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EVALUACION DE LA PRESENCIA DE LINFOCITOS NKT EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO 1, SUS FAMILIARES DE PRIMER GRADO Y
CONTROLES

INTRODUCCION. La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por la presencia de hiperglucemia como resultado de defectos en la
secrecion y/o accion de la insulina. Su comportamiento epidemiolégico a nivel mundial
y en nuestro pais muestra una tendencia al incremento en los Ultimos afios. La diabetes
tipo 1, es una autoinmunidad Organo-especifica en la que participan factores
ambientales, inmunologicos y genéticos. La inflamacién que ocurre en los islotes
pancreaticos aparece previo al dafo tisular y a la destruccion de las células B. En el
modelo del ratén no obeso (NOD), se ha establecido que los linfocitos T CD4, CD8 Yy la
dicotomia funcional de linfocitos T reguladores (Th1/Th2) participan en el desarrollo de
la enfermedad. Es concebible que la respuesta autoinmune se deba a una falla de los
mecanismos reguladores de la inmunidad adquirida; y dentro de estos candidatos estan
las células NKT, una subpoblacion de linfocitos T identificadas en el ratbn NOD y en el
humano, asociadas con el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes y que
poseen funcion reguladora mediada por la secrecion de citocinas anti-inflamatorias.
Estudios en el ratbn NOD muestran que existe un defecto del nimero y funcién de las
células NKT, por lo que la enfermedad puede disminuir mediante la transferencia de
poblaciones de células NKT, o acelerarse al transferir células NKT de ratones
prediabéticos a ratones NOD inmunocompetentes. A la fecha existen estudios en
humanos con diabetes tipo 1 cuyos resultados son controversiales; algunos han
documentado defectos cuantitativos (alteraciones en el nimero) y defectos funcionales
(relacionados con la capacidad de secretar citocinas), mientras que otro describe
ausencia de defectos en este subgrupo de células T. Tales resultados difieren entre
ellos posiblemente por el tipo de poblacion seleccionada para el estudio, asi como el
estadio o tiempo de evolucion de la enfermedad en los pacientes.

OBJETIVO. En nuestro estudio deseamos comparar la concentracion de células NKT
en pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares de primer grado contra la de sujetos
controles.

METODOS. Se realizé un estudio transversal analitico en el Servicio de Endocrinologia
del Hospital de Pediatria de la U.M.A.E. Centro Médico Nacional “Siglo XXI". Se
reclutaron pacientes con diabetes tipo 1, sus familiares de primer grado y sujetos
controles del periodo comprendido de julio del 2004 a julio 2006, a los que se hizo toma
de muestra sanguinea para la determinacion de células NKT mediante citometria de
flujo utilizando como marcadores de fenotipo celular la triple positividad para CD3+
VO24+ VO11+. Se utilizd6 un analisis descriptivo para los datos relacionados al sexo,
edad, peso, talla, IMC, tiempo de evolucién de la enfermedad, dosis de insulina, niveles
de Hb1Ac y concentracion de NKT utilizando medidas de tendencia central (mediana,
minimo y maximo); y para comparar los porcentajes y numeros absolutos de linfocitos
NKT entre los grupos estudiados se empleo la prueba de Kruskal-Wallis, mediante el
programa estadistico Sigma Stat. Se considero significancia estadistica un valor de p<
0.05.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por la presencia de hiperglucemia como resultado de defectos en la
secrecion y/o accién de la insulina. La hiperglucemia cronica se encuentra asociada a
largo plazo con dano, disfuncion y falla de varios 6rganos (ojos, rinones, corazén,
nervios y vasos sanguineos) '. El comportamiento epidemioldgico de la DM a nivel
mundial ha mostrado una tendencia al incremento en los ultimos afos; la prevalencia
de esta enfermedad en el afio 2000 fue de 2.8% (alrededor de 171 millones) y se
estima que para el 2030 sera de 4.4% aproximadamente (cerca de 366 millones) %. De
acuerdo con los datos reportados por la Organizacion Panamericana de Salud, con
base en el DIAMOND Project Group, en el continente americano el numero de
pacientes con DM en el afio 2000 era de 35 millones, de los cuales 19 millones (54%)
vivian en América Latina y el Caribe; y segun la proyecciones de esta Organizacion,
para el afio 2025 esta cifra ascendera a 64 millones, de los cuales 40 millones (64%)
correspondera a América Latina y el Caribe *°. En relacion a la diabetes tipo 1 en
nuestro pais esta tendencia es similar; segun el registro del Grupo Ciudad de México,
que informa los datos en conjunto de diversas instituciones en el Valle de México, la
incidencia fue de 0.43 en 1984 y 0.47 por 100 000 habitantes en1988 °, estudios
epidemioldgicos realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre la
incidencia de diabetes tipo 1 en nuestro pais demuestran que en 1993 la incidencia fue
de 0.6 por 100 000 habitantes °; mientras que y segun la OPS la incidencia reportada
en el afio 2000 es de 1.5 por 100,000 habitantes. ® En la consulta externa del servicio
de endocrinologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” es
el principal problema de atencion médica de tipo endocrinolégico. Por ello es necesario
implementar estrategias de deteccion temprana de la enfermedad en familiares de
primer grado con la finalidad de evitar las complicaciones agudas como la cetoacidosis
diabética, que puede poner en peligro la vida; asi mismo, para iniciar lo antes posible el
manejo del control metabdlico estricto y evitar progresion de las complicaciones tardias

