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Andlisis de la frecuencia y actividad de células reguladoras (Breg, Tregl7y
Th1-IL-10) en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 e individuos control.

Resumen

Introduccion. En el proceso de patogénesis de la DM2 se observa una respuesta
inmune con fenotipo proinflamatorio con el aumento de células T efectoras Thl7 y
Th1l que provocan un incremento de citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a, IL-
18, IL-17 e IFN-y. Estas citocinas al promover la resistencia a la insulina y la
disfuncion y destruccion de las células beta pancreaticas, contribuyen al desarrollo y
la progresion de la enfermedad. Algunas subpoblaciones de células reguladoras
como las Tregl7 (CD4+FOXP3+IL-17+), las células Breg CD19+Foxp3+,
CD19+CD39+, CD19+Foxp3+CD39+ y las células Thl productoras de IL-10
(CD4+IFN-y+IL-10+) modulan e inhiben la actividad de las células efectoras Thl y

Th17 a través de diferentes mecanismos supresores.

Objetivo. Determinar la frecuencia de células CD4+Foxp3+IL-17+, CD4+Foxp3+
CD4+IL-17+, CDA4+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, asi como su relacion con pardmetros antropométricos, de
resistencia a la insulina, funcionalidad de las células beta pancreaticas, control

glucémico e inflamacién.

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 centrifugacion
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 tifiieron con anticuerpos
monoclonales especificos para los antigenos CD4, Foxp3, IL-17, IL-10, IFN-y
conjugados con fluorocromos. Para la identificacion de los fenotipos de Breg otra

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



Foxp3 conjugados con flourocromos. Las muestras se adquirieron en una
FACSCanto Il. El porcentaje de células positivas se determin6 con el software FACS-
Diva (BD Biosciences). El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de
Kruskal-Wallis y el analisis univariable de correlacion de Spearman. Se considerd un
valor de (P< 0,05) como significativos. Los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el software de GraphPad Prism 8.0, San Diego, Calif. EE.UU.

Resultados. Se observo un incremento en la frecuencia de células CD4+ IL17+,
CD4+Foxp3+IL-17+ y CD4+IFN-y+ en pacientes con DM2 en comparacién con
individuos control. Los porcentajes de células CD4+IL-10+ y CD4+IFN-y+IL-10+
fueron similares entre ambos grupos. Por otro lado, se observé una disminucién en
los porcentajes de células CD19+Foxp3+ y CD19+CD39+Foxp3+ en pacientes con
DM2 en comparacion a los sujetos control. Se encontré6 una asociacion entre los
niveles de células CD4+Foxp3+IL-17-, CD4+ Foxp3-IL-17+, CD4+IL-17+Foxp3+ vy el
IMC (indice de masa corporal) y el ICC (indice 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-y + y CD4+IFN-y+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.

Conclusion. Existe una alteracion en las células T CD4+ activadas de pacientes con
DM2 que consistio en un incremento del nimero de células CD4+IL-17+, CD4+IFN-
y+ y CD4+Foxp3+IL-17+, y una disminucién de células reguladoras; CD4+Foxp3+,
CD19+Foxp3+ y CD19+CD39+Foxp3+.Esta alteracion es consecuencia de factores
como la obesidad, adiposidad abdominal y los niveles de lipidos. Dada la importancia
de las células Th1l7 y Thl en la promocion de la inflamacién y las complicaciones en
la DM2, los resultados de este estudio pueden sentar bases para la blusqueda de
estrategias dirigidas a la regulacion de células del sistema inmune, lo que permitira la

supresion de la inflamacion en pacientes con DM2.

