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GLOSARIO

CPA: Célula presentadora de antigeno
CTLA-4: Antigeno 4 del Linfocito T citotoxico
DM: Diabetes Mellitus

DMT?2: Diabetes mellitus tipo 2

IFN-B: Interferon B

IFN-y: Interferon y

IgG: Inmunoglobulina G

IL-1 B: Interleucina 1

IL-2: Interleucina 2

IL-6: Interleucina 6

LB: Linfocito B

LPS: Lipopolisacéarido

LT: Linfocito T

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
NK: Células asesinas naturales

PAMP: patrén molecular asociado a patdégenos
PMBC: Células mononucleares de sangre periférica
SZC: Estreptozocina

TCR: Receptor de células T

TGF B: Factor de crecimiento transformante 3

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa



RESUMEN

Introduccion: Actualmente se desconocen los mecanismos que conducen al
desarrollo de fragilidad Osea en la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). La
inflamacion sistémica de bajo grado es un factor clave de la fisiopatologia de la
diabetes tipo 2. La inflamacion crénica de bajo grado en la DMT2 es
caracterizada por: infiltracion tisular de neutréfilos y macréfagos inflamatorios;
aumento de la produccion de mediadores proinflamatorios; aumento de Thi,
Th17 y disminucién de la respuesta T reguladora. Se desconoce la participacion
de la activacion de linfocitos en la inflamacion sistémica de la DMT2. Objetivo:
Determinar la participaciéon de los linfocitos T y B activados de sangre periférica
en la inflamacién sistémica en ratones con DMT2. Material y métodos: Se uso
un modelo de DMT2 en ratones macho de la cepa C57BL/6 a los que se les
inhibio la activacion de los linfocitos con CTLA4-Ig. Se determind el perfil
glucémico, la activacion de linfocitos T CD4*, CD8* y linfocitos B por medio del
marcador de activacion CD69 y la produccion de TNF-a en sangre y medula
Osea. Se estudiaron las poblaciones de eosinofilos y células presentadoras de
antigeno por citometria de flujo. Resultados: Los ratones diabéticos
presentaron hiperglicemia, resistencia a la insulina, incremento de las citocinas
proinflamatorias séricas TNF-q, IL-6 y disminucién de la citocina reguladora IL-
10. ElI CTLA4-Ig inhibié la activacion de linfocitos T CD4* CD69* en sangre
periférica y en médula 6sea, ademas los linfocitos CD4 productores de TNF-a y
un incremento de linfocitos CD4*FoxP3™* reguladores en este sitio, disminuyo la
concentracion sérica de TNF-a, IL-6 e incremento la concentracion de IL-10,
interesantemente, disminuyo la hiperglucemia y la resistencia a la insulina en
los ratones diabéticos. Conclusiones: Los linfocitos CD4* activados de médula
0sea Yy sangre periférica participan en las alteraciones metabdlicas e

inflamatorias de la DMT?2.



1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por
hiperglucemia, resistencia a la insulina y por una deficiencia absoluta o relativa en

la secrecion de esta hormona. (1)

Se estima que las cifras de prevalencia e incidencia aumenten en los proximos
afios por circunstancias relacionadas con el progresivo envejecimiento de la
poblacion, el incremento de las tasas de obesidad, seguimiento de dietas no
saludables, vida sedentaria y la progresiva urbanizacion e industrializacion. Todos
estos factores hacen que, en el mundo en el afio 2019, se diagnosticaran 463
millones de personas con DMT2 y tan solo en México la prevalencia de diabetes
mellitus tipo 2 fue de 12.8 millones de habitantes, ocupando el sexto lugar mundial
(2), convirtiendose en una de las principales preocupaciones del sector salud, ya
gue ademas representa la segunda causa de muerte en nuestro pais (3). La DM
aumenta el riesgo de desarrollar otros problemas de salud como cardiopatias,
retinopatias, neuropatias, osteopatias, falla renal y amputacion de las

extremidades. (4)

De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (5) esta enfermedad se

clasifica en:

e Diabetes mellitus Tipo 1 (DMT1): Representa solo del 5 al 10% de las
personas diabéticas. Es ocasionada por la destruccion de las células B del
pancreas y se caracteriza por la deficiencia absoluta de insulina,

cetoacidosis e hiperglucemia severa (5).

e Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2): Representa del 90-95% de las personas
con diabetes, se caracteriza por resistencia y deficiencia relativa de insulina
y por hiperglucemia. La mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes
padecen obesidad y sus habitos son sedentarios, por lo que desarrollan

resistencia a la insulina, incremento en los niveles de glucosa en sangre y



con el paso del tiempo provoca una falla en la funcién de las células 3 del
pancreas y el déficit en la produccion de insulina. (5,6)

