
CENTRO DE INVESTIGACIÓN Y DE ESTUDIOS 

AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITÉCNICO NACIONAL 

 

UNIDAD ZACATENCO 

DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA MOLECULAR 

 

“Expresión de CRTAM en linfocitos NKT y su asociación con la producción 

de IFNγ en individuos sanos y pacientes con diabetes tipo 1” 

 

 

Tesis que presenta 

Nonantzin Alicia Beristain Covarrubias 

 

 

Para obtener el Grado de  

Doctora en Ciencias 

 

en la Especialidad de 

Biomedicina Molecular 

 

 

Director de Tesis:  

Dr. Vianney Francisco Ortiz Navarrete 

 

 

 

 

México, D.F., Julio 2015. 

 



 

 

 

 

 

Director de tesis: 

Dr. Vianney Francisco Ortiz Navarrete 

 

 

 

 

 

 

Asesores de Tesis 

Dra. Laura Cecilia Bonifaz Alfonzo 

Dra. Leticia Cedillo Barrón 

Dra. Ma. Carmen Sánchez Torres 

Dr. Leopoldo Santos Argumedo 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Agradezco a CONACYT por el apoyo económico brindado a través de la beca 

número 233357 durante la realización de este trabajo. 

 

Agradezco al Dr. Vianney Ortiz Navarrete por aceptarme como parte de su 

equipo de laboratorio, por su instrucción que fomenta el pensamiento y el 

trabajo libre y autocrítico. 

 

 

 

 

 



 

 

 

A  mi madre, Araceli Beristain Covarrubias, la persona que me dio la vida y 

con ella, la libertad de decidir y la fuerza para enfrentar las consecuencias de 

mis decisiones.  

A Nayeli, mi hermana, mi ejemplo en todo momento, la persona que me ha 

enseñado que la batalla más difícil es la que se libra día a día por ser mejor. 

A toda mi familia por su comprensión, sus buenos deseos, sus palabras de 

aliento y su apoyo incondicional. 

A Cristina, mi hermana por elección, quien me ha enseñado a ver la luz hasta 

en los momentos de mayor oscuridad. 

A Juan Carlos, por coincidir. 

A mis amigos y compañeros de laboratorio por el apoyo y la tolerancia. 

Al laboratorio del Dr. Leopoldo Flores Romo por ser un complemento 

importante



Índice 

Abreviaturas............................................................................................................................. i 

Resumen ................................................................................................................................ iii 

Abstract .................................................................................................................................. iv 

1. Introducción .................................................................................................................... 1 

1. 1 Antecedentes Generales. .............................................................................................. 1 

1.1.1 Linfocitos iNKT. ................................................................................................... 1 

1.1.2 CRTAM (Class I-Restricted T cell Associated Molecule) .................................... 6 

1.1.3 Diabetes mellitus tipo 1 ......................................................................................... 8 

1. 2 Antecedentes directos. ............................................................................................... 11 

2. Planteamiento del problema ......................................................................................... 13 

3. Hipótesis ....................................................................................................................... 14 

4. Objetivos ....................................................................................................................... 14 

5. Objetivos particulares: .................................................................................................. 14 

6. Metodología ...................................................................................................................... 15 

6.1 Población de estudio: .................................................................................................. 15 

6.2 Material y Métodos: ................................................................................................... 15 

a) Muestras de sangre periférica. ........................................................................ 15 

b) Obtención de células mononucleares de sangre periférica ............................. 15 

c) Obtención de células dendríticas a partir de células CD14+: ......................... 15 

d) Co-cultivo de linfocitos de sangre periférica con células dendríticas maduras 

pulsadas con αGalactosilceramida (αGalCer): ......................................................... 16 

e) Bloqueo de moléculas co-estimulatorias: ....................................................... 16 

f) Estimulación de linfocitos iNKT de sangre periférica de pacientes con 

diabetes tipo 1 y controles ........................................................................................ 16



 

g) Citometría de flujo: ......................................................................................... 17 

h) Análisis de datos: ............................................................................................ 18 

i) Análisis estadístico: ............................................................................................ 18 

7. Resultados ......................................................................................................................... 19 

7.1 Identificar la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre periférica de 

individuos sanos bajo condiciones de estimulación antígeno-específica. .................... 19 

Figura 1. Expresión de CRTAM en linfocitos iNKT en respuesta a estímulo 

antígeno específico. .............................................................................................. 20 

Figura 2. La expresión de CRTAM identifica a los linfocitos iNKT productores 

de IFNγ en individuos sanos. ................................................................................ 21 

7.2 Determinar la participación de moléculas de co-estimulación en la expresión de 

CRTAM en linfocitos iNKT de individuos sanos. ....................................................... 22 

Figura 3. La expresión de CRTAM es independiente de las moléculas de co-

estimulación. ......................................................................................................... 23 

7.3 Evaluar la participación de CRTAM en la producción de citocinas (IFNγ e IL-4) 

por linfocitos NKT de individuos sanos. ...................................................................... 24 

Figura 4. La expresión de CRTAM no es suficiente para generar células 

productoras de IFNγ en ausencia de co-estímulo. ................................................ 25 

7.4 Evaluar la expresión ex vivo de CRTAM en linfocitos iNKT en una cohorte de 

pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares de primer grado.................................... 26 

7.4.1 Disminución en los números de linfocitos  iNKT en familias con DT1. ............ 26 

7.4.2 Pacientes con diabetes tipo 1 presentan dos subpoblaciones de linfocitos iNKT.

 ...................................................................................................................................... 28 

Figura 6. Presencia de linfocitos iNKT con baja expresión del iTCR en pacientes 

con DT1 y sus familiares de primer grado ........................................................... 29 

7.4.3 Los linfocitos iNKTlo son una subpoblación activada. ........................................ 30



 

Figura 7. Los linfocitos iNKTlo expresan CRTAM. ............................................. 31 

Figura 8. Los linfocitos iNKTlo expresan CD69. ................................................. 32 

7.5 Determinar la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre periférica de 

pacientes con DT1, tras un estímulo antígeno-específico. ........................................... 33 

Figura 9. El estímulo con αGalCer induce la expresión de CRTAM y CD69 en 

pacientes con diabetes tipo 1. ............................................................................... 34 

Figura 10. Linfocitos iNKT de pacientes con diabetes tipo 1 presentan un perfil 

efector Th1. ........................................................................................................... 35 

Figura 11. CRTAM identifica a linfocitos iNKT productores de IFNγ en 

pacientes con diabetes tipo 1 y controles sanos. ................................................... 36 

8. Discusión .......................................................................................................................... 37 

9. Conclusiones ..................................................................................................................... 44 

10. Perspectivas .................................................................................................................... 45 

9. Bibliografía ....................................................................................................................... 46



i 

 

 

Abreviaturas 

-Galcer  Alfa Galactosil Ceramida, antígeno especifico de las células NKT  

CD25 Cadena a de alta afinidad del receptor de IL-2 

CD3 Complejo proteico que forma parte del TCR 

CD4 Correceptor de linfocitos T cooperadores. 

CD69 Molécula de activación temprana de linfocitos y plaquetas. 

CD8 Correceptor de linfocitos T citotóxicos. 

CRTAM Class-I Restricted T cell Associated Molecule 

CPA Célula Presentadora de Antígeno (Linfocitos B, Monocitos, Células 

Dendríticas) 

DC Dendritic Cells (Células Dendríticas) 

DMSO Dimetil sulfoxido 

DT1  Diabetes Tipo 1 

GAD65 Descarboxilasa de ácido glutámico isoforma de 65kDa 

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (Factor 

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos) 

HLA Antígeno Leucocitario Humano. Equivalente genético del MHC en 

ratón. 

IFN Interferón 

IL Interleucina 

IMF Intensidad Media de Fluorescencia 

LCMV Virus de la linfocoriomeningitis 

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad 

NK Natural Killer. Linfocitos asesinos naturales. 

iNKT Células que expresan un receptor invariante de linfocitos T y 

marcadores de células NK (CD161 en humano, NK 1.1 en ratón) 

NOD Ratón Diabético No Obeso 

PBMC Células mononucleares de sangre periférica 



ii 

 

PBS Phosphate Buffer Saline. Amortiguador salino de fosfato 

PMA Phorbol-12 Miristate Acetate 

SFB Suero Fetal Bovino 

iTCR Invariant T cell Receptor. Receptor invariante de células T 

(Vα24+/Vβ11+) 

Th T helper. Células T cooperadoras. 

