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Análisis de la frecuencia y actividad de células reguladoras (Breg, Treg17 y 

Th1-IL-10) en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 e individuos control. 

Resumen 

Introducción. En el proceso de patogénesis de la DM2 se observa una respuesta 

inmune con fenotipo proinflamatorio con el aumento de células T efectoras Th17 y 

Th1 que provocan un incremento de citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-α, IL-

1β, IL-17 e IFN-γ. Estas citocinas al promover la resistencia a la insulina y la 

disfunción y destrucción de las células beta pancreáticas, contribuyen al desarrollo y 

la progresión de la enfermedad. Algunas subpoblaciones de células reguladoras 

como las Treg17 (CD4+FOXP3+IL-17+), las células Breg CD19+Foxp3+, 

CD19+CD39+, CD19+Foxp3+CD39+ y las células Th1 productoras de IL-10 

(CD4+IFN-γ+IL-10+) modulan e inhiben la actividad de las células efectoras Th1 y 

Th17 a través de diferentes mecanismos supresores.  

Objetivo. Determinar la frecuencia de células CD4+Foxp3+IL-17+, CD4+Foxp3+ 

CD4+IL-17+, CD4+IFN-y+, CD4+IL-10+, CD4+IL-10+INF-y+ y células Breg 

CD19+FOXP3+, CD19+CD39+, CD19+CD39+Foxp3+ en pacientes con DM2 e 

individuos control, así como su relación con parámetros antropométricos, de 

resistencia a la insulina, funcionalidad de las células beta pancreáticas, control 

glucémico e inflamación.  

Métodos. Se reclutaron 30 participantes, incluidos 15 individuos sanos (grupo de 

control) y 15 pacientes con DM2. Las células mononucleares de sangre periférica 

(PBMC) se aislaron  a partir de  una muestra de sangre mediante centrifugación 

utilizando el gradiente Ficoll-Histopaque. Posteriormente, para evaluar los fenotipos 

de células CD4 + una parte de las PBMC purificadas fueron cultivadas y estimuladas 

con perlas acopladas con anti-CD3/anti-CD28 y se tiñieron con anticuerpos 

monoclonales específicos para los antígenos CD4, Foxp3, IL-17, IL-10, IFN- 

conjugados con  fluorocromos. Para la identificación de los fenotipos de Breg otra 

parte de las PBMC purificadas fueron teñidas con anticuerpos para CD19, CD39 y 



Foxp3 conjugados con flourocromos.  Las muestras se adquirieron en una 

FACSCanto II. El porcentaje de células positivas se determinó con el software FACS-

Diva (BD Biosciences). El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis y el análisis univariable de correlación de  Spearman. Se consideró un 

valor de (P< 0,05) como significativos.  Los análisis estadísticos se realizaron 

utilizando el software de  GraphPad Prism 8.0, San Diego, Calif. EE.UU.  

Resultados. Se observó un incremento en la frecuencia de células CD4+ IL17+, 

CD4+Foxp3+IL-17+ y CD4+IFN-γ+ en pacientes con DM2 en comparación con 

individuos control. Los porcentajes de células CD4+IL-10+ y CD4+IFN-γ+IL-10+ 

fueron similares entre ambos grupos. Por otro lado, se observó una disminución en 

los porcentajes de células CD19+Foxp3+ y CD19+CD39+Foxp3+ en pacientes con 

DM2 en comparación a los sujetos control. Se encontró una asociación entre los 

niveles de células CD4+Foxp3+IL-17-, CD4+ Foxp3-IL-17+, CD4+IL-17+Foxp3+ y el 

IMC (Índice de masa corporal) y el ICC (Índice cintura-cadera)  en  pacientes con 

DM2. Las células  CD4+IL-10+  se asociaron también con el IMC en pacientes con 

DM2. En el grupo control, los porcentajes de células CD4+IFN-γ + y CD4+IFN-γ+IL-

10+  se asociaron  con niveles de triglicéridos en sangre y el ICC respectivamente. 

Los niveles de células CD19+Foxp3+CD39- se asociaron con niveles de colesterol 

total y colesterol LDL.  

Conclusión. Existe una alteración  en las células T CD4+ activadas de pacientes con 

DM2 que consistió en un incremento del número de células CD4+IL-17+, CD4+IFN-

γ+ y CD4+Foxp3+IL-17+, y una disminución de células reguladoras; CD4+Foxp3+, 

CD19+Foxp3+ y CD19+CD39+Foxp3+.Esta alteración es consecuencia de factores 

como la obesidad, adiposidad abdominal y los niveles de lípidos. Dada la importancia 

de las células Th17 y Th1 en la promoción de la inflamación y las complicaciones en 

la DM2, los resultados de este estudio pueden sentar bases para la búsqueda de 

estrategias dirigidas a la regulación de células del sistema inmune, lo que permitirá la 

supresión de la inflamación en pacientes con DM2.   

Palabras clave: DM2, Treg 17, Th1IL-10,Breg.
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Abstract  

Introduction. The pathogenesis of type 2 diabetes (TDM2) has been associated with 

the immune response, suggesting that patients with T2DM may benefit from 

suppression of inflammation. T2DM is characterized by showing a bias of the immune 

response towards a proinflammatory phenotype due to the increase in Th17 and Th1 

effector T cells that cause an increase in the systemic level of proinflammatory 

cytokines such as IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-17 and IFN-γ. This promotes? insulin 

resistance and pancreatic beta cell dysfunction and destruction, contributing to the 

development and progression of the disease. Some regulatory cell subtypes such as 

Treg17 (CD4+FOXP3+IL-17+), Foxp3+CD39+ B cells and IL-10 producing Th1 cells 

(IL-10-Th1+) modulate and inhibit the activity of Th1 and Th17 effector cells through 

different suppressive mechanisms.   

