
pacientes diabéticos frente al grupo control (p=0.0007), tal y como ha sido reportado en la literatura
(Avrahami & Kaestner, 2012) (Figura 34C, D y E).
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Figura 34. Analisis de microarreglos de sangre periférica en pacientes T2DM y un grupo control. A)
Mapa de calor de muestras de sangre periférica de pacientes sin complicaciones, pacientes con nefropatias
y controles sanos procedentes de 317 microarreglos desmetilacién (Illumina Human Methylation 27
BeadChips). La escala se muestra en valores beta (relaciéon de la intensidad de la sonda y la intensidad



global; la intensidad global es la suma de intensidad de la onda y no metilados; va desde 0 (no metilado,
verde) a 1 (completamente metilado, rojo). B, C, D y E) Comparacién de los niveles de metilacién global en
unidades IMF (Intensidad de fluorescencia media) entre los pacientes con T2DM y controles. Esto en tejido
de sangre periférica, pancreas, tejido adiposo y muscular respectivamente. * = Valor de p <0,05, ** = valor
de p <0,01, *** = valor de p <0,001.

8.6 HIDROXIMETILACION Y DIABETES: POSIBLES MECANISMOS DE DESMETILACION

Considerando los resultados previos, se quiso conocer qué enzimas o vias podrian estar interviniendo en
las alteraciones epigenéticas encontradas. Para ello se analizaron microarreglos de pacientes de T2DM y
controles sanos en sangre periférica, islotes pancreaticos, tejido adiposo y musculo. Se escogieron varios
genes de interés involucrados en las vias de desmetilacién del DNA actualmente propuestas, y se estudi6 si
sus cambios de expresién podrian explicar los cambios en los niveles de metilacién e hidroximetilacién
encontrados previamente. Entre los genes analizados estuvieron las enzimas DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B Y UHRF1 por su papel en la via de desmetilacidn pasiva, junto al regulador negativo de la DNMT]1,
miRNA-133a; las enzimas TET1, TET2 y TET3, por su papel en la hidroxilacién de la 5mC, actualmente
considerada la via de desmetilaciéon activa primordial; y por ultimo, las enzimas de reparaciéon AID,
APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3D, APOBEC4, por su funcién final en la
desmetilacion activa al eliminar las 5hmC y dar lugar a un DNA desmetilado.

El andlisis estadistico para comparar los niveles de expresion diferencial de los genes candidatos en sangre
periférica determiné que no existen diferencias que puedan explicar el aumento de la metilacién y en el
aumento de hidroximetilacién entre los pacientes T2DM con glucemia no controlada, lo que resulta atin
mas importante, ya que no hay diferencias en los niveles de la enzima TET1, tnica de las TETs que pudo
analizarse en los microarreglos de sangre periférica (Figura 35E).

Al analizar la expresién de las DNMTs, se encontraron diferencias en la expresion de DNMT2 entre
pacientes T2DM y el grupo control sano (p = 0,031, Figura 35B). Sin embargo, teniendo en cuenta la
funcién de esta enzima, que estd mas asociada a la metilacion del RNA y no a la del DNA y que la diferencia
es por la disminucién de la expresion, no parece ser que dicha enzima esté influenciando los cambios
encontrados en la diabetes. El andlisis del regulador negativo de la DNMT1, miR-133, no revelé cambios
significativos en su expresion.

En cuanto a los genes involucrados en la reparacion del DNA, se encontraron diferencias significativas en
los genes APOBEC3B y APOBEC3D (p=0.017 y p=0.042, respectivamente) (Figuras 35K y 35L). El aumento
de APOBEC3B en el grupo control sano y de APOBEC3D en pacientes diabéticos tampoco explica los
cambios en la metilacidn y en una posible via de desmetilacidon.
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Figura 35. Analisis de la expresion diferencial de genes en sangre periférica de pacientes T2DM y el
grupo control. A) DNMT1, B) DNMT2, C) DNMT3A, D) DNMT3B, E) TET1, F) UHRF1, G) AID, H) APOBEC1, I)
APOBEC2, J]) APOBEC3A, K) APOBEC3B, L) APOBEC3D, M) APOBEC4, N) miR-133a. *=p-value<0.05, **=p-
value<0.01, ***=p-value<0.001.

Posteriormente, se evalu6 la expresion diferencial de genes relacionados con la desmetilacién del DNA en
tejido pancreatico (Figura 36). Para la desmetilacién pasiva se evaluaron DNMTI1, DNMTZ2, DNMT3B y
UHRF1; para la desmetilacién activa se evaluaron los genes TETI1, TET2, TET3 y finalmente, los genes AID,
APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3A, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G, APOBEC3H y (D,
involucrados en la reparacion.

Al realizar los analisis estadisticos de las enzimas involucradas en la metilacion del DNA, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresiéon de la DNMT1 que pudieran explicar un posible
mecanismo pasivo de desmetilacidon en los pacientes diabéticos. En el caso de la desmetilacién activa, se
observé una disminucién en la expresion de TETZ (p=0.031) en pacientes diabéticos, lo cual seria contrario
al proceso observado de desmetilacion y siendo insuficiente para explicarlo.