TNF Tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 

 

Resumen 

 CRTAM (Class-I MHC-Restricted T-cell Associated Molecule) es una proteína 

transmembranal que participa en procesos de adhesión, polarización, proliferación y 

diferenciación celular. Esta molécula se encuentra expresada de forma transitoria en la 

superficie de linfocitos iNKT, T CD8+, T CD4+ y NK tanto de ratón como de humano, 

posterior a estímulos policlonales in vitro y se ha relacionado con un perfil pro-

inflamatorio. Por lo que se ha propuesto a CRTAM como un marcador de activación de 

estas poblaciones celulares, asociado a la producción de citocinas como IFNγ, IL-22 e IL-

17, particularmente en linfocitos T CD4+. Además, al participar en adhesión, CRTAM se 

requiere para establecer la polaridad de la célula T durante la fase tardía de la activación, 

siendo importante para la retención de estos linfocitos en ganglio linfático conduciendo a su 

adecuada activación y diferenciación. Sin embargo, la expresión de CRTAM en células 

humanas y su función, tanto en homeostasis como en contexto de una patología, está 

pobremente evaluada. Por lo tanto, este trabajo se enfocó en evaluar la expresión de 

CRTAM en linfocitos iNKT, en respuesta a un estímulo antígeno específico; además de 

analizar la participación del co-estímulo en dicha expresión; y si es que CRTAM está 

asociada al perfil efector de las células estudiadas, tanto de donadores sanos como de 

pacientes con diabetes tipo 1. Los resultados demuestran que basta con la señal recibida a 

través del iTCR en los linfocitos iNKT para inducir la expresión de CRTAM y que, a pesar 

de la relativa independencia del co-estímulo para la expresión de esta molécula, CRTAM 

no es suficiente para inducir la producción de IFNγ en las células iNKT en ausencia de 

dicho co-estímulo. No obstante, se observó una clara asociación de CRTAM con la 

producción de IFNγ tanto en individuos sanos como en pacientes con DT1. Observando un 

mayor porcentaje de células IFNγ+ en aquellos linfocitos iNKT que expresaron CRTAM en 

comparación con los que no expresaron dicha molécula, independientemente del estado de 

salud de los individuos; lo que sugiere fuertemente el papel de esta proteína en la 

diferenciación hacia un perfil pro-inflamatorio productor de IFNγ. 
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Abstract 

 CRTAM (Class-I MHC-Restricted T-cell Associated Molecule) is a transmembrane 

protein that takes part in adhesion, polarity, proliferation and cellular differentiation 

processes. This molecule is transiently expressed on the surface of mouse and human 

iNKT, T CD8+, T CD4+ y NK cells, after being polyclonal stimulated in vitro. CRTAM 

expression identifies activated cell populations with a pro-inflammatory profile. Thus, 

CRTAM has been proposed as an activation marker for cellular T CD4+ populations that 

produce cytokines such as IFNγ, IL-22 e IL-17. Also, being an adhesion molecule, 

CRTAM maintains stable polarity during the late phase of activation, playing an important 

role retaining cells inside the lymph node leading to a successful activation and 

differentiation. The expression of CRTAM on human cells as well as its role, not only 

under homeostatic conditions but in a pathologic context; has been poorly evaluated. 

Thereafter, this work was focused to evaluate CRTAM expression on iNKT lymphocytes, 

after an antigen-specific stimulus. Also, we analyzed the co-stimulus participation in that 

expression, and if such expression is associated to a specific effector profile on iNKT cells 

from healthy donors and type 1 diabetes patients. Our results show that signal given by the 

iTCR engagement is enough to trigger the CRTAM expression on iNKT cells, with 

apparently no need of co-stimulation. Nonetheless, this apparently co-stimulatory-

independence to express CRTAM, this expression is not sufficient to induce iNKT cells to 

produce IFNγ. However, we observed a clear association between CRTAM expression and 

IFNγ production, not just in healthy subjects but in T1D patients. Due to this, we found a 

higher frequency of iNKT IFNγ+ cells among those lymphocytes that expressed CRTAM in 

comparison with those that does not express that molecule. This association was 

independent of the subjects’ health state; strongly suggesting a role of this protein in the 

differentiation to a pro-inflammatory IFNγ-producer profile. 
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1. Introducción 

1. 1 Antecedentes Generales. 

1.1.1 Linfocitos iNKT. 

 El sistema inmunológico es un conjunto de respuestas que el organismo es capaz de 

establecer en consecuencia a un estímulo antigénico o inmunogénico dado, generando 

resultados que pueden ser tanto fisiológicos como patológicos. Dichas respuestas están 

coordinadas por una muy amplia variedad de células que poseen la capacidad de sintetizar 

componentes o moléculas que participan, directa e indirectamente, en la generación de estas 

respuestas [1, 2]. Estas células pueden clasificarse muy ampliamente; de acuerdo a la 

capacidad que tienen de reaccionar ante el ya mencionado estímulo antigénico, en células 

del sistema innato y células del sistema adaptativo. Entre las primeras podemos mencionar 

a los granulocitos (Neutrófilos, Basófilos, Eosinófilos), macrófagos, mastocitos y células 

NK; y cuya respuesta se caracteriza por ser rápida e inespecífica. Mientras que, formando 

parte del sistema adaptativo, encontramos tanto a los linfocitos T como a los linfocitos B, 

cuya respuesta es más específica y eficiente contra el estímulo que desencadenó la 

respuesta. Más allá de esta muy general clasificación; existen células que participan en 

establecer una comunicación directa entre ambos sistemas, con el fin de optimizar y 

amplificar la respuesta efectora iniciada por la inmunidad innata y favorecer que la 

adaptativa se desarrolle de forma eficiente. Entre estas células encontramos a las células 

dendríticas, a las NKT, y a los denominados “Linfocitos Innatos”; cuya contribución a la 

generación de un eficiente sistema inmunológico ha cobrado relevancia, de tal forma que ha 

sido objeto de estudio recientemente. 

 Los linfocitos NKT (Natural Killer T cells) son células de linaje T, que presentan 

funciones inmnomoduladoras y que fueron descritos en el año de 1987 [3]. Estos linfocitos 

co-expresan en su superficie un receptor de células T (TCR) junto con moléculas 

características de las células NK, rasgo que les valió el nombre de NKT. Dicho TCR, a 

diferencia de los linfocitos T convencionales, está compuesto, en el humano, por un 

rearreglo invariante (semi-invariante en el ratón) de cadenas Vα24-Jα18/Vβ11 (iTCR), que 

le otorga la capacidad de reconocer antígenos de origen glicolípidico presentados por una 
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molécula con una estructura similar al MHC-clase I, monomórfica, denominada CD1d; por 

lo que también se les conoce como células iNKT [4]. Entre los receptores, característicos de 

células NK, que presentan los linfocitos iNKT podemos mencionar al CD161, CD122, 

CD16, CD56. Más allá del fenotipo que presentan estas células, uno de sus principales 

rasgos es el perfil “pre-activado” o “de memoria” que poseen [5]. Dicho perfil las dota de la 

capacidad de responder en cuestión de “horas”, de una forma similar a la inmunidad innata, 

ante un estímulo, el cual no se limita únicamente al recibido a través de su iTCR, ya que 

también pueden ser activadas por citocinas o vía otros receptores (TLRs) [4, 6]. Además, 

los linfocitos iNKT comparten cierta identidad transcripcional tanto con células inmunes 

innatas como adaptativas [4]. De esta forma el iTCR de las células iNKT puede reconocer 

antígenos lipídicos, ya sea de microorganismos o endógenos; señalizar y producir citocinas 

pro-infamatorias que sinergicen para una activación “tipo innata” y dicha activación 

traducirse en un amplio espectro de funciones efectoras que orquestan ambas respuestas 

[4]. 

 La frecuencia con la que se encuentran estas células en sangre periférica humana, en 

promedio, es del 0.1-0.2% de los linfocitos T totales, pero cabe mencionar que esta 

proporción es ampliamente variable entre individuos, encontrándose en rangos desde no 

detectables, hasta por arriba del 1%, habiendo reportes de casos muy particulares con 

porcentajes aún mayores [7, 8]. Los antígenos que son capaces de activar a las células 

iNKT identificados hasta ahora se pueden clasificar en dos categorías: los glicolípidos con 

base ceramida (glicoesfingolípidos) y los de base glicerol (fosfolípidos de membrana). 