Objective. To determine the frequency of CD4+Foxp3+IL-17+, CD4+Foxp3+ 

CD4+IL-17+, CD4+IFN-y+, CD4+IL-10+, CD4+IL-10+INF-y+ and Breg 

CD19+FOXP3+, CD19+CD39+, CD19+CD39+Foxp3+ cells in patients with DM2 and 

control individuals, as well as their relationship with anthropometric parameters, 

insulin resistance, pancreatic beta-cell functionality, glycemic control and 

inflammation 

Methods. Fifteen patients with DM2 and 15 healthy individuals (control group) were 

included. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from a blood 

sample by centrifugation using the Ficoll-Histopaque gradient. Subsequently, the 

purified PBMC were cultured and stimulated with CD3/CD28 activation beads and 

immunostained with monoclonal antibodies. The percentage of positive cells was 

determined by flow cytometry using a FACS canto II. Statistical analysis was 

performed by Kruskal-Wallis test (P < 0.05) and correlation between anthropometric, 

biochemical measures and cell percentages were calculated by univariate spearman 

correlation analysis using GraphPad Prism 8.0 software, San Diego, Calif. USA)  
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Results. An increased frequency of CD4+IL17+, CD4+Foxp3+IL-17+ and CD4+IFN-

γ+ cells was observed in patients with DM2 compared to control individuals. The 

percentages of CD4+ IL-10+ and CD4+IFN-γ+IL-10+ cells were similar between both 

groups. On the other hand, the percentages of CD19+Foxp3+ and 

CD19+CD39+Foxp3+ cells were found decreased in patients with DM2. Statistical 

analysis revealed that the levels of CD4+Foxp3+, CD4+ IL-17+, CD4+IL-17+Foxp3+ 

cells were associated with BMI and CHF in patients with DM2. CD4+IL0+ and 

CD4+IFN-γ+ cells were also associated with BMI in patients with DM2. In the control 

group we found an association of CD4+IFN-γ + and CD4+IFN- γ+ IL-10+ cells with 

blood triglyceride levels and CHF respectively. CD19+Foxp3+ cells were associated 

with total cholesterol and LDL-cholesterol levels. Finally, the percentages of 

CD19+CD39+Foxp3+ cells were associated with CHF in this group.  

Conclusion. In this study it was demonstrated that there is an alteration in activated 

CD4+ T cells of patients with DM2 that consisted of an increase in the number of 

CD4+IL-17+, CD4+IFN-γ+ and CD4+Foxp3+IL-17+ cells, and a decrease in 

regulatory cells; CD4+Foxp3+, CD19+Foxp3+ and CD19+CD39+Foxp3+. This 

alteration seems to be a consequence of factors that accompany DM2 such as 

obesity, abdominal obesity and alterations in lipid levels. Given the importance of 

Th17 and Th1 cells in the promotion of inflammation and complications in DM2, the 

results of this study may lay the groundwork for the search for strategies aimed at the 

regulation of immune system cells, specifically Th17 and Th1, which will allow the 

suppression of inflammation in patients with DM2. 

Key words: DM2, Treg 17, Th1IL-10, Bregs 
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I. Introducción  

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabólica que se considera un 

problema de salud mundial, ya que su tratamiento y complicaciones generan un gran 

costo económico para los servicios de salud. Se caracteriza por presentar 

hiperglucemia crónica debido a la incapacidad del páncreas para producir insulina o 

de los tejidos para utilizarla (resistencia a la insulina). Cerca del 42.6% de las 

personas diagnosticadas con DM2  tienen sobrepeso y un 32.9% obesidad, lo que 

incrementa el  riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares en estos 

pacientes  (60,61). En la actualidad, se sugiere que existe una relación entre  la DM2 

y la alteración de la inmunidad innata y adaptativa generando una inflamación 

sistémica crónica de bajo grado (23, 35). Estas alteraciones inmunológicas son en 

gran medida el resultado de la respuesta a los niveles elevados de ligandos 

endógenos como los ácidos grasos libres o los productos finales de la glicación 

avanzada, que pueden estimular a las células inmunes para que sinteticen citocinas 

proinflamatorias como la IL-6, TNF-α e IL-1β (16, 23). Estas citocinas contribuyen a la 

progresión y complicaciones de la enfermedad ya que promueven el desarrollo de 

resistencia a la insulina mediante distintos mecanismos: 1) activando  cinasas de 

serina, PI3K, PKC, MAPK e IKK que actúan a nivel del sustrato del receptor de la 

insulina (IRS) inhibiendo la activación de la cascada de señalización de esta 

hormona (27), 2) Suprimiendo la transcripción del ARN mensajero que codifica para 

el IRS a través de mecanismo dependiente de la activación de la cinasa ERK (26).  

