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RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia, consecuencia de defectos en la secrecién y/o en la accién de la insulina. La DM
autoinmune tipo 1 (DM1) se caracteriza por una destruccién de las células beta pancredticas,
deficiencia absoluta de insulina y tendencia a la cetoacidosis. Para prevenir el aumento de la
glucosa en sangre hasta niveles patolégicos, los pacientes con DM1 tienen que recibir tratamiento
con insulina exégena de por vida. La DM1 se diagnostica predominantemente en nifios y adultos

jévenes.

La Organizacién Mundial de la Salud estima que mas de 180 millones de personas en el mundo
tienen diabetes (de ellos, 5-15% tienen DM1), y es posible que este nimero se duplique para 2030.
Aungue la frecuencia de DM1 representa alrededor del 2% del total de los casos de diabetes en
México, constituye un serio problema de salud, ya que a pesar de la suplementacion de insulina,
los niveles variablemente elevados de glucosa en sangre incrementan el riesgo de complicaciones
severas, como enfermedades cardiovasculares, nefropatias, neuropatias y retinopatias. Estos
datos refuerzan la necesidad de disefiar nuevos tratamientos que curen la enfermedad, o al menos
retrasen o prevengan su inicio. Tales tratamientos requieren una delicada manipulacion de la
respuesta inmunitaria. La etiologia que conduce al desarrollo de DM1 es desconocida, y tanto

factores ambientales como genéticos juegan un papel en la misma.

El inicio de la enfermedad y los signos clinicos vienen precedidos de una fase no clinica
prolongada, durante la cual tiene lugar una reaccién autoinmune muy agresiva. Por ejemplo, en un
85-95% de los casos, los pacientes presentan anticuerpos anti-islotes beta (ICAs), anti-GAD65
(glutamato decarboxilasa, variante de 65 kDa) y anti-insulina, entre otros. La patologia de la DM1
viene dictada por la activacion de clonas T autorreactivas de fenotipo efector/memoria, tanto CD4+
como CD8+, contra antigenos diabetogénicos que contribuyen a la destruccidon pancreatica con
anterioridad a las manifestaciones clinicas, por lo que es importante también desarrollar
metodologias que nos permitan detectar esta fase silenciosa de la enfermedad. Si bien los
linfocitos de memoria son responsables del desarrollo y mantenimiento de patologias autoinmunes,
los estudios encaminados a disefiar estrategias para la supresion de la funcion de estas células

(tolerizacién) son muy escasos.

El uso de las DC como inmunoterapia para DM1 se ha estudiado en modelos de ratdén con el fin de
prevenir la aparicion de la enfermedad o mejorar su evolucién, pero hasta la fecha no se ha

realizado ningun estudio para evaluar si estas DC pueden tener un impacto en la induccion de



tolerancia de linfocitos T humanos frente a autoantigenos diabetogénicos, y si la aplicacién in vivo
de DC autélogas tolerogénicas a pacientes con DM1 puede ayudar al tratamiento o a la prevencion
de su aparicién en sujetos con alto riesgo genético de desarrollarla. Por ello, en este proyecto nos
proponemos generar in vitro DC tolerogénicas a partir de monocitos provenientes de pacientes con
DM1 y familiares sanos que no han desarrollado la enfermedad, y analizar su efecto en la
induccién de anergia especifica de antigeno sobre linfocitos T de memoria CD4+ y CD8+
autorreactivos. Para ello emplearemos dos antigenos diabetogénicos bien definidos que son
reconocidos por estas poblaciones linfocitarias, insulina y GAD65. Ademas, se intentaran definir los
mediadores que causan el estado de anergia en los linfocitos mediante la evaluacién de los

factores mencionados anteriormente.

Finalmente, con el fin de analizar el momento en que las DC tolerogénicas ejercen su accion mas
eficientemente, se investigard si su capacidad de induccién de anergia puede variar entre el
momento del diagnéstico y después de transcurrido un afio con tratamiento de insulina. Este
conocimiento, en conjunto, nos permitira disefiar un tratamiento de DC para pacientes pre-
diabéticos de alto riesgo y para pacientes que ya han desarrollado sintomas clinicos, asi como
evaluar si la deteccion de linfocitos T autorreactivos en familiares sanos puede representar un

factor prondéstico para el desarrollo de DM1.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), Células dendriticas (CD), Autoinmunitario, Anergia,

tolerogenicidad, insulina.

INTRODUCCION

La regulacion de la respuesta inmunitaria hacia los antigenos (Ag) propios es un proceso complejo
que depende del mantenimiento de la tolerancia a lo “propio” mientras se mantiene la capacidad de
montar una respuesta inmunitaria adecuada frente a Ag fordneos. Los linfocitos T (LT) especificos
para estos auto-Ag estan presentes en la mayoria de los individuos, pero son mantenidos bajo
control por medio de multiples mecanismos de tolerancia periférica. La tolerancia periférica se
refiere a los eventos que ocurren después de que los LT maduran en el timo y migran a los tejidos
periféricos y a los drganos linfoides secundarios, donde pueden entrar en contacto con el auto-Ag
que algunos reconocen (1). Estos mecanismos periféricos juegan un papel esencial en el
mantenimiento de la tolerancia y la prevencion de enfermedades autoinmunes. Las terapias
encaminadas a modular la inmunidad periférica pueden alterar sustancialmente la progresién de la
autoinmunidad en pacientes con estas enfermedades, incluidos los que desarrollan diabetes

mellitus de tipo 1.



MARCO TEORICO
1. Diabetes mellitus de tipo 1

La Diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia, consecuencia de los defectos en la secrecion y/o en la accién de la insulina. La DM
autoinmune de tipo 1 (DM1) se caracteriza por una destruccién de las células B pancredticas,
deficiencia absoluta de insulina y tendencia a la cetoacidosis. El ataque autoinmune dirigido contra
las células B empieza varios afios antes (5 aflos 0 mas) de la presentacion clinica de la diabetes
(2). Incluso después del diagndstico de diabetes existe todavia una funcién significativa de las
células B, lo cual explica por qué después del tratamiento de la presentacién aguda puede haber
un periodo de remision clinica denominado fase de la “luna de miel” (3). Desafortunadamente, la
remisién es temporal, y la funciéon de las células B declina, por lo que los pacientes necesitan

terapia de reemplazo con insulina de por vida.

La DM1 se diagnostica predominantemente en nifios y adultos jévenes, aunque la enfermedad se
puede manifestar a cualquier edad, y representa el desorden autoinmune mas comun durante la
infancia. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que mé&s de 180 millones de personas
en el mundo tienen diabetes (de ellos, 5-15% tienen DML1), y es posible que este nimero se
dupliqgue para 2030. Aunque la frecuencia de DML1 representa alrededor del 2% del total de los
casos de diabetes en México, constituye un serio problema de salud, ya que a pesar de la
suplementacion de insulina, los niveles variablemente elevados de glucosa en sangre incrementan
el riesgo de complicaciones severas, como enfermedades cardiovasculares, nefropatias,

neuropatias y retinopatias.

Existen personas con un riesgo genético incrementado de contraer la enfermedad, como las que
tienen una historia familiar de DM1, y actualmente se conocen varios loci genéticos asociados a la
misma, entre los que se encuentran los del complejo principal de histocompatibilidad (MHC).
Individuos con alelos especificos de HLA DR/DQ [e.j., DRB1*03-DQB1*0201 (DR3) o DRB1*04-
DQB1*0302 (DR4)] tienen mayor riesgo de contraer DM1. El genotipo asociado de mayor riesgo es
el heterozigoto DR3/4-DQ8 (DQ8 es DQA1*0301, DQB1*0302); asi mismo, existen alelos
protectores, como DQB1*0602 (4). No obstante, sélo una fraccion de estas personas (<10%)
iniciara la respuesta autoinmune contra las células (0. Los mediadores de la iniciacién de esta
respuesta se desconocen en la actualidad, pero se han involucrado factores ambientales, como la

dieta o infecciones.



El inicio de la enfermedad y los signos clinicos vienen precedidos de una fase no clinica de
duracion muy variable (desde pocos meses hasta varios afios), durante la cual tiene lugar una
reaccion autoinmune muy agresiva (5). La aparicion de los auto-anticuerpos (auto-Ab) es el primer
signo detectable de la autoinmunidad emergente frente a las células 3. Por ejemplo, en un 85-95%
de los casos, los pacientes presentan Ab anti-insulina (IAA), anti-islotes beta (ICA), anti-GAD65
(decarboxilasa del acido glutamico, isoforma de 65 kDa, GADA), y anti-insulinoma Ag 2 (1A-2A),
entre otros. Estos cuatro grupos de Ab son predictivos para el desarrollo de DM1 (6) y, en estudios
familiares, la positividad para 3-4 auto-Ab se asocia con un riesgo de desarrollar DM1 en el rango
de 60-100% durante los siguientes 5-10 afios (7). Si bien no hay un consenso sobre cual es el
auto-Ag primario que desencadena la produccion de Ab, se han propuesto tanto la proinsulina o la

insulina como GADG65, dependiendo de la base genética del paciente (8).