Entre los primeros encontramos los provenientes de microorganismos como Streptococcus 

pneumoniae, Borrelia Burdogferi, Sphingomonas spp., etc [9, 10]. Además de la activación 

por antígenos lipídicos asociados a patógenos presentados por la molécula CD1d, las 

células iNKT se pueden activar mediante el reconocimiento de antígenos lipídicos propios 

y la presencia de un microambiente de citocinas que las estimulen (durante la ontogenia, 

infecciones virales, cáncer y autoinmunidades) [11]. Los antígenos endógenos que se han 

descrito a la fecha que son reconocidos por los linfocitos iNKT son antígenos provenientes 

de membranas y metabolismo celular como, glicofosfolípidos, glicolípidos con base 

glicerol y lisofosfolípidos [12, 13], sin embargo se ha observado que ninguno de estos 

antígenos endógenos son capaces de evocar una respuesta tan evidente como los 
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provenientes de microorganismos o como el propio α-galactosil ceramida (αGalCer). Los 

linfocitos iNKT reconocen antígenos glicolípidicos como el αGalCer, un potente antígeno 

lipídico identificado en una muestra de una esponja marina, probablemente originado de 

una bacteria presente en la muestra, y que ha contribuido de forma muy importante a la 

caracterización y comprensión de la biología de estas células [14, 15]. Existen diferentes 

compuestos sintéticos que han buscado estudiar y modular la respuesta generada en las 

células iNKT con el objetivo de polarizarla hacia diferentes perfiles de citocinas [16]. No 

obstante, es importante mencionar, que ante un estímulo de activación los linfocitos iNKT 

generan una rápida y potente respuesta efectora con una alta producción de una gran 

variedad de citocinas como lo son IFNγ, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, TNF, GM-CSF, 

por mencionar algunas. Esto se debe, en parte, a que las células iNKT contienen en su 

citoplasma mRNA preformado que codifica para varias de las citocinas mencionadas 

(IFNγ, IL-4,IL-13) así como también gránulos de granzima y perforina [6, 17]. Esta 

versatilidad, por llamarla de algún modo, en la producción de citocinas ha llevado a los 

estudiosos en el área a intentar clasificar a estos linfocitos de forma similar a como se ha 

hecho con las células T convencionales. De tal forma que se han denominado 

subpoblaciones iNKT tipo-Th1 caracterizadas por la producción, principalmente, de IFNγ; 

no obstante, también producen citocinas del tipo Th2 de forma conjunta y expresan de 

forma simultánea los factores de transcripción GATA3 y T-bet, controladores maestros de 

estos perfiles. La subpoblación iNKT tipo-Th2 producen IL-4, IL-9, IL-10 y IL-13 

posterior al estímulo y expresan igualmente a GATA3. Finalmente, la población iNKT tipo 

Th17, produce citocinas  como IL-17A, IL-21 e IL-22 además de expresar el factor de 

transcripción RORγt para su desarrollo conjuntamente con GATA3. Es importante 

mencionar que las células iNKT tipo Th17, se desarrolla como una población distinta en 

timo y se caracteriza por no expresar la molécula NK1.1 en el ratón [18-21]. Debemos 

resaltar que, muy a pesar de la clasificación en la que se quiere encajonar también a los 

linfocitos iNKT; y a los múltiples intentos por polarizar la respuesta de estos hacia perfiles 

muy definidos (Th1, Th2, TH17) los resultados obtenidos hasta la fecha demuestran que 

estas células son menos manipulables al respecto, en comparación con los linfocitos T 

convencionales, ya que conservan la capacidad de producir más de una citocina a la vez 

[16]. Los trabajos que se han realizado con este objetivo lo han hecho mediante el empleo 
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de diversos compuestos químicos con variaciones estructurales en sus cadenas acilares o 

sus porciones polares y, aunque han mostrado, in vitro, sesgos en la respuesta de los 

linfocitos iNKT hacia la producción preferente de una u otra citocina, dependiendo de la 

afinidad y la estabilidad de la unión entre el iTCR y la molécula CD1d. Este 

comportamiento no se ha podido reproducir, de forma absoluta, en los modelos in vivo, 

muy probablemente debido al complejo microambiente de interacciones moleculares y 

celulares que impera en un organismo vivo [16]. 

 En los linfocitos iNKT, al igual que en los T convencionales, se requiere de al 

menos dos señales para una adecuada activación que sea capaz de conducir a su 

proliferación, sobrevida, secreción de citocinas y diferenciación a células efectoras. La 

primera señal es la dada por la interacción iTCR-CD1d-glicolípido (vTCR-MHC-péptico 

para las T convencionales); lo cual, en el caso de las células T convencionales, iniciará una 

respuesta por parte de las células efectoras y de memoria. Pero dicha señal no es suficiente 

para una óptima activación de los linfocitos T naive, para ello se requiere de una segunda 

señal que está proporcionada por moléculas de co-estimulación presentes tanto en la célula 

T (CD28, CD40L) como en la CPA (CD80, CD86, CD40). La unión de las moléculas de 

co-estimulación lleva a una optimización de la sinapsis inmunológica, la expresión de 

proteínas antiapoptóticas como Bcl-xL, el incremento en la transcripción y estabilidad del 

mRNA de IL-12 así como el incremento en la captura de glucosa y en la glicólisis. Por otra 

parte, como mecanismo de regulación de esta señalización, se expresan varias proteínas de 

superficie con función inhibitoria con el fin de prevenir o frenar la respuesta de la célula T 

(CTLA-4, PD-1, BTLA) [6]. A pesar de que los linfocitos iNKT expresan varias de las 

moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras como lo hacen las células T convencionales, 

la unión de estas moléculas en ambos tipos celulares puede no generar los mismos 

resultados. El fenotipo pre-activado o “de memoria” que presentan las células iNKT, 

sugiere que tienen un umbral menor para la activación comparado con los linfocitos T 

naive. No obstante que la secreción de citocinas por las células iNKT activadas por 

αGalCer muy probablemente depende del adecuado balance entre las señales co-

estimuladoras y co-inhibidoras, aún se desconoce si la presencia de dichas señales durante 

el estímulo inicial con el glicolípido dicta el resultado y la duración de una subsecuente 

anergia [6]. 
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 Para fines de este trabajo es importante aunar un poco más en describir algunas de 

las moléculas de co-estimulación que expresan los linfocitos iNKT y su señalización, con el 

objetivo de comprender mejor como dichas moléculas podrían estar regulando la respuesta 

efectora de estas células. 

 Vía CD28/CTLA4/CD80/86: Trabajos en ratón han demostrado que el desarrollo de 

los linfocitos iNKT depende, en gran medida,  de las interacciones entre CD28 y CD80/86. 

Estas interacciones son esenciales para la maduración intratímica en etapas posteriores a la 

selección positiva, asociados a la expresión de moléculas como NK1.1, CD44, CD69 y 

CD122, así como la expresión intracelular del factor de transcripción T-bet y su capacidad 

para sintetizar IFNγ. La expresión de CD28 en la superficie de los linfocitos iNKT 

periféricos, es constitutiva y se ha demostrado, a través del uso de anticuerpos bloqueadores 

dirigidos contra CD80/86, que participa directamente en generar una respuesta tipo Th1 

ante el estímulo con αGalCer. Resultados similares se han evidenciado en modelos murinos 

de enfermedades mediadas por respuestas del tipo Th1 (EAE, DT1), en los que se observa 

una supresión de la respuesta inflamatoria y por ende en el desarrollo de la patología. A 

pesar de los trabajos antes mencionados, aún no queda claro cómo es que la unión de CD28 

en células iNKT contribuye a esta respuesta ya que los trabajos in vitro difieren un poco de 

los realizados en sistemas in vivo [22, 23].  

 En cuanto a la expresión de CTLA4, los trabajos realizados hasta el momento no 

han detectado la expresión de ésta molécula en la superficie o en el citoplasma de los 

linfocitos iNKT en reposo o activadas.  