a causa de la hiperglucemia.



Evaluacion de la presencia de linfocitos NKT en pacientes con diabetes mellitus tipo 1, sus familiares de
primer grado y controles.

La diabetes tipo 1, actualmente es considerada como una autoinmunidad
organo-especifica, en la cual participan como factores etioldégicos los de tipo
inmunoldgico, genético, asi como los ambientales 7

Dentro de las evidencias que apoyan los factores genéticos encontramos que el
hecho de que para gemelos monocigéticos la concordancia de aparicion de diabetes
tipo 1 sea de menos del 50% indica una predisposicidbn genética multifactorial
(participacion de factores genéticos y ambientales); un amplio numero de genes se han
implicado en la patogénesis de la enfermedad, pero la mayoria de ellos tiene baja
asociacion o bien la asociacion no ha podido ser confirmada °. Una excepcion son los
genes de HLA, los cuales han demostrado que contribuyen hasta en un 50% como
factor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 1. Asi en poblacién caucasica la
susceptibilidad la presentan los individuos que expresan un haplotipo HLA DRB1*0302-
DQA1*0301 y se convierte en alta susceptibilidad cuando se combina con la presencia
de DRB1*0202-DQA1*0501; mientras que un haplotipo DRB1*0602-DQA1*0102 tiene
un efecto protector de la enfermedad. Otros alelos de HLA también se han identificado
como factores de riesgo y proteccion, pero su frecuencia varia dependiendo de los
grupos étnicos estudiados °. En poblacion México-americana DRB1*0302 es un alelo
de riesgo mientras que el protector es el DRB1*1402, en cambio para los mestizos
mexicanos el haplotipo de riesgo es DRB1*0405, DQA1*0301, DQB1*0302 '*'". Otros
genes complejo HLA, en particular los de clase | también se han asociado a la diabetes
tipo 1, pero solamente la asociacion fuerte se observa con los genes clase Il (DQ y DR)
ya mencionados. A pesar de que actualmente se conocen detalles estructurales de
esas moléculas, como es la identificacion de residuos de aminoacidos que favorecen la

4 2 aun no

union y presentacion de péptidos diabetogénicos a los linfocitos T CD
esta claro el mecanismo por el cual esas moléculas favorecen o evitan el
establecimiento de la enfermedad, sin embargo son evidencias indirectas que apoyan
la participacién de una respuesta autoinmune mediada por linfocitos T CD4 en la

inmunopatologia de la enfermedad.



Evaluacion de la presencia de linfocitos NKT en pacientes con diabetes mellitus tipo 1, sus familiares de
primer grado y controles.

La participacion del componente autoinmune proviene de tres tipos de
evidencias :
a) La presencia de un infiltrado inflamatorio (insulitis) en los islotes de
Langerhans, una fuerte asociacion entre la presencia de la enfermedad.
b) Algunos alelos del complejo principal de histocompatibilidad (HLA).
c) La presencia de autoanticuerpos especificos contra autoantigenos de los
islotes pancreaticos.
El resultado de la respuesta autoinmune cronica es la destruccion de las células
B del pancreas productoras de insulina y microscopicamente se observa como un
infiltrado inflamatorio constituida principalmente de macrofagos vy linfocitos T (insulitis)
sin que se vean afectadas las células productoras de glucagdon, somatostatina y
polipéptidos pancreaticos. Se considera que del 60 al 80% de las células B ya estan
destruidas al momento de la manifestacion clinica de la enfermedad y no es sino hasta
alrededor de los siguientes 3 meses cuando termina dicho proceso inflamatorio™.
Diversos estudios han mostrado que la inflamacién aparece desde etapas anteriores a
la manifestacion del dafo tisular y la destruccion de las células [ correlaciona
directamente con presencia de linfocitos T productores de interferon gama (IFN-y) en
los infiltrados locales de los islotes '>'°. En el modelo del ratén no obeso (NOD), ha
quedado establecido que tanto los linfocitos T CD4 como los linfocitos T CD8 participan
en el desarrollo de la enfermedad *°, ademas se ha documentado la dicotomia
funcional linfocitos T reguladores (Th1/Th2) en el establecimiento de la diabetes tipo 1.
La mayoria de los estudios sefalan que los linfocitos Th1 contribuyen a la
inmunopatologia mientras que los Th2 intermedian proteccion 2'?; sin embargo aln
existe debate al respecto, debido a que otros estudios sefalan que los linfocitos Th2