La resistencia a la insulina en la grasa visceral conduce a un aumento en la
produccién de acidos grasos, lo que exacerba la resistencia a la insulina en
el higado y los musculos. Las células B del pancreas compensan la
resistencia a la insulina segregando mas insulina, pero en udltima instancia
las células B ya no puede compensar, por lo que hay un deterioro de la

tolerancia a la glucosa y finalmente el desarrollo de diabetes.

e Diabetes mellitus gestacional: Inicia después del tercer trimestre de
embarazo, se presentan las mismas anomalias fisiol6égicas que caracterizan
a la DMT2. Las mujeres con este tipo de diabetes tienen un alto riesgo de
permanecer con la enfermedad después de la gestacion. (5,7)

1.2 Participacion de los linfocitos T en la DMT2

Se ha establecido que tanto la DMT2 como la obesidad pasan por un estado
inflamatorio cronico de bajo grado, como consecuencia del incremento en la masa
del tejido adiposo y la produccion de citocinas proinflamatorias. En este proceso
participan distintas células del sistema inmune. Las mas estudiadas han sido los
macrofagos y monocitos, pero recientemente se ha reportado la participacion de
otras células, como neutrofilos, mastocitos, eosindfilos, células dendriticas, NK, e
incluso células del sistema inmune adaptativo, como los linfocitos Thl, Th2, Treg,
Th17 y células B. (8). Se ha informado de alteraciones del funcionamiento de los
leucocitos, como adherencia, quimiotaxis y actividad bactericida, y citotoxicidad de
las células NK (9-11). Si bien la respuesta de los anticuerpos suele estar intacta,
las funciones de las células T se ven parcialmente afectadas (12-13). Sin

embargo, todavia existe una gran controversia en torno a estos hallazgos.

Desde que se reportd un incremento de células CD3+ en tejido adiposo de ratones

y humanos obesos, relacionados con resistencia a la insulina e inflamacion (14),



ha habido un aumento en la evidencia de la participacion de las células CD4+ y

CD8+ con el inicio y progresion de la obesidad y DMT2.

Cuando las células CD8+ son transferidas a ratones CD8-/- (deficientes de
linfocitos CD8+) se incrementa la infiltracién de macréfagos M1 al tejido adiposo,
los niveles de expresion de IL-6 y TNF-a y se agrava la intolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina (20). Esto sugiere que la obesidad promueve la activacion
de células T CD8+ en el tejido adiposo, que, a su vez, conduce al reclutamiento,
diferenciacion y activacion de los macrofagos a través de mediadores

proinflamatorios, lo que lleva finalmente a la resistencia a la insulina y la DMT2.

Las células Treg también han sido identificadas en tejido adiposo y han sido
relacionadas con resistencia a la insulina y obesidad. La caracterizacion de las
células Treg del tejido adiposo revela una poblacion distinta de otros 6rganos
linfoides, caracterizandose por la capacidad de producciéon de niveles altos de la

citocina antiinflamatoria I1L-10 (16).

Estudios en humanos han mostrado que la produccion de IL-17 por células T se
correlaciona con la severidad de la intolerancia a la glucosa, aunado a una baja
cantidad de células Treg (17). Ademas, células T de donadores con DMT2 obesos
muestran un incremento significativo de IL-17 al ser estimuladas in vitro,

comparadas con células de donadores obesos sin DMT2.

1.3 Proceso de activacion de linfocitos T

La activacion de los Linfocitos T inicia con la presentacién de un antigeno por
parte de una célula presentadora (CPA) como célula dendritica 0 un macréfago a
un linfocito T virgen en un organo linfatico secundario, que puede ser el bazo,
placas de Peyer o el nédulo linfatico mas cercano al sitio de lesion o del estimulo
inicial. Las CPA procesan fragmentos del antigeno y lo presentan por medio del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), este es reconocido por el receptor
de células T (TCR) especifico. EIl MHC de clase Il se unira al TCR de una célula T

auxiliar CD4+, mientras que el MHC de clase | se unira al TCR de una célula T



citotoxica CD8+. Para que la presentacion de antigeno produzca la activacion y no
anergia del linfocito T, es esencial que la presentacion permanezca estable y que
el linfocito T reciba co-estimulacion. EI CD40 y CD80/86 son moléculas
coestimuladoras presentes en las CPA que se unen a su receptor CD40L y CD28

respectivamente en los linfocitos T. (Fig. 1) (18)

La presentacion del antigeno y su co-estimulacion inducen vias de sefializacion en
el linfocito T que, por un lado, estimula su proliferacion clonal y por otro, lo activan
para la produccion de citocinas. Una vez que el linfocito es coestimulado y
activado en el sitio linfatico secundario, este puede salir a través de la circulacion

linfatica al sitio de la lesion. (19)