La patologia de la DM1 viene dictada por la activacion de clonas T autorreactivas de fenotipo
efector/memoria, tanto CD4+ como CD8+, contra Ag diabetogénicos que contribuyen a la
destruccién pancreética con anterioridad a las manifestaciones clinicas (5, 9, 10), por lo que es
importante desarrollar metodologias que nos permitan detectar esta fase silenciosa de la
enfermedad. Durante el transcurso de esta fase asintomatica, las células B se van destruyendo
(insulitis) y el pancreas va perdiendo progresivamente su capacidad para mantener la
normoglicemia, hasta que se detectan anormalidades metabolicas. Estas progresan desde una
respuesta de primera fase a la insulina (FPIR) alterada (en pruebas de tolerancia a glucosa
intravenosa), hasta la ausencia de tolerancia a la glucosa en pruebas de administracion oral, y

finalmente hasta la diabetes.

Se ha comprobado que la alteracion de la FPIR junto con la presencia de Ab frente a Ag de los
islotes (y la carencia del alelo protector DQB1*0602) estan asociados con un riesgo mayor del 50%
de progresion a diabetes dentro de los siguientes 5 afios (11). En el momento del diagnéstico, se
ha estimado que s6lo 10-20% de las células B son funcionales. Sin embargo, los pacientes

contintan produciendo el péptido C, lo cual evidencia la funcion de las células  pancreaticas.

Existen estudios que muestran que la produccién continuada de este péptido se asocia con un
menor nimero de eventos hipoglicémicos y con un riesgo disminuido de complicaciones por la

enfermedad.

2. Caracteristicas de la autoinmunidad humoral en DM1

Como se ha mencionado anteriormente, existen varios Ag frente a los que se generan auto-Ab en
los individuos con un alto riesgo genético de desarrollar DM1 y en los pacientes afectados por la

enfermedad: insulina, GAD65, Ag de los islotes, IA-2, o el transportador de zinc SIc30A8. La



diversificacion de los epitopos tanto dentro de los auto-Ag como entre un auto-Ag y otro (“epitope
spreading”) es un fenémeno tipico que se produce durante la fase pre-clinica de la enfermedad
(13). Por ejempilo, los primeros Ab contra GADG65 se detectan en la region central de la molécula, y
posteriormente se generan otros que reconocen la zona C-terminal. Practicamente no se observan
casos que produzcan auto-Ab frente a la regidon N-terminal. Los auto-Ab IA-2A reconocen la region
citoplasmica de |1A-2; los primeros auto-Ab que aparecen reconocen la region yuxtamenbranal (JM),
y posteriormente se diversifican hacia multiples epitopos en el dominio fosfatasa. La progresion
hacia DM1 se ha asociado con la presencia de ambos tipos de Ab, en especial contra la region JM
(14, 15).

La respuesta humoral frente a todos estos auto-Ag esta determinada mayoritariamente por el
isotipo 1gG1, en algunos casos de manera practicamente exclusiva (GADA, IA-2A), y en otros
casos se aunan (aunque en menor grado) con respuestas de 1gG4 e 1gG3 (IAA). IgG2 parece ser el
isotipo menos frecuente. Estos datos, en conjunto, podrian asociarse con respuestas de tipo

celular Thl, predominantes en DM1.

3. Caracteristicas de la autoinmunidad celular en DM1

La destrucciébn de las células B de los islotes pancreaticos es mediada esencialmente por
componentes de la inmunidad celular: LT, macréfagos y células dendriticas (DC). Los datos
referentes a la respuesta inmune in situ en humanos con DM1 son limitados debido a la escasa
disponibilidad de pancreas de los pacientes. Sin embargo, se ha demostrado que la insulitis se
caracteriza por una gran infiltracién de células mononucleares, esencialmente LT CD8+, seguidos
en namero por macréfagos, LT CD4+, DC vy linfocitos B (16). Si bien se desconoce el sitio inicial
donde los LT son activados, se ha propuesto que éstos son estimulados por células presentadoras
de Ag (APC) en los nodulos linfoides que drenan el pancreas, las cuales portan Ag derivados de
los islotes pancreaticos. Se han descrito 155 epitopos derivados de Ag de las células B que son
reconocidos por los LT CD4+ humanos (derivados de GADG65, insulina, IA-2, las proteinas choque
térmico 60 y 70), y 22 para los LT CD8+ (GADG65, IA-2, insulina) (17).

Los datos mas detallados acerca de la respuesta inmune celular en esta enfermedad se han
obtenido de un modelo animal, el raton NOD (non-obese diabetic). En estos animales, el inicio de
la diabetes ocurre espontaneamente a las 12-14 semanas de vida. Desde las 3-4 semanas se
puede observar un infiltrado de células mononucleares en el pancreas, esencialmente de
macrofagos y DC, que se incrementa progresivamente e invade los islotes, hasta que a las 10
semanas se desarrolla una insulitis severa. La composicion de los infiltrados es compleja. La

mayoria de las células son LT CD4+, y aunque en las lesiones se identifican también LT CD8+,
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células NK, linfocitos B, DC y macrofagos (18), el desarrollo de la diabetes es totalmente
dependiente de la presencia de LT CD4+ y CD8+, ya que ambos son capaces de transferir la
enfermedad, al contrario que los auto-Ab (19). Un caso analogo en humanos es el desarrollo de
DM1 en recipientes de médula ésea procedente de donantes con DM1 (20). Los LT CD4+ son
esenciales tanto en los eventos tempranos como tardios del desarrollo del dafio (21), y pueden
mediar directamente la destruccion de los islotes. Sin embargo, los LT CD8+ promueven también la
enfermedad. Se ha apuntado un papel fundamental de estos LT en eventos tempranos de la
enfermedad, provocando una destruccion importante de los islotes que favoreceria una potente
respuesta de LT CD4+ (22). Debido a las caracteristicas de la respuesta inmune ya mencionadas,
se cree que el perfil Thl esta asociado con la progresién de la enfermedad, y que las respuestas

de tipo Th2 pueden colaborar con la supresion del desarrollo de DM1 (23).

La regulacion inmunolégica juega un papel esencial en el desarrollo de DM1. Existen una serie de
datos que evidencian que la aparicion de la diabetes puede detenerse por mecanismos que aln se
desconocen. Por ejemplo, no todos los individuos que son seropositivos para Ag diabetogénicos
desarrollan la enfermedad. Se considera que las células T reguladoras naturales o inducidas (Treg)
pueden ser importantes en el control de la progresion de DM1, asi como otras células reguladoras
del tipo Trl [productoras de interleucina (IL)-10], e incluso los linfocitos Th2. Algunos trabajos han
demostrado una funcién o frecuencia anémala de estas células en el modelo del ratbn NOD y en
humanos con DM1 (24, 25).

4. Tratamientos inmunoterapéuticos frente a DM1

Estos tratamientos estan dirigidos a prevenir el desarrollo de la DM1 y, después del diagnéstico, a
evitar la destruccion de las células B residuales. Las terapias que se han utilizado para DM1 han

sido tanto especificas como no especificas de Ag.

4.1. Inmunoterapia no especifica de Ag

Existe un amplio espectro de agentes como la ciclosporina, azatioprina o prednisona que inactivan
a los LT patogénicos y que han sido utilizados en individuos recién diagnosticados con DM1 con el
fin de prolongar la remisién clinica de la enfermedad (26). El efecto de estas drogas no ha
resultado ser muy potente y, aunque en algunos casos han conseguido disminuir el requerimiento
de insulina, muestran toxicidad a corto y a largo plazo. Aunque la inmunoterapia no especifica de
Ag no esta dirigida directamente hacia la poblacion de LT patogénicos, puede inducir tolerancia
especifica, como ocurre con los tratamientos con Ab anti-CD3. El concepto de esta terapia no

especifica de Ag es que sus células blanco son LT activados, por lo que en individuos con DM1
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recién diagnosticados es posible que sea eficiente sélo en los LT pancreéticos debido a la actividad

de la enfermedad.