también poseen potencial diabetogénico 242

A este respecto se tiene poca
informacion para la diabetes tipo 1 humana, pero debido a la similitud con el modelo
experimental de ratones NOD se considera que estarian participando mecanismos
inmunopatolégicos semejantes. Una evidencia indirecta al respecto lo representa el
hecho que los autoanticuerpos presentes en los pacientes son principalmente de

isotipo 1gG1, lo sugiere la participacion de respuesta de linfocitos Th1 27
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Recientemente se ha incorporado a este complejo escenario efector, una subpoblacion
de linfocitos T CD4 que presentan caracteristicas de células reguladoras y que poseen
el fenotipo T CD4"* CD25", estas células en el modelo NOD previenen y/o disminuyen el
desarrollo de la enfermedad 2.

La evidencia inicial de autoinmunidad en los pacientes con diabetes tipo 1, fue la
presencia de anticuerpos circulantes que reaccionaban con los islotes pancreaticos en

un alto porcentaje de individuos con diagndstico reciente .

Ello condujo a una
busqueda intensa para identificar a los autoantigenos, actualmente se conoce que
principalmente son tres las proteinas de los islotes que son blanco de la respuesta de
anticuerpos: la descarboxilasa del acido glutamico (GAD), la fosfatasa de tirosina (IA-
2) y la insulina. La cuantificacion de los anticuerpos contra esos autoantigenos, ha sido
util para conocer la actividad de la enfermedad, para determinar el grado de progresion
de la misma y contribuye a clasificar y predecir el estado clinico de los pacientes. Del
60 al 80% de los pacientes recién diagnosticados presentan anticuerpos anti-GAD, un
porcentaje semejante (60 al 70%) presentan anti-IA2 y solamente entre un 30 al 50%
presentan anti-insulina. Los estudios prospectivos en familiares de pacientes con la
enfermedad muestran que la presencia de dos o mas tipos de autoanticuerpos
proporciona un alto valor predictivo de riesgo para presentar la enfermedad "'*%. A
pesar de estos hallazgos, aun no se conocen los mecanismos moleculares que
intervienen en la generacidn de esos autoanticuerpos, pero su aparicion temprana
siguiere que el dafo tisular, que permitiria la accesibilidad de esas proteinas a los
linfocitos B, estaria ocurriendo tan tempranamente que no se cuenta con los recursos
tecnologicos que nos permitan conocer el inicio de ese proceso. Lo que parece estar
claro, es que los autoanticuerpos no participan directamente en la inmunopatologia,
como lo sugiere el desarrollo de diabetes tipo 1 aun en el caso de padecer
agammaglobulinemia ligada al X 3 una inmunodeficiencia donde el desarrollo de los
linfocitos B esta completamente detenido en estado de pre-B, y los pacientes presentan
niveles muy bajos de todos los isotipos de inmunoglobulinas.

Es concebible que la respuesta autoinmune en la diabetes tipo 1 se deba a una

falla de los mecanismos reguladores de la inmunidad adquirida, esos defectos
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pudiesen ser en la expansion y/o funcion de las poblaciones de linfocitos T. A la fecha
no se han identificado, con precisién, a la poblacion de células reguladoras, pero
existen varios candidatos entre los que se incluyen las células NKT. En el ratén y en el
humano la presencia de un numero reducido de estas células se asocia con el
desarrollo de enfermedades autoinmunes. La prevencién de autoinmunidad en diversos
modelos experimentales mediante la reconstitucion con este tipo de células sugiere
fuertemente la importancia de su funcibn en los mecanismos de tolerancia
inmunoldgica en contra de los antigenos propios.

Las NKT fueron identificadas en 1987 en el ratén 323

34,35

y en 1994 se describid su
contraparte en humanos se trata de una poblacion de linfocitos que expresan el
receptor para el antigeno de linfocitos T (TCR) asi como el marcador comun de las
células NK (NK 1.1 para el ratén, CD161 en el humano). Se trata de una poblacion
heterogénea que puede ser CD4", CD8" o CD4°CD8" (doble negativas o DN); las cuales
expresan el TCR de forma conservada; en humanos el TCR esta constituido por
cadenas invariantes y regiones variables (Va24 y VB11). Estas células responden a
antigenos presentados en el contexto de moléculas CD1d, por lo que en ratones se ha
demostrado su capacidad antitumoral, asi como su funcién reguladora mediada por la
secrecion de las citocinas anti-inflamatorias: IL-4 e IL-13 %,