Un linfocito activado expresa en su superficie marcadores de activacion, que son
proteinas receptoras, coestimuladoras, moléculas de adhesion, receptores de
qguimiocinas o de MHC. Los marcadores de activacion tempranos en los linfocitos
T son CD69 y CD25:

e CD69 es conocido como el antigeno de activacion temprana y es una
glicoproteina que actta como un receptor de membrana altamente
expresado en linfocitos T activos, linfocitos B, asesinas naturales (NK),
neutrofilos, eosindfilos entre otras células presentes en regiones de
inflamacion. (20) Se conoce como uno de los marcadores que se expresan
mas rapidamente tras la activacion de los linfocitos T, B 'y NK (21) y su
rapida expresion sugiere que puede aumentar la activacion y/o
diferenciacion de los linfocitos T.

e CD25 es la cadena alfa del receptor de interleucina-2. Es expresada en la
superficie de linfocitos T maduros activados, linfocitos B, monocitos y
macréfagos. Cuando se activa el linfocito CD4+, ellos mismos secretan IL-2
y expresan el CD25 en la superficie, de forma que la IL2 tiene una funcién

autocrina para inducir la proliferacion clonal. (22)
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CD40-CD40L
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Figura 1. Moléculas de co-estimulacion en la activacion de linfocitos T.

Elaboracion propia

1.4 CTLA-4-lg, inhibidor de la activacion de linfocitos T

El CTLA-4-Ig (Abatacept) es un regulador de la co-estimulacién e inhibe la
activacion de las células T al interferir con la interaccion de CD80 / 86 en las
células presentadoras de antigeno con CD28 en las células T (23). El CTLA-4-Ig
se une a la superficie de las células presentadoras de antigeno, como las células
dendriticas y los macréfagos a través de CD80 / 86. Los monocitos pueden
diferenciarse en los osteoclastos, las células primarias que reabsorben los huesos.
(Fig. 2). (24)

La activacion de los dos subgrupos de células T, CD4+ y CD8+ depende de la co-
estimulacion del receptor CD28. Las células T CD4+. Estas, reconocen los

péptidos ofrecidos por las moléculas de la clase Il del MHC presentes en las CPA.

Ambos subtipos de células T son activados mediante la co-estimulacion con
CD28, aunque la activacion de las células T CD8+ es menos dependiente de esta
via de co-estimulacién. De hecho, mientras todas las células CD4+ expresan el

receptor CD28 en su membrana, esto sélo ocurre en alrededor del 50% de las



CD8+. Ademas, las células CD4+ han demostrado exhibir una mayor respuesta a
la union a CD28 (25).

La activacion de las células T CD4+ es el punto de partida de una cascada de
fendmenos proinflamatorios con produccion de gran cantidad de citocinas y

proliferacién celular que, en caso de perpetuarse de forma mantenida da lugar a

v
MHC TCR/

CD80/86 CD2

8\Céll éhiaT

CD80/86- C028 \Célula T /

=

//>,’_
MHC-TCR ‘
CélulaT

CD80/86-CTLA-4-Ig

CD80/86 C 2 CélulaT

una inflamacion crénica muy activa.

Figura 2. Mecanismo de accién del Abatacept: CPA: célula presentadora de
antigeno; MHC: complejo principal de histocompatibilidad; TCR: receptor de

células T. Elaboracion propia

2. ANTECEDENTES

En los pacientes con DMT2 se han reportado alteraciones en las poblaciones,

observando un desbalance en las células de tipo Thl, Thl7 y Treg (26)



Principalmente se ha observado un incremento en las células Thl7 y Thl, asi
como una disminucién en la poblaciéon Treg, lo cual promueve la inflamacion y la

resistencia a la insulina (17).

Al igual que los pacientes con DMT2, la DMT1 también muestra alteraciones en la
poblacion de Thl7 y disfuncion en las células Treg. Sin embargo, estas
condiciones sélo se observaron en los nddulos pancreéticos, no asi en sangre

periférica (27).

Recientemente, estudios han revelado la participacion de las células B en la
regulacién de la inflamacion en la DMT2, ya que estas células activan de manera
directa a las T, promoviendo un proceso inflamatorio (28). Las células B aisladas
de sangre periférica de pacientes con DMT2 producen niveles elevados de IL-8,
en comparacién con sujetos sanos (29). En modelos animales con DMT1 se
determind que la muerte de las células B del pancreas induce la activacion y el
reclutamiento de neutréfilos y células dendriticas. Se lleva a cabo una serie de
sefales intracelulares que culminan con la liberacion de IFN- a, promoviendo asi

el desarrollo de la enfermedad (30).

La implicacion de células T en la obesidad y DMT2 es muy importante debido a su
papel crucial en diversos procesos inflamatorios (31-32). Desde que se reporté un
incremento en la frecuencia de células CD3+ en tejido adiposo de ratones y
humanos obesos, relacionados con resistencia a la insulina e inflamacion (14), ha
habido un aumento en la evidencia de la participacion de las células CD4+ y

CD8+ con el inicio y progresion de la obesidad y DMT2.