3) A través de la inducción de la degradación del IRS por el proteosoma (41, 44).  La 

pérdida de masa y alteración de la función de las células beta pancreáticas también 

se encuentra ligada a la acción de citocinas pro-inflamatorias como IFNγ, IL-1β, TNF-

α e IL-17 (18). Se ha reportado que la IL-1β e IFN-γ inhiben la secreción de insulina 

(11, 12). Por otra parte, a la citocina IL-17 se le atribuye un papel fundamental en la 

destrucción de células beta pancreáticas, ya que al interactuar esta citocina con su 

receptor expresado en estas células se desencadena la expresión de genes 

apoptóticos con la eventual muerte celular (3, 24). 
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Adicionalmente, se observó un sesgo en la respuesta inmune hacia un fenotipo pro 

inflamatorio por un incremento de Th1 y Th17, ya que en pacientes con DM2 se han 

observado porcentajes elevados de células T IL-17+ y células IFN-γ+. (38, 

55).Asimismo, se reportó que las células mononucleares de sangre venosa periférica 

(PBMC) de pacientes con DM2 producen cantidades elevadas de IL-17 de manera 

constitutiva (25) y ratones deficientes en IL-17 mostraron una tolerancia a la glucosa 

y un incremento a la sensibilidad a la insulina (59).Estos datos indican la importancia 

del papel de las células Th17 en la patogenia de la diabetes. 

II. Antecedentes 

Dado que las respuestas efectoras de tipo Th1 y Th17 son causantes de procesos 

inflamatorios que contribuyen al desarrollo y progresión de la DM2, es importante 

conocer su regulación. Existen varios tipos de células reguladoras que participan en 

la tolerancia inmunológica y la inflamación, las más estudiadas son las células 

derivadas de las células T CD4+, las cuales se diferencian por su origen, expresión, 

moléculas que expresan en su superficie o el factor de transcripción Foxp3. Sin 

embargo, las células T CD4+ muestran un alto grado de plasticidad, lo que quiere 

decir que su diferenciación inicial no es el punto final de su desarrollo, ya que son 

capaces de adaptarse durante una respuesta inmune según el microambiente en el 

que se encuentren (30). En este sentido, se demostró que la IL-6 puede inducir la 

diferenciación de células Th17 a partir de células T reguladoras (Foxp3+ Treg) en 

presencia de TGF-β. Estas células representan un fenotipo de células T reguladoras-

Foxp3+ productoras de IL-17 conocidas como Treg17 (52, 36). Además, estas 

células se caracterizan por secretar IL-17, co-expresar los factores de transcripción 

Foxp3 y ROR-t e inhibir la proliferación de células T CD4+, mediante el contacto 

célula-célula. En un modelo de lupus eritematoso generalizado se demostró que en 

ratones deficientes de células Treg17, existe un aumento de los niveles de 

autoanticuerpos, el daño renal y el número de células Th17 (31); indicando que las 

células Treg17 controlan la actividad de las células Th17 
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Debido a los mecanismos de retroalimentación entre los distintos fenotipos de células 

CD4+ se ha descubierto también que el IFN-γ derivado de células Th1 puede inhibir 

la expresión local de la quimiocina CCL20, actuando a través de su receptor CCR6 

en las células Th17, limitando así la respuesta inmune Th17 en un modelo de 

glomerulonefritis murina (39). Aunado a esto, se describió una subpoblación de 

células que producen niveles elevados de IFN-γ e IL-10 inducida por IL-12 (21, 48),  

la cual se ha sugerido que representa un subtipo de células que podría regular a la 

baja las respuestas y proliferación de Th1 (13, 28). A pesar de que las células T 

reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ (células Treg) juegan un papel central en respuesta 

inflamatoria, se ha postulado que en algunas patologías su  función se ve afectada 

(17, 34, 51, 58) y que además las células Th17 pueden ser resistentes a la supresión 

por parte de las células Treg humanas (20). Recientemente, se demostró que células 

T reguladoras que expresan CD39 pueden suprimir de manera eficiente a células 

Th1 y Th17 (20), asimismo, se ha demostrado que las células T CD39 + Foxp3 + 

modulan la función de células T efectoras a través de la degradación de ATP  (7). El 

ATP se considera una señal de daño que induce la activación del inflamasoma y la 

liberación de IL-1, la cual es esencial para la diferenciación de células Th17 (4). 

Estos antecedentes destacan la importancia del estudio de nuevos fenotipos de 

células reguladoras y en este sentido se ha postulado que las células T no son las 

únicas  células capaces de inhibir respuestas efectoras; también existen fenotipos de 

células B; como las células B 10 que tienen una participación en la inhibición de la 

actividad de las células Th17 y Th1 y en la promoción del desarrollo de células T 

reguladoras (9).  Además, anteriormente, se consideraba que el factor de 

transcripción Foxp3 solo se encontraba en células T. Sin embargo, estudios recientes 

han demostrado su presencia también en células B (22), lo cual ha abierto nuevas 

perspectivas en la comprensión de su función en este tipo celular. No obstante, hasta 

el momento no se ha investigado la presencia simultánea de los marcadores CD39 y 

Foxp3 en células B. Por consiguiente, la investigación de este fenotipo podría 

resultar relevante para comprender un nuevo grupo de células capaces de regular las 

respuestas de tipo Th1 y Th17.  
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III. Justificación  

Los hallazgos expuestos con anterioridad sugieren que las células Th1 y Th17 

desempeñan un papel en la generación de la inflamación crónica en la diabetes tipo 

2 (DM2), la resistencia a la insulina y la disfunción de las células beta pancreáticas. 