Uno de los datos mas interesantes durante el estudio de este tejido fue comprobar cémo la enzima AID
aparece sobreexpresada en pacientes frente a controles (p=0.017), algo que no sucede en el caso de la
sangre periférica y que podria explicar por qué este tejido, en concreto, puede llegar a desmetilar las
metilcitosinas previamente oxidadas por los altos niveles de ROS.
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Figura 36. Analisis de expresion en tejido pancreatico entre pacientes T2DM y el grupo control. A)
DNMT1, B) DNMT2, C) DNMT3A, D) DNMT3B, E) TET1, F) TET2, G) TET3, H) UHRF1, I) AID, ]) APOBEC1, K)
APOBEC2, L) APOBEC3A, M) APOBEC3C, N) APOBEC3D, 0) APOBEC3F, P) APOBEC3G, Q) APOBEC3H, R) CD
(Citydine Deaminase). *=p-value<0.05, **=p-value<0.01, ***=p-value<0.001.

Al realizar los andlisis de expresidn en tejido adiposo (Figura 37) y musculo esquelético (Figura 38) no se
encontraron diferencias significativas en ninguno de los genes de interés. Posiblemente esto se debe a que

dichas células son capaces de regular la entrada de glucosa y es asi como se protegen de los dafios
aberrantes de la hiperglucemia.
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Figura 37. Analisis de expresion en tejido adiposo entre pacientes T2DM y el grupo control. A) AID,
B) APOBEC1, C) APOBEC2, D) APOBEC3A, E) APOBEC3B, F) APOBEC33, G) APOBEC3D, H) APOBEC3F-3G, I)

APOBEC3G, J) APOBEC4C, K) DNMT1, L) DNMT3A, M) DNMT3B, N) MBD4, 0) TDG, P) TET1, Q) TET2, R)
TET3, S) UHRF1. *=p-value<0.05, **=p-value<0.01, **=p-value<0.001.
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Figura 38. Analisis de expresion en tejido muscular entre pacientes T2DM y el grupo control. A) AID,
B) APOBEC1, C) APOBEC2, D) APOBEC3A, E) APOBEC3B, F) APOBEC33, G) APOBEC3D, H) APOBEC3F-3G, 1)
APOBEC3G, J]) APOBEC4C, K) DNMT1, L) DNMT34A, M) DNMT3B, N) MBD4, O) TDG, P) TET1, Q) TET2, R)
TET3, S) UHRF1. *=p-value<0.05, **=p-value<0.01, ***=p-value<0.001.

8.7 GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS

Utilizando el programa Chispter se analizé la expresion diferencial de genes en los microarreglos de tejido
pancreatico y sangre periférica. Se escogieron aproximadamente 50 genes y utilizando las bases de datos
de NCBI (National Center for Biotechnology Information) y Ensembl, se buscaron las rutas metabélicas en
la que esta involucrado cada gen diferencialmente expresado. Interesantemente, para el tejido pancreatico
se encontraron alteradas las vias asociadas al metabolismo de lipidos. Por otra parte, en sangre periférica
las vias mas afectadas son las de division celular, proteinas ribosomales y ubiquitin ligasas (Tabla 25).
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9. DISCUSION

9.1 EFECTO DEL CONTROL METABOLICO EN LA METILACION E HIDROXIMETILACION DEL DNA EN
T2DM

Los cambios epigenéticos asociados a enfermedades complejas estan siendo ampliamente estudiados tras
la confirmacién de la importancia que su regulacion tiene para la salud celular y fisiolédgica. Muchos de
estas enfermedades, como la diabetes, el cincer y enfermedades autoinmunes, inflamatorias y
neurolégicas, se han relacionado con defectos de desmetilacién global del DNA, lo cual, a la larga, conduce
a consecuencias desfavorables para la célula (Cooper & El-Osta, 2010; Rodriguez-Dorantes et al,, 2004).
Durante mucho tiempo no hubo claridad sobre los mecanismos de la desmetilacién del DNA y hasta hace
poco solo se aceptaba la desmetilacién pasiva relacionada con la pérdida del grupo metilo tras la
replicaciéon del DNA. En 2009 se propuso una nueva via activa la cual involucra enzimas que realizan un
primer paso en la oxidacién del metilo (Branco et al., 2011; Raiber et al., 2012). Gracias al aporte de estos
dos estudios, en la actualidad se cuenta con la descripciéon de dos vias, activa y pasiva. Sin embargo, no
existe explicacién sobre cdmo actian estos mecanismos, debido a que las vias activas ain no se han
caracterizado bajo condiciones patoldgicas, por ejemplo, en la diabetes. En el presente estudio se
analizaron los cambios de los niveles de metilacién del DNA en pacientes diabéticos frente a controles
sanos con el fin de encontrar una explicacién mecanistica a dicho proceso.

El estudio de los niveles globales de metilacién e hidroximetilacién asociados a los niveles de control
metabdlico medidos a través de los porcentajes de Hb1Ac, han permitido demostrar que no es la diabetes
per se, la causante de los cambios de metilaciéon global. En el caso concreto de sangre periférica,
encontramos una tendencia de aumento en la metilacién e hidroximetilacién global del DNA bajo
condiciones patoldgicas. Unos de los hallazgos mas sorprendentes fue la ausencia de diferencias entre la
metilacién y la hidroximetilacién entre el grupo control sano y los pacientes controlados. Esto sugiere una
relacion directa con la hiperglucemia crénica y persistente que generan cambios acumulativos en el
epigenoma. Esto hace referencia en particular a resultados de los estudios de la DCCT (Diabetes Control
and Complications Trial) y el estudio de la EDIC (Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications)
(ver ANEXOS; 13.2.1 y 13.2.3), los cuales demuestran la importancia del control glucémico para prevenir
las complicaciones a largo plazo y para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Especificamente, se
encontr6 que los pacientes con un descontrol metabélico tendrdn dramadticas repercusiones en el
prondstico de la enfermedad, provocando la disminucién en la calidad de vida hasta la muerte. El estudio
progresivo San Antonio Heart Study , aun en marcha, “San Antonio Heart Study”, demostré que un
incremento de la HbAlc de 5,5% a 9,5% produce patologias microvasculares importantes (Brownlee,
2005) y, por tanto, el buen control glucémico tendra un efecto epigenético protector. Por otro lado, los
cambios epigenéticos asociados al descontrol metaboélico explican su rol de la memoria metabélica y su
influencia en el desarrollo de las complicaciones diabéticas (Ceriello, 2008; Intine & Sarras, 2012).