4.2. Inmunoterapia especifica de Ag

Las terapias especificas de Ag estan dirigidas a controlar los procesos autoinmunes mediante la
induccion de tolerancia frente a un Ag en particular, en lugar de establecer una inmunosupresion
generalizada que pueda comprometer la respuesta inmunol6gica del individuo. El racional que esta
detras de estas intervenciones es tolerizar a los LT patogénicos para que no respondan frente al
auto-Ag, bien directamente a través del uso del Ag administrado de manera tolerogénica (oral) o de
manera que induzca respuestas Th2 (usando alimina como adyuvante), bien con APC
tolerogénicas, o indirectamente a través de la generacion de células Treg que induzcan anergia o
la eliminacién de los LT autorreactivos (27). Sin embargo, hasta el momento no se han realizado
ensayos clinicos que involucren terapia celular. Al contrario, se ha intentado tolerizar a los LT
patogénicos mediante la aplicacién oral, parenteral o subcutanea de los propios Ag, como insulina
0 GADG65 (28, 29). Los ensayos se han realizado sobre grupos de riesgo y sobre individuos con

diagndstico de DM1, no encontrandose ningun beneficio contrastable tras las terapias.

4.2.1. Inmunoterapia con DC

La tolerancia frente a un Ag especifico puede ser inducida muy eficientemente mediante la
presentacion de este Ag en el contexto de DC inmaduras, semi-maduras, o modificadas. La
tolerancia periférica de los LT puede ser generada y mantenida por las DC mediante diversos
mecanismos, como la induccién de anergia, la desviacion inmunoldgica, la eliminacién de clonas

autorreactivas, o la generacion de linfocitos Treg (30).

Las DC constituyen una familia heterogénea de APC profesionales implicadas tanto en la iniciacién
de la inmunidad como de la tolerancia inmunolégica (31). En su version como APC inmunogénicas,
las DC son las Unicas células capaces de iniciar las respuestas de los LT virgenes, e incluso tienen
un papel esencial en la reactivacién de las respuestas de memoria (32), debido a su alta expresion
de moléculas del MHC de clase | y Il, y de moléculas de adhesion y co-estimulacion (33). Las
células precursoras de las DC se generan en la médula ésea y migran de la sangre a los tejidos
periféricos, dando lugar a las DC inmaduras (iDC), las cuales actian como centinelas del sistema
inmune, ya que se encuentran continuamente muestreando el microambiente (33, 34). Las iDC
captan los Ag mediante diversos mecanismos: macropinocitosis, fagocitosis, o endocitosis mediada
por receptor (35). En respuesta a “sefales de peligro” tales como dafio tisular, productos derivados
de patdgenos, o citocinas inflamatorias, las DC maduran y migran hacia los érganos linfoides,

donde interaccionan con los LT e inician una respuesta inmunitaria (33).
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Por el contrario, las DC tolerogénicas (tDC) se caracterizan por su baja expresion constitutiva de
moléculas co-estimuladoras positivas comparadas con la de factores inhibidores [ej. transcritos
similares a inmunoglobulinas (ILT) 2, 3, 4, B7-H1, B7-H2], asi como por su capacidad de suprimir
un amplio rango de respuestas T efectoras (36). Distintos estadios de desarrollo de las DC (iDC,
DC semi-maduras) y algunos subtipos de DC (DC plasmacitoides en reposo) son capaces de
inducir anergia en los LT y la generacion de Treg (37). Ademas, las DC *“activadas
alternativamente” o “modificadas” expuestas a varios agentes inmunosupresores o drogas
inmunomoduladoras, estan provistas de esta funcion tolerogénica. Para su generaciéon se han
utilizado diversos factores, como IL-10, factor de crecimiento transformante (TGF)-[11, factor de
crecimiento de hepatocitos, péptido intestinal vasoactivo, vitamina D3 o corticosteroides, entre
otros (38, 39).

La terapia con DC mas extendida para los humanos consiste en derivar ex vivo estas células a
partir de monocitos sanguineos, pulsarlas con el Ag de interés, y re-infundirlas de nuevo al
paciente. Los tratamientos con DC inmunogénicas han tenido éxito en pacientes con cancer o con
enfermedades infecciosas; sin embargo, las DC tolerogénicas no se han utilizado todavia en
humanos. Con respecto a la DM1, en el raton NOD se han probado con éxito varias formas de DC
que protegen a los animales del desarrollo de la enfermedad, a través de varios posibles
mecanismos: induccion de células Treg [DC procedentes de los nddulos linfoides pancreaticos
(40)], desviacion inmunologica a favor del fenotipo Th2 [DC derivadas de médula 6sea con factor
estimulante de colonias de granulocitos/macroéfagos (GM-CSF) +/- IL-4 (41), DC esplénicas
pulsadas con [-globulina humana (42)], o induccioén de tolerancia especifica de Ag [iDC pulsadas

con un péptido de insulina (43)].

5. Antecedentes directos

Nuestro grupo ha publicado recientemente un trabajo donde se describe la eficiente induccion de
tolerancia (anergia) en linfocitos T CD4+ de memoria de individuos sanos vacunados con toxoide
tetanico (TT), mediante el uso de DC autélogas tolerogénicas (tDC), generadas en presencia de las
citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-01. Factores como adenosina, prostaglandina (PG)Ez,
trombospondina (Tsp)-1 o IL-10 mediaron el efecto de estas tDC en el modelo de TT (44). Es
importante resaltar que los trabajos realizados sobre la tolerizacion de LT de memoria son escasos
con respecto a los realizados para LT virgenes; sin embargo, la importancia de los LT de memoria
es clave en enfermedades autoinmunes o en el rechazo de trasplantes, ya que estas células son

las que perpetlan la patologia.
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Hasta la fecha, apenas existen estudios que evallen si estas DC pueden tener un impacto en la
induccion de tolerancia de linfocitos T humanos frente a auto-Ag diabetogénicos. Ademas, todavia
no se ha podido determinar si la aplicacion in vivo de DC autélogas tolerogénicas a pacientes con
DM1 puede ayudar al tratamiento o a la prevencién de su aparicion en sujetos con alto riesgo
genético de desarrollarla. Nuestro grupo de trabajo analizo la induccion de anergia en LT CD4+ por
parte de tDC pulsadas con insulina en algunos pacientes mexicanos con DML1. Si bien el nimero
de pacientes analizado fue muy pequefio (4), pudimos observar induccidn de anergia especifica de
insulina en 2 de ellos. Este trabajo fue continuado en una colaboracion con el Dr. Yehuda
Shoenfeld (Center for Autoimmune Diseases, Sheba Medical Center, Israel) por el Dr. Torres
Aguilar, quién fue el responsable de realizar los dos trabajos descritos anteriormente durante su
etapa de doctorado bajo mi direccion. Se analizaron los LT de memoria CD4+ de 8 pacientes
israelies, de los cuales las tDC fueron capaces de inducir anergia especifica de insulina en 5 de
ellos. La induccién de tolerancia correlaciond con el estado de activacion de los LT CD4+ de
memoria, ya que no se logré inducir un estado de anergia en aquellos que provenian de individuos

gue proliferaban en presencia de DC control en ausencia de Ag (45).

De acuerdo con estos antecedentes, en este proyecto nos proponemos ampliar estos resultados
preliminares y generar in vitro DC tolerogénicas a partir de monocitos provenientes de pacientes
con DM1 y familiares sanos que no han desarrollado la enfermedad, asi como analizar su efecto en
la inducciébn de anergia especifica de antigeno sobre los LT de memoria CD4+ y CD8+
autorreactivos de estos individuos. Para ello emplearemos dos antigenos diabetogénicos bien
definidos que son reconocidos por estas poblaciones linfocitarias, insulina y GAD65. Ademas, se
intentaran definir los mediadores que causan el estado de anergia en los linfocitos mediante la
evaluacion de los factores mencionados anteriormente (adenosina, PGEz, Tsp-1, IL-10). Con el fin
de analizar el momento en que las DC tolerogénicas ejercen su accion mas eficientemente, se
investigara si su capacidad de induccién de anergia puede variar entre el momento del diagnostico
y después de transcurrido un afio con tratamiento de insulina. Finalmente, es importante establecer
en México el porcentaje de familiares sanos de pacientes con DM1 que desarrollan auto-Ab, ya
que como se mencion6 anteriormente, en estudios familiares la positividad para 3-4 auto-Ab se
asocia con un riesgo de desarrollar DM1 en el rango de 60-100% durante los siguientes 5-10 afios
(7). Este conocimiento, en conjunto, nos permitira disefiar un tratamiento de DC para pacientes pre-
diabéticos de alto riesgo y para pacientes que ya han desarrollado sintomas clinicos, asi como
evaluar si la deteccion de linfocitos T autorreactivos en familiares sanos puede representar un

factor prondstico para el desarrollo de DM1.