En términos de autoinmunidad e inflamacion, los principales resultados
provienen de la prevencion de diabetes en el modelo del ratén NOD. Diversos estudios
muestran un defecto del numero y funcién de las células NKT en esos ratones, por lo
que la enfermedad puede disminuir mediante la transferencia adoptiva de poblaciones

enriquecidas de células NKT 342

La importancia de las poblaciones de células
reguladoras en este modelo animal, también se expresa por el hecho de que la
transferencia de poblaciones de células obtenidas del bazo y timo de ratones pre-
diabéticos acelera la aparicion de la enfermedad en ratones NOD inmunocompetentes

a los que se realizd timectomia **

. Se ha postulado que la deficiencia en esta
subpoblacion de células T en el raton NOD es producto de defectos intrinsecos en las
estirpes de células T favoreciendo el desarrollo de diabetes autoinmune, y que pueden

ser detectables desde la 3a semana de vida y que guarda relacién con el papel que
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desempenan los linfocitos CD8+ (a los cuales se ha atribuido una capacidad
prodiabetogénica al ser responsables de favorecer la insulitis en este modelo animal) **
46.47 A la fecha existen estudios en humanos con diabetes tipo 1 que han documentado
defectos cuantitativos (alteraciones en el numero) y defectos funcionales (relacionados
con la capacidad de secretar citocinas) en este subgrupo de células T; mientras que
Wilson SB y cols. (1998) y Kukreja A y cols. (2002) sefialan que existe una disminucién
en el nimero de las células NKT y su capacidad de produccién de IL-4%%°; Lee PT y
cols (2002) sefiala que en pacientes con diabetes tipo 1 hay ausencia de defectos en el
nuimero de estas células comparadas con sujetos controles y en riesgo *°, y Oikawa Y y
cols (2002, 2003) describe un incremento en la frecuencia de estas células °"*2. La
discrepancia en estos reportes parece provenir del tipo de poblacion seleccionada para
el estudio asi como el estadio o tiempo de evolucidon de la enfermedad en los
pacientes. Sin embargo, recientemente en el modelo del raton NOD se demostrd una
adecuada correlacion entre la cuenta de células NKT periféricas y lo que ocurre a nivel
local en el pancreas del raton NOD, lo que lo valida como un modelo para estudios de
diabetes tipo 1 en humanos *2.

Con el propdsito de conocer mas detalles relacionados con la biologia de las células
NKT Kennedy y cols. >® trataron de identificar los transcritos mas abundantes
producidos por células NKT DN activadas, para ello utilizaron técnicas de hibridacion
sustractiva en genotecas de cDNA. Enfocandose principalmente a las células DN,
encontraron que dichas células presentan un patrén de expresion génica similar al de
las células T citotoxicas tipo 2 (TC2). Identificaron una expresiéon abundante de IL-4, IL-
5, IL-10, IL-13, granzimas, linfotactina y en menor proporcion IFNy, TNFa, MIP1a y
RANTES, ademas de una molécula que al parecer se expresa solo en las células CD8,
NKT DN y NKT CD4+, a la que denominaron: Class | Restricted T Cell Associated
Molecule (CRTAM) por que se trataba de reconocimientos restringidos por moléculas
clase | *. Dado que se expresa en respuesta a activacion in vitro con estimulos
mitogénicos, pensamos que su expresion in vivo podria ser un marcador para el

seguimiento y analisis de las poblaciones que la expresan.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que las células NKT es un conjunto de linfocitos que participan
en la inmunorregulaciéon de la respuesta inmune contra los islotes pancreéticos y
aunado a que estas células podrian participar en las fases iniciales del proceso
autoinmune; fué de nuestro interés comparar la frecuencia de las células NKT en
pacientes con diabetes tipo 1, asi como en sus familiares de primer grado y en sujetos
controles. Por lo que surgid la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Es distinta la concentracion de las células NKT en pacientes diabéticos tipo 1,

sus familiares de primer grado y en sujetos controles?
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JUSTIFICACION

En el servicio de endocrinologia los casos de primera vez de diabetes tipo 1 se
ha incrementado en los Ultimos afios. Faltan marcadores genéticos o inmunoldgicos
gue permitan identificar a la poblacion en riesgo y tomar las medidas necesarias para
evitar o retardar el dafio de la célula beta pancreética.