 Vía ICOS/ICOSL: A diferencia de las células T convencionales, los linfocitos iNKT 

en reposo expresan de manera constitutiva la molécula ICOS, la cual incrementa después 

del estímulo con αGalCer. Dicha expresión es independiente de la señalización CD28 y 

viceversa. Esta vía de señalización participa de forma importante en la homeostasis normal 

de las células iNKT, ya que se requiere para su sobrevida en la periferia y para una óptima 

producción de citocinas. Lo anterior se demostró por varios grupos al bloquear con 

anticuerpos monoclonales contra ambas moléculas (ICOS/ICOSL) y observar una 

disminución marcada en la producción de IL-4, IL-10, IL-13, IL-5 e IFNγ. También se ha 
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observado que la señalización a través de ICOS podría participar en patologías inducidas 

por linfocitos iNKT, como asma [24, 25]. 

  Vía CD40/CD40L: Las células iNKT activadas expresan un CD40L funcional que 

provee de “ayuda innata” a los linfocitos B. Además, la interacción recíproca entre la célula 

iNKT y la célula dendrítica (DC) es un pre-requisito para la respuesta efectora inducida por 

αGalCer. Ya que, la unión de CD40L expresado en el linfocito iNKT y CD40 expresado en 

la DC resulta en la producción de IL-12 por parte de la DC, lo cual estimula la secreción de 

IFNγ por la célula iNKT. Aparentemente el co-estímulo de CD40 e IL-12 no es esencial 

para la producción de IL-4 mediada por αGalCer. De tal forma que, no es de sorprender, 

que la interacción CD40-CD40L sesgue la respuesta del linfocito iNKT hacía un fenotipo 

Th1 [23, 26] . 

 Vía PD1/PD-L: La expresión del este receptor monomérico con función inhibitoria 

PD1, es baja en las células iNKT en reposo, y rápidamente se sobre-regula posterior al 

estímulo con αGalCer, manteniendo su expresión durante la fase anérgica que 

experimentan las células iNKT. Los trabajos que se han enfocado a describir esta 

expresión, muestran que la vía de PD1-PD-L no se requiere para el desarrollo intratímico ni 

para la homeostasis periférica de los linfocitos iNKT, pero sí parece mediar la anergia 

inducida por αGalCer. Además podría estar implicada en regular la respuesta de las células 

iNKT en asma alérgica [27, 28]. 

 

1.1.2 CRTAM (Class I-Restricted T cell Associated Molecule) 

 CRTAM es una proteína transmembranal tipo I de 393aa, miembro de la familia de 

las proteínas similares a nectinas (nectin like proteins), que contiene dos dominios de 

inmunoglobulina, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmático en el cual se 

localiza un dominio PDZ de unión a proteínas capaz de ensamblar grandes complejos 

proteicos involucrados en gran variedad de vías de señalización incluyendo adhesión, 

polarización y proliferación celular [29-33]. El gen que codifica para esta molécula se 

encuentra localizado en la región central del cromosoma 9 en el ratón y en el humano lo 

encontramos en el brazo corto del cromosoma 11 [29] mientras que su ligando, Necl-2 
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(Cadm1, IgSF4 o Tslc1) se encuentra localizado en el brazo largo del mismo cromosoma. 

Necl-2 es una molécula de adhesión perteneciente a la familia de las proteínas tipo nectina 

(nectin like proteins) la cual también se expresa en células epiteliales y se ha asociado a 

sinapsis neuronal, espermatogénesis y respuesta contra tumores [34]. En células del sistema 

inmune se describió su expresión en una subpoblación de DC que expresan el marcador 

BDCA3 en humano y CD8α en ratón y la cual se localiza en la zona de linfocitos T dentro 

del ganglio linfático, lo que sugiere fuertemente su probable participación en la interacción 

linfocito T-DC [35, 36]. 

CRTAM ha sido detectada de forma transitoria en células CD8+, NK y NKT 

activadas; además se ha identificado Crtam en ratón como un gen inducido tras la 

activación de linfocitos. Por lo que se ha propuesto esta molécula como un marcador de 

activación en estas poblaciones celulares [30]. Su expresión también ha sido descrita en 

células no inmunes como células epiteliales, formando parte de las uniones intercelulares; 

en tejidos como cerebelo (células de Purkinje), testículo y riñón [30, 32].  

 Un estudio realizado por Yeh y cols. muestra que CRTAM se expresa también de 

forma transitoria, en una sub-población de linfocitos T CD4+ diferenciados y activados bajo 

distintas condiciones; revelando que sólo las células que expresan CRTAM producen IFNγ 

IL-22 e IL-17. En contraste, no se detectan diferencias en la secreción de IL-4 entre células 

T CD4+, que expresan o no la molécula CRTAM.  Lo que les sugiere que la expresión de 

CRTAM en una sub-población de células T CD4+ naive, se asocia a una mayor capacidad 

para sintetizar y secretar citocinas pro-inflamatorias posterior a su activación. Así mismo se 

demostró que en el ratón deficiente de CRTAM (Crtam-/-) estos linfocitos presentaban una 

disminución en la secreción de IFNγ posterior a la estimulación ya sea primaria o 

secundaria, además de presentar niveles disminuidos de RNAm para IFNγ cuando éstas 

eran diferenciadas bajo condiciones Th1. Un comportamiento similar se observó para IL-22 

y en menor magnitud para IL-17. En cuanto a linfocitos T CD8+ Crtam-/-, la activación del 

TCR resultó en una disminución en la secreción de IFNγ tanto en la población naive como 

en las poblaciones efectora y de memoria [37] 

 Además de la activación y su función efectora, la expresión de CRTAM también 

participa en adhesión y es requerida para establecer la polaridad de la célula T  durante la 

fase tardía de activación [37]. En este sentido Takeuchi y cols. en el 2009 evalúan, in vivo, 
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el impacto de la expresión de CRTAM en un modelo de diabetes, demostrando que 

CRTAM es importante para la acumulación de los linfocitos T CD8+ dentro del ganglio 

linfático mediante su retención, modulando así su respuesta durante una fase tardía de la 

activación de la célula T [31]. 

 Recientemente se ha demostrado la expresión diferencial del gen de crtam en 

timocitos y linfocitos T CD3+, provenientes de ratones NOD durante el desarrollo de DT1; 

sin embargo, la expresión de la proteína en linfocitos iNKT no ha sido demostrada en esta 

patología. [38]. 

 

1.1.3 Diabetes mellitus tipo 1 

La Diabetes Tipo 1 (DT1) es el desorden autoinmune más común en la infancia, se 

estima que afecta alrededor del 3% de la población menor de 14 años alrededor del mundo 

[39].  

 La DT1 se desarrolla como consecuencia de la destrucción gradual de las células β-

pancreáticas productoras de insulina, lo que eventualmente resulta en una pérdida total de 

éstas con el consecuente descontrol de la glucosa en sangre y la completa dependencia de 

insulina exógena [40]. La presentación clínica de la DT1 es precedida por un periodo 

asintomático de duración altamente variable que va desde pocos meses a incluso más de 10 

años en algunos casos [41, 42]. 

 Esta patología se considera una enfermedad compleja, cuyo desarrollo se encuentra 

mediado por múltiples factores tanto genéticos como ambientales. Entre los genes o 

regiones génicas que se han asociado a esta enfermedad, la región que codifica para 

moléculas HLA clase II; permanece con la más fuerte asociación. Además del HLA se han 

identificado más de 40 loci asociados con DT1 entre los cuales encontramos polimorfismos 

en la región promotora del gen de la insulina; el gen de PTPN22 importante fosfatasa que 

regula negativamente la señalización del receptor de células T (TCR); al gen que codifica 

para la cadena alfa del receptor de IL-2 (IL-2RA) y al de CTLA4 [43, 44]. 
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 No obstante, solo una proporción de los individuos con susceptibilidad genética a 

padecer DT1 progresan a la fase clínica de la enfermedad. Esto implica que se requieren de 

factores adicionales para desencadenar y dirigir la destrucción de las células β en aquellos 

sujetos predispuestos genéticamente [41, 43]. Como un ejemplo de factores exógenos que 

influyen en la incidencia de esta patología podemos mencionar a las infecciones virales, las 

cuales se han asociado por medio de tres mecanismos distintos: a) Mediante una infección 

directa de células β; b) A través de mimetismo molecular, el cual consiste en una respuesta 

inmune cruzada contra secuencias similares entre antígenos virales y antígenos de las 

células β (ejemplo: proteína gp33 de virus coxaquie y GAD65 en la célula pancreática) 

podría desencadenar la activación de células T auto-reactivas y por tanto la destrucción 

tisular; c) O bien a consecuencia de un efecto “bystander” resultado de la infección viral y 

la activación del sistema inmunológico favoreciendo un ambiente pro-inflamatorio que 

afecte indirectamente a las células pancreáticas [45, 46]. Entre los virus que han sido 

asociados a esta patología podemos mencionar al virus coxackie B4 (CVB4), 

citomegalovirus (CMV), rotavirus y rubeola [47]. 