Aunque algunos subtipos de células reguladoras modulan la actividad de las células 

Th1 y Th17, no se ha descrito su frecuencia, actividad y su asociación con 

parámetros bioquímicos y antropométricos en pacientes con DM2.Por lo tanto, este 

estudio propone evaluar  la frecuencia de estas células en pacientes con DM2 e 

individuos control, con el propósito de determinar si el microambiente diabetogénico 

las altera y si estas contribuyen a la patología de la enfermedad.  
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IV. Hipótesis 

Las células reguladoras Treg17, células Breg (CD19+CD39+ y CD19+Foxp3+) y 

células Th1 productoras de IL-10 se encuentran disminuidas en pacientes con DM2 

comparados con pacientes con pre-diabetes e individuos control.  
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V. Objetivo general 

Determinar si en pacientes con DM2 se encuentra alterada las frecuencia de los 

distintos fenotipos de células CD4+ y  fenotipos  de células reguladoras Th1-IL-10, 

Treg17, CD19+Foxp3+, CD19+CD39+, CD19+CD39+Foxp3+, y si estas contribuyen 

a la patología de la enfermedad. 

VI. Objetivos específicos 

1. Determinar las frecuencias de células CD4+Foxp3+, CD4+IL-17+ 

CD4+Foxp3+IL-17+ (Treg17), CD4+IL-10+, CD4+IFN-y+, CD4+IFN-y+IL-10+ (Th1-IL-

10) y células Breg CD19+CD39+, CD19+Foxp3+, en pacientes con pre-diabetes, 

DMT2 e individuos control por citometría de flujo 

2. Evaluar la asociación entre la frecuencias de las células y los parámetros 

bioquímicos  de resistencia a la insulina (HOMA-IR), funcionalidad de las células beta 

del páncreas (HOMA-B), perfil de lípidos (TG, colesterol, LDL, HDL), control 

glucémico (HbA1c), inflamación (PCR)  así como medidas antropométricas de IMC 

(índice de masa corporal) e ICC (índice cintura cadera)  por medio de análisis 

estadístico de matrices de correlación.  
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VII. Metodología  

Voluntarios Participantes  

Esta investigación fue aprobada por el comité bioético de la Comisión Nacional de 

Investigación Científica del IMSS con número de registro (R-2018-785-072) y se 

realizó de acuerdo a la declaración de Helsinki (42). Los individuos reclutados en 

este estudio fueron catalogados como pacientes diabéticos con un valor de glucosa 

plasmática en ayuno (FPG) >126 mg/dl, e individuos normoglucémicos (grupo 

control) con un valor de glucosa plasmática en ayuno (FPG) < 100 mg/dl, según los 

criterios de la Asociación Americana de Diabetes (ADA) (2). Los parámetros 

antropométricos y bioquímicos de los participantes se muestran en la Tabla 1. Los 

criterios de exclusión para este estudio fueron mujeres embarazadas, la presencia de 

procesos infecciosos e inflamatorios, tumores malignos y enfermedades 

autoinmunes. Todos los participantes de este estudio otorgaron su consentimiento 

por escrito.  

Exámenes de laboratorio 

El control glucémico se evaluó mediante los porcentajes de HbA1c. El HOMA-B se 

utilizó para determinar la funcionalidad de las células beta pancreáticas; y el HOMA-

IR, resistencia a la insulina. Ambos se calcularon a partir de los niveles séricos de 

insulina y glucosa en ayuno (37). La insulina sérica y la glucosa plasmática en ayuno 

(FPG), los triglicéridos, el colesterol total, niveles séricos de HDL y LDL y niveles de 

proteína C reactiva en suero (PCR) se determinaron por un laboratorio de análisis 

clínicos privado.  

 Aislamiento de células mononucleares de sangre venosa periférica 

Se realizó una dilución de la sangre venosa periférica (1:2) con buffer de fosfatos 

(PBS). Esta mezcla se adicionó a un tubo Falcon conteniendo 3 mL de Ficoll-

Hypaque, se centrifugó a 2500 rpm por 20 minutos. Posteriormente, se realizó la 

extracción de la capa de células mononucleares y se realizó un lavado con PBS dos 
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veces; centrifugando a 1500 rpm por 5 minutos. Se contó el número de las células 

mononucleares en una cámara de Neubauer utilizando azul de tripano al 10%. Se 

obtuvo un  porcentaje  de viabilidad del 98%. 

Evaluación de los porcentajes de células Breg (CD19+CD39 +, CD19+Foxp3 +, 

CD19+CD39+Foxp3 +) por citometría de flujo. 

Para el fenotipo CD19+Foxp3+, CD19+CD39+ y CD19+CD39+FOXP3+ se utilizó un 

anticuerpo anti-CD19 conjugado con Isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Miltenyi), 

un anticuerpo anti-CD39 conjugado con (PERCY-Cyan 7) (Miltenyi) y un anti-Foxp3 

conjugado con (APC) (Miltenyi). Todos los anticuerpos anteriormente mencionados 

se añadieron a una concentración de 0.05 μg a 2x105 células por mililitro y se 

incubaron a 4°C en obscuridad durante 20 minutos. Para la inmunotinción intracelular 

del factor de transcripción Foxp3 se utilizó el buffer de la Foxp3 Transcription Factor 

Staining Buffer Kit (Invitrogen ™) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Finalmente, las muestras se adquirieron y analizaron en un FACSCanto II (BD 

Biosciences).  

Evaluación de los porcentajes de células CD4+Foxp3+, CD4+IL-17+, 

CD4+Foxp3+IL-17+ por citometría de flujo. 