En la patogénesis de la diabetes tipo 1 se ha implicado el papel de la
autoinmunidad. La destruccion de la célula beta se considera secundaria a defectos
en los mecanismos que participan en la regulacion de la respuesta inmune adquirida.
Una falla en la regulacion de la respuesta inmune se debe a la disminucion de la
poblacion de células NKT. En el ratbn NOD se ha demostrado un defecto tanto en el
namero como en la funcion de la poblaciéon de células NKT y su reconstitucién
mediante transgénesis previene el desarrollo de la diabetes. En el humano existe
dificultad para su identificacion por la falta de un marcador inmunoldgico. Algunos
estudios sefialan que existe una frecuencia disminuida de la poblacion de células NKT

1 484 otros han observado ausencia de defectos en el

en pacientes con diabetes tipo
nimero de células NKT en humanos con diabetes tipo 1 *°, y algunos otros aumento
de la frecuencia de esta poblacién celular en pacientes con diabetes tipo 1 de reciente
inicio, e inclusive en el grupo de pacientes con diabetes tipo 1 la cantidad de células
NKT es directamente proporcional al tiempo de evolucién de la enfermedad °'*°2
Postulamos que la expresion in vivo de la molécula CRTAM podria ser un marcador
para el seguimiento y andlisis de las poblaciones que la expresan.

En la primera etapa de nuestro trabajo, se identificé el porcentaje de células NKT tanto
en pacientes con diabetes tipo 1 y familiares como en sujetos control, motivo de esta

investigacion.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL
La concentracion de las células NKT es distinta en pacientes con diabetes tipo

1 y sus familiares de primer grado comparado contra la de sujetos controles.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. La concentracion de las células NKT en pacientes con diabetes tipo 1 es
menor comparada con la de sujetos controles

2. La concentracién de las células NKT en familiares de primer grado de

pacientes con diabetes tipo 1 es menor comparada con la de sujetos controles

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Comparar la concentracion de células NKT en pacientes con diabetes tipo 1y
sus familiares de primer grado contra la de sujetos controles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar la concentracion de las células NKT en pacientes con diabetes tipo
1 contra la de sujetos controles.

2. Comparar la concentracion de las células NKT en familiares de pacientes con

diabetes tipo 1 contra la de sujetos controles.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio transversal analitico en el Servicio de Endocrinologia del
Hospital de Pediatria de la U.M.A.E. Centro Médico Nacional “Siglo XXI” y en
colaboracion con el Departamento de Biomedicina Molecular del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del CINVESTAYV del Instituto Politécnico Nacional
(IPN); con previa aprobacion del Comité Local de Investigacion y Etica del Hospital y
por la Coordinacion Delegacional de Investigacion (2004/3603/028).

Descripcion general del estudio. Se reclutaron pacientes con diabetes tipo 1,
sus familiares de primer grado y sujetos controles del periodo comprendido de julio del
2004 a julio 2006.

El diagnostico de diabetes tipo 1 se realizO de acuerdo con la Asociacion
Americana de Diabetes, y con base en manifestaciones clinicas (poliuria, polidipsia y
pérdida de peso inexplicable, cetoacidosis) y pardmetros bioquimicos (la
determinacion de glucemia plasmatica de ayuno > 126 mg/dl que debe confirmarse
repitiendo el examen en un dia diferente); 6 una glucemia plasmatica en cualquier
momento del dia > 200 mg/dI, (sin considerar el tiempo de la Gltima comida); aunado a
que el paciente amerite la aplicacion insulina para su manejo.

Para todos los sujetos reclutados se registré nombre, edad, sexo, peso, talla,
IMC; y en el caso de los pacientes con diabetes tipo 1 se considerd el tiempo de
evolucion de la enfermedad a partir del diagnéstico en dias, los niveles de
hemoglobina glucosilada (Hb1Ac) y la dosis de insulina (unidades/kg/dia); y se efectu6
la toma de una muestra de sangre de 7 a 10 cc para la determinacion de células NKT.
Las muestras de sangre total se analizaron en el Departamento de Biomedicina

Molecular del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del CINVESTAV.
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Criterios de inclusion.

Grupo A: Pacientes con diagnostico confirmado de diabetes tipo 1 (con una
evolucion de la enfermedad menor a 3 meses a partir del diagndéstico), ambos sexos,
mayores de 2 afios y menores de 17 afios.

Grupo B: Familiares de primer grado de los pacientes con diabetes tipo 1,
ambos sexos, que sean hermanos o padres de pacientes con diabetes tipo 1, y
mayores de 2 afnos de edad.

Grupo C: Sujetos controles: El grupo control estuvo integrado por nifilos de edad
similar a los pacientes, (mayores de 2 afios y menores de 17 afos), de ambos sexos
sin antecedentes de diabetes tipo 1 o alguna otra condicion patolégica que pudiera
interferir en el estudio.

Cada uno de los sujetos incluidos en el estudio fueron derechohabiente del
Instituto Mexicano del Seguro Social y adscrito a la unidad participante del estudio; se
solicité su participacion mediante consentimiento informado (de los pacientes y sus

padres o tutores).