Los resultados que derivan de modelos experimentales de DT1, particularmente del 

Ratón Diabético NOD (Non-Obese Diabetic), han mostrado la participación de varias 

poblaciones celulares del sistema inmunológico en la destrucción de las células . Entre 

ellas linfocitos T CD4+, CD8+ y macrófagos han mostrado un papel directo en la muerte de 

las células productoras de insulina. Además de éstas, otros tipos celulares están presentes 

en el infiltrado pancreático y en el ganglio linfático pancreático, donde se lleva a cabo la 

presentación inicial del antígeno por las células dendríticas a las células T antígeno-

específicas; incluyendo a linfocitos B, células NK, NKT y DCs [45]. 

 La progresión de la diabetes, en los ratones NOD hembras, se caracteriza por una 

peri-insulitis no destructiva entre la semana 3 y 4 de edad, que consiste inicialmente en DCs 

y macrófagos, seguidos por células T y B. Esta fase es seguida por una destrucción 

completa de las células  mediada por linfocitos T, alrededor de las 16 y las 24 semanas de 

edad, de tal forma que a las 30 semanas el 80% de los ratones NOD hembras presentan la 

enfermedad [44]. Las células T CD4 son predominantes en la fase temprana de la insulitis y 

el papel de las subpoblaciones Th1 y Th2 ha sido evaluado mediante ensayos de 
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transferencia, y se ha documentado la participación de la producción de citocinas Th1 como 

IFN por parte de las células infiltrantes iniciales favoreciendo el subsecuente 

reclutamiento de células T activadas.  Los linfocitos T CD8+ no tienen la capacidad de 

invadir los islotes y transferir la enfermedad, pero su ausencia es crítica en el desarrollo de 

la patología. Lo anterior remarca la necesidad de ambas poblaciones para una eficiente 

invasión y destrucción de los islotes pancreáticos [41, 48]. 

Recientemente, los linfocitos NKT han sido implicados en la regulación de la 

enfermedad autoinmune tanto en humanos como en ratones.[49] Múltiples estudios han 

mostrado el papel de esta población en la prevención de enfermedades autoinmunes, 

particularmente DT1. Dichos reportes muestran que el incremento en la frecuencia de las 

células NKT, reduce de forma substancial la incidencia de DT1 en el ratón NOD. [45] 

 Se ha descrito que el ratón NOD presenta una deficiencia tanto numérica como 

funcional en la población de linfocitos iNKT, con una producción anormal de IFN e IL-4 

tras ser estimulados [50]. El incremento de la frecuencia de esta población, ya sea por 

transferencia adoptiva o en un modelo transgénico, reduce significativamente la incidencia 

de DT1 en este modelo murino. Esto aparentemente es debido que las células iNKT 

inducen un estado de anergia en los linfocitos T CD4+ auto-reactivos, y repercutiendo 

directamente en la capacidad de estas células para producir IFNγ [51]. Un efecto protector 

similar fue observado tras estimular específicamente a los linfocitos NKT con αGalCer o 

sus análogos.[45] 

Tanto el grupo de Sharif y cols. así como Hong y cols. mostraron en el 2001 que la 

activación de las células NKT por el tratamiento con αGalCer previene el inicio y la 

recurrencia de la DT1 en el ratón NOD, promoviendo un ambiente enriquecido con 

citocinas Th2 en bazo y ganglios linfáticos pancreáticos, también observó que las células T 

antígeno específicas de ratones tratados tenían una producción incrementada de IL-4 y una 

disminución de la producción de IFNγ. [52-54] 

 La relevancia clínica del defecto en las células NKT del ratón NOD no se ha podido 

establecer en el humano. Los resultados de diversos estudios muestran desde una baja 

frecuencia de esta población celular en sangre periférica de pacientes con DT1 comparado 
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con sus gemelos idénticos mostrando también un defecto en la producción de IL-4 [55]; 

niveles similares a los de los sujetos sanos [56]; e incluso un alto porcentaje de células 

NKT en estos pacientes comparado con otros grupos de riesgo y sujetos control. [57] Otro 

estudio muestra que si bien la frecuencia de las células NKT en células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) no difiere entre grupos de estudio, las clonas de las células NKT 

de pacientes muestran una desviación hacia fenotipo Th1 y una reducción en la 

subpoblación NKT CD4+. [58] 

 

1. 2 Antecedentes directos. 

 Estudios recientes de nuestro grupo de trabajo, muestran una disminución 

significativa en el número absoluto de linfocitos NKT en pacientes con DT1 comparado 

con el grupo control. Debido a que esta disminución fue encontrada también en los 

familiares no diabéticos de los pacientes, no fue posible explicar la participación funcional 

de los linfocitos NKT por la sola disminución en la frecuencia. Para esto se realizó un 

análisis de la activación de estas células, en base a la expresión de moléculas de activación 

(CD69 y CRTAM). En el análisis inicial se identificó la presencia de dos poblaciones de 

NKT en base a la expresión del iTCR, una población con una alta expresión del receptor y 

otra con una expresión disminuida de éste; dividiéndolas así en iTCRhi e iTCRlo [59].  

 Al analizar el estado de activación de las células NKT con base en la expresión de 

CRTAM y CD69, éstas moléculas se identificaron en linfocitos NKT que expresaban un 

iTCRlo, presente sólo en algunos pacientes y algunos de sus familiares, sugiriendo la 

existencia ex vivo de una población activada de NKT en familias de pacientes con DT1 [59, 

60] .  

 La funcionalidad de esta población no fue evaluada en este estudio, sin embargo 

estudios preliminares en nuestro grupo de trabajo sugieren que los linfocitos NKT de 

individuos sanos, activados in vitro con αGalCer y que expresan CRTAM, son productores 

de IFNγ [60]. 

 Recientemente, nuestro grupo de trabajo identificó la expresión de CRTAM en la 

superficie de tanto granulocitos (Eosinófilos y Neutrófilos) como linfocitos T CD4+ y CD8+ 

obtenidos de pacientes con diagnóstico de asma [61]. Sin embargo, la participación que 
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podría estar teniendo esta molécula en la patogenia tanto de asma como de DT1 no ha sido 

evaluada.  

En resumen, la expresión de CRTAM en células humanas y su función, en estado de 

homeostasis así como en escenarios patológicos, está pobremente evaluada. Por lo tanto, el 

análisis de la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT provenientes de individuos sanos y 

pacientes con DT1, tanto ex vivo como posterior al estímulo antígeno específico in vitro, 

además de la identificación del perfil efector que presentan las células que la expresan, 

puede brindar información relevante acerca del papel que CRTAM pudiera estar 

desempeñando no sólo de manera fisiológica sino en el marco de una autoinmunidad. 
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2. Planteamiento del problema 

La expresión de CRTAM ha sido ampliamente descrita en células del sistema inmune y 

de otros tejidos, cuya función como molécula de adhesión en la formación de las uniones 

intercelulares y su participación en la generación de perfiles efectores ha quedado de 

manifiesto. Sin embargo, estas funciones se han evaluado en células de ratón o líneas 

celulares empleando estímulos policlonales. Si bien, estos trabajos han proporcionado un 

gran avance en el conocimiento de la biología de esta molécula, pueden no ser 

completamente extrapolables a lo que podría estar sucediendo en el ser humano. Existen 

muy pocos reportes en donde se evalúe la expresión de CRTAM en células humanas en 

condiciones basales, bajo estímulos antígeno específicos o en condiciones patológicas. 