Para determinar los porcentajes de las células Treg 17(CD4+Foxp3+IL-17+), 

CD4+Foxp3+, CD4+IL-17+, las PBMC de pacientes e individuos control fueron 

cultivadas estimuladas con perlas embebidas con anticuerpos anti-CD3/CD28 (una 

perla por célula, Thermo Fisher Scientific) e incubadas a 37°C, 5% de CO2 y 95% 

humedad por 5 horas. Tres horas antes de terminar el periodo de incubación se 

agregó brefeldin A (3ug/mL). Después del periodo de incubación las células se 

inmunotiñeron con los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-CD4 conjugado con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Miltenyi), anti-IL-17 conjugado con ficoeritrina 

(PE) (Miltenyi) y anti- Foxp3 conjugado con (APC). Todos utilizados a una 

concentración de 0.05 μg a 2 x 10 5 células por mililitro. Para la tinción intracelular de 

IL-17 y Foxp3 se utilizó el buffer Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Kit 
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(Invitrogen ™) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las muestras 

adquiridas y analizadas en un FACSCanto II (BD Biosciences).  

Evaluación de los porcentajes de células CD4+IFN-γ+, CD4+IL-10+ y CD4+IFN-

γ+IL-10+ por citometría de flujo 

Con la finalidad de determinar los porcentajes de las células IL-10-Th1 (CD4+IL-

10+IFN-γ+), CD4+IFN-γ+ y CD4+IL-10+, 1 x 106 de PBMC de pacientes y controles 

se cultivaron con medio RPMI completo que contenía 10% SFB y se estimularon con 

perlas embebidas con anticuerpos anti- CD3/CD28 (una perla por célula, Thermo 

Fisher Scientific) por un periodo de 6 horas. Las condiciones de incubación fueron 37 

° C de temperatura, 5% de CO2 y 95% humedad. Cuatro horas antes de terminar el 

periodo de incubación se agregó brefeldin A (3ug/mL). Finalizando el periodo de 

incubación las células fueron inmunoteñidas con los anticuerpos monoclonales; anti-

CD4 conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Miltenyi), anti-IFN-γ 

conjugado con ficoeritrina (PE) (Miltenyi) y anti-IL-10 conjugado con (APC). Todos 

utilizados a una concentración de 0.05 μg a 2x105 células por mililitro. Para la tinción 

intracelular de IL-10 y IFN-γ se utilizó el ensayo comercial Intracellular Fixation & 

Permeabilization Buffer Set, siguiendo las indicaciones del fabricante.  Finalmente, 

las muestras fueron adquiridas y analizadas en un FACSCanto II (BD Biosciences) 

obteniendo el porcentaje de células positivas.  

 Análisis estadístico  

El análisis de los datos se llevó a cabo utilizando una prueba de Shapiro-Wilk para 

evaluar la normalidad de los datos. Se utilizó la prueba U de Mann-Whitney para 

comparar las diferencias entre dos grupos independientes. La asociación entre los 

porcentajes de células  y los parámetros bioquímicos y antropométricos se evaluó 

mediante el análisis de correlación de Spearman. El análisis estadístico se realizó 

utilizando el software de GraphPad Prism 8.0. Sigma Stat (San Diego, Calif. USA). 

Se consideró significativa una p < 0,05. 
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VIII. Resultados 

Las características de los participantes en el estudio y  resultados de los parámetros 

bioquímicos y  medidas antropométricas, se muestran en la siguiente tabla. El grupo 

de pacientes con DM2 estaba formado por 10 mujeres y 5 hombres de edades entre 

los 50 y los 65 años (mediana de 53 años). El grupo control incluía 8 mujeres y 7 

hombres  de edades entre los 52 y los 65 años (mediana de 49 años). Los pacientes 

con DM2 mostraron niveles más altos de glucosa en ayuno, hemoglobina glicosilada 

(HBA1c), colesterol HDL y proteína C reactiva (PCR) que los sujetos control.  
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Porcentaje de células CD4+Foxp3+, CD4+IL-17+ y CD4+Foxp3+IL-17+ en 

pacientes con DM2 e individuos control. 

Las células T CD4 + Foxp3 + pueden adoptar uno de varios destinos funcionales y 

realizar distintos mecanismos dependiendo de las citocinas y el microambiente 

presente durante su activación inicial (57). Por lo que en este estudio nos propusimos 

investigar si en pacientes con DM2 las frecuencias de estas células se encuentran 

alteradas y si coexpresan el factor de transcripción Foxp3 y la citocina IL-17. De esta 

manera se examinó la frecuencia de células T CD4+ que expresan Foxp3 

(CD4+Foxp3+) la frecuencia de células T CD4+ que expresan IL-17+ (CD4+ IL-17+) 

y la frecuencia de células que expresaban tanto Foxp3 como IL-17 (CD4+Foxp3+IL-

17+) en las células circulantes de pacientes con DM2 e individuos control, tras una 

estimulación de 5 h utilizando el kit human T-activator beads (anti-CD3/28-coated 

(Thermo Fisher Scientific).Se observó un porcentaje elevado tanto de células CD4+ 

IL-17+ y CD4+Foxp3+IL-17+ en pacientes con DM2 respecto a individuos control 

(Fig.1b, Fig.1d), y una disminución en los porcentajes de células CD4+Foxp3+ en 

pacientes con DM2 en comparación con los individuos control (Fig.1c). En general, 

estos datos indican que en los pacientes con DM2 existe un incremento en las 

células efectoras (CD4+IL17+), una disminución de células (CD4+Foxp3+) y un 

mayor porcentaje de células T CD4 que expresan en conjunto  Foxp3 e IL-17 

(CD4+Foxp3+IL-17+).  