Criterios de eliminacion: Se eliminaron a aquellos pacientes y/o familiares en

los que no se logro obtener los resultados programados del estudio.

Andlisis estadistico. Se utilizé un analisis descriptivo para los datos
relacionados al sexo, edad, peso, talla, IMC, tiempo de evolucién de la enfermedad,
dosis de insulina, niveles de Hb1Ac y concentracion de NKT utilizando medidas de
tendencia central (mediana, minimo y maximo). Se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis,
mediante el programa estadistico Sigma Stat, para comparar los porcentajes y
nameros absolutos de linfocitos NKT y CD8 entre los grupos estudiados. Se considerd
significancia estadistica con un valor de p < 0.05.
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Método de medicién de células NKT (Figura 1y 2):

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los pacientes, familiares de
primer grado y controles para la fenotipificacion de las células NKT.

Obtencion de células mononucleares: Las muestras sanguineas fueron diluidas
en una relacion 1:1 con solucién buffer fosfato salino (PBS), posteriormente se
agregaron en tubos de 15 cm® que contenian Ficoll Hypaque en una relacién 1:2 de
muestra sanguinea/Ficoll. Se centrifugd 30 min a 1600 rpm a temperatura ambiente.
Las células mononucleares fueron recuperadas de la interfase y la fenotipificacion de
las poblaciones se llevé a cabo mediante citometria de flujo. Previo a la tincion con los
anticuerpos especificos las células mononucleares se incubaron con gammaglobulina
humana durante 20 min a 4 °C y posteriormente se distribuyeron 2x10° células en
cada tubo para citometria de flujo. Se emplearon anticuerpos comerciales anti-CD3,
anti Va24, anti-Vp11 2,

Cuantificacion de linfocitos NKT en sangre periférica:

El porcentaje de linfocitos NKT se obtuvo mediante el andlisis realizado por
citometria de flujo efectuado para cada sujeto. En este andlisis se eligio la regién
correspondiente de linfocitos de acuerdo al tamafio y granularidad de la poblacién
como se observa en la Figura 2, a partir de esta regidén se obtuvo el porcentaje de las
células CD3+, Va24+ , VB11+.

Los nameros absolutos de la poblacion NKT se calcularon utilizando el nUmero
de leucocitos y el porcentaje de linfocitos reportados en la biometria hematica tomada

el mismo dia que se realizé la citometria de flujo como se describe a continuacion:

Células NKT/ml: Leucocitos X %Linfocitos (en la BH) X % células NKT (en la citometria de flujp. X 1000
100 100
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Figura 1. Algoritmo de procedimiento para la medicion de células NKT
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Figura 2. Representacion esquematica de la obtencién de células NKT por citometria de flujo utilizando

los anticuerpos especificos para CD3, Va24, VB11; asi como controles de isotipo.
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 97 sujetos, de los cuales 23 de ellos (24%)
correspondian al grupo A (pacientes con diabetes tipo 1), 60 (62%) constituyeron el
grupo B (familiares de primer grado) y los 14 (14%) restantes formaron el grupo C

(controles). (Figura 3).

Figura 3. Distribucién de los pacientes en el estudio
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Caracteristicas del grupo de pacientes con diabetes tipo 1.

En relacién al grupo de pacientes con diabetes tipo 1, 13 (56%) de ellos eran del
género masculino y 10 (44%) del género femenino. La media de edad fue de 9.8 afos
con una desviacion estandar (DE) de + 5 afos. Con respecto a los parametros
antropomeétricos la media y la DE del peso fue de 35.94 + 18.21 kg, el valor promedio
de la talla fue 133.97 + 25.14 cm y el IMC medio en 18.64 + 4.16. La media del tiempo
de evolucién del padecimiento fue de 30.6 + 23.3 dias). Dentro de los parametros
bioquimicos que se tomaron al ingreso del hospital los niveles de hemoglobina
glucosilada (Hb1Ac) promedio fueron de 9.43 + 2.73 %.

Caracteristicas del grupo de los familiares de primer grado de pacientes con diabetes

tipo 1.

Fueron 60 familiares de primer grado los que se incluyeron en este grupo, de los
cuales 28 (46.7%) fueron del sexo masculino y 32 (53.3%) mujeres. En el subgrupo de
los padres, el mayor porcentaje correspondio al género femenino con un 56.41% (n =
22), en tanto que el 43.59% fue del masculino. El sexo en el subgrupo de hermanos

fue muy similar y el rango de edad se encontré entre 4 a 48 afos.

Caracteristicas del grupo control.