 Por lo tanto, resulta relevante estudiar si la expresión de CRTAM requiere 

únicamente la estimulación antigénica o también de moléculas de co-estimulación además 

si su expresión se asocia a un perfil efector inflamatorio en linfocitos iNKT de pacientes 

con diagnóstico de DT1. 
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3. Hipótesis 

La expresión de la molécula CRTAM en linfocitos iNKT se asocia con la producción de 

IFNγ tanto en individuos sanos como pacientes con diabetes tipo 1. 

 

 

4. Objetivos 

Objetivo General: Evaluar la expresión de CRTAM y su participación en la producción de   

IFNγ por linfocitos iNKT de individuos sanos y pacientes con diabetes tipo 1. 

 

5. Objetivos particulares: 

 

5.1 Identificar la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre periférica 

de individuos sanos bajo condiciones de estimulación antígeno-específico. 

5.2 Determinar la participación de moléculas de co-estimulación en la expresión 

de CRTAM en linfocitos iNKT. 

5.3 Evaluar la participación de CRTAM en la producción de citocinas (IFNγ e 

IL-4) por linfocitos iNKT. 

5.4 Evaluar la expresión ex vivo de CRTAM en linfocitos iNKT en una cohorte 

de pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares de primer grado. 

5.5 Determinar la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre periférica 

de pacientes con diabetes tipo 1, bajo condiciones de estimulación antígeno-

específico. 

5.6 Analizar la población de linfocitos iNKT que producen IFNγ y expresan 

CRTAM posterior en pacientes con diabetes tipo 1. 
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6. Metodología 

 6.1 Población de estudio:  

Se analizaron 391 sujetos, incluyendo 69 pacientes con reciente diagnóstico de DT1 

(<3 meses), diagnosticados de acuerdo a los criterios de la ADA en el Hospital de Pediatria 

del “Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS”, 76 hermanos no diabéticos, y 116 padres 

(madres y padres). En el grupo control, se incluyeron 53 sujetos sanos de edad similar a la 

de los pacientes, 20 hermanos y 57 padres. Todos los sujetos o sus tutores legales firmaron 

un consentimiento informado previo a la toma de muestras.  

 

 6.2 Material y Métodos: 

a) Muestras de sangre periférica. Se emplearon concentrados leucocitarios de 

donadores sanos o bien se obtuvieron 10ml de sangre periférica en tubos con 

heparina correspondiente ya fuera a casos o controles. 

b) Obtención de células mononucleares de sangre periférica: En esterilidad se 

transfirió la muestra de sangre heparinizada o de concentrados leucocitarios, según 

el caso, a tubos cónicos de 50ml y se diluyó en una relación 1:1 con PBS 1x pH 7.4 

estéril. En tubos cónicos de 15ml o de 50ml, según correspondiera, se colocó 1ml de 

Ficoll-Paque por cada 2ml de la dilución anterior para tener una proporción 1:2. 

Cuidadosamente se adicionó la dilución de sangre al Ficoll evitando mezclarlos. Las 

muestras fueron centrifugadas a 1500rpm a temperatura ambiente durante 30 

minutos. La fase correspondiente a los linfocitos fue recuperada y transferida a un 

tubo cónico de 15ml o 50ml, como correspondiera, se aforo con el volumen 

necesario de PBS estéril y centrifugo a 1500rpm a 5ºC por 5 minutos,  repitiendo 

este paso hasta completar 2 lavados. Se retiró el sobrenadante, las células se 

resuspendieron en PBS y se contaron en cámara de Neubauer.  

c) Obtención de células dendríticas a partir de células CD14+: Las células dendríticas 

(DCs) se obtuvieron a partir de PBMCs obtenidos de concentrados leucocitarios de 

donadores sanos se purificaron monocitos por selección positiva, mediante 

anticuerpos acoplados a perlas magnéticas (Miltenyi Biotec). La población celular 

obtenida se colocó en placas de 24 pozos a razón de 1x106 de células por pozo 
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resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo DMEM suplementado con 10% Suero 

Fetal Bovino (SFB), 1000 unidades de GM-CSF/ml (Peprotec) y 800 unidades de 

IL-4/ml (Peprotec) cada tercer día durante 5 días, al sexto día se agregó 25 ng de 

TNF-α como estímulo de maduración, dejando en cultivo por 48 hrs. La fracción 

CD14 negativa del mismo individuo fue resuspendida en SFB con 10% de DMSO y 

distribuida en crioviales a razón de 10 x106 por vial y se mantuvieron a -70°C 

durante el proceso de diferenciación. Posterior a este proceso la fracción CD14 

negativa fue descongelada 24hrs antes del co-cultivo. 

d) Co-cultivo de linfocitos de sangre periférica con células dendríticas maduras 

pulsadas con αGalactosilceramida (αGalCer): Una vez concluido el protocolo de 

diferenciación, las placas de 24 pozos que contenían las células detríticas derivadas 

a partir de monocitos CD14+ fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 5 min. Se 

retiró el sobrenadante y se lavaron las células con 1 ml de medio DMEM 

suplementado con 10% de SFB, posteriormente se resuspendieron en 1 ml del 

mismo medio DMEM suplementado  adicionado con 100ng/ml de αGalCer y fueron 

incubadas a 37°C/5% CO2, durante las 24 horas siguientes. Transcurrido este 

tiempo, las células dendríticas pulsadas fueron centrifugadas, lavadas y finalmente 

resuspendidas en 500µl de medio DMEM suplementado con 10% de SFB.  A los 

mismos pozos se adicionaron los linfocitos CD14- del mismo individuo a razón de 

4x106 (relación 1:4) en 500µl del mismo medio de cultivo empleado por pozo y se 

incubaron durante 18hrs. 

e) Bloqueo de moléculas co-estimulatorias: Siguiendo el protocolo de co-cultivo 

previamente descrito se colocaron, en este caso, anticuerpos dirigidos contra las 

moléculas CD80, CD86, CD40L (CD154) o bien los tres, a una concentración de 

10µg/ml, dependiendo de la condición a evaluar. 

f) Estimulación de linfocitos iNKT de sangre periférica de pacientes con diabetes tipo 

1 y controles: Posterior a obtener las PBMCs de pacientes con DT1 y controles, se 

colocaron en placas de 24 pozos a razón de 3-5x106 por pozo, con 1 ml de medio 

RPMI suplementado con 10% de SFB, 50µM de β mercapto-etanol y 10µl/ml de 

antibiótico- antimicótico (Life Technologies), bajo dos condiciones: sin estimulo o 

con αGalCer 100ng/µl (Alexis Biochemicals, CA, USA). El tiempo de cultivo fue 
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de 18hrs, durante las últimas 4hrs se colocaron 10µg/ml de Brefeldina A (BFA) 

para inhibir el transito vesicular de las células y acumular, así, las citocinas 

producidas por éstas. 

g) Citometría de flujo: La fenotipificación de las poblaciones celulares así como la 

identificación de moléculas de activación y citocinas, se llevó a cabo mediante 

tinción de superficie e intracelular de las PBMCs con los siguientes anticuerpos 

acoplados a los fluorocromos indicados: anti-Vβ11-Fluorescein isothiocyanate 

(FITC), anti-Vα24-Phycoerythrin (PE), anti-CD69-PE-TexasRed (PE-TR) 