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



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 Thl
effector T cells that cause an increase in the systemic level of proinflammatory
cytokines such as IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-17 and IFN-y. 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
Tregl7 (CD4+FOXP3+IL-17+), Foxp3+CD39+ B cells and IL-10 producing Thl cells
(IL-10-Th1+) modulate and inhibit the activity of Thl 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+, CDA4+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 Il. 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)



Results. An increased frequency of CD4+IL17+, CD4+Foxp3+IL-17+ and CD4+IFN-
y+ cells was observed in patients with DM2 compared to control individuals. The
percentages of CD4+ IL-10+ and CD4+IFN-y+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-y+ cells were also associated with BMI in patients with DM2. In the control
group we found an association of CD4+IFN-y + and CD4+IFN- y+ 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-y+ 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
Th1l7 and Thl 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 Thl, which will allow the

suppression of inflammation in patients with DM2.

Key words: DM2, Treg 17, Th1IL-10, Bregs
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l. Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabdlica que se considera un
problema de salud mundial, ya que su tratamiento y complicaciones generan un gran
costo econdmico para los servicios de salud. Se caracteriza por presentar
hiperglucemia cronica debido a la incapacidad del pancreas 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 relacién entre la DM2
y la alteracion de la inmunidad innata y adaptativa generando una inflamacion
sistémica cronica de bajo grado (23, 35). Estas alteraciones inmunolégicas son en
gran medida el resultado de la respuesta a los niveles elevados de ligandos
enddgenos como los acidos grasos libres o los productos finales de la glicacion
avanzada, que pueden estimular a las células inmunes para que sinteticen citocinas
proinflamatorias como la IL-6, TNF-a e IL-1B (16, 23). Estas citocinas contribuyen a la
progresion 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 actian a nivel del sustrato del receptor de la
insulina (IRS) inhibiendo la activacion de la cascada de sefializacion de esta
hormona (27), 2) Suprimiendo la transcripciéon del ARN mensajero que codifica para
el IRS a través de mecanismo dependiente de la activacién de la cinasa ERK (26).
3) A través de la induccién de la degradacion del IRS por el proteosoma (41, 44). La
pérdida de masa y alteracion de la funcion de las células beta pancreéticas también
se encuentra ligada a la accion de citocinas pro-inflamatorias como IFNy, IL-1B3, TNF-
a e IL-17 (18). Se ha reportado que la IL-1B e IFN-y inhiben la secrecion de insulina
(11, 12). Por otra parte, a la citocina IL-17 se le atribuye un papel fundamental en la
destruccion de células beta pancreaticas, ya que al interactuar esta citocina con su
receptor expresado en estas células se desencadena la expresion de genes

apoptéticos con la eventual muerte celular (3, 24).



Adicionalmente, se observd un sesgo en la respuesta inmune hacia un fenotipo pro
inflamatorio por un incremento de Thl y Th17, ya que en pacientes con DM2 se han
observado porcentajes elevados de células T IL-17+ y células IFN-y+. (38,
55).Asimismo, se reportd 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.

Il. Antecedentes

Dado que las respuestas efectoras de tipo Thl y Th1l7 son causantes de procesos
inflamatorios que contribuyen al desarrollo y progresion de la DM2, es importante
conocer su regulacion. Existen varios tipos de células reguladoras que participan en
la tolerancia inmunolégica y la inflamacion, las mas estudiadas son las células
derivadas de las células T CD4+, las cuales se diferencian por su origen, expresion,
moléculas que expresan en su superficie o el factor de transcripcion Foxp3. Sin
embargo, las células T CD4+ muestran un alto grado de plasticidad, lo que quiere
decir que su diferenciacion inicial no es el punto final de su desarrollo, ya que son
capaces de adaptarse durante una respuesta inmune segun el microambiente en el
que se encuentren (30). En este sentido, se demostrd que la IL-6 puede inducir la
diferenciacion de células Thl7 a partir de células T reguladoras (Foxp3+ Treg) en
presencia de TGF-. Estas células representan un fenotipo de células T reguladoras-
Foxp3+ productoras de IL-17 conocidas como Tregl7 (52, 36). Ademas, estas
células se caracterizan por secretar IL-17, co-expresar los factores de transcripcion
Foxp3 y ROR-t e inhibir la proliferaciéon de células T CD4+, mediante el contacto
célula-célula. En un modelo de lupus eritematoso generalizado se demostrd que en
ratones deficientes de células Tregl7, existe un aumento de los niveles de
autoanticuerpos, el dafo renal y el numero de células Th17 (31); indicando que las