OBJETIVOS
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Objetivo General

Desarrollar nuevas metodologias para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 y para su
diagnostico temprano en familiares sanos de los pacientes con esta enfermedad, mediante el uso

de células dendriticas autologas pulsadas con antigenos diabetogénicos.
Este Objetivo General se sustenta en los siguientes Objetivos Especificos:

1. Seleccionar 20 pacientes de nuevo ingreso con el diagnéstico de DM1, 20 familiares de primer
grado sin manifestaciones de la enfermedad con presencia de Ab frente a Ag diabetogénicos, y 20

individuos sanos.

2. Purificar linfocitos T CD4+ y CD8+ con fenotipo efector/memoria (CD45RA-) y monocitos de
sangre periférica de los pacientes al diagnéstico y un afio después del mismo. En el caso de los
familiares y de los individuos sanos se tomara una sola muestra de sangre de la cual se purificaran

los linfocitos y los monocitos.

3. Generar células dendriticas (DC) maduras control y toler6genicas a partir de los monocitos de
cada individuo en los tiempos evaluados, pulsadas con insulina, GAD65, o0 en ausencia de

antigeno. Estas DC se co-cultivaran con los LT de memoria.

4. Analizar el fenotipo de los LT después de su co-cultivo con las diferentes DC, su produccion de
citocinas (IL-2, IFN-0J, IL-10) y PGE:z en los sobrenadantes de los co-cultivos, y su capacidad de
proliferacion. Los ensayos finalizaran en este punto en los individuos donde las DC control no
induzcan proliferacion de los linfocitos, ya que estos resultados indican que no presentan clonas T
autorreactivas para insulina y GAD65. Se espera que los linfocitos de pacientes con DM1 y de
algunos o todos los familiares sanos proliferen, mientras que los de los individuos sanos y algunos

de los familiares analizados no lo hagan.

5. Evaluar la posible induccion de anergia en los linfocitos cultivados con DC tolerogénicas,
mediante ensayos de proliferacion con DC control, pulsadas con insulina o0 GAD65 (de acuerdo con
la primera estimulacion), con candidina (como Ag irrelevante), en presencia o ausencia de IL-2. Se
realizara sélo con los linfocitos de los individuos que proliferaron frente a insulina y/o GAD65 en el

primer ensayo y se evaluara la capacidad de proliferacion de los linfocitos.

6. Determinar la participacion de las moléculas PGE2, adenosina, Tsp-1 e IL-10 en la posible
induccion de anergia de los linfocitos autorreactivos de los pacientes, mediante el uso de

inhibidores farmacoldgicos o anticuerpos neutralizantes.

7. Correlacionar la deteccién de clonas de linfocitos T autorreactivos en familiares sanos con las

posibles manifestaciones clinicas de DM1 a lo largo del periodo del estudio.

METAS CIENTIFICAS
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La meta principal del proyecto es profundizar en el estudio de la respuesta inmune celular en
pacientes con DM1 y familiares sanos, enfocada esencialmente a la tolerizacion de clonas
autorreactivas frente a dos Ag diabetogénicos muy comunes en los pacientes, como son la insulina
y GADG65. El propésito final de este estudio es aportar conocimiento para el eventual disefio de
vacunas terapéuticas de DC tolerogénicas que sean infundidas en los pacientes y propicien la
inactivacion de las clonas de LT autorreactivos. DM1 es una enfermedad crénica que hoy en dia no
tiene cura. Si bien la suplementacion con insulina permite la supervivencia de los pacientes, la
calidad de vida de estas personas se ve alterada, especialmente en los casos donde se presentan
complicaciones como cardiomiopatias, retinopatias, o nefropatias. La inactivacion especifica de las
clonas de LT autorreactivos puede ayudar no soélo a detener la destruccion de las células [0 de los
islotes pancreaticos en los pacientes con DM1 activa, sino que podria evitar el desarrollo de la
enfermedad en familiares sanos. Por lo tanto, este trabajo sentara las bases para responder a dos
preguntas esenciales: ¢ Es posible tolerizar a los LT CD4+ y CD8+ especificos de insulina o GAD65
de pacientes con DML1 y de familiares sanos que presentan auto-Ab frente a estos Ag? ¢Cudles
son los mecanismos que median esta potencial inmunosupresion? Hasta el momento nuestro
grupo de trabajo ha obtenido resultados promisorios con LT CD4+ de pacientes con DM1 utilizando
insulina como Ag. Sin embargo, es importante incluir otros Ag en estos estudios para determinar si
la tolerizacion puede ser eficiente para ellos, y eventualmente poder utilizar varios de estos Ag para
pulsar a las DC tolerogénicas que se infundan a los pacientes. Por otra parte, si bien los LT CD4+
son fundamentales en el desarrollo de DM1, los LT CD8+ son unas de las células efectoras que
median la destruccién pancreética. Es por ello que resulta imprescindible evaluar si estos LT son
capaces de ser tolerizados con DC. Finalmente, la inclusion en el estudio de familiares sanos que
presentan auto-Ab frente a Ag diabetogénicos nos permitird determinar si tienen clonas T
autorreactivas frente a estos Ag, y de ser asi, si éstas pueden ser tolerizadas. De esta manera, los
resultados derivados de este trabajo pueden colaborar eventualmente con el disefio de nuevos
tratamientos terapéuticos para estas personas sanas, evitando o retrasando el desarrollo de DM1.
Ademas, se comenzara a realizar una base de datos que contenga la informaciéon de estos
individuos para su seguimiento, lo cual permitird por una parte evaluar el porcentaje de familiares
en situacion de riesgo de contraer DM1 y, por otra, determinar el nimero de estas personas que

eventualmente desarrollan la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

Se reclutardn pacientes de las areas de Endocrinologia, Pediatria y Urgencias del Hospital
Regional “Lic. Adolfo Lopez Mateos” con diagndstico de DM1 de acuerdo con los criterios de la

OMS, que acepten firmar el consentimiento informado. Se incluiran sé6lo pacientes con Ab anti-
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insulina y/o anti-GADG65, y familiares sanos de primer grado con presencia de al menos uno de
estos tipos de Ab. En el Servicio de Endocrinologia se realizara la recoleccién de datos (Anexo I) y
la historia clinica de los pacientes y familiares sanos, el diagndstico y seguimiento de los pacientes
con DM1, la firma del consentimiento informado para participar en el estudio (Anexo ll), la
extraccion de sangre (5 ml) para el andlisis de la presencia de auto-Ab frente a insulina y GAD65
de todos los individuos reclutados y la extraccion de sangre para los estudios una vez que los
individuos sean incluidos en el protocolo. Asi mismo, se realizard un seguimiento anual de los
familiares sanos que participen en el estudio para determinar una posible evolucion hacia el
desarrollo de DM1 (realizacion del test de tolerancia oral a la glucosa). Por cada paciente con DM1
se tomara una muestra de sangre de 50-100 ml (dependiendo de su edad) en el momento del
diagndstico y un afio después del mismo para realizar los ensayos celulares. A los familiares sanos
positivos para algun auto-Ab y a los individuos control se les tomara una sola muestra de sangre

de este volumen.

Criterios de inclusién: Hombres o mujeres con diagnéstico de DM1, y familiares de primer grado
(hermanos y padres) que no han desarrollado la enfermedad y que presenten Ab anti-insulina y/o
GADG65, con consentimiento informado por escrito (Anexo II). Como controles se incluiran

voluntarios sanos en el mismo rango de edades y sexo.

Criterios de exclusion: Pacientes y familiares sanos que sean negativos para Ab anti-insulina o
anti-GADG65, con complicaciones severas como infeccion activa o crénica, presencia o sospecha de
neoplasia, etc, embarazo, o tratamiento con inmunosupresores. Individuos sanos con antecedentes

familiares de enfermedades autoinmunes o atopias.

Criterios de eliminacién: Pacientes y familiares sanos de los cuales no se cuente con historia
clinica completa, que no acudan a las citas para toma de muestra sanguinea, que no firmen el

consentimiento informado, o por peticion del paciente.