Porcentajes de células CD4+ IFN-γ+, CD4+IL-10+ y Th1+IL-10+ en pacientes con 

DM2 e individuos control  

En algunas patologías las células Th1 efectoras activadas desarrollan un mecanismo 

de autocontrol mediante el cual producen IL-10 (células Th1IL-10+) como un medio 

para prevenir el daño inmunitario colateral (48). De esta manera nos propusimos 

investigar si en la sangre de pacientes con DM2 se encontraba este fenotipo celular 

circulante, por lo que examinamos los porcentajes de células productoras de 

interleucina 10 pero no de IFN-γ (CD4+IL-10+IFN-γ-), las células T CD4+ productoras 
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de interferón pero no de IL-10  (CD4+IFN-γ+ IL-10-) y qué porcentaje de células 

producían ambas citocinas (CD4+IFN- γ+ IL-10+) tras una estimulación de 6 h 

utilizando utilizando el kit human T-activator beads anti-CD3/28-coated (Thermo 

Fisher Scientific). Se observó un incremento de células T CD4+IFN-γ+ en pacientes 

con DM2 respecto a los controles. Las células T CD4+IL-10+ y las células T CD4 + 

IFN-γ+IL-10+ (Th1-IL-10) mostraron niveles similares entre ambos grupos.  

Porcentaje de células Breg CD19+CD39+, CD19+Foxp3+ y CD19+CD39+Foxp3+ 

en pacientes con DM2 e individuos  control 

Las células T CD4+CD39+Foxp3+ son un grupo de células reguladoras capaces de 

inhibir de manera efectiva respuestas de tipo Th17 y Th1 (20), sin embargo, no 

existen determinaciones de un fenotipo similar en células B. Por lo tanto, quisimos 

evaluar si existía la presencia de los marcadores Foxp3+ y CD39 en células CD19+ y 

si sus frecuencias están alteradas en pacientes con DM2.  Se examinaron los 

porcentajes de las poblaciones de Bregs CD19+Foxp3+, CD19+CD39+ y células 

CD19+CD39+Foxp3+ en pacientes con DM2 e individuos control. Las poblaciones de 

CD19+Foxp3+ y CD19+CD39+Foxp3+ disminuyeron en el grupo de pacientes con 

DM2 (figura 3.c y 3.b respectivamente) en comparación con el grupo control. Las 

frecuencias en los porcentajes de CD19+CD39+ fueron similares en los pacientes 

con DM2 y los controles sanos. Estos resultados indican que existe una disminución 

en los fenotipos de células B CD19 Foxp3 + y CD19+CD39+Foxp3 + en los pacientes 

con DM2.  
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Análisis de correlación  

Para explorar la relación entre los porcentajes de células evaluadas y los parámetros 

bioquímicos y antropométricos, se realizó la correlación univariante-Spearman. Los 

niveles de células CD4+Foxp3+ se asociaron negativamente con el IMC y el ICC en 

pacientes con DM2 (tabla 2). Los porcentajes de CD4+IL-17+ se asociaron de 

manera negativa con las medidas antropométricas de ICC tanto en pacientes con 

DM2 como en el grupo control (tabla 2). Finalmente, los niveles de CD4+IL-

17+Foxp3+ (Treg17) se asociaron positivamente con el IMC en pacientes con DM2 

(tabla 2). En pacientes con DM2 se encontró una asociación positiva entre los 

porcentajes de células CD4+IL0+ con el IMC (tabla 3). En el grupo control, los niveles 

de células CD4+IFN-γ+ se asociaron positivamente con los niveles de triglicéridos en 

sangre y porcentajes de células TH1-IL-10+ con el ICC (tabla 3). Respecto a los 

porcentajes de células Breg, la población de células CD19+Foxp3+ se asoció 

negativamente con los niveles de colesterol total y colesterol LDL en el grupo control 

(tabla 4). 
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IX. Discusión 

La DM2 es un trastorno metabólico que se caracteriza por la presencia de 

inflamación crónica de bajo grado. Las respuestas efectoras de células de la 

inmunidad adaptativa Th1 y Th17 son unas de las principales promotoras de este 

estado inflamatorio y contribuyen a la progresión de la enfermedad, por lo que se 

sugiere que los pacientes con DM2 podrían beneficiarse de la supresión de la 

inflamación  a través de la regulación de células del sistema inmune.  

La diferenciación de células Th17, Th1 y Treg que surgen de precursores de T CD4+ 

se relacionan mutuamente y pueden ser controladas por el microambiente de 

citocinas circulantes. Por lo que su estadio de diferenciación inicial puede verse 

modificado y adoptar nuevas características o funciones (57); lo que conlleva a  

generar varias subpoblaciones de células T CD4+. Es por eso que en nuestro estudio 

determinamos la frecuencia de las células T CD4+ que expresan citocinas 

proinflamatorias (CD4+IL-17+ y CD4+IFN-γ+), las células con carácter regulador 

(CD4+Foxp3+ y CD4+IL-10+) y la frecuencia de las células CD4+Foxp3+IL-17+ 

(Treg17)  y CD4+IFN-γ+IL-10 (Th1 IL-10+) en pacientes con DM2 e individuos 

control. El análisis por citometría de flujo nos permitió determinar que existe una 

alteración en las frecuencias de células T CD4+. Específicamente, se observó un 

mayor porcentaje de células CD4+IL-17+, CD4+IFN-γ+ y CD4+Foxp3+IL-17+ en 

pacientes con DM2 respecto a individuos control. De manera interesante se encontró 

una asociación entre  la frecuencia de estas células con el IMC y los niveles de 

triglicéridos.  