En un total de 14 sujetos control, la distribucién por género fue similar (7
masculinos y 7 femeninos). La media y DE de la edad fue de 9.3 + 4.2 anos. Con
respecto a los parametros antropométricos la media del peso fue de 35.6 £ 17.24 kg, el
valor promedio de la talla fue 134.78 + 23.75 cm y el IMC de 18.47 + 3.89.
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Niveles de células NKT en sangre periférica en los grupos estudiados.

Tabla 1. Porcentaje de células NKT en sangre periférica en los grupos estudiados

Grupo n= Mediana | Minimo | Maximo | % n=95
Pacientes con diabetes 1 23 0.0800 0.01 0.45 24.2%
Familiares 58 0.0800 0.00 0.75 61.1%
Controles 14 0.2240 0.04 0.60 14.7%

En la tabla 1 se enlistan los resultados obtenidos. La mediana del porcentaje de
células NKT en los pacientes con diabetes tipo 1 fue de 0.08% (0.01 a 0.45 ). En dos
de los hermanos de los pacientes la cantidad de muestra no fue suficiente para la
determinacion del porcentaje de células NKT, por lo que se reporta la mediana del
porcentaje de células NKT en el grupo de familiares de primer grado (n=58), el cual fue
de 0.08 (0.00 a 0.75) y en el grupo control la mediana se encontré de 0.224 (0.04 a
0.60).

Al realizar la comparacion entre grupos (Figura 4) encontramos los siguientes
aspectos relevantes:

e No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes de NKT entre los grupos de pacientes con diabetes tipo 1 y sus
familiares de primer grado (p = NS).

e Se encontré una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) al comparar
el porcentaje de células NKT del grupo de pacientes con diabetes tipo 1, con el

de familiares de primer grado y controles.
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Figura 4. Comparacion entre el porcentaje de NKT en pacientes con diabetes tipo 1, familiares de

primer grado y sujetos controles.
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DISCUSION

La subpoblacion de linfocitos T conocida como células NKT se les ha atribuido
un papel en la regulacion de la respuesta inmune.

Existen pocos estudios realizados en humanos con diabetes 1 en los que se
evalua esta estirpe celular y los resultados que han brindado han sido controversiales.
Se ha propuesto que alteraciones en esta poblacidon celular también estan implicadas
en la destruccion de la célula beta, sin que a la fecha se haya logrado establecer su
participacion en la patogénesis de la enfermedad, en gran parte debido a la
imposibilidad de estudiar directamente el 6rgano blanco afectado. A diferencia del raton
NOD, la heterogeneidad genética en poblacion humana queda de manifiesto por los
resultados obtenidos cuando se han utilizado anticuerpos en contra del receptor
invariante de la poblacibn NKT, asi como tetrameros de CD1d unidos a a-
galactosilceramida.

Las evaluaciones reportadas desde el punto de vista cuantitativo y funcional
sobre esta poblacion celular estan representadas por los resultados obtenidos por
Wilson SB y cols. y Kukreja A y cols. que muestran que existe una disminucion en el
nimero de las células NKT y en su capacidad de secretar de IL-4*®*%; Lee PT y cols
sefialan que en pacientes con diabetes tipo 1 hay ausencia de defectos en el numero
de estas células comparadas con sujetos controles y en riesgo *°, y Oikawa Y y cols
describen un incremento en la frecuencia de estas células °"°2. Tales resultados
difieren entre ellos posiblemente por el tipo de poblacion seleccionada para el estudio,
asi como el estadio o tiempo de evoluciéon de la enfermedad en los pacientes.

Los resultados que se obtuvieron en nuestro estudio, en donde se evalud la
frecuencia de células NKT en pacientes con diabetes tipo 1 de reciente diagndstico con
menos de 3 meses de evolucién y en sus familiares de primer grado y en sujetos
controles, utilizando como marcadores de fenotipo de estas células la triple positividad
para CD3+ Va24+ VB11+, mostraron que la frecuencia de estas células en los

pacientes con diabetes tipo 1 esta disminuida, tal y como se ha documentado por
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Wilson y Kukreja “**°. Es de sefialarse que Kukreja A y cols. utilizaron dentro de sus
marcadores de fenotipo celular los mismos marcadores que empleamos en nuestro
estudio, los grupos de comparacion los constituyeron pacientes con diabetes tipo 1 (de
menos de 3 meses de hecho el diagnostico [cuya media de edad fue similar a la
nuestros pacientes de reciente diagndstico 9.4 + 2.16 anos y 9.8 = 5 afos,
respectivamente] y aquellos de larga evolucién) pacientes con diabetes tipo 2 y
controles sin antecedentes de algun tipo de diabetes. Sus resultados indicaron que en
los pacientes con diabetes tipo 1 de reciente inicio tuvieron un numero reducido de
células NKT similar a aquellos de larga evolucién y menor en comparacion con
pacientes con diabetes tipo 2 y controles. Ademas de encontrar el mismo patron
disminuido de citocinas (IFNy e IL-4) en ambos subgrupos de pacientes con diabetes
tipo 1 al compararlo con los controles.