(Beckman Coulter), anti-CDR3 cadena V24-J18 del iTCR-PE (clona 6B11), 

anti-CD3-Brilliant Violet 510 (BV510) o -FITC, anti-CD4-PE, anti-CD8-Pacific 

Blue (PB), anti-IL-17-Per-CP-Cy5.5 (BioLegend), anti-CRTAM-Allophycocyanin 

(APC) (R&D Systems), anti-IL-4-PECy7, anti-IFNγ-PECy7 o -FITC (eBioscience o 

BD biosciences). Se utilizaron los controles de isotipo correspondientes para cada 

uno de los anticuerpos. Se emplearon gammaglobulinas humanas (Beriglobin-P, 

ZLB Behring GmbH; Marburg, Alemania) con el fin de bloquear receptores Fc, a 

una concentración de 1µg /1x106 células durante 15 min a 4ºC. Trascurrido ese 

tiempo se adicionó 2ml de solución de lavado (PBS más 2% de SFB), se centrifugó 

y se decantó. El botón de células se resuspendió en el volumen necesario para 

distribuirlas en tubos para citometría de 5ml en una proporción de 1x106 células por 

tubo, en el caso de las células NKT. Una vez distribuidas las células, se adicionaron 

los anticuerpos para tinción de superficie, y se incubaron por 25 minutos a 4ºC. A 

continuación se añadió solución de lavado y se centrifugó durante 5 min a 1500rpm 

a 4ºC. Posteriormente se incubó con solución permeabilizadora Perm2 1x (BD 

biosciences) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo 

mencionado, se  procedió a lavar del modo antes descrito. Se agregaron anticuerpos 

para tinción intracelular y se incubaron por 25 minutos a temperatura ambiente. Al 

finalizar la tinción se fijaron las células con solución fijadora 

(PBS/Paraformaldehido (PFA) 2%) 100l/tubo y se almacenaron a 4ºC hasta su 

lectura en el citómetro 24hrs después. Se adquirieron de 5x105 a 1x106 de eventos 

para analizar las poblaciones de interés, en un Citómetro de Flujo CyAn ADP 

(Beckman Coulter, Brea, CA, EUA).  
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h) Análisis de datos: Los datos fueron analizados en el software FlowJo v.7.6.5. (Tree 

Star, Inc. Ashland, OR, EUA). Los linfocitos fueron seleccionados de acuerdo a sus 

propiedades de dispersión de la luz  (SSC/FSC). El porcentaje de linfocitos iNKT 

fue calculado a partir de la región que determinaba la triple expresión de 

CD3+V24+V11+. 

i) Análisis estadístico: Se realizó el análisis estadístico en el programa GraphPad 

Prism v.5 empleando las siguientes prueba estadísticas: Anova de una vía con 

comparación múltiple de Tukey o Dunn (según el caso) para comparar la expresión 

en Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de moléculas de activación y el 

porcentaje de células productoras de citocinas en los experimentos de co-cultivo y 

bloqueo. Prueba de Wilcoxon de dos vías para muestras pareadas, para comparar las 

muestras con y sin estímulo de los pacientes con DT1 y controles respectivamente. 

Finalmente se aplicó la prueba de U de Mann-Withney para muestras no pareadas 

con el fin de comparar los datos de los pacientes con DT1 contra los controles. En 

todas las pruebas empleadas se consideró estadísticamente significativo un valor de 

p<0.05. 
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7. Resultados 

7.1 Identificar la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre periférica de 

individuos sanos bajo condiciones de estimulación antígeno-específica. 

Se ha demostrado que estímulos policlonales (Ionomicina/PMA) son capaces de 

inducir la expresión de CRTAM en la superficie de los linfocitos iNKT [29, 30], sin 

embargo se desconoce si estímulos antígeno-específicos son capaces de promover el mismo 

efecto. Ensayos previos empleando distintas células presentadoras de antígeno (linfocitos 

B, macrófagos y células dendríticas) mostraron que las DCs fueron las únicas capaces de 

inducir una clara expresión de CRTAM en las células iNKT [62]. Con el fin de evaluar con 

más detalle este proceso, se obtuvieron PBMCs de individuos sanos y fueron co-cultivadas 

con DCs provenientes del mismo individuo (autólogas) pulsadas con αGalCer durante 

18hrs (tres experimentos con duplicado por experimento). En primera instancia se confirmó 

que dicho estímulo es capaz de inducir la activación de los linfocitos iNKT, evaluado por la 

expresión de la molécula CD69, (figura 1A), la cual encontramos expresada en más del 

20% de las células sin estimular y en el 48.5% al ser activados. En estas células se observó 

un incremento de 5.8 veces de la IMF (figura 1B y 1C) (p=0.0005 y p=0.008 

respectivamente). Además, confirmamos que CRTAM no se expresa en las células sin 

estimular y que ésta se induce en un 25.5% de las células iNKT con un incremento en la 

IMF de 4.4 veces el isotipo (figura 1D y 1E) (p=0.002 y p=0.004 respectivamente).  

Con el fin de evaluar la capacidad de las células iNKT de producir citocinas tras el 

estímulo específico αGalCer (figura 1A). Este resultado mostró un incremento en el 

porcentaje de células productoras tanto de IL-4 como de IFNγ en promedio de un 2% a un 

6% y de un 2.3 a un 13% respectivamente, siendo estadísticamente significativo el 

incremento en las células que recibieron el estímulo con αGalCer comparadas con el 

vehículo figura 1 (p=0.03 tanto para IL-4 como para IFNγ). 
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Figura 1. Expresión de CRTAM en linfocitos iNKT en respuesta a estímulo antígeno específico. A) 

Células iNKT (CD3+Vα24+Vβ11+) estimuladas durante 18hr. con DCs pulsadas con 100ng de αGalCer. 

Histogramas y gráficas de contorno representativos de la expresión de CD69, CRTAM, IFNγ e IL-4. El 

histograma vacío de línea continua gruesa corresponde a la tinción con los anticuerpos específicos (CD69 y 

CRTAM) en las células estimuladas; la línea discontinua a las células sin estímulo y el histograma sombreado 

en gris al control de isotipo respectivo. El número en los cuadrantes indica las frecuencias de las células 

respectivamente B) Expresión de CD69 por veces de incremento en la IMF o C) porcentaje de células 

positivas, en las condiciones indicadas (vehículo o αGalCer). D) Expresión de CRTAM por veces de 

incremento en la IMF o E) porcentaje de células positivas, en las condiciones indicadas (vehículo o αGalCer). 

F) Porcentaje de linfocitos iNKT positivos para Il-4 o IFNγ en las condiciones indicadas (vehículo o 

αGalCer). Prueba de Wilcoxon de dos vías para muestras pareadas, * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005. 
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Estudios en modelo murino demostraron que la expresión de CRTAM se asocia con 

la producción de citocinas de tipo Th1 (IFNγ, IL-17, IL-22) por células T CD4+, mientras 

que las citocinas tipo Th2 (IL-4) no se ven afectadas [37]. Por lo que, una vez confirmado 

que el estímulo de iNKT por DCs cargadas con αGalCer es capaz de inducir la expresión de 

CRTAM en individuos sanos, decidimos analizar si es que existía alguna diferencia en el 

porcentaje de células iNKT productoras de citocinas entre las células que expresaban o no 

la molécula. A este respecto observamos que la expresión de CRTAM identificó, de forma 

significativa, a aquellas células que producían IFNγ comparada con las que no la 

expresaban (p=0.03 figura 2). Mientras que, en lo que respecta al porcentaje de linfocitos 

iNKT que producían IL-4, no observamos diferencia alguna en relación a la expresión de 

CRTAM (p=0.44, figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. La expresión de CRTAM identifica a los linfocitos iNKT productores de IFNγ en individuos 

sanos. A) Células iNKT CRTAM + y CRTAM - productoras de IFNγ e IL-4. Gráficas de contorno  

representativos, el número en los cuadrantes indica las frecuencias de las células respectivamente. B) 

Porcentaje de linfocitos iNKT productores de IL-4 o IFNγ en base a la expresión de CRTAM. Se muestra el 

promedio de tres experimentos con dos datos por experimento. Prueba de Wilcoxon de dos vías para muestras 

pareadas, * p<0.05. 
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7.2 Determinar la participación de moléculas de co-estimulación en la 

expresión de CRTAM en linfocitos iNKT de individuos sanos. 

 Previamente, en ensayos iniciales, observamos que las DCs maduras pulsadas con 

αGalCer eran capaces de inducir una expresión franca de CRTAM en células iNKT 

comparadas con otras CPA (linfocitos B y macrófagos) [62]. Está reportado que las células 

DCs maduras, a diferencia de otras CPA, expresan en mayor densidad moléculas co-

estimuladoras como CD80, CD86 y CD40 [63]; lo que nos llevó a investigar si estas 

moléculas estaban participando en inducir la expresión de CRTAM en los linfocitos iNKT. 

Para ello empleamos, durante el co-cultivo, anticuerpos bloqueadores dirigidos contra 

dichas moléculas de co-estimulación y evaluamos el efecto que esto tenía sobre la 

expresión de CRTAM y la generación de células productoras de citocinas (IFNγ e IL-4), 

analizando como control de activación a CD69. Como resultado de estos experimentos 

pudimos observar que la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT, evaluada por veces de 

incremento en la IMF o por células positivas para la molécula no se modifica de forma 

importante al bloquear las moléculas de co-estimulación (p>0.05). Sin embargo, se puede 

observar una tendencia a la disminución cuando se emplea el anticuerpo contra CD40L o 

los tres anticuerpos (anti CD80, anti CD86, anti CD40L) de forma simultánea (Figura 3A y 

3B). 