En la obesidad, (IMC >30) el exceso de tejido adiposo se distribuye por todo el 

organismo o se concentra especialmente en determinadas regiones. Cuando el 

exceso de grasa se acumula de forma preferente en la cavidad abdominal, hablamos 

de obesidad abdominal o central (47). Esta se define por un perímetro de cintura de 

80 centímetros en mujeres y más de 90 centímetros en el caso de los hombres o 

índice cintura cadera (ICC<0.85 en mujeres o >0.94 en hombres). La obesidad 

abdominal al ser metabólicamente más activa es capaz de promover inflamación, ya 
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que los adipocitos y macrófagos del tejido adiposo visceral expresan directamente IL-

6, TNF-α e IL-1β (15, 23, 47). Se ha reportado que en pacientes con DM2 los niveles 

de estas citocinas se encuentran elevados (1, 8, 38, 46). Además, estas citocinas 

pueden inducir la expresión de IL-17 e IFN-γ en las células T CD4 (19, 53) e inhibir a 

células T CD4 Foxp3+  (29), lo que explicaría en parte los resultados encontrados en 

nuestro estudio, que indican que existe una respuesta descontrolada en la 

generación de células CD4+IL-17+ y CD4+INF-γ+.en pacientes con DM2 cuando las 

células son estimuladas. Nuestros hallazgos también demostraron que existe un 

incremento en el fenotipo celular  CD4+Foxp3+IL-17+ en células de pacientes con 

DM2 y que se asociaron al IMC. De acuerdo con nuestros resultados estudios 

previos han reportado porcentajes mayores de este fenotipo de células en pacientes 

con DM2 respecto a controles no diabéticos y estos también se asociaron con el IMC 

(58). Recientemente se describió que las células Treg humanas pueden expresar 

Foxp3, secretar IL-17 (6, 14, 32, 52) y que su papel podría ser mediador contra 

respuestas Th17 (45). Sin embargo, hay que resaltar que estas capacidades se 

pierden tras la estimulación con IL-1β e IL-6 in vitro (6). La transición del fenotipo de 

células Treg hacia Th17 se ha observado en enfermedades de carácter inflamatorio 

como la artritis reumatoide (AR), en donde se demostró que las células T CD4 CD25 

low Foxp3+ en el sinovio regulan de manera negativa la expresión de Foxp3 y se 

convierten en células Th17 de forma dependiente de la IL-6 (33). Así mismo,  en un 

estudio realizado en sujetos sanos, las células productoras de IL-17 derivadas de 

células T reguladoras (Treg) mostraron una expresión elevada del factor de 

transcripción RORγt relacionado con Th17 y este proceso de diferenciación hacia 

Th17 se vio potenciado por IL-1β (32). Es plausible que en nuestro estudio las 

células CD4+Foxp3+IL-17+ (Treg17) observadas representen una subpoblación de 

células CD4+ Foxp3+  inestables que se encuentran en transición a células efectoras 

Th17; esto como resultado del incremento de IL-6 e IL-1β en los pacientes con DM2. 

Por lo que dentro de las perspectivas a futuro sería conveniente evaluar las 

interacciones entre el perfil de citocinas de los pacientes con DM2 y el papel de este 

fenotipo celular, además de incluir ensayos de supresión.  
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Estos resultados muestran evidencia de que en pacientes con DM la obesidad y 

dentro de esta, la obesidad abdominal, son los principales factores que alteran la 

diferenciación de las células T CD4 +; las cuales pueden mostrar una plasticidad 

inherente para convertirse en células T efectoras. Además, como consecuencia de la 

plasticidad y las redes de interacción  de las células T CD4 + es posible encontrar en 

circulación células T CD4 + que además de producir interferón gamma también 

produzcan IL-10 (10, 48). En nuestro estudio los porcentajes de estas células 

(CD4+IFN-γ+IL-10+ y CD4+IL-10+) fueron similares en ambos grupos, demostrando 

que a diferencia de las otras subpoblaciones de células T CD4+, su diferenciación no 

se ve afectada por el microambiente característico de pacientes con DM2.  

Por otro lado, se ha observado que las células Treg Foxp3 + presentan una menor 

capacidad de suprimir a las células T efectoras en algunas patologías, y la DM2 no 

es la excepción. En pacientes con DM2 las células Treg Foxp3+ CD25hiCD127 

presentan una actividad de supresión menor contra células T efectoras a 

comparación de las células CD4+CD25hiCD127- de controles sin DM2 (58). Por lo 

que es necesario centrar la búsqueda de nuevos fenotipos celulares como las células 

Treg CD39+ que regulen respuestas Th1 y Th17 en estos pacientes. La 

ectonuclidasa CD39 se expresa en todas las células T Foxp3 + en ratones y también 

se ha observado su presencia en humanos (20). La expresión de CD39 se regula por 

el factor de transcripción Foxp3 específico de Treg y su actividad catalítica se 

potencia fuertemente potenciada por la unión del receptor de células T (TCR) en las 

células CD4+ (7). Sin embargo, la participación de las células B (CD19 +) es menos 

clara y no existía evidencia de un subconjunto de células B que expresaran Foxp3 y 

CD39. Es por eso que en este estudio determinamos la frecuencia de células CD19 + 

que expresaran Foxp3, la frecuencia de células CD19 + que expresaban CD39, y 

finalmente las células CD19 + que expresaran CD39 y Foxp3 en la sangre de  

pacientes con DM2 e individuos control de manera basal. 