Tamafio de la muestra: Por tratarse de un proyecto experimental original se realizardn los
estudios celulares en forma inicial con 20 pacientes con DM1, 20 familiares seropositivos de primer
grado y 20 individuos sanos. La selecciéon de los 20 familiares sanos que sean seropositivos se
realizara entre todos los casos de DM1 que se monitoreen en el Servicio de Endocrinologia del
Hospital “Lic. Adolfo Lépez Mateos”, aunque los propios pacientes no formen parte de los estudios
celulares. Esto es debido a que la frecuencia de familiares seropositivos es baja, entre 3-8% segun
los distintos trabajos publicados. De acuerdo con estos estudios, la estimacién mas conservadora
es que se requerira analizar la presencia de auto-Ab en al menos 500 familiares sanos. En el caso

de que no se pueda reclutar un namero suficiente de familiares en el Hospital Lépez Mateos,

17



solicitaremos colaboracién de los Servicios de Endocrinologia, Pediatria y Urgencias de otros

hospitales para este propdsito.

Cabe sefalar que para el establecimiento de las condiciones 6ptimas de los experimentos ya se

han realizado los mismos con 15 individuos controles vacunados con toxoide tetanico.

Determinacién de la presencia de auto-Ab anti-insulina y anti-GAD65

Se extraeran 5 ml de los pacientes, familiares sanos e individuos control que se integren al estudio
con el fin de obtener el suero. La presencia de auto-Ab se realizara mediante la técnica de ELISA
indirecto (Euroimmun). Un suero sera considerado positivo cuando su capacidad de union al Ag
exceda la media + 3 SD del valor de individuos controles sanos sin historia de DM1. Este valor se
determinara previamente con los sueros sin diluir de 40 controles sanos. Los titulos de Ab seran
calculados en unidades arbitrarias como la dilucion de suero con una OD 492 nm tres veces

superiores a la OD media del pool de sueros de los 40 individuos sanos evaluados previamente.

Purificacion de células

Las células se aislaran a partir de sangre total de pacientes con DM1, de familiares sanos y de
individuos control. La sangre (150 ml) se sometera a un gradiente de Ficoll-Hypaque (Nycomed
Pharma AS, densidad 1.077 g/l). Tras su centrifugaciéon a 2,000 rpm durante 30 min, las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) seran separadas de la interfase entre el Ficoll y el

plasma.

La poblacion de monocitos CD14+ se purificara por seleccién positiva mediante el sistema MACS
(“Magnetic Cell Sorting”), utilizando un Ab anti-CD14 conjugado con microesferas magnéticas
(Miltenyi Biotec, Alemania). Los linfocitos CD4+ y CD8+ de memoria se obtendrdn a partir de
PBMC por seleccién negativa por el sistema MACS. Una vez aislados los linfocitos CD4+ y CD8+,
seran incubados con Ab anti-CD45RA conjugados con perlas magnéticas, con el fin de eliminar los
LT virgenes. Las células resultantes CD4+CD45RA- o CD8+CD45RA- corresponden a los LT de

memoria.

Diferenciacion de monocitos hacia DC control inmunogénicas y tolerogénicas

La obtencién de DC control (cDC) se realizara bajo las condiciones ya estandarizadas en nuestro
laboratorio. Los monocitos seran cultivados a una densidad de 106 células/ml en medio RPMI 1640
suplementado con 10% de plasma humano autélogo descomplementado, L-glutamina 2 mM,
piruvato de sodio 1 mM, aminoacidos no esenciales 0.1 mM (Hyclone Laboratories),

penicilina/estreptomicina 1% y 2-mercaptoetanol 50 yM (Gibco BRL). Las células seran cultivadas
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en presencia de las citocinas humanas recombinantes GM-CSF (Probiomed, 1000 U/ml) e IL-4 (R
& D Systems, 120 U/ml) durante 6 dias. En el dia 4 se congelara la mitad de los monocitos
cultivados para realizar los ensayos posteriores de anergia. Al sexto dia se obtendran iDC, las
cuales se colectaran y sembraran a una concentracion de 0.5 x 108 células/ml. Se afiadira entonces
el Ag: insulina, GADG65, o candidina (donado amablemente por el Laboratorio de Micologia béasica
de la UNAM, sélo en el caso de los ensayos de anergia), a una concentracion de 0.1 yg/ml, y 6 h
més tarde se adicionara el estimulo de maduracién, PGE: (Calbiochem, 0.1 ug/ml) y TNF-a (R & D
Systems, 40 ng/ml). Las células se cultivaran durante 48 h mas en medio con GM-CSF e IL-4, y
tras este tiempo se obtendran las DC maduras (mDC) control o inmunogénicas. La obtencién de
DC tolerogénicas (tDC) se realizara de la manera descrita anteriormente a excepcion de que los
monocitos seran tratados desde el principio del cultivo con IL-10 (40 ng/ml) y TGF-B (20 ng/ml) (R
& D Systems).

Estimulacion de los LT de memoria por DC control y tolerogénicas

Para medir la capacidad de estimulacién de las cDC y tDC se realizaran co-cultivos de cada tipo de
DC pulsadas con insulina 0 GAD65 con LT CD4+ o CD8+ de memoria autdlogos. Los LT seran
tefiidos con carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster (CFSE, Molecular Probes). Los co-
cultivos con las DC se realizaran en medio RPMI suplementado. Se utilizara una relacion DC:LT de
1:10 (2 x 10%2 x 105, y como control de proliferacion inespecifica de Ag se utilizaran DC en
ausencia de Ag. Transcurridos 5 dias de co-cultivo, se recogeran los LT y se medira su
proliferacion por el método de dilucion de CFSE. Se realizard ademas una caracterizacion
fenotipica de los mismos con los marcadores CD25, CD127 y CD39, CD152 (CTLA-4) y Foxp3

cuando el nimero de células obtenidas lo permita.

Adicionalmente, los LT se recolectaran después de los 5 dias de estimulacion, se lavaran y se
resuspenderan en medio fresco. Tras 8 dias de cultivo en estas condiciones, se determinara el
fenotipo de los LT con los marcadores mencionados anteriormente, con el fin de determinar la

estabilidad del fenotipo después de este periodo de reposo.

La deteccién de LT autorreactivos en familiares sanos con Ab diabetogénicos podria representar
un factor pronostico para el desarrollo de DM1. Con el fin de evaluar esta premisa, los datos de
proliferacion de los LT obtenidos con las cDC frente a insulina y GAD65 se compararan con los
datos clinicos procedentes del test de tolerancia oral a la glucosa que se realizara anualmente a
estos individuos. Los niveles de probabilidad para esta correlacion seran calculados mediante el

test de rangos de Spearman (coeficiente de correlacion: rs).
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Andlisis de Anergia

Con el fin de demostrar el grado de respuesta de los LT tras su contacto primario con las cDC o
tDC, se realizaran los siguientes ensayos. 3 x 106 linfocitos CD4+CD45RA- 0 CD8+CD45RA- sin
marcar con CFSE se cultivaran con 3 x 10% cDC o tDC pulsadas con insulina o GAD65 durante 5
dias. Después de este tiempo, los linfocitos seran cosechados, lavados con DPBS y dejados en
reposo en medio RPMI fresco suplementado durante 4 dias mas, para posteriormente ser
recogidos y utilizados para el analisis de anergia. En este momento se descongelaran los
monocitos cultivados durante 4 dias y se generaran las cDC a partir de los mismos. Los linfocitos
que fueron estimulados con cDC se denominaran LT control (cLT) y los estimulados con las tDC,
LT “tolerantes” (LT ). Como control se incluiran LT autélogos que no habian sido estimulados
previamente in vitro (rLT). Los rLT, cLT y tLT serdn cosechados, marcados con CFSE vy
estimulados nuevamente durante 5 dias con cDC, pulsadas con a) insulina, b) GAD65, c) sin Ag, d)
insulina o GAD65 mas la adicibn exdgena de IL-2 (20 U/ml, Gibco BRL), o e) candidina.

Posteriormente, los LT seran colectados y se analizara su proliferacion por dilucion de CFSE.

Analisis fenotipico delas DCy los LT

En los casos en los que el nimero de células lo permita, se realizara el andlisis fenotipico de los
distintos tipos de DC y LT mediante citometria de flujo, empleando anticuerpos monoclonales
(mADb) que reconocen los siguientes marcadores: HLA-DR (TU36) conjugado con ficoeritrina (PE),
CDla (HJ149), CD14 (M5E2), CD40 (BB1), CD83 (HB15a), CD86 (IT2.2), CD206 (19.3), CD163
(GHI/61), PE-CCR7 (150503), CLIP unido a HLA-DR (CerCLIP) marcado con fluoresceina (FITC),
PE-CD25 (M-A251), PE-CD152 (CTLA-4, BNI3), PE-CD127 (M21), todos de BD Biosciences; foxp3
(PCH101) marcado con aloficocianina (eBiosciences), trombospondina 1 (Tsp-1, C6.7, Neo
Markers) y CD39 (Bu61, Sta. Cruz Biotechnology). Por cada marcador se incubaran 10° células
con el mAb correspondiente en tampén FACS (PBS, BSA 0.1% azida sddica 0.01%) durante 30
min a 4°C y para los mAb que no estaban marcados directamente, se afiadird un Ab policlonal anti
Igs de ratén [fracciéon F(ab”)2, Dako] conjugado con FITC durante 30 min a 4°C. Para la deteccion
intracelular de CTLA-4 y Foxp3, las células se fijaran y permeabilizaran con el kit de marcaje para
Foxp3 (eBioscience) y se marcaran con los mAb conjugados. Las células seran fijadas con PBS-

paraformaldehido 1% y se analizaran en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson).