Durante el analisis de nuestros resultados, observamos una mayor metilacién en condiciones de diabetes,
lo cual resulta contradictorio para la mayoria de estudios epigenéticos, en los cuales existe un proceso de
desmetilaciéon del DNA debido a los altos niveles de glucosa en la sangre (Giacco & Brownlee, 2010; A S
Olsen, Sarras Jr., & Intine, 2010; Ansgar S. Olsen, Sarras, Leontovich, & Intine, 2012). En este caso, podemos
establecer que la metilacién del DNA es afectada por los estados metabdlicos mas que por la diabetes como
tal. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que los patrones de metilacién son tejido-especificos y
cada uno reacciona de manera distinta segin diferentes estimulos; mientras que en tejido endotelial la
hipometilacién parece dominar en la diabetes, en tejido sanguineo resulta diferente (Heyn et al., 2013; A’ S
Olsen et al., 2010; Ansgar S. Olsen et al,, 2012).

Debido asu efectosobre el estrés oxidativo, la disponibilidad de glucosa intracelular puede influir en la
metilacién por la via de desmetilacién. En este estudio proponemos que altos niveles de 5hmC en sangre se
estan dando por la oxidacion celular generada por la hiperglucemia. Si bien. la falta de desmetilacién



habria que explicarla por la falta de expresién en las enzimas de reparacién implicadas en el proceso final
de eliminacién de metilos desde sus formas oxidadas.

Otra posible razén que puede explicar la falta de desmetilacién en sangre es la dindmica propia del tejido,
que cuenta con un alto nivel de recambio de células blancas en comparacidn con otros tejidos y que pueden
estar enmascarando los resultados, aunque para demostrar esta conjetura se requiere nuevos estudios.
Adicionalmente, debemos tener en cuenta que el tejido sanguineo estd conformado por distintas
subpoblaciones de células que contienen diferentes perfiles de metilacién y dindmicas respecto al uso de la
glucosa y por tanto seria muy interesante poder llevar a cabo un estudio pormenorizado de los cambios en
cada una de las estirpes celulares. La heterogeneidad del pool celular entre individuos puede tener un
impacto en los estudios epigenéticos. El periodo de vida de estas células es de dias, mientras que en otros
tejidos como el pancreas, puede ser de afios (Volkmar, Dedeurwaerder, Cunha, Ndlovu, Defrance, Deplus,
Calonne, Volkmar, Igoillo-esteve, et al., 2012). La metilacién global también puede ser alterada por los
mismos procesos inmunolégicos e inflamatorios propios de la diabetes, afectando los proceso epigenéticos
del pool. A esto se le suman las condiciones medioambientales como el consumo de diferentes
medicamentos para la diabetes, la informacién no proporcionada por los pacientes y controles, los malos
habitos de vida tales como el consumo de alcohol, tabaco y los excesos de la alimentacidn. Este ultimo
héabito genera picos glucémicos transitorios, los cuales afectan los patrones de metilaciéon de manera
permanente y generan la memoria metabdlica (El-Osta et al., 2008; Ling & Groop, 2009).

El consumo de alcohol se ha asociado a niveles elevados de homocisteina que pueden contribuir a bajos
niveles de SAM y baja capacidad de metilacion. Esto se debe a que el alcohol afecta a varios intermediarios
del metabolismo del ciclo de un carbono, al consumir los cofactores B12 y B6 importantes en la
transferencia de ese carbono a SAM. (Bottiglieri et al., 2000; Iskandar et al., 2010; Nieratschker, Batra, &
Fallgatter, 2013). Pacientes con alcoholismo crénico se han asociado con hipermetilaciones en sitios de
restriccidn especificos para las enzimas Hspll y Mspl. Esto conduce a una disminucién de la expresion de la
DNMT3a y DNMT3b que finalmente conlleva a la hipometilacién. A pesar de los diversos estudios del
consumo de alcohol y tabaco que afectan los patrones de metilacién celular, en este estudio no se puedo
establecer su efecto en los pacientes diabéticos en sangre periférica, si bien, la eliminacién de las muestras
consumidoras permitié obtener datos mucho mas robustos en las comparaciones, demostrando de forma
indirecta que si estan influyendo en las alteraciones epigenéticas encontradas.