Aunque Oikawa y cols. °"*2

utilizan el mismo patrén de identificacion del
fenotipo para las células NKT que el que usamos nosotros (la triple positividad para
CD3+ Va24+ VB11+), ellos concluyen dos aspectos relevantes: el primero de ellos es
que la media de la frecuencia de células Va24, VB11 es mayor en los pacientes con
diabetes tipo 1 comparada con la de sujetos sanos (0.112 Vs 0.065); el segundo
establece una relacion directamente proporcional entre la frecuencia de NKT y el
tiempo de evolucion de la enfermedad; lo anterior contrario a nuestros resultados. Sin
embargo, debemos considerar que su trabajo fue realizado en sujetos adultos, pero
sobre todo de nacionalidad japonesa, lo cual posiblemente sea una razon para generar
discrepancia en los resultados al ser comparados con los sujetos en otros estudios
como el nuestro, e inclusive, el mismo autor pone a consideracion este aspecto.

Si bien es cierto que Lee PT y cols. *® demostraron que no existian defectos
cuantitativos y/o funcionales en esta subpoblacion celular, ellos utilizaron otro tipo de
marcadores para la identificacion de células NKT en pacientes con diabetes tipo 1,
pacientes con anticuerpos positivos (y que ellos los llaman pacientes pre-diabetes tipo
1) y controles. Ellos utilizaron un método que se basé en el uso combinado de
tetrameros CD1d-aGalCer de ratdn y el anticuerpo monoclonal anti-Va24. En relacion a

ello, Poulton LD y cols. *' recientemente demostraron que la combinacién Va24 y V11
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es un excelente marcador subrogado para la identificacién de NKT, comparable con los
tetrameros de CD1d cargados con aGalCer, lo cual da validez a los trabajos que
emplean estos métodos de deteccion.

Un aspecto importante de nuestro estudio lo constituye el que la frecuencia de
células NKT en el grupo de pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares de primer
grado es similar (p > 0.05); esto nos permite inferir que estos dos grupos podrian tener
un comportamiento similar desde el punto de vista de inmunidad celular, y de la
frecuencia de la poblaciéon inmunorreguladora de células NKT. Este hecho, permite
presuponer que ademas de los factores genéticos ya conocidos que determinan un
riesgo mayor a desarrollar la enfermedad, es posible que exista alguna alteracion
inmunoldgica definida que, en el contexto de los factores ambientales propicios, hace
que comience la reaccién de autoinmunidad contra las células 3 del pancreas.

Las discrepancias en los estudios publicados hasta el momento podrian deberse
en gran parte a la carencia de marcadores que permitan identificar el estado activado
de las células NKT; es decir, el poder evaluar el estado funcional de éstas células,
siendo esta area un campo enorme en el area de investigacion.

La importancia de estos hallazgos estriba en que nos permite ampliar al
conocimiento sobre los aspectos inmunoldgicos de la enfermedad, da sustento a la
utilizacion de CD3+ Va24+ VB11+ como marcadores de identificacion de células NKT
con el objeto de obtener las bases para realizar el seguimiento de las familias a largo
plazo y poder evaluar el desenlace de diabetes tipo 1 y asi obtener un posible
marcador predictivo de la enfermedad para identificar a familiares de primer grado en
riesgo.

Hasta el momento actual no existe un marcador que permita establecer el estado
funcional de esta estirpe celular; a este respecto se ha identificado una molécula
denominada CRTAM (Class | Restricted T Cell Associated Molecule) que al parecer se
expresa solo en las células CD8, NKT DN y NKT CD4+ y la cual podria ser util como
marcador. Es por ello que a futuro hemos planeado realizar una segunda fase de este
trabajo de investigacion en la cual se pretende evaluar la presencia de células NKT que

expresen la molécula CRTAM+ y establecer su relacion con los anticuerpos que se han
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asociado a un mayor riesgo de presentar la enfermedad (anti-GAD65, anti-IA2, anti-
insulina). El utilizar este molécula como marcador de activacién nos podria permitir
identificar la activacion de estas células mucho antes de que inicie el dafo tisular en la
historia natural de la diabetes tipo 1; siendo esto, un area que a futuro puede proveer
informacion valiosa para la mejor comprension de la enfermedad y para el surgimiento

de técnicas de prevencion y/o tratamiento.
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CONCLUSIONES

Nuestro estudio demuestra que existen diferencias cuantitativas significativas
de la poblacion de células NKT a través de su receptor invariante al utilizar
anticuerpos anti-CD3, anti-Va24 y anti-VB11 en los pacientes con diabetes tipo 1, sus

familiares de primer grado y sujetos controles.
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