Analisis de la produccion de citocinas en sobrenadantes de DCy LT

Para analizar el perfil de citocinas de cada subtipo de DC, se incubaran 1 x 105 DC/100 ul de medio
en presencia de LPS (Escherichia coli 0111:B4, 0.5 ug/1 x 10° células/ml, Sigma). Después de 24 h

de estimulacién se recogera el sobrenadante y se congelard a -80°C hasta su analisis. Por otra
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parte, en las respuestas autdlogas especificas de Ag de los LT de memoria con los distintos tipos
de DC, se recogera parte del sobrenadante en los dias 1, 3 y 5 de cultivo y se congelara a -80°C
hasta su analisis. En estos sobrenadantes se determinara la secrecién de IL-10, IL-12, IL-6 y PGE2
para las DC, e IL-10, IFN-0, IL-2 y PGE2 para los LT, utilizando kits de ELISA comerciales (BD
Biosciences y R & D Systems).

Evaluacion del efecto de IL-10, Tsp-1, adenosina y PGE: en la capacidad de estimulacién de
las DC

Para determinar el efecto de estos factores en la capacidad de estimulacién de las cDC y tDC en
los co-cultivos primarios, IL-10 y Tsp-1 seran bloqueadas con mAb neutralizantes frente a IL-10 (10
pg/ml, clona JES3-19F1, BD Bioscience), y Tsp-1 (25 pg/ml, clona C6.7, Thermo Scientific), se
inhibird la produccion de PGE: con indometacina (10 0OM, Sigma), y se inhibira la produccion de
adenosina con el inhibidor de ecto-ATPasa ARL67155 (10 M, Sigma) o el efecto de ésta sobre los
LT mediante la adicion del antagonista de los receptores A2 DMPX (10 0OM, Sigma). Los mAb
neutralizantes o los inhibidores se agregaran al inicio de los co-cultivos y después de 5 dias, los LT

se cosecharan y se medira su proliferacién por dilucién de CFSE.

Analisis estadistico

El analisis incluira las diferencias entre medias mediante la prueba t de student y las diferencias
entre proporciones mediante prueba de #?, siempre y cuando se cumpla el postulado de una
distribucién normal en los valores de interés. Los niveles de probabilidad para las correlaciones
seran calculados mediante el test de rangos de Spearman (coeficiente de correlacion: rs). Una p <

0.05 se considerara una diferencia estadisticamente significativa entre dos grupos de valores.

RESULTADOS

1) Se han analizado los sueros de 26 pacientes y 28 familiares sanos con respecto a los titulos de
anticuerpos anti-insulina y anti-GADG65. El 8% de los pacientes presentd anticuerpos anti-insulina, y
un 27% presenté anticuerpos anti-GAD65. S6lo una paciente present6 anticuerpos frente a los dos
antigenos. Ningin familiar present6 positividad para ninguno de los anticuerpos evaluados. No
hubo una correlacién entre los titulos de anticuerpos y la respuesta celular frente a los antigenos

(apartado 3).

2) Se ha evaluado el fenotipo de las cDC y tDC de 9 pacientes, observandose una menor

expresion de HLA-DR y de CD86 en estas Ultimas con respecto a las DC convencionales.
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3) Se ha evaluado la respuesta de los linfocitos T CD4+ de 13 pacientes. Con respecto a los
cultivos primarios, se detectd una menor proliferacion de los linfocitos en presencia de células
dendriticas tolerogénicas (tDC) comparado con las células dendriticas control (cDC) (p<0.004 con
insulina, p<0.001 con GADG65). Los pacientes se pudieron subdividir en dos grupos: 1) aquellos en
los que no se indujo una proliferacion frente a insulina o GAD65 superior a la que se produjo en
ausencia de antigeno (7), y 2) aquellos en los que se indujo una proliferacion frente a insulina o
GADG65 superior a la que se produjo en ausencia de antigeno (7). La sumatoria es de 14 pacientes,
aunque en realidad se evaluaron 13. Esto es debido a que un paciente se incluy6 en el primer
grupo para insulina y en el segundo para GAD65. En ambos grupos, el porcentaje de blastos
obtenidos en respuesta a insulina 0 GAD65 siempre fue mayor cuando los linfocitos se cultivaron
con cDC con respecto a tDC. Sin embargo, una diferencia importante fue con respecto al
porcentaje de células viables después de terminado el cultivo. Este porcentaje fue
significativamente mayor en el grupo 2 cuando las células fueron expuestas a cDC pulsadas con
insulina 0 GADG65, no asi en ausencia de antigeno, con respecto a la exposiciéon frente a tDC. Por
el contrario, en el grupo 1 no se detectaron diferencias significativas en este parametro, a
excepcion de la comparacion cDC vs tDC en ausencia de antigeno.

Se determiné igualmente la produccién de IL-2 en estos cultivos primarios, y se observaron niveles
mas altos de produccién de esta citocina con las cDC con respecto a las tDC en todas las

condiciones, encontrdndose diferencias significativas con GAD65.

4) Se evalué la respuesta de induccion de anergia en los linfocitos de todos los pacientes
agrupados como se menciona en el punto 3). Con respecto a estos cultivos secundarios de los
linfocitos T cultivados previamente con tDC:

a) Cultivo primario en presencia de insulina: En el reto con cDC pulsadas con insulina 0 GAD65 se
produjo una proliferacién significativamente menor (~25%) comparado con los cultivos primarios en
los que las células se trataron con cDC pulsadas con insulina (p<0.02 para insulina, p<0.04 para
GADGb5) en el grupo 1. Estos datos indican que en este grupo no se indujo una anergia especifica
de insulina, sino que las células parecen haber sido inactivadas igualmente frente a GAD65. En el
caso del grupo 2, la significacién estadistica s6lo de produjo cuando las células fueron retadas con
insulina (p<0.001) y no asi para el caso de GADG65 (p<0.10), lo que sugeriria que en este grupo de
pacientes si se pudo inducir una anergia especifica de insulina. Ademas, la disminucion en el
porcentaje de blastos fue mucho mayor que la encontrada en el grupo 1, alrededor del 65%.

Con respecto al porcentaje de células viables después del cultivo, no se detectaron diferencias
significativas en el grupo 1, y solo se observaron tras el reto con insulina en el grupo 2 (p<0.02).

b) Cultivo primario en presencia de GADG65: Al contrario que con insulina, no se pudo inducir
anergia en los linfocitos estimulados con GADG65 en el cultivo primario en el grupo 1 de pacientes.

Por el contrario, en el grupo 2 se pudo establecer una induccién de anergia frente a GAD65
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(p<0.002), pero igualmente se detectd esta anergia para el caso de insulina (p<0.04), por lo que se
concluye que la anergia inducida no parece ser especifica de antigeno. Sin embargo, la
disminucién en el porcentaje de blastos fue mayor frente a GAD65 (71.5%) con respecto a insulina
(58%).

Con respecto al porcentaje de células viables después del cultivo, no se detectaron diferencias

significativas en el grupo 1, y solo se observaron tras el reto con GAD65 en el grupo 2 (p<0.02).

DISCUSION

En este trabajo se evaluaron pacientes con DT1 no debutantes, en su mayoria adultos. Los
resultados obtenidos para los anticuerpos anti-insulina se encuentran dentro de lo esperado, ya
que estos anticuerpos se detectan en el 50-70% de nifios al inicio de la DT1, pero sélo en el 20-
30% de pacientes de mayor edad. De igual manera, el porcentaje de pacientes con anticuerpos
anti-GAD65 es del 80% al diagnoéstico, y decrece con la progresion de la enfermedad,
disminuyendo hasta un 30% a los 10 afos del diagnéstico. Por lo tanto, nuestros datos
concordarian con los estudios realizados en otras poblaciones mundiales. Es relevante poner de
manifiesto que los pacientes que pudieron ser evaluados en los estudios celulares no presentaron
anticuerpos anti-insulina ni anti-GAD65. Sin embargo, si presentaron respuesta celular de los
linfocitos CD4+ frente a esos antigenos, lo que sugiere que estos ensayos serian mas relevantes
para medir la actividad de la enfermedad en pacientes no debutantes comparados con la medicion

de los anticuerpos.