9.2 EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS EN RUTAS DE DESMETILACION

Al realizar el estudio de qRT-PCR para los genes de las enzimas DNMT1 y TET1 no encontramos
diferencias en la expresion de estos dos importantes genes implicados en la desmetilacién pasiva o activa.
El mecanismo clasico de desmetilacién esta asociado a cambios epigenéticos en la desmetilaciéon pasiva
caracterizada por la acciéon de la DNMT1. diferentes estudios han propuesto que existe otra via
caracterizada por la oxidaciéon enzimatica de los grupos metilos por la familia TETs y la desaminacién
posterior de ellos (Branco et al, 2012). Como pudimos observar en nuestro estudio, las vias de
desmetilacion activa o pasiva, a nivel de estes dos enzimas, no estan alteradas en caso de un pobre control
glucémico. Se observé que la hidroximetilacién esta aumentada en pacientes con glucemia no controlada y
que la TET1 no esta sobreexpresada bajo la misma condicién. No hubo diferencias significativas entre el
grupo control y los pacientes.

Afios atras, un importante estudio realizado en tejido muscular describié un mecanismo de proteccién por
parte del tejido y la entrada excesiva de glucosa. Se ha visto que el tejido no genera resistencia a la insulina
adn bajo altos niveles de glucosa en sangre debido a una menor expresion del transportador de glucosa 4
(GLUT4) en células no afectadas por la diabetes (Dimitrakoudis, Ramlal, Rastogi, Vranic, & Klip, 1992; Klip
et al.,, 1992; Marette et al., 1999). Este transportador es critico para permitir la entrada de glucosa; células



como las endoteliales, de retina, de Shawn, neuronas y células de glomérulo, que no son capaces de regular
la expresion de GLUT4, son afectadas en caso de esta enfermedad. Permitir el exceso de entrada de glucosa
en la célula genera altos niveles de oxidacidn, de esta manera se afectan las vias bioquimicas que conllevan
a las complicaciones (Brownlee, 2005). Por todo ello, postulamos la existencia de una nueva via de
desmetilacion alterna a las ya descritas; una via que oxida directamente a los grupos metilos en el DNA
debido a la desregulacion en los estados de oxidacidn celular por la entrada excesiva de glucosa.

9.3 UN POSIBLE MECANISMO NUEVO DE DESMETILACION EN ESTADOS DE ENFERMEDAD

Para comparar los resultados moleculares obtenidos previamente, se realiz6 un estudio de microarreglos
in silico con el objeto de demostrar que la metilacién es tejido-especifico y que los resultados obtenidos en
sangre concuerdan con los de los microarreglos. El andlisis de microarreglos de metilacién para sangre
periférica de pacientes, pacientes con nefropatias y controles, confirmé que la sangre es un tejido en el que
hay una hipermetilaciéon del DNA, frente a lo que se esperaba, a priori, en diabetes. Ademas, los resultados
de clusterizacién muestran que sin tener en cuenta el estado de control metabdlico, dato con el que no
contamos para los microarreglos, no existen diferencias en la gravedad de la enfermedad a nivel
epigenético. Por tanto, la presencia de complicaciones y los niveles altos de metilacién son independientes.
Solo el buen control glucémico podria revertir este cambio y posiblemente, detener el deterioro provocado
por la enfermedad.

A diferencia de la sangre, el tejido pancreatico si presenta hipometilaciéon global del DNA. Con el resultado
de que ambos tejidos responden a altos niveles de glucosa circulante, el interrogante que nos quedaba por
resolver era conocer qué mecanismo subyace al proceso degenerativo que provoca el aumento de
hidroximetilcitosinas en sangre, y muy posiblemente en el pancreas, y por qué, a pesar de ese aumento, la
sangre no termina por desmetilarse, a diferencia de lo que ocurre en tejido pancreatico. Como era de
esperar, no encontramos diferencias en la metilacién global de tejido adiposo y muscular, ya que son
tejidos que controlan mucho la entreda de glucosa y por tanto no se encuentran bajo el efecto oxidativo de
la hiperglucemia.

A través de microarreglos de expresion se analizaron enzimas involucradas en las vias de desmetilacién
tanto activa como pasiva en sangre periférica y en tejido pancreatico, en el cual se determin6 que no hay
diferencias en la expresion de enzimas que pudieran explicar los cambios en las modificaciones. En el caso
del tejido sanguineo, no se encontrd alteracién en la expresién de DNMT1 y UHRF1, que pudieran explicar
el aumento en la metilacién en el caso de pacientes.; tampoco se observé la presencia significativa del
regulador negativo de la DNMT1, el miRNA133a. Se observé un aumento significativo de la DNMT2 en los
controles, pero esto no explica la metilacién en pacientes y tampoco es relevante ya que se relaciona
principalmente con la metilacién del RNA. Las enzimas TETs tampoco explican el aumento de
hidroximetilos en los pacientes, motivo por el cual nuevamente nos preguntamos cémo esta ocurriendo la
oxidacion. En el caso del tejido pancreatico, no se encontraron diferencias en estas mismas enzimas,
excepto en TET2 que estd aumentada en los controles. Esto resulta contradictorio frente a los mismos
resultados de que en el pancreas existe una hipometilacién global, en caso de diabetes.

La falta de cambios entre pacientes y controles en ambos tejidos parecen indicar que los procesos de
oxidacion a hidroximetilcotosinas que se dan en sangre y la desmetilacién comprobada en el pancreas, no
pueden ser debidos a las vias actualmente establecidas. Solamente pueden explicar el proceso los niveles
aumentados de oxidacién demostrados en diabetes, asociados a los altos niveles de hemoglobina
glicosilada demostrados en pacientes mal controlados. De este modo, proponemos un primer proceso de
oxidaciéon no enzimatico de las 5-metilcitosinas que daria lugar a un aumento de 5hmC, tal como se
encuentra en sangre periférica.