células Tregl7 controlan la actividad de las células Th17



Debido a los mecanismos de retroalimentacion entre los distintos fenotipos de células
CD4+ se ha descubierto también que el IFN-y derivado de células Th1 puede inhibir
la expresion local de la quimiocina CCL20, actuando a través de su receptor CCR6
en las células Thl7, limitando asi la respuesta inmune Th1l7 en un modelo de
glomerulonefritis murina (39). Aunado a esto, se describi6 una subpoblacion de
células que producen niveles elevados de IFN-y e IL-10 inducida por IL-12 (21, 48),
la cual se ha sugerido que representa un subtipo de células que podria regular a la
baja las respuestas y proliferacion de Thl (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 patologias su funcion se ve afectada
(17, 34, 51, 58) y que ademas las células Th17 pueden ser resistentes a la supresion
por parte de las células Treg humanas (20). Recientemente, se demostrd que células
T reguladoras que expresan CD39 pueden suprimir de manera eficiente a células
Thl y Th17 (20), asimismo, se ha demostrado que las células T CD39 + Foxp3 +
modulan la funcion de células T efectoras a través de la degradacién de ATP (7). El
ATP se considera una sefial de dafio que induce la activacion del inflamasoma y la
liberacion de IL-1pB, la cual es esencial para la diferenciacion de células Thl7 (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
Unicas células capaces de inhibir respuestas efectoras; también existen fenotipos de
células B; como las células B 10 que tienen una participacion en la inhibicién de la
actividad de las células Thl7 y Thl y en la promocion del desarrollo de células T
reguladoras (9). Ademas, anteriormente, se consideraba que el factor de
transcripcion 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 comprension de su funcién en este tipo celular. No obstante, hasta
el momento no se ha investigado la presencia simultanea de los marcadores CD39 y
Foxp3 en células B. Por consiguiente, la investigacion de este fenotipo podria
resultar relevante para comprender un nuevo grupo de células capaces de regular las

respuestas de tipo Thly Thl7.



I". Justificacion

Los hallazgos expuestos con anterioridad sugieren que las células Thl y Thl7
desempeiian un papel en la generacion de la inflamacién crénica en la diabetes tipo
2 (DM2), la resistencia a la insulina y la disfuncion de las células beta pancreaticas.
Aunque algunos subtipos de células reguladoras modulan la actividad de las células
Thl y Thl7, no se ha descrito su frecuencia, actividad y su asociacion con
paradmetros bioquimicos 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 propdsito de determinar si el microambiente diabetogénico

las altera y si estas contribuyen a la patologia de la enfermedad.



V. Hipotesis

Las células reguladoras Tregl7, células Breg (CD19+CD39+ y CD19+Foxp3+) y
células Thl productoras de IL-10 se encuentran disminuidas en pacientes con DM2

comparados con pacientes con pre-diabetes e individuos control.



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,
Tregl7, CD19+Foxp3+, CD19+CD39+, CD19+CD39+Foxp3+, y si estas contribuyen
a la patologia de la enfermedad.

VI. Objetivos especificos

1. Determinar las frecuencias de células CD4+Foxp3+, CD4+IL-17+
CD4+Foxp3+IL-17+ (Tregl7), 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 citometria de flujo

2. Evaluar la asociacion entre la frecuencias de las células y los parametros
bioguimicos de resistencia a la insulina (HOMA-IR), funcionalidad de las células beta
del pancreas (HOMA-B), perfil de lipidos (TG, colesterol, LDL, HDL), control
glucémico (HbA1c), inflamacion (PCR) asi como medidas antropométricas de IMC
(indice de masa corporal) e ICC (indice cintura cadera) por medio de analisis
estadistico de matrices de correlacion.