Uno de los principales mecanismos de defensa del sistema inmunolégico innato
contra la infeccion microbiana es la produccién de citocinas proinflamatorias para
eliminar los patégenos invasores. Se examino si esta funcion esta intacta o no en
pacientes con DMT2. Cuando se estimularon las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) con diferentes dosis de lipopolisacarido (LPS), un
patron molecular asociado a patégenos (PAMP), la respuesta a la dosis de LPS

de la secrecion de TNF-a no fue estadisticamente diferente entre los grupos de



control de DMT2 y sanos. En este mismo estudio se analizaron monocitos, las
células NK, linfocitos T y linfocitos B, que se dividieron en células virgenes y de
memoria mediante la expresion de CD27. Los pacientes con DMT2 tenian
frecuencias similares de células T, incluidos los subconjuntos de células T CD4+ y
CD8+, células NK, monocitos en comparacién con los individuos control. El
porcentaje de células B totales y subconjuntos B virgenes fue mayor en DMT2
gue en la poblacion control, mientras que lo contrario ocurrié en el subconjunto de
células B de memoria. Entre las cuatro subpoblaciones de células T CD4+ vy
CD8+, la proporcion de células efectoras fue mayor en DMT2 que en el grupo de
control (33). En pacientes con DMT2, se encontrd que no habia diferencias en la
composicion de los subconjuntos de células T CD4+ en comparacién con el grupo
control. Sin embargo, hay varios informes anteriores que sugieren que las
frecuencias de Thl y Thl7 estan elevadas en la sangre de las personas con

DMT2 en comparacion con los sujetos de control. (26,34-35)

3. JUSTIFICACION

La inflamacion provocada por la hiperglicemia en la DMT2 a nivel sistémico,
manifestada por el incremento de citocinas proinflamatorias séricas, podria ser
debido al incremento de linfocitos T efectores o activados productores de citocinas
en diferentes tejidos como en sangre o médula 6sea. El conocimiento sobre el
desarrollo y origen la inflamacion en la DMT2 podria a servir para identificar
blancos terapéuticos para el tratamiento de la DMT2 y sus complicaciones como

las cardiopatias, retinopatia, neuropatias o de la enfermedad periodontal.

10



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Lainhibicion de la activacion de linfocitos T disminuye la concentracion sérica de
citocinas proinflamatorias en un modelo murino de DMT2?

5. HIPOTESIS

Si ratones con DMT2 son tratados con el inhibidor de la activacion de linfocitos

T, CTLA4-Ig se disminuiran las citocinas proinflamatorias séricas

6. OBJETIVOS

General

Evaluar la influencia de la activacion de linfocitos T de sangre periférica en la
concentracion seérica de citocinas proinflamatorias en ratones con diabetes tipo
2.

Particulares

En un modelo murino de DMT2, tratado con el inhibidor de la activacion de

linfocitos T (CTLA4-Ig) o IgG como control de Isotipo:

1. Determinar la influencia de la inhibicion de la activacion de linfocitos T en
la DMT2 por medio de medir la glucemia y la sensibilidad a insulina.

2. Determinar la activacion de linfocitos T y B de sangre periférica y médula
Osea por medio de citometria de flujo.

3. Determinar el estado inflamatorio sistémico a través de la cuantificacion
de citocinas de perfil Thl, Th2 y Th17

11
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados, se disefi6 una estrategia
experimental en donde se resumen los métodos utilizados para la obtencion

de resultados.

Dieta hipercalarica

|
|

[
I I N Y TN I NN (NN TN NN (N NN NN NN U N N N N A
T T T T T 1 I 1 1 1 I 1 1 I T T T T T : ! : : -
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l_'_l [ | T 1)
l l STZ l 1 CTLA-4-1g/1gG
Obtencidn Sangrado Sangrado Sacrificio
de ratcnes
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semana

Ratones C57BL/6

l 1 1

Evaluacion de
CD3+, CD4-,

sangre periférica Linfocitos T — CD8. CD69.

Perfil metabolico ]

Glucosa

[ Citometria de ]
Sangre periféerica ]— (15 dias) Linfocitos B — CD19-, CD69+

flujo

CD1lb+, CDc+,
CPA MHC 11+
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8. MATERIAL Y METODOS
Modelo experimental

Se utilizaron 24 ratones de la cepa C57BL/6 de cuatro semanas de edad,
obtenidos del Laboratorio de Investigacion Odontolégica de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Los cuales se dividieron al azar en cuatro
grupos experimentales: uno sano (n=6), y tres a los que se les indujo DMT2
(n=6 por grupo). Se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con

acceso libre de agua y alimento.