Con respecto al fenotipo de las células dendriticas, pudimos comprobar que los tratamientos
empleados para generas las cDC y tDC son adecuados cuando se trata de los monocitos de los
pacientes, ya que son similares a los encontrados en los individuos control. Este dato es muy
relevante, ya que nos indica que los monocitos de los pacientes se encuentran con una
funcionalidad no alterada, al menos para su uso como progenitores de cDC y tDC, y que, por lo

tanto, no representarian un inconveniente para considerar una futura terapia con tDC.

Al evaluar las respuestas de los pacientes en los cultivos primarios con cDC y tDC pudimos
detectar diferencias significativas en cuanto al porcentaje de blastos en todas las condiciones,
incluyendo en ausencia de antigeno. Nosotros esperabamos este resultado con insulina y GAD65,

ya que las tDC son células poco inmunogénicas que deben inducir una menor proliferacién de los
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linfocitos a los que estimulan, con respecto a las cDC. El hecho de que encontraramos diferencias
también en ausencia de antigeno nos llevd a separar a los pacientes analizados en dos grupos:

1) aquellos en los que no se indujo una proliferacion frente a insulina o0 GAD65 superior a la que se
produjo en ausencia de antigeno, y 2) aquellos en los que se indujo una proliferacion frente a
insulina 0 GADG65 superior a la que se produjo en ausencia de antigeno.

Esta division nos permitié observar varias diferencias. En primer lugar, en el grupo 1 se detectaron
diferencias mayores entre cDC y tDC en ausencia de antigeno que en el grupo 2, caso contrario a
lo que ocurrio en presencia de insulina o GAD65, lo que indica que en el grupo 2 se daban las
respuestas mas esperadas. El hecho de que algunos pacientes tengan una basal de proliferacion
en ausencia de antigeno ya lo habiamos reportado previamente (45), y en ese estudio se
determind que en esos pacientes no se indujo tolerancia frente a insulina en los cultivos
secundarios con cDC. Pudimos observar una diferencia adicional entre los grupos de pacientes,
que recayd en el porcentaje de células viables al final del cultivo. En general, se deberia detectar
un menor porcentaje de estas células en los cultivos con tDC, ya que se induce una proliferacién
menor. En el caso de los linfocitos estimulados en ausencia de antigeno no se deberian apreciar
diferencias, ya que no se esta induciendo una proliferaciéon especifica de antigeno. Los resultados
fueron muy reveladores, encontrandose diferencias significativas en el grupo 1 entre cDC y tDC
s6lo en ausencia de antigeno, mientras que en el grupo 2 se encontraron estas diferencias sélo en
presencia de insulina o0 GAD65, que era lo esperado. EI comportamiento del grupo 1 se podria
explicar por su alta proliferacion basal en ausencia de antigeno. Estas células podrian ser
estimuladas adicionalmente por las citocinas y receptores que se encuentran en las cDC y en
mucha menor medida en las tDC. Asi, no estariamos detectando una respuesta especifica de
antigeno per se, sino la proliferaciéon de unas células que se encuentran previamente activadas en
los pacientes y que el contacto con DC con una alta potencia inmunogénica coadyuva a su
proliferacion. En el caso del grupo 1 con respecto a las DC pulsadas con antigenos, se podria
sugerir que las cDC pulsadas con insulina o GAD65 promueven una “super-activacion” de células
que ya se encontraban activadas, lo que podria promover la muerte por activaciéon de las clonas de
linfocitos T anti-insulina y anti-GAD65 de los pacientes que no ocurriria en el caso de la

estimulacion con tDC.

Finalmente, con respecto a los cultivos primarios, mencionar que se evalué la produccién de IL-2
en 3 pacientes del grupo 1 y 6 del grupo 2. En el primer grupo no se encontraron diferencias en la
produccion de esta citocina en los linfocitos tratados con ¢cDC o tDC, aunque como el nimero de
pacientes es bajo consideramos este resultado como preliminar. En el grupo 2 se encontraron
diferencias significativas entre cDC y tDC pulsadas con GAD65. La produccién de IL-2 en el resto
de las condiciones, aunque fue superior en las condiciones de estimulacién con cDC, no se

detectaron diferencias significativas con respecto a las condiciones con tDC. De igual manera,
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consideramos que se detectaran diferencias significativas en la produccion de IL-2 frente al reto

con insulina cuando incrementemos el nimero de donantes.

Con respecto a la induccion de anergia, en el grupo 1 ésta sélo se pudo observar cuando los
linfocitos se tolerizaron con insulina. Sin embargo, esta tolerancia no parece ser especifica, ya que
las células tolerizadas frente a insulina también respondieron menos a GAD65. En ambos casos, la
disminucién del porcentaje de blastos en los linfocitos tolerizados frente a los controles fue
pequefa, situandose alrededor del 25%. En este grupo no se observaron diferencias significativas
en cuanto al porcentaje de células viables entre las condiciones evaluadas, lo que refuerza la idea
de que en estos pacientes no es posible la induccion de anergia de manera potente y especifica.
En el grupo 2 se indujo tolerancia especifica de insulina, siendo la disminucién de la proliferacién
alrededor del 65% al comparar los linfocitos tratados en el cultivo primario con ¢cDC vs tDC.
Ademas, el porcentaje de células viables comparando ambas condiciones fue el inico que mostré
valores significativamente diferentes, siendo mayor en los linfocitos previamente tratados con cDC
pulsadas con insulina respecto al tratamiento con tDC. Al evaluar la tolerancia inducida frente a
GADG65 en el grupo 2, los resultados mostraron una inequivoca induccién de anergia frente a este
antigeno (>70% de reduccion en la proliferacion comparando cDC vs tDC). Sin embargo, al evaluar
el antigeno alternativo, insulina, los datos arrojaron resultados similares, con un porcentaje de
disminucién de la proliferacion del 58%. Estos resultados nos sugieren que para GADG65 falta
especificidad en el proceso de induccion de tolerancia.

Hasta el momento no hemos introducido en nuestro sistema la evaluacion de un antigeno
irrelevante frente al que tengamos memoria. Consideramos que es imprescindible implementar el
uso de estos antigenos (ej: candidina), que ya fueron programados en el proyecto, y que no hemos
podido utilizar hasta el momento por la limitante del nimero de linfocitos disponibles. Sin embargo,
es posible que en una enfermedad tan compleja, donde probablemente existen clonas
autorreactivas frente a distintos antigenos y que estén activadas en el momento de su extraccion
de los pacientes, el uso de tDC podria estar tolerizando linfocitos que estén estimulados en ese
momento. Si esta hipétesis es cierta, no se deberia inducir tolerancia frente a antigenos
irrelevantes en el sistema de diabetes. Es por ello que, para aclarar los resultados surgidos a partir
del uso de GADG5, en los siguientes pacientes se introducira el empleo de candidina en todas las

condiciones de los cultivos secundarios.
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CONCLUSIONES

1) El 8% de los pacientes present6 anticuerpos anti-insulina, y un 27% present6 anticuerpos anti-

GADG65. En ningun familiar sano evaluado se detect6 la presencia de estos anticuerpos.

2) Las DC generadas a partir de los pacientes comparten las mismas caracteristicas que las
generadas de individuos control, por lo que su uso para estimular o tolerizar a los linfocitos no

presenta problemas de base.

3) Las tDC inducen una menor respuesta de los linfocitos de los pacientes que las cDC en todas

las condiciones evaluadas (pulsadas con insulina, con GAD65, o en ausencia de antigeno).

4) La proliferacién primaria de los linfocitos indica la existencia de dos grandes grupos de
pacientes: aquellos cuyos linfocitos proliferaron en igual o mayor medida en ausencia que en
presencia de antigeno (grupo 1) y aquellos cuyos linfocitos proliferaron menos en ausencia que en
presencia de antigeno (grupo 2). Las evaluaciones subsecuentes se realizaron teniendo en cuenta
la existencia de estos grupos.

5) En el grupo 1 apenas se produjo induccién de tolerancia frente a insulina o0 GAD65 por las tDC,

por lo que es posible que en este tipo de pacientes esta terapia no sea viable.