VII. Metodologia

Voluntarios Participantes

Esta investigacion fue aprobada por el comité bioético de la Comision Nacional de
Investigacion Cientifica del IMSS con numero de registro (R-2018-785-072) y se
realiz6 de acuerdo a la declaracion de Helsinki (42). Los individuos reclutados en
este estudio fueron catalogados como pacientes diabéticos con un valor de glucosa
plasmatica en ayuno (FPG) >126 mg/dl, e individuos normoglucémicos (grupo
control) con un valor de glucosa plasmatica en ayuno (FPG) < 100 mg/dl, segun los
criterios de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) (2). Los parametros
antropometricos y bioguimicos de los participantes se muestran en la Tabla 1. Los
criterios de exclusion 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.

Examenes de laboratorio

El control glucémico se evalu6 mediante los porcentajes de HbAlc. El HOMA-B se
utilizé para determinar la funcionalidad de las células beta pancreéticas; 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 plasmatica en ayuno
(FPG), los triglicéridos, el colesterol total, niveles séricos de HDL y LDL y niveles de
proteina C reactiva en suero (PCR) se determinaron por un laboratorio de analisis

clinicos privado.

Aislamiento de células mononucleares de sangre venosa periférica

Se realiz6 una dilucién de la sangre venosa periférica (1:2) con buffer de fosfatos
(PBS). Esta mezcla se adicion6 a un tubo Falcon conteniendo 3 mL de Ficoll-
Hypaque, se centrifugd a 2500 rpm por 20 minutos. Posteriormente, se realizo la

extraccion de la capa de células mononucleares y se realizé un lavado con PBS dos
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veces; centrifugando a 1500 rpm por 5 minutos. Se cont6 el numero de las células
mononucleares en una camara de Neubauer utilizando azul de tripano al 10%. Se

obtuvo un porcentaje de viabilidad del 98%.

Evaluacion de los porcentajes de células Breg (CD19+CD39 +, CD19+Foxp3 +,
CD19+CD39+Foxp3 +) por citometria de flujo.

Para el fenotipo CD19+Foxp3+, CD19+CD39+ y CD19+CD39+FOXP3+ se utilizd un
anticuerpo anti-CD19 conjugado con Isotiocianato de fluoresceina (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 afiadieron a una concentracién de 0.05 pg a 2x10° células por mililitro y se
incubaron a 4°C en obscuridad durante 20 minutos. Para la inmunotincién intracelular
del factor de transcripcion Foxp3 se utilizo 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 Il (BD

Biosciences).

Evaluacion de los porcentajes de células CD4+Foxp3+, CD4+IL-17+,
CD4+Foxp3+IL-17+ por citometria 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 CO, y 95%
humedad por 5 horas. Tres horas antes de terminar el periodo de incubacion se
agrego brefeldin A (3ug/mL). Después del periodo de incubacién las células se
inmunotifieron con los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-CD4 conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Miltenyi), anti-IL-17 conjugado con ficoeritrina
(PE) (Miltenyi) y anti- Foxp3 conjugado con (APC). Todos utlizados a una
concentracion de 0.05 pg a 2 x 10 ° células por mililitro. Para la tincién intracelular de

IL-17 y Foxp3 se utilizd 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 Il (BD Biosciences).

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

y+IL-10+ por citometria de flujo

Con la finalidad de determinar los porcentajes de las células IL-10-Thl (CD4+IL-
10+IFN-y+), CD4+IFN-y+ y CD4+IL-10+, 1 x 10° de PBMC de pacientes y controles
se cultivaron con medio RPMI completo que contenia 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 incubacién fueron 37
° C de temperatura, 5% de CO; y 95% humedad. Cuatro horas antes de terminar el
periodo de incubacion se agregd brefeldin A (3ug/mL). Finalizando el periodo de
incubacion las células fueron inmunotefidas con los anticuerpos monoclonales; anti-
CD4 conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Miltenyi), anti-IFN-y
conjugado con ficoeritrina (PE) (Miltenyi) y anti-IL-10 conjugado con (APC). Todos
utilizados a una concentracién de 0.05 ug a 2x10° células por mililitro. Para la tincién
intracelular de IL-10 y IFN-y se utilizdé el ensayo comercial Intracellular Fixation &
Permeabilization Buffer Set, siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente,
las muestras fueron adquiridas y analizadas en un FACSCanto Il (BD Biosciences)

obteniendo el porcentaje de células positivas.