La DMTZ2, se indujo a través de la administracion de una dieta de cafeteria para
provocar obesidad y resistencia a la insulina desde las 4 semanas, hasta el
momento del sacrificio (24 semanas de edad) y por la administracion
intraperitoneal con bajas dosis de estreptozocina (SZC) durante 7 dias, a partir
de las 10 semanas de edad (36), esto con el objetivo de provocar una
deficiencia parcial de insulina que se asemeja a lo presentado en la DMT2. En
concreto, el primer dia se administra una dosis de 50mg/Kg y los dias 2-7 se
administra una dosis de 25mg/Kg. Los ratones se consideran diabéticos al

alcanzar una concentracion de glucosa sanguinea por encima de 250mg/dL.

Como control negativo en la activacion de linfocitos T, dos de los grupos a los
gue se les inducira diabetes, son tratados con CTLA4-lg (Abatacept, Ohrencia,
Bristol Myers) o con IgG de humano (Sigma) como control isotipo (500 ug por
raton, tres veces a la semana), durante cuatro semanas a partir de las 19

semanas de edad. la

Al momento del sacrificio, se obtuvieron cuidadosamente la sangre periférica
por puncién intracardiaca y la médula 6sea, que se utilizara para evaluar los
linfocitos activos y la concentracion de citocinas por medio de citometria de

flujo.

Composicién dietética

Los ratones a los cuales se les indujo la DMT2, fueron alimentados con pellets

modificados de acuerdo con lo reportado por do Nascimento et al., 2013, que
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tienen un contenido de 20% de alimento estandar (Teklad 2018s, ENVIGO),
13.95% de chocolate, 13.95% cacahuates, 6.97% galletas y 44.2% de leche
condensada azucarada, suplementada con agua de chocolate ad libitum. A los
ratones control, se les administré dieta estandar y agua ad libitum. El contenido

dietético de ambos tipos de dieta se muestra en la tabla.

Dieta hipercaldrica Dieta estandar
(100g) (100g)
Kcal 332.25 100
Proteinas (g) 17.47 18.6
Lipidos (9) 28.3 6.2
Carbohidratos () 55.5 44.2

Dieta hipercalérica: Contenido energético: 3.32 Kcal/g

Pellets de LabDiet 37.5% | 15% proteina
5010
Cacahuates 25% 46.5% grasa
0
Galletas 12.5% 38.5% Carbohidratos |
Leche condensada 25%

Agua con chocolate (50g/L)

Dieta estandar: Contenido energético: 1 Kcall/g

Proteina 20%
Carbohidratos | 70%
Grasa 10%

Agua embotellada

Tabla 1. Informacion nutrimental de la dieta de cafeteria utilizada para inducir obesidad y de la

dieta estadndar utilizada como control experimental.



Medicion de la glucemia

Se realizaron curvas de resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, una
semana después de la administracion de SZC, a las 13 semanas de
experimentacion y una semana antes del sacrificio; para la toma de glucosa, se

dejaron a los ratones en ayuno durante 4-6 horas.

El procedimiento consiste en realizar una incision de la vena safarena lateral de
la cola y se determiné la concentracion de glucosa sanguinea con un
glucometro Accu-Check en los minutos 0, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 después de
gue se administré la glucosa (1g/Kg de peso del ratén) o la insulina (0.5 U/Kg
de peso de ratdn) segun sea el caso. De la sangre restante se obtendra el
suero sanguineo por medio de centrifugacion y se midieron los niveles de

insulina.

Medicion de peso, circunferencia abdominal e indice de masa
corporal

Se pesaron diariamente los ratones. Y cada semana se medio la circunferencia
abdominal y la talla bajo los efectos de la anestesia inhalada (isoflurano)

obteniendo el indice de masa corporal (IMC) mediante la férmula peso/talla.

Citometria de flujo

Se caracterizaron las poblaciones de linfocitos, y células presentadoras de
antigeno por citometria de flujo. Al momento del sacrificio, se aislaron los
leucocitos de sangre periférica por gradiente de densidad con Histopaque y las
células de médula 6sea del fémur de los ratones. Las células obtenidas se tifieron
con anticuerpos acoplados a fluorocromos para identificar las poblaciones
celulares de linfocitos y APC’s: CD3*/PE, CD4*/FITC, CD8*/PerCP; CD19*/APC
Cy7 y CD69*/Alexa 700; CD11b*/APCCy7, CD11c*/FITC y MHCII*/PECy5. Se
capturaron 30 000 eventos con el citometro de flujo FACSAria lll (BD) y el software

BD FACSDiva. Los datos se analizaran con el software FlowJo 10.6.2
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Cuantificacién de citocinas pro-inflamatorias

Cuantificamos las concentraciones seéricas de IL-2, IL4, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17A
e IL-10 con un arreglo de perlas con el kit comercial “BD Cytometric Bead Array
(CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit” (BD Biosciences, San José CA, EE.
UU.), en un citdmetro de flujo (FACSAria lll, BD).

Andlisis estadistico.