A diferencia de lo que ocurre en el pancreas, el hecho de que la sangre no termine por demetilarse puede
ser debido, como se explicéd anteriormente, a la propia dindmica de este tejido. Sin embargo, los datos de
los microarreglos de expresiéon permiten intuir que el mantenimiento de la metilacién en sangre puede ser
ayudado por la falta de maquinaria que repare las 5hmC a citosinas convencionales. Entre esta maquinaria,
en los ultimos afios, se ha propuesto un importante papel a las enzimas APOBECs y a AID. Las pequeiias
diferencias de APOBEC3B y APOBEC3D encontradas en sangre no pueden explicar lo resultados. La
APOBEC3B disminuida en pacientes podria explicar la falta de desmetilacién en caso de diabetes, que no
termina por desmetilarse, aunque se necesitan mas estudios para corroborar la via. Por otro lado, la
APOBEC3D no explica el aumento de metilacién en pacientes y, por consecuencia, no es la causa de la
desregulacion epigenética.

El dato clave de nuestro estudio fue encontrar un aumento de AID en el tejido pancreatico de pacientes, ya
que esto indica una posible via de desmetilacién que se asocia con los altos niveles de 5hmC que termina
en la desmetilacion global del genoma. La sobreexpresiéon de esta enzima en el pancreas podria ser la
razon del aumento de 5hmC provocado por la oxidaciéon celular generada por la glucosa, en la que
terminan convertidas en citosinas convencionales y, dando lugar a un genoma desmetilado. Por su parte, la
falta o menor expresiéon de AID en sangre, restringida seguramente a su funcién sobre los genes de las
inmunoglobulinas y TCRs de los linfocitos, podria explicar por qué en sangre periférica se mantiene la
metilacién, a pesar de los altos niveles de hidroximeticitosinas existentes en pacientes diabéticos. Ademas
del papel principal de AID, se requiere un estudio de los mecanismos antioxidantes, como los de las
enzimas SODs y GSTs y los de las enzimas encargadas en la reparacién BER, y aquellas que dependen de la
TDG y MBD4, cuyo papel también ha sido descrito como critico para el proceso de desmetilacion.

En este estudio proponemos un mecanismo de desmetilacién distinto a lo que se ha descrito hasta ahora.
Un mecanismo que explica la hipometilacién en la diabetes y en otras condiciones patoldgicas,
independiente de enzimas, hoy en dia caracterizadas en catalizar la primera reaccién de oxidacién del
5mC, concretamente independiente de TETs. Este nuevo mecanismo de desmetilacién se basa en la
desregulacion de los estados redox celular de la célula que propone una oxidacién directa por parte de ROS
a los grupos metilos del DNA (Figura 40). En la actualidad se ha descrito la manera como afecta los estados
de oxidacién al DNA, y por qué no esta misma via podria ser la causante de la oxidacidn de los metilos. De
este modo, el ambiente oxidante tipico de la diabetes y de los procesos proinflamatorios, también
presentes en enfermedades complejas como el cancer y ciertas enfermedades autoinmunes, provocarian
esta primera oxidaciéon de los 5-metilos a 5-hidroxilos. Posteriormente estas 5hmC se repararian por
medio de AID o por TDG para terminar dando un genoma hipometilado.

Es evidente que el mecanismo oxidativo puede ser la causa de muchas de las alteraciones epigenéticas en
la diabetes. A la vez, es necesario tener en cuenta la predisposicién genética de cada individuo, los
trastornos genéticos y bioquimicos de la maquinaria enzimatica involucrada en este metabolismo, las
condiciones medioambientales y los habitos de vida, como el consumo de sustancias alucinégenas, tabaco,
medicamentos, alimentacién y ejercicio. Todos estos factores afectan el epigenoma y la forma como se
expresan muchos genes involucrados en la diabetes.
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Figura 39: Representacion esquematica de las posibles vias de desmetilacion del DNA. 1) Via de
desmetilaciéon pasiva. Deficiencia de la funcion de DNMT1 causa falta en el mantenimiento de las
metilaciones durante la division celular. 2) Desmetilacidon enzimatica activa. Las TETs producen 5hmC, que
luego es desaminada a 5hmC por el complejo AID o APOBEC. Esta base es retirada por el sistema de
reparacion por escisién de base de DNA (BER), por la glicosilasa de timina o por MDB4, la proteina de
uniéon a mCpGs. 3) Desmetilacién activa no enzimatica. Via nueva propuesta, un aumento en ROS y AGEs
genera oxidacién directa y espontanea del 5mC, generando 5hmC y su posterior eliminacion.

9.4 GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS Y SU EFECTO SOBRE LA PROGRESION DE LA
ENFERMEDAD.

Por ultimo, teniendo en cuenta los genes diferencialmente expresados bajo condiciones patoldgicas,
pudimos encontrar las posibles vias metabdlicas desreguladas en los tejidos pancreatico y sanguineo. Al
analizar los genes pobremente expresados del pancreas, pudimos determinar que se alteraron vias se
sefializaciéon como GTPasas y sus reguladores, tirosin-kinasas, proteinas de unién y de transporte de
metales y se sobrerregularon genes como pepsinogeno 3, 4 y 5, moléculas de adhesién relacionada con el
antigeno carcinoembriogénico, Acil-coA sintasa y apolipoprotiena D. Estas desregulacion se correlaciona
con vias que conllevan a la tumorogénesis y, en consecuencia, la alta susceptibilidad que tienen los
pacientes a padecer cancer.