Analisis estadistico

El analisis de los datos se llevé a cabo utilizando una prueba de Shapiro-Wilk para
evaluar la normalidad de los datos. Se utilizd la prueba U de Mann-Whitney para
comparar las diferencias entre dos grupos independientes. La asociacion entre los
porcentajes de células y los parametros bioquimicos y antropométricos se evaluo
mediante el andlisis de correlacion de Spearman. El analisis estadistico se realizo
utilizando el software de GraphPad Prism 8.0. Sigma Stat (San Diego, Calif. USA).

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

Las caracteristicas de los participantes en el estudio y resultados de los parametros
bioquimicos 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 afios (mediana de 53 afos). El grupo control incluia 8 mujeres y 7
hombres de edades entre los 52 y los 65 afios (mediana de 49 afios). Los pacientes
con DM2 mostraron niveles mas altos de glucosa en ayuno, hemoglobina glicosilada

(HBALc), colesterol HDL y proteina 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 activacion 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 transcripcion Foxp3 y la citocina IL-17. De esta
manera se examin6é 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
estimulacién de 5 h utilizando el kit human T-activator beads (anti-CD3/28-coated
(Thermo Fisher Scientific).Se observd 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 disminucién en los porcentajes de células CD4+Foxp3+ en
pacientes con DM2 en comparacion 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 disminucion 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-y+, CD4+IL-10+ y Th1+IL-10+ en pacientes con

DM2 e individuos control

En algunas patologias las células Thl efectoras activadas desarrollan un mecanismo
de autocontrol mediante el cual producen IL-10 (células Th1IL-10+) como un medio
para prevenir el dafio 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-y (CD4+IL-10+IFN-y-), las células T CD4+ productoras
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de interferén pero no de IL-10 (CD4+IFN-y+ IL-10-) y qué porcentaje de células
producian ambas citocinas (CD4+IFN- y+ IL-10+) tras una estimulacién de 6 h
utilizando utilizando el kit human T-activator beads anti-CD3/28-coated (Thermo
Fisher Scientific). Se observo un incremento de células T CD4+IFN-y+ en pacientes
con DM2 respecto a los controles. Las células T CD4+IL-10+ y las células T CD4 +
IFN-y+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 Thl7 y Thl (20), sin embargo, no
existen determinaciones de un fenotipo similar en células B. Por lo tanto, quisimos
evaluar si existia la presencia de los marcadores Foxp3+y CD39 en células CD19+y
si sus frecuencias estan 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 comparacion 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 disminucién
en los fenotipos de células B CD19 Foxp3 + y CD19+CD39+Foxp3 + en los pacientes
con DM2.
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Anélisis de correlacién

Para explorar la relacién entre los porcentajes de células evaluadas y los pardmetros
bioguimicos y antropométricos, se realizd la correlacién 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+ (Tregl7) se asociaron positivamente con el IMC en pacientes con DM2
(tabla 2). En pacientes con DM2 se encontré6 una asociacién positiva entre los
porcentajes de células CD4+ILO+ con el IMC (tabla 3). En el grupo control, los niveles
de células CD4+IFN-y+ 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 poblaciéon de células CD19+Foxp3+ se asocio
negativamente con los niveles de colesterol total y colesterol LDL en el grupo control
(tabla 4).
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IX. Discusiodn

La DM2 es un trastorno metabdlico que se caracteriza por la presencia de
inflamacion cronica de bajo grado. Las respuestas efectoras de células de la
inmunidad adaptativa Thl y Thl7 son unas de las principales promotoras de este
estado inflamatorio y contribuyen a la progresion de la enfermedad, por lo que se
sugiere que los pacientes con DM2 podrian beneficiarse de la supresion de la

inflamacion a través de la regulacion de células del sistema inmune.