Todos los grupos experimentales, tuvieron una n de 6. Se analizaron la
distribucién de los datos y se determind las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguido
por el post-hoc de Tukey, utilizando el software GraphPad Prism 6. Las diferencias

se consideraran estadisticamente significativas si *p< 0.05.
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9. RESULTADOS

Los resultados mostraron que los ratones con DMT2, DMT2-CTLA-4 y DMT2-1gG

tuvieron un incremento significativo en el peso, el indice de masa corporal (IMC) y

la circunferencia abdominal en comparacién con los ratones controles (Figura 3).
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Figura 3. Resultados de las mediciones de a) peso, b) indice de masa corporal y c) circunferencia,
obtenidos de los diferentes grupos experimentales: DMT2, CTLA-4, Control. Los gréficos

representan la media + EEM. *p< 0.05 vs control

Al momento del sacrificio se obtuvo el tejido adiposo abdominal de todos los
ratones, observando que los ratones con DMT2 presentaron un mayor contenido
de tejido adiposo en comparacion con el control sano, lo que demuestra que estos

ratones desarrollaron obesidad (Figura 4).
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N
o
1

Grasa abdominal (g)

Figura 4. Resultados de la grasa abdominal obtenida al momento del sacrificio de los diferentes
grupos experimentales: DMT2 (n=9), CTLA-4 (N=5), Control (n=13). Los graficos representan la
media £+ EEM: DMT2 *p< 0.05 vs control

El incremento en el peso, IMC, circunferencia abdominal e incremento en el tejido
adiposo es consistente con el incremento de consumo calorico en los grupos

experimentales (Figura 5).
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a) Consumo calérico
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Figura 5. Resultados de a) consumo calérico y de b) alimento obtenido de los diferentes grupos
experimentales: DMT2, CTLA-4, Control. Los graficos representan la media £+ EEM *p< 0.05 vs

control

Los ratones de los grupos DMT2 y DMT2/h-IgG desarrollaron hiperglucemia en

comparacioén con los ratones sanos, lo que indica el establecimiento de DMT2. Por
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el contrario, la administracion de CTLA4-1g provoco una disminucion en los niveles

de glucosa en los ratones diabéticos (< 200 mg/dL) (Figura 6)
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4 6 8 10,12 14 16 18 20 22 24,
STz CTLA4-1g/h-1gG

Edad (semanas)

© CONTROL «DMT2 *CTLA4-lg = h-IgG

Figura 6. Niveles de glucosa en los diferentes grupos de estudio. Los graficos representan la
media £ EEM. *p< 0.05 vs control; # p< 0.05 vs DMT2; & p< 0.05 vs CTLA4-1g; % p< 0.05 vs-h-IgG

Para determinar si el incremento de glucosa en los ratones con DMT2 y la
disminucion en los ratones tratados con CTLA-4 se debia a alteraciones en el
metabolismo de la glucosa y la resistencia a la insulina, se realizaron ensayos de
tolerancia a la glucosa y tolerancia a la insulina. Los ratones de los grupos DMT2 y
DMT2/h-IgG tuvieron intolerancia a la glucosa, y una menor sensibilidad a la

insulina en comparacion con los ratones sanos, la administracion de CTLA4-Ig
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mostraron una mayor sensibilidad a la insulina en comparacion con los ratones de
los grupos DMT2 y DMT2/h-1gG (Figura 7)
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Suero IL-6 (pg/mL)

Figura 7. Resultados del a) ensayo de tolerancia a la glucosa y b) tolerancia a la insulina,
obtenidos de los diferentes grupos experimentales: DMT2, CTLA-4, Control. Los graficos
representan la media £ EEM. *p< 0.05 vs control; # p< 0.05 vs DMT2; & p< 0.05 vs CTLA4-Ig; % p=<
0.05 vs-h-IgG

Determinamos los niveles de citocinas pro y anti-inflamatorias en el suero dado
gque se ha demostrado que los pacientes con DMT2 presentan un estado
inflamatorio crénico de bajo grado, el cual se sabe participa en la fisiopatologia de
la DMT2 y en la activacién de las células inmunitarias como los linfocitos. Los
ratones con DMT2 tuvieron un incremento significativo en la concentracion de
TNF-a, IL-6 y una disminucion significativa de la IL-10 en comparacion con los
ratones sanos, lo que sugiere un estado inflamatorio sistémico. Contrariamente, la
administracion de CTLA4-lg redujo la concentracion de TNF-a y de IL-6 e

incrementd la concentracion de IL-10 en comparacién con los ratones de los
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B conTROL BDwmT2 BCTLA4-lg W h-1gG

Figura 8. Resultados de la cuantificacién de citocinas en suero obtenidos de los diferentes grupos
experimentales: control. Los gréaficos representan la media £ EEM. *p< 0.05 vs control; # p< 0.05 vs
DMT2; & p< 0.05 vs CTLA4-Ig; % p=< 0.05 vs-h-1gG

Con el objetivo de determinar las células que podrian estar promoviendo la
inflamacion sistémica y debido a que se ha propuesto que las células inmunes
activadas pueden migrar a la médula ésea por circulacion sanguinea, analizamos
las poblaciones de linfocitos T y B y células presentadoras de antigeno en sangre
periférica.