En el caso de sangre, encontrados genes pobremente regulados como genes involucrados en la divisién
celular, genes de reguladores de transcripcién y genes de transportadores de soluto. También
encontramos genes altamente expresados, asociados a la degradacién de proteinas, enzimas antioxidantes
y genes de detoxificacién, como la glutatiéon peroxidasa. Esto hace énfasis en la sobrerregulacion de esta
proteina en diabéticos, con el fin de neutralizar los radicales libres, indicAindonos que, a pesar de no
encontrar diferencias en patrones de metilacién global en nuestro estudio, el tejido sanguineo si esta
siendo afectado por los estados hiperglucémicos. También se encuentran desregulaciones en proteinas
encargas de trasporte, degradacién y divisién celular que pueden llegar a relacionarse con otras patologias
como las leucemias.



Por ultimo, este estudio en pacientes diabéticos es un primer paso para conocer y caracterizar las vias
involucradas en la generacién de sus complicaciones y la manera como es afectada por memoria
metabdlica. Esta ultima, puede ser explicada como un efecto de la desregulacién epigenética y por lo tanto,
la caracterizacidén epigenética de la patologia puede tener beneficios sobre el tratamiento para los
pacientes con diabetes. Todos los resultados obtenidos se corresponden con la hipétesis de partida y por
ello apoyan la idea de la existencia de una nueva via de desmetilacién iniciada en condiciones patolégicas y
mediada por los altos niveles de estrés oxidativo. Una nueva via que prescinde de la familia TET,
actualmente consideradas imprescindibles para el proceso de desmetilacidn activa, y que explicaria los
procesos de hipometilacién encontrados en muchas enfermedades complejas a través de un proceso de
oxidacion espontanea de las 5mC a 5hmC por efecto de los niveles de ROS.



X. CONCLUSIONES

Los niveles de 5mC y 5hmC en sangre son afectados por el control glucémico y no por la Diabetes
per se.

— La metilacién en sangre es mayor en pacientes no controlados y esto se corrobor6 con el
estudio de microarreglos in silico.

La maquinaria descrita hoy en dia no explica el proceso metilacion del DNA bajo condiciones
patolégicas.

— Laexpresion en los niveles de las enzimas no explican los cambios obtenidos en sangre.

El andlisis en sangre de expresion diferencial in silico tampoco demostré genes diferencialmente
expresados en caso de diabetes, que pudieran explicar la desregulacién de esta patologia.

Es por esto, se propone una via alterna de desmetilacidn, basada un proceso de oxidacidén no
enzimatico.

Existen varias vias de regulacién alteradas en diabetes, tanto en pancreas, como en sangre.
Muchos de los genes alterados estan relacionados con las complicaciones de la diabetes.



XI. RECOMENDACIONES

v'  Es importante ampliar el presente estudio con andlisis in vitro de tejidos que se afectan
diferencialmente por la hiperglucemia para comprobar el efecto de las enzimas sobre los mecanismos
de metilacién y desmetilacion.

v Seria interesante realizar un estudio de MedChip por su alta especificidad y sensibilidad, para evaluar
zonas especificas que se metilan o desmetilan durante los estados hiperglucémicos, lo que permitira
comparar los resultados con las vias metabdlicas afectadas.

v' Para obtener resultados méas predictivos, seria de gran utilidad ampliar el nimero de individuos
evaluados con el fin de eliminar posibles sesgos de confusion en el estudio.
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XIII. ANEXOS
13.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA DIABETES

13.1.1Datos mundiales

La diabetes mellitus es un problema de salud publica grave y creciente a nivel mundial, que provoca una
reduccion en la expectativa de vida y aumento de la morbilidad debido a las complicaciones especificas que
genera la enfermedad (Ceriello, 2008). Es una de las enfermedades de mayor importancia en todo el
mundo, por ser una de las patologias no transmisibles mas frecuentes y por la severidad y diversidad de
sus complicaciones croénicas. En los ultimos 25 afios se ha incrementado de manea dramaética y su
prevalencia varia segin la poblacién y el numero de estudios que describen las frecuencias en los distintos
entornos sociales y geograficos (Sierra et al. 2006).

El centro de prensa de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), anuncié los tltimos datos y cifras de
personas con diabetes en Septiembre del pasado afio. La OMS estima que en el mundo hay mas de 347
millones de personas con diabetes. Mas del 80% de las muertes se registran en paises de bajo y de medio
recurso econémico. Se calculé que en el 2004 fallecieron mas de 3.4 millones de personas como
consecuencia del exceso de azicar en sangre y que para el 2030, la diabetes sera la séptima causa de
mortalidad con mas de 400 millones de afectados (Online OMS, 2015; Villeneuve et al. 2011).

Segun la Federacién Internacional de Diabetes, mas de la mitad de los posibles casos aun no han sido
identificados, una estimacion de 4.8 millones de personas mueren al afio y su niimero de afectados va en
aumento en todos los paises (Online IFD, 2015). La T2DM, es el tipo mas comun entre las diferentes clases
de diabetes. Millones de americanos han sido diagnosticados con esta enfermedad y muchos no se han
percatado del alto riesgo que se enfrentan. Existen grupos con mayor riesgo de padecer diabetes tipo dos
que otros, como es el caso de América Latina. Segtin la Federacién Internacional de diabetes, la incidencia

de la comunidad latina va en aumento y tiene tasas dos veces mas altas que los no latinos (Online IDF,
2014).