Se encontró una disminución en los porcentajes de células CD19+Foxp3+ en 

pacientes con DM2 respecto a individuos control. De manera similar, en pacientes 
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con AR las proporciones de estas células reguladoras están disminuidas (22) y se 

relacionan con estadios más avanzados de la enfermedad. Y aunque el papel de 

Foxp3 en células B aún no está del todo esclarecido, parece ser que la presencia de 

este fenotipo celular tiene especial importancia en la regulación de la inflamación. 

Además, el análisis de correlación en nuestros resultados mostró una asociación de 

este fenotipo celular con los niveles de colesterol total y niveles de lipoproteínas de 

baja densidad (LDL-c) en el grupo control. De acuerdo con nuestros datos, reportes 

de otras investigaciones han encontrado la asociación de frecuencias de algunos 

fenotipos de células Breg con niveles de lípidos en sangre en pacientes con DM2 

(38). Lo que nos lleva a proponer  que alteraciones en el nivel de lípidos en sangre 

pueden conducir a alteraciones en los porcentajes e incluso en la actividad de los 

fenotipos de células B reguladoras.  

Como se mencionó anteriormente, en las células T la expresión de CD39 está 

mutuamente vinculada a la expresión de Foxp3. No obstante, aún no está descrita la 

expresión de CD39 en las células CD19+, ya que a pesar de encontrar un porcentaje 

disminuido de células CD19+CD39+Foxp3+ en pacientes con DM2, las células 

CD19+CD39+Foxp3- se encontraron en porcentajes similares en ambos grupos. 

Respecto a esto, del total de células CD19+, entre el 60 y 80% expresaron el 

marcador CD39 tanto en pacientes con DM2 como en sujetos control. Por lo que a 

primera instancia no pareciera que la expresión de CD39 en células B dependa de la 

expresión de Foxp3. Es necesario, por lo tanto, realizar un análisis más profundo 

para comprender el vínculo entre CD39 y Foxp3 en células B.  

Finalmente, en nuestro estudio demostramos por primera vez la presencia de células 

B CD19+CD39+Foxp3 + en la sangre periférica de sujetos sanos y pacientes 

diabéticos; en estos últimos su frecuencia se encontró disminuida. Anteriormente se 

ha demostrado la existencia de células T reguladoras CD39 + que tienen la 

capacidad de suprimir la proliferación de células Th1 y células Th17. El principal 

mecanismo mediante el cual realizan dicha supresión es mediante la hidrólisis de 

ATP por parte de la ectonucleasa CD39 (20), lo cual conduce a la formación de ADP 
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o AMP que puede generar adenosina. La adenosina, mediante la unión al receptor 

A2A, tiene efectos inmunosupresores sobre las células T (43). El ATP provoca 

respuestas pro-inflamatorias por parte del sistema inmune (40) ya que al ser una 

señal de daño induce la activación del inflamasoma y la liberación de IL-1, la cual 

promueve la diferenciación de células Th17. En ese sentido, se ha reportado que en 

pacientes con DM2 y en ratones diabéticos los niveles de eATP (ATP extracelular), 

se encuentran elevados a comparación de sus controles no diabéticos. (50, 54, 56). 

Además, se ha observado que al bloquear la actividad de CD39, se incrementa la 

producción de IL-17 por parte de las células T y que el ATP puede promover a las 

células Th17 in vivo (20). Estos datos junto con los hallazgos de este estudio nos 

llevan a proponer que la elevada frecuencia de células CD4+IFN-γ+  y CD4+IL-17+ 

encontradas en pacientes con DM2 podrían deberse a la disminución de células 

CD19+Foxp3+CD39 +.Sin embargo esta hipótesis deberá comprobarse en estudios 

futuros. 
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X. Conclusión 

En este trabajo se demostró que existe una alteración en los niveles de las células T 

CD4+ de pacientes con DM2. De manera particular se encontró un incremento de 

células CD4+IL-17+, CD4+IFN-γ+ y CD4+Foxp3+IL-17+. Por otra parte, resulta 

interesante destacar que se observó una disminución en la cantidad de células 

CD19+CD39-Foxp3+ CD19+CD39+Foxp3+, que son subconjuntos de células Breg 

(células reguladoras B humanas) reportados por primera vez en este estudio, y que 

podrían participar en la supresión de las células Th17 y Th1. Las alteraciones 

observadas en los fenotipos evaluados parecen ser consecuencia de factores que 

acompañan a la DM2, como la obesidad, la obesidad abdominal y las alteraciones en 

los niveles de lípidos. Dada la importancia que tienen las células Th17 y Th1 en la 

promoción de la inflamación y las complicaciones en la DM2, es esencial comprender 

el control de estas respuestas efectoras. En este sentido, los resultados de este 

estudio presentan bases para el desarrollo de estrategias destinadas a suprimir la 

inflamación en pacientes con DM2 a través de la regulación de las células del 

sistema inmune. Esto abre nuevas perspectivas en la búsqueda de enfoques 

terapéuticos para el tratamiento de la DM2 y sus complicaciones asociadas. 
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