La diferenciacion de células Th1l7, Thly 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 diferenciacion inicial puede verse
modificado y adoptar nuevas caracteristicas 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-y+), las células con caracter regulador
(CD4+Foxp3+ y CD4+IL-10+) y la frecuencia de las células CD4+Foxp3+IL-17+
(Tregl7) y CDA4+IFN-y+IL-10 (Thl IL-10+) en pacientes con DM2 e individuos
control. El andlisis por citometria de flujo nos permitié6 determinar que existe una
alteracion en las frecuencias de células T CD4+. Especificamente, se observé un
mayor porcentaje de células CD4+IL-17+, CD4+IFN-y+ y CD4+Foxp3+IL-17+ en
pacientes con DM2 respecto a individuos control. De manera interesante se encontro
una asociacion 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 o0 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 perimetro de cintura de
80 centimetros en mujeres y mas de 90 centimetros en el caso de los hombres o
indice cintura cadera (ICC<0.85 en mujeres o >0.94 en hombres). La obesidad

abdominal al ser metabdlicamente mas activa es capaz de promover inflamacion, ya
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que los adipocitos y macrofagos del tejido adiposo visceral expresan directamente IL-
6, TNF-a e IL-1B (15, 23, 47). Se ha reportado que en pacientes con DM2 los niveles
de estas citocinas se encuentran elevados (1, 8, 38, 46). Ademas, estas citocinas
pueden inducir la expresion de IL-17 e IFN-y en las células T CD4 (19, 53) e inhibir a
células T CD4 Foxp3+ (29), lo que explicaria en parte los resultados encontrados en
nuestro estudio, que indican que existe una respuesta descontrolada en la
generacion de células CD4+IL-17+ y CD4+INF-y+.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 describié que las células Treg humanas pueden expresar
Foxp3, secretar IL-17 (6, 14, 32, 52) y que su papel podria ser mediador contra
respuestas Thl7 (45). Sin embargo, hay que resaltar que estas capacidades se
pierden tras la estimulacién con IL-1B e IL-6 in vitro (6). La transicion del fenotipo de
células Treg hacia Th1l7 se ha observado en enfermedades de caracter inflamatorio
como la artritis reumatoide (AR), en donde se demostrd que las células T CD4 CD25
low Foxp3+ en el sinovio regulan de manera negativa la expresion de Foxp3 y se
convierten en células Th1l7 de forma dependiente de la IL-6 (33). Asi mismo, en un
estudio realizado en sujetos sanos, las células productoras de IL-17 derivadas de
células T reguladoras (Treg) mostraron una expresion elevada del factor de
transcripcion RORVyt relacionado con Th17 y este proceso de diferenciacién hacia
Th1l7 se vio potenciado por IL-1B (32). Es plausible que en nuestro estudio las
células CD4+Foxp3+IL-17+ (Tregl7) observadas representen una subpoblacién de
células CD4+ Foxp3+ inestables que se encuentran en transicion a células efectoras
Th17; esto como resultado del incremento de IL-6 e IL-1B en los pacientes con DM2.
Por lo que dentro de las perspectivas a futuro seria conveniente evaluar las
interacciones entre el perfil de citocinas de los pacientes con DM2 y el papel de este