2010 2030 Percentage increase
in number

Numberof Prevalence  Numberof Prevalence

adults with  (%)* adults with  (%)*

diabetes diabetes

(million) (million)
Africa 121 3-8% 239 47% 98-1%
EMME 266 9-3% 517 10-8% 93-9%
Europe 55-4 6-9% 665 81% 20-0%
North America 374 10-2% 532 12-1% 42-4%
South and Central America 180 6-6% 296 7-8% 651%
Southeast Asia 587 7-6% 1010 91% 721%
West Pacific 767 47% 1128 57% 47-0%
Worldwide 2848 6-4% 4387 7-7% 54-1%

Adapted from reference 1 with permission of Shaw and colleagues.' EMME=Eastern Mediterranean and Middle
East. *For each region values are standardised to world age distribution for that year.

Table 1: Estimated numbers of adults aged 20-79 with any type of diabetes mellitus and prevalence, by
region, in 2010 and 2030

Tabla 26. Estimacidn de prevalencia de diabetes para el 2030.

13.1.2 Datos en Colombia

En Colombia, su incidencia anual va en aumento y su prevalencia oscila entre el 4 - 8% en zonas urbanas y
el 2% en zonas rurales, en funcién del rango y edad de la poblacidn estudiada. Multiples factores genéticos



y ambientales como el cambio en los estilos de vida, el envejecimiento, el mestizaje y la urbanizacién han
impulsado el aumento de sobrepeso y el sindrome metabdlico contribuyendo asi a su patogenicidad y
persistencia. En el 2007 el Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas (DANE), informé que la
diabetes se encuentra dentro de la primeras cinco causas de muerte anuales y es cuatro veces mas
frecuente en la poblacién urbana que en la rural. La prevalencia de T1DM es del 0.07% y su incidencia es
de 3-4 por 100,000 nifios menores a 15 afios (Aschner, 2010).

13.1.3 Posibles Causas epidemiolédgicas

Las posibles causas de la epidemia de la diabetes se deben a multiples factores genéticos, sociales y
ambientales. Las modificaciones en los estilos de vida tras la industrializacién y globalizacién de las
sociedades han conllevado a la decadencia en la actividad fisica no programada y al facil acceso a alimentos
ricos en energia con un minimo esfuerzo. Incrementando asi la adiposidad corporal, desarrollando
resistencia a la insulina que termina por desbordar la capacidad pancreatica y desencadenar la T2DM en
individuos genéticamente susceptibles. El incremento de la longevidad tras el control de las enfermedades
infecciosas entre otras, han permitido una mayor expectativa de vida y un envejecimiento relativo. La
prevalencia de la DM incrementa con la edad y a medida que somos mas longevos su prevalencia global
aumenta (Sierra et al. 2006).

Las hipdtesis del genotipo y fenotipo ahorrador, aumentan la prevalencia de la diabetes en personas
susceptibles. Personas con un genotipo econémico se ha descrito en comunidades rurales que pasan de un
estilo de vida marcado por la actividad fisica y la restriccién caldérica a otro caracterizado por el
sedentarismo y la alta ingesta caldrica al moverse a la ciudad. Las comunidades humanas han de pasar por
épocas enfrentdndose por medio hostil de escases de alimentos y necesidades de desplazarse a pie,
cambiando la capacidad de almacenamiento de la energia caracterizandose en individuos que gastan poco
y almacenan eficientemente en tiempos de escasez. La hipétesis del fenotipo ahorrador se ha estudiado en
nifios con bajo peso al nacer, que tienen mayor riesgo de desarrollar T2DM y obesidad dado a las
condiciones de privacién de nutrientes en el Gtero que sobreviven por generar un fenotipo ahorrador. Al
llegar a la edad adulta posee un aporte calérico superior al que su cuerpo requiere, desarrollando asi la
obesidad, resistencia a la insulina y T2DM (Sierra et al., 2006).

13.2 GRANDES ESTUDIOS DE DIABETES EN LA POBLACION HUMANA

Una de las preguntas y problemas que han acompafiado en el tratamiento de la diabetes se debe a la
relacion que hay entre el control glucémico y el desarrollo de las complicaciones de la diabetes. Diversos
estudios han evidenciado el papel de anomalias metabélicas y las complicaciones, y se ha concluido que un
control glucémico meticuloso podria prevenir el desarrollo de dichas complicaciones. Dos estudios de
cohortes mostraron el efecto que tiene este control en la prevencién y/o retraso de las complicaciones y en
la memoria metabdlica del individuo (Poretsky, 2010).

13.2.1 Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)

El Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) fue un estudio multicéntrico importante que se realiz6
por el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH) y el Instituto de Diabetes y Digestién y de
Enfermedades del Rifién (NIDDK) entre 1983-1993. Se disefid este estudio para evaluar si el control
estricto de la glucosa puede prevenir o reducir la tasa de progresiéon de las complicaciones de la diabetes a
un largo plazo. El DCCT involucro a 1,441 voluntarios entre los 13-39 afos de edad con T1DM y 39 centros
entre los Estados Unidos y Canada. Los criterios de inclusiéon de los voluntarios es que debian tener
diabetes por lo menos 1 afio y no mas de 15 afios, y que no tuvieran presencia de patologias.. El estudio
comparo los efectos estdndares de los niveles de glucosa versus un control intensivo de glucosa con



valores de HbAcl menores a 6.0 y mantener glucosa en sangre entre los 70-120mg/dL y un grupo
convencional con control normal manteniendo la glucosa por debajo de 180mg/dL postprandial (Diabetes
& Clearinghouse, 1993; Poretsky, 2010a).
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Figura 40. DCCT y EDIC (Pirola et al,, 2010).