Los ratones del grupo DMT2 tuvieron el mismo porcentaje en las poblaciones de
linfocitos T CD3*, CD4* y CD8" y de linfocitos B CD19* que los ratones sanos
(Figura 9). Sin embargo, hubo un incremento en la expresion del marcador de
activacion CD69 en los linfocitos T CD4* y CD8" Ademas, los ratones diabéticos
mostraron un incremento en la cantidad de linfocitos CD4* productoras de TNF-a,

pero no de linfocitos Th17 o Tregs (Figura 9).

La administracion de CTLA4-Ig en los ratones diabéticos mantuvo el porcentaje de
las poblaciones de linfocitos, disminuyo la expresion del marcador de activacion
CD69 en los linfocitos T CD4* y CD8*, y parece disminuir la cantidad de linfocitos
CD4* productoras de TNF-a en comparacion con los ratones del grupo DMT2. El
control isotipo se comportd similar a los ratones diabéticos sin el inhibidor (Figura
9)
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Figura 9. Resultados de la activacion de linfocitos de sangre periférica. a) andlisis del porcentaje
de linfocitos T y B de sangre periférica, b) la intensidad media de fluorescencia del marcador de
activacion CD69 en las subpoblaciones de linfocitos T y en linfocitos B. c¢) gréficos de puntos
representativos del andlisis por citometria de flujo de las poblaciones de linfocitos Thl7, CD4*
productores de TNF y linfocitos Tregs. Los graficos representan la media + EEM. *p< 0.05 vs
control; # p< 0.05 vs DMT2; & p= 0.05 vs CTLA4-Ig; % p=< 0.05 vs-h-IgG

Con el objetivo de identificar la posible participaciéon de los linfocitos en la
generacion de un microambiente proinflamatorio en el tejido 6seo analizamos la

presencia de linfocitos activados en la médula 6sea.

Los resultados obtenidos de los ratones del grupo DMT2 mostraron el mismo
porcentaje en las poblaciones de linfocitos T CD3*, T CD8" y de linfocitos B CD19*
pero con un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4*. (Figura 10) Los

linfocitos T CD4, tuvieron una mayor expresion de CD69, y observamos un
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incremento de linfocitos Thl7 y una disminucion de Tregs, todo esto en

comparacién con los ratones sanos.

Los ratones del grupo DMT2/CTLA4-Ig presentaron una disminucién en la
poblacion de linfocitos T CD4*, una disminucion en la expresion de CD69 en
linfocitos T CD4*, una disminucion de linfocitos Th17 y un incremento de linfocitos
Tregs en comparacion con los ratones diabéticos que no recibieron el inhibidor. El

control isotipo se comporto similar a los ratones diabéticos sin el inhibidor (Figura

a) DMT2 DMT?2
4 CONTROL DMT2 CTLA4-Ig h-IgG

SSC-A

T 111+2%

D3

C

{65 <1

0" I[3 \Il‘ 1

117 140£6%

o
w?

1 —p

30+5% 45+6%ac'| 26+£5%b 39+4%
X Lo M6220% L. B9E20% | M5:4% L. 40x4%
(&)} ¢ ’ ' 5 =

0w’ o' e’ o ow' ol st w® o 0 a0’ o' a0’ o w1’ ' a?

>

10)

28



;
539%
+ + +
CD47/CD69 CD4
g 80
i
z -—
LL 5 |
= =
?
0 revep u_
105 z
+ + l:e
CD8"/CD69 @
250 g
200 ,%
L 150 g
= cp4*
50 + 80
™
0 o o n_
W § 60 .
L
cD8*/CD69* : _—
80 < 40 #
. Q * &
60 ;j &3
L £ 5 20
= “ 2 I [] I i
20 0
0

0 102 103 104 10
Unstained  {'Control  EDMT2
B DMT2/CTLA4-Ig CIDMT2/h-gG

B CcoNTROL EDwMT2 BCTLA4-Ilg [l h-1gG

Figura 10. Resultados de la activacion de linfocitos de sangre periférica. a) andlisis del porcentaje
de linfocitos T y B de sangre periférica b) analisis de la intensidad media de fluorescencia del
marcador de activacion CD69 en las subpoblaciones de linfocitos T y en linfocitos B. c) graficos de
puntos representativos del analisis por citometria de flujo de las poblaciones de linfocitos Th17,
CD4* productores de TNF vy linfocitos Tregs. Los gréaficos representan la media £+ EEM. *p< 0.05 vs
control; # p< 0.05 vs DMT2; & p= 0.05 vs CTLA4-Ig; % p=< 0.05 vs-h-IgG

10. DISCUSION

En este estudio determinamos Encontramos que al inhibir la activacion de
linfocitos T con el farmaco CTLAA4-lIg, los ratones diabéticos tuvieron una

disminucién en los niveles de glucosa en sangre, en la concentracion de citocinas
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proinflamatorias a nivel sistémico y en la expresion del marcador de activacion
CD69 en linfocitos T CD4* de medula 6sea.