fenotipo celular, ademas de incluir ensayos de supresion.
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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
diferenciacion de las células T CD4 +; las cuales pueden mostrar una plasticidad
inherente para convertirse en células T efectoras. Ademas, como consecuencia de la
plasticidad y las redes de interaccion de las células T CD4 + es posible encontrar en
circulacién células T CD4 + que ademas de producir interferbn gamma también
produzcan IL-10 (10, 48). En nuestro estudio los porcentajes de estas células
(CD4+IFN-y+IL-10+ y CD4+IL-10+) fueron similares en ambos grupos, demostrando
que a diferencia de las otras subpoblaciones de células T CD4+, su diferenciacion no
se ve afectada por el microambiente caracteristico 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 patologias, y la DM2 no
es la excepcion. En pacientes con DM2 las células Treg Foxp3+ CD25hiCD127
presentan una actividad de supresion menor contra células T efectoras a
comparacion de las células CD4+CD25hiCD127- de controles sin DM2 (58). Por lo
que es necesario centrar la busqueda de nuevos fenotipos celulares como las células
Treg CD39+ que regulen respuestas Thl y Thl7 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 expresion de CD39 se regula por
el factor de transcripciobn Foxp3 especifico de Treg y su actividad catalitica se
potencia fuertemente potenciada por la unién del receptor de células T (TCR) en las
células CD4+ (7). Sin embargo, la participacion de las células B (CD19 +) es menos
clara y no existia 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 encontré0 una disminucion 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 estan disminuidas (22) y se
relacionan con estadios mas avanzados de la enfermedad. Y aunque el papel de
Foxp3 en células B aun no esta del todo esclarecido, parece ser que la presencia de
este fenotipo celular tiene especial importancia en la regulacion de la inflamacion.
Ademas, el analisis de correlacion en nuestros resultados mostré una asociacion de
este fenotipo celular con los niveles de colesterol total y niveles de lipoproteinas de
baja densidad (LDL-c) en el grupo control. De acuerdo con nuestros datos, reportes
de otras investigaciones han encontrado la asociacion de frecuencias de algunos
fenotipos de células Breg con niveles de lipidos en sangre en pacientes con DM2
(38). Lo que nos lleva a proponer que alteraciones en el nivel de lipidos en sangre
pueden conducir a alteraciones en los porcentajes e incluso en la actividad de los

fenotipos de células B reguladoras.

Como se mencion6é anteriormente, en las células T la expresion de CD39 esta
mutuamente vinculada a la expresion de Foxp3. No obstante, alin no esta descrita la
expresion 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 expresion de CD39 en células B dependa de la
expresion de Foxp3. Es necesario, por lo tanto, realizar un andlisis mas profundo

para comprender el vinculo 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 ultimos su frecuencia se encontré disminuida. Anteriormente se
ha demostrado la existencia de células T reguladoras CD39 + que tienen la
capacidad de suprimir la proliferacion de células Thl y células Thl7. El principal
mecanismo mediante el cual realizan dicha supresion es mediante la hidrdlisis de

ATP por parte de la ectonucleasa CD39 (20), lo cual conduce a la formaciéon de ADP
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o AMP que puede generar adenosina. La adenosina, mediante la union al receptor
A2A, tiene efectos inmunosupresores sobre las células T (43). EI ATP provoca
respuestas pro-inflamatorias por parte del sistema inmune (40) ya que al ser una
sefial de dafio induce la activacion del inflamasoma y la liberacion de IL-18, la cual
promueve la diferenciacion de células Th1l7. 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 comparacion de sus controles no diabéticos. (50, 54, 56).
Ademas, se ha observado que al bloquear la actividad de CD39, se incrementa la
produccion 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-y+ y CD4+IL-17+
encontradas en pacientes con DM2 podrian deberse a la disminucion de células
CD19+Foxp3+CD39 +.Sin embargo esta hipotesis deberd comprobarse en estudios

futuros.
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X. Conclusion

En este trabajo se demostro que existe una alteracion en los niveles de las células T
CD4+ de pacientes con DM2. De manera particular se encontré un incremento de
células CD4+IL-17+, CD4+IFN-y+ y CD4+Foxp3+IL-17+. Por otra parte, resulta
interesante destacar que se observé una disminucién 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
podrian participar en la supresion de las células Thl7 y Thl. Las alteraciones
observadas en los fenotipos evaluados parecen ser consecuencia de factores que
acompafan a la DM2, como la obesidad, la obesidad abdominal y las alteraciones en
los niveles de lipidos. Dada la importancia que tienen las células Thl7 y Thl en la
promocién de la inflamacion 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
inflamacion en pacientes con DM2 a través de la regulacion de las células del
sistema inmune. Esto abre nuevas perspectivas en la busqueda de enfoques

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