En ambos tratamientos los valores medio de glucosa se mantuvieron en 155mg/dL en el tratamiento
intensivo y 231mg/dL en tratamiento convencional. Los resultados se discuten en tabla a continuacion.

76% de riesgo de enfermedades del ojo

50% de riesgo de enfermedades en rifiones

60% de riesgo de enfermedades del nervio

Tabla 27. Resultados de la DCCT (Diabetes & Clearinghouse, 1993).

13.2.2 Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications (EDIC)

Al finalizar el DCCT los investigadores continuaron evaluando las implicaciones a largo plazo y nacié el
estudio epidemioldgico llamado Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications (EDIC) que
siguié con mas del 90% de los pacientes. Este estudio de seguimiento se enfoco en evaluar la incidencia y
predecir los eventos cardiovasculares como infarto cardiaco, accidentes cerebrovasculares o la necesidad
de cirugia de corazoén asi como las otras complicaciones relacionadas como dafio en la visidn, rifiones y
nervios. También evalua el impacto de la calidad de vida y el costo efectivo entre los dos tratamiento. El
EDIC realiz6 el seguimiento cambiando a los del tratamiento convencional al tratamiento intensivo
(Diabetes & Clearinghouse, 1993; Poretsky, 2010a).



42% de cualquier evento cardiovascular

57%

de

ataque
cerebrovasculares

cardiaco, accidentes

Tabla 28. Resultados de EDIC (Diabetes & Clearinghouse, 1993).

Complications Main findings
assessed
Diabetes Control and Complications Trial ~ Cardiovascular The frequencies of serious complications in patients with type 1 diabetes, especially when

(DCCT)/Pittsburgh Epidemiology of
Diabetes Complications study (2009)™

Finnish Diabetic Nephropathy (FinnDiane)
Study (2009)"

disease, nephropathy,

retinopathy
Cardiovascular
disease, nephropathy

treated intensively, are lower than those reported historically

In patients with type 1 diabetes, variations in glycated haemoglobin concentration
predicted the incidence of microalbuminuria and progression to renal disease, and
incidence of cardiovascular disease

DCCT/ Epidemiology of Diabetes Nephropathy In patients with type 1 diabetes and persistent microalbuminuria, intensive glycaemic

Interventions and Complications (EDIC) control, blood pressure control, and favourable lipid panels lead to fewer long-term renal

study (2011)™ complications

FinnDiane (2009)" Nephropathy An independent and graded association exists between the presence and severity of
kidney disease and premature mortality in type 1 diabetes

Genetics of Diabetes in Kidney Collection ~ Nephropathy Identified genes associated with susceptibility to diabetic nephropathy, near the FRMD3

(20092 and CARS loci

Swedish Renal Registry (2010)* Nephropathy Substantial differences in risk for nephropathy in male versus female patients with type 1
diabetes, with age at diagnosis an important factor (early diagnosis lowers risk)

DCCT/EDIC (2009)™ Autonomic Patients given intensive insulin therapy had less cardiac autonomic neuropathy than

neuropathy those who received conventional treatment

Acetyl-L-carnitine Clinical Trials (2009)™  Neuropathy Raised triglycerides correlate with progression of diabetic neuropathy

DCCT/EDIC (2008)™ Retinopathy Intensive insulin therapy (vs conventional therapy) reduces development and
progression of diabetic retinopathy, with a treatment-related difference (metabolic
memory) continuing for at least 10 years

Dlabetic REtinopathy Candesartan Trials Retinopathy The angiotensin receptor blocker, candesartan, reduces retinopathy development but

(DIRECT; 2008)™ does not stop retinopathy progression

Table 1: Large-scale studies on prediction and prevention of complications associated with type 1 diabetes

Tabla 29. Mayores descubrimientos por los estudios mundiales mas importantes (Nolan et al,, 2011).

13.2.3 The United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS)

En 1998 se realiz6 el estudio mas grande, The United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) que fue
disenado para observar los efectos del control de la glucemia en complicaciones a largo plazo en pacientes
T2DM. Se reclutaron 5,102 pacientes con diagndstico reciente y se les hizo un seguimiento de 11 afios. Se
comparé dos tratamientos, un tratamiento intensivo que consistia en aplicacién de insulina o
antidiabéticos orales o ambos manteniendo los niveles de HbAc1 por debajo de 7.0% y se comparé con la
terapia convencional con dieta y si era necesario terapia farmacoldgica y niveles promedio de HbAc1 de
7.9%. Los resultados en el tratamiento intensivo mostraron una reduccién en el riesgo de muerte subita,
muerte por hiperglucemia, infartos miocardio, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal,
amputaciones, hemorragia vitrea, fotocoagulacién de la retina, ceguera o cataratas en un 12 %. La
reduccion de riesgo de retinopatias fue del 21% y el aspecto de microalbuminuria se redujo un 30%. La
reduccién en la presién arterial no disminuy6 significativamente en comparacién a las complicaciones
microvasculares y macrovasculares que se redujeron un 37% y 34% respectivamente (Poretsky, 2010a).



En resumen todos los estudios realizados en dichas cohortes, demostraron que un control glucémico en los
estadios temprano de la enfermedad, junto a un control en la presién sanguinea y los niveles de lipidos,
previene y reducen de manera significativa las complicaciones macro y microvasculares en la T1DM y
T2DM.