6) En el grupo 2 se indujo tolerancia especifica de antigeno frente a insulina, y se indujo tolerancia
frente a GAD65 de manera muy importante, pero ésta no resulté especifica de antigeno, ya que se
indujo también frente a insulina. Se requiere el empleo de un antigeno irrelevante en el sistema de
diabetes para discernir si realmente la induccion de tolerancia frente a GAD65 no fue especifica o
bien es posible que se estén tolerizando todas las clonas de memoria activas en el momento de la

evaluacion.
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ANEXOS

Anexo |. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Datos Generales:
Nombre:
Edad:

Registro:
Direccion:

Teléfono:

A.P.N.P.

1. Lugar de nacimiento:

2. Escolaridad: Analf. Prim. Sec. Prep. Univ. Post.

3. Lugar de residencia:

4. Ingreso Mensual:

5. N°de dependientes econémicos:

6. Realiza ejercicio dinAmico con una frecuencia de 3 veces a la semana (0 +) 30" (0 +) sin

interrupcion.

7. Tabaquismo( + ) ( - ) indice de tabaquismo:

A.H.F.

Historia de DM tipo 1 en familiares de primer grado Sl NO

En el momento de Dx de DM 1.
Peso:

Talla:

I.M.C.

T.A.:

TX.
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OBSERVACIONES:

Anexo Il. CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO:

“EVALUACION DEL EMPLEO DE CELULAS DENDRITICAS COMO TRATAMIENTO PARA
SUPRIMIR LAS RESPUESTAS DE LINFOCITOS AUTORREACTIVOS EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO 1”

¢Para qué se realiza este estudio?

Este estudio se realiza con el fin de determinar si es posible disminuir in vitro (a nivel de
estudios en el laboratorio) la respuesta de los linfocitos T de memoria especificos para insulina y/o
GADG5 de pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y de familiares de primer grado sanos con
riesgo de contraer la enfermedad, utilizando células dendriticas tolerogénicas producidas a partir
de los monocitos provenientes del mismo paciente. En caso de se logre realizar a nivel de estudios
de laboratorio, nos abriria la posibilidad de hacer los estudios subsiguientes in vivo (a nivel de los
pacientes y de los familiares), para que esta estrategia pudiera ser utilizada tanto en la prevencion
como en el tratamiento de la DM1, e incluso en otras enfermedades autoinmunes.

¢ Que son los linfocitos T de memoria?

Son células que pertenecen al sistema inmune (defensa contra agentes externos, como por
ejemplo microorganismos), los cuales se forman después del primer encuentro con el agente
extrafio, y le permiten a nuestro cuerpo, responder de una manera mas rapida y eficiente para la
eliminacién del microorganismo.

En la DM1, algunas proteinas del pancreas o producidas por él, como la insulina y GAD65,
son reconocidas como extrafias por nuestro sistema inmune, y esto ocasiona tanto la destruccion
del pancreas como la disminucién o blogqueo en la produccién de insulina, induciendo asi la
formacién de linfocitos T de memoria especificos para insulina, GAD65 (y otras proteinas del
pancreas), los cuales participan, entre otras cosas, en incrementar la destruccion del pancreas y
asi, dar lugar a las manifestaciones de la enfermedad.

¢Qué son las células dendriticas?

Son células que también pertenecen al sistema inmune, cuya funcién es la de participar en
la captura y eliminacion de los microorganismos que llegan a nuestro cuerpo. Sin embargo se ha
visto que si se logra controlar su funcion, induciendo células dendriticas tolerogénicas, es posible
utilizarlas para controlar a los linfocitos T de memoria, disminuyendo su respuesta hacia los
antigenos por los cuales fueron generados (por ejemplo, la insulina en el caso de la DM1).

¢ Qué se me solicitara que haga, si decido participar en el estudio?

Se le solicitara una muestra de sangre en ayuno de 10 ml para la medicién de anticuerpos
anti-insulina y anti-GAD65. Ademas, se le realizara una historia clinica acerca de las enfermedades
gue padece, se le medira, pesard, y se le tomara la presion arterial. Si finalmente es reclutado para
el estudio, se le solicitara otra muestra de sangre de aproximadamente 150 ml (lo cual no afecta en
nada las funciones de su organismo). Esta sangre se obtendra a partir de la puncioén de una vena
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en el brazo que usted menos utilice. La sangre obtenida servira para purificar los linfocitos T de
memoria y los monocitos con los cuales se produciran las células dendriticas. En el caso de tener
un diagnéstico de DM1, se le solicitard otra muestra de sangre de 150 ml transcurrido un afio
desde el diagnéstico.

¢, Qué pasara si no participo en el estudio?

Si usted decide no participar, no tendra ninguna consecuencia como derechohabiente de la
institucién, ni en ningln otro aspecto.

¢ Qué ventajas obtendré si decido participar en el estudio?

Si usted decide participar con nosotros, la ventaja principal sera que tendra el orgullo de
contribuir al desarrollo del conocimiento cientifico sobre la DM1, asi como en el descubrimiento de
una posible herramienta para la prevencion y tratamiento de esta enfermedad. Ademas, podra
conocer la intensidad de la respuesta hacia la insulina y hacia GAD65 que ha desencadenado su
cuerpo, debido a la enfermedad que padece. En el caso de los familiares sanos, podran conocer si
presentan anticuerpos frente a antigenos diabetogénicos vy, por lo tanto, si estan en riesgo de
contraer la enfermedad, lo que les ayudard a decidir futuras acciones. No obtendra ninguna
remuneracion econdémica.

¢, Qué efectos colaterales puedo tener, si decido participar?

Ningln otro que no se relacione con la toma de muestra de sangre, a la que habitualmente
se somete. Su muestra de sangre, asi como las células que se obtengan, no serdn manejadas con
ningun otro fin que no sea los que se han descrito anteriormente.

¢Contaré con la confidencialidad absoluta y seriedad del estudio si decido participar?

Su confidencialidad sera guardada absolutamente, y su nombre no aparecera en ninguna
publicacién nacional o internacional. Solamente los investigadores que participan en el proyecto y
los miembros del Comité de Etica del Hospital Regional Licenciado Adolfo Lopez Mateos tendran
acceso a su archivo clinico y a los resultados obtenidos en este trabajo.

A quién puedo contactar, en caso de tener dudas acerca del estudio o de mis resultados?

A la Dra. Martha Eunice Rodriguez Arellano al Teléfono 53 22 23 00 (ext. 89203) de lunes
a viernes de 9:00 a 18:00 h

A la Dra. M2 Carmen Sanchez Torres al Teléfono 57 47 33 28 de lunes a viernes de 9:00 a
18:00 h.

CARTA DE CONSENTIMIENTO

Evaluacion del empleo de células dendriticas como tratamiento para suprimir las respuestas
de linfocitos autorreactivos en pacientes con diabetes mellitus tipo 1

Investigadores responsables: Dra. Martha Eunice Rodriguez Arellano y Dra. Maria Carmen
Sénchez Torres

Por medio de la presente autorizo mi participacién en el proyecto de investigacion
registrado en el comité local de investigacion del Hospital Regional “Licenciado Adolfo Lépez
Mateos”.

Adicionalmente, si el paciente es menor de edad: Por medio de la presente autorizo la
participacion de mi hijo(a) en el proyecto de investigacion registrado en el comité local de
investigacién del Hospital Regional Licenciado Adolfo Lépez Mateos.
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El objetivo de este estudio es determinar ex vivo la eficacia de las células dendriticas como
terapia para la diabetes mellitus tipo 1.

Se me ha explicado que mi participacion en el estudio es voluntaria y que puedo retirarme
de éste en cualquier momento que asi lo considere, sin que la atencion médica que en este
hospital se me brinda se vea afectada.

Mi participacién consistira en acudir a la consulta para valoracidn médica y cumplir la
extraccion de sangre en los tiempos que se me indiquen.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio.

Los investigadores responsables se han comprometido a darme informacion oportuna
sobre cualquier procedimiento alternativo que pueda ser ventajoso para mi tratamiento, asi como
responder a cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que les planteé acerca de mi participacién
en el estudio; me han dado seguridades de que no se identificard a mi persona en las
presentaciones o publicaciones que deriven del estudio, y que los datos relacionados con mi
participacion seran manejados en forma confidencial. También se han comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio aunque ésta pueda
hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del testigo

Firma del investigador principal Firma del investigador co-responsable

Fecha de autorizacion

En el caso de que el paciente sea menor de edad

Firma del padre o representante paterno Firma de la madre o representante materna

ATENTAMENTE

Dra. Maria Carmen Sanchez Torres

Investigador Principal

c.c.p. Subdelegacion Médica
c.c.p. Unidad Sede
c.c.p. Investigador principal
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