Resulta interesante que la administracion de CTLA4-Ig en los ratones diabéticos
incrementd la sensibilidad a la insulina, lo que explica la reduccién en la
concentracion de glucosa en sangre, ademas de la reduccion en la concentracion
de TNF-a e IL-6 a niveles cercanos a los ratones sanos. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Moraes-Vieiria et al. (2016), que observaron que
la administracion de CTLA4-Ig en ratones diabéticos “RPB4-Ox”, redujo la
resistencia a la insulina, la hiperglucemia y mejor6 el metabolismo de la glucosa a
través de la disminucion en la inflamacion en el tejido adiposo. Esto sugiere que
los linfocitos T activados podrian participar en la fisiopatologia de la DMT2,
probablemente al favorecer el incremento de TNF-a e IL-6 a nivel sistémico, que
se sabe son inductoras de resistencia a la insulina (Hotamisligil et al., 1996 y
Senn et al., 2003).

Considerando que la inflamacion sistémica en la DMT2 se ha asociado con el
incremento de linfocitos proinflamatorios activados en circulacion de pacientes con
DMT2 (Senn et al. en 2003), analizamos las poblaciones celulares de linfocitos en
sangre periférica y bazo, en donde observamos un incremento de linfocitos T
activados, que parecen tener un perfil proinflamatorio al ser productoras de TNF-a
elL-17

Es posible que los linfocitos T activados que encontramos incrementados a nivel
sistémico, puedan migrar a distintos tejidos como el tejido adiposo, incrementado
en nuestros ratones diabéticos, y ahi favorezcan un ambiente inflamatorio debido
a que se ha observado en explantes de tejido adiposo visceral, la presencia de
linfocitos proinflamatorios Th17 productores de IL-1B, IL-6 e IL-17, que puede
contribuir a la inflamacion sistémica (Pandolfi et al., 2016) y al infiltrado de células

presentadoras de antigeno (Kinstcher et al., 2008)

Se ha reportado una disminucion de linfocitos T reguladores (Tregs) en tejido

adiposo (Burhans et al., 2018). Todo esto nos sugiere que los linfocitos T
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proinflamatorios pueden ser un eslabon clave en el mecanismo por el cual la
inflamacion del tejido adiposo y por tanto la sistémica no se resuelve en la DMT2.
Por lo que seria importante estudiar si los linfocitos T provocan la inflamacion
sistémica y la resistencia a la insulina a través de favorecer el microambiente

proinflamatorio en el tejido adiposo en la DMT2.

Ademas de migrar al tejido adiposo, se ha demostrado que los linfocitos activados
pueden migrar a la médula ésea (Olson et al., 2015) y favorecer el desarrollo de
un microambiente proinflamatorio al secretar citocinas como TNF-a e IL-17 que
inducen la sobreproduccion del RANK-L, lo que a su vez afecta la salud del hueso
(Di Rosa et al., 2005; Hazra et al., 2013; Cortez et al., 2013). Es posible que esto
esté ocurriendo en nuestro modelo ya que observamos que los ratones diabéticos
tuvieron un incremento de linfocitos T CD4* activados en medula 0sea, que

ademas tienen un perfil proinflamatorio al secretar IL-17 y TNF-a

Ademas, los ratones diabéticos tratados con CTLA4-Ig tuvieron una disminucion
de los linfocitos T CD4* activados, de linfocitos CD4* productores de estas
citocinas y una reduccion de TNF-a en el hueso, sumado al incremento de
linfocitos Tregs. Lo que sugiere que el incremento de linfocitos activados en la
médula Osea puede estar favoreciendo la generacion de un microambiente
proinflamatorio en el hueso. Sin embargo, desconocemos los mecanismos por los
cuales estos linfocitos activados proinflamatorios se incrementan en la médula
0sea de los ratones diabéticos. Pensamos que es posible que estén migrando de
circulacion en respuesta a un incremento de SDF1, el cual se ha visto
incrementado en la médula 6sea de ratones con hiperglucemia (Ferraro et al.,
2011; Hazra et al., 2013).

11. CONCLUSIONES

Los linfocitos CD4* activados de sangre periférica y de médula ésea participan
en la inflamacion sistémica en la DMT2 y podrian tener un papel importante en el

desarrollo de resistencia a la insulina y el establecimiento de la hiperglucemia.
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Cabe destacar que los inhibidores de la activacion de linfocitos como el CTLA4-
lg, podrian representar una estrategia de tratamiento para contrarrestar la
progresién de la DMT2 y el desarrollo de complicaciones como cardiopatias,

retinopatia, neuropatias o de la enfermedad periodontal.
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