 En cuanto a la expresión de CD69, detectamos una disminución significativa al 

bloquear CD40L y CD80, CD86 y CD40L de forma paralela, cuantificada tanto por veces 

de incremento de la IMF (p=0.008 en ambas condiciones) como en porcentaje de células 

que expresan la molécula (p=0.05 y p=0.03 respectivamente) (Figura 3C y 3D). 

 Al evaluar el efecto que tuvo el bloqueo del co-estímulo en la generación de células 

que producen citocinas observamos que el porcentaje de células positivas para IFNγ se ve 

disminuido de forma significativa al bloquear las moléculas CD80 y CD86 y al bloquear las 

tres moléculas de co-estimulación al mismo tiempo (CD80, CD86 y CD40L) (p=0.004 y 

p=0.02 respectivamente). En lo que al porcentaje de las células productoras de IL-4 

respecta, no observamos diferencia alguna en las condiciones de bloqueo evaluadas 

(p>0.05) (Figura 3D y 3E).  
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Figura 3. La expresión de CRTAM es independiente de las moléculas de co-estimulación. A) Expresión 

de CRTAM por veces de incremento en la IMF o B) porcentaje de células iNKT positivas posterior a 18hrs de 

estímulo con DCs pulsadas con αGalCer y bajo diferentes condiciones empleando anticuerpos dirigidos 

contra moléculas de co-estimulación. C) Expresión de CD69 por veces de incremento en la IMF o D) 

porcentaje de células iNKT positivas posterior a 18hrs de estímulo con αGalCer y bajo las mismas 

condiciones de bloqueo de moléculas de co-estimulación. E) Porcentaje de linfocitos positivos para IFNγ o F) 

IL-4 en las distintas condiciones experimentales. Anova de una vía con comparación múltiple de Tukey. * 

p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005. 
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7.3 Evaluar la participación de CRTAM en la producción de citocinas (IFNγ e 

IL-4) por linfocitos NKT de individuos sanos. 

No obstante que, al bloquear las moléculas de co-estimulación, el efecto observado 

sobre la expresión de CRTAM fue una sutil disminución, la consecuencia sobre la 

frecuencia de células iNKT totales productoras de IFNγ fue más evidente. Lo anterior, 

aunado a que inicialmente demostramos que la expresión de esta molécula se asocia a 

aquellas células que producen IFNγ, nos llevó a evaluar si el bloqueo del co-estímulo 

repercutía sobre el porcentaje de linfocitos iNKT que expresan CRTAM y producen 

citocinas (IFNγ e IL-4). Nuestros resultados muestran una disminución significativa en la 

frecuencia de células iNKT CRTAM+ IFNγ+ en las tres condiciones de bloqueo evaluadas 

(CD80/86, CD40L, CD80/86/40L con p=0.04, 0.05 y 0.04 respectivamente) (figura 4A). 

No se observaron cambios en los porcentajes de las células positivas para IFNγ que no 

expresaban la molécula CRTAM (figura 4B). En lo que a IL-4 respecta, la frecuencia de las 

células productoras de ésta citocina no se vio modificada al emplear los anticuerpos de 

bloqueo, tal como lo observamos en las células totales, independientemente de la expresión 

de CRTAM (figura 4C y 4D). 
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Figura 4. La expresión de CRTAM no es suficiente para generar células productoras de IFNγ en 

ausencia de co-estímulo. A) Porcentaje de células iNKT CRTAM+ IFNγ+ o B) CRTAM- IFNγ+ ante 

condiciones de bloqueo de moléculas. C) Frecuencia de linfocitos iNKT CRTAM+ IL-4+ y D) iNKT CRTAM- 

IL-4+ bajo las diferentes condiciones de bloqueo de co-estímulo. Anova de una vía con comparación múltiple 

de Tukey. * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005. 
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7.4 Evaluar la expresión ex vivo de CRTAM en linfocitos iNKT en una cohorte 

de pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares de primer grado. 

 CRTAM es una molécula que se asocia a activación en linfocitos iNKT y ya que 

demostramos que, al igual que en ratón, se asocia a la producción de IFNγ en individuos 

sanos ante un estímulo-antígeno específico, se confirma como una molécula ligada a un 

perfil pro-inflamatorio (Th1). Debido a lo anterior, CRTAM es una molécula que podría 

estar participando en la patogénesis de enfermedades con dicho perfil. Por otra parte, datos 

iniciales obtenidos por este grupo de trabajo mostraron alteraciones en el número de 

linfocitos iNKT en sangre periférica de pacientes con DT1 y sus familiares de primer grado 

comparado con un grupo control, además de que se identificó la presencia de dos 

poblaciones de iNKT que presentaban diferente expresión del iTCR, dividiéndolas así en 

iNKThi e iNKTlo [59], identificándose en ésta última la expresión ex vivo de CRTAM [62]. 

Con base en estos antecedentes nos dimos  a la tarea de completar el análisis de la 

frecuencia y el perfil de activación de los linfocitos iNKT (tanto iNKThi como iNKTlo) en 

el total de individuos que conforman la cohorte de pacientes con DT1 y familiares de 

primer grado, así como en familias control. Los resultados de este objetivo se desglosan a 

continuación 

 

7.4.1 Disminución en los números de linfocitos  iNKT en familias con DT1. 

 Evaluamos la frecuencia de células iNKT no sólo en pacientes con DT1 sino 

también en sus familiares de primer grado, comparándola con las encontradas en familias 

control. Se logró completar una cohorte de 391 sujetos, por lo que se colectaron muestras 

de sangre periférica de 69 pacientes con reciente diagnóstico de DT1, 76 hermanos y 116 

padres (madres y padres), de igual forma se obtuvieron muestras de 53 controles sanos de 

edades similares a la de los pacientes, 20 hermanos y 57 padres. Los detalles de la selección 

de los pacientes, así como la estrategia para identificar y calcular el porcentaje de células 

iNKT (CD3+Vα24+Vβ11+) se describen en la sección de “Metodología”. En cuanto a 

porcentajes, nosotros no encontramos diferencias entre los grupos analizados (figura 5A). 

Sin embargo, referente a los números absolutos de linfocitos iNKT, pudimos observar una 

evidente reducción en las familias con DT1, siendo significativo (p<0.0001) en los 
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pacientes (633.6/ml±146.3) al compararlos con los controles (1010.5/ml±132.9). 

Diferencias similares se identificaron entre los padres de los pacientes (450.2/ml±53.2) 

comparados con el grupo de padres de controles (833.2/ml±111.4; p<0.0001) (figura 5B). 

No obstante que los resultados obtenidos de los hermanos de los pacientes (686.8/ml ±89.7) 

muestran una tendencia similar al compararlos con los hermanos de los controles (1129/ml 

±311.1), el análisis estadístico no arrojó diferencias significativas (p=0.24). Estos 

resultados revelan el impacto de la carga genética sobre los números de iNKT y sugiere una 

probable participación de estas células en DT1. 

 

 

 

 

Figura 5. Deficiencia familiar del número absoluto de linfocitos iNKT en diabetes tipo 1. A) Porcentaje y 

B) Número absoluto de células iNKT en pacientes con DT1 y sus familiares de primer grado (círculos 

negros); y familias control (círculos blancos). Prueba U de Mann Whitney. Líneas horizontales muestran el 

promedio y error estándar. 
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7.4.2 Pacientes con diabetes tipo 1 presentan dos subpoblaciones de linfocitos 

iNKT. 

Durante el análisis de la frecuencia de células iNKT en la cohorte de DT1 se 

identificó inicialmente por Canché-Pool E., la presencia de dos subpoblaciones de 

linfocitos iNKT de acuerdo a la expresión del iTCR. Una población con una alta expresión 

de las cadenas Vα24/Vβ11 (iTCR) (iNKThi) y otra que expresaba bajos niveles del iTCR 

(iNKTlo). Al completar el análisis de la cohorte se observó que la población iNKThi estuvo 

presente en todas las muestras analizadas, mientras que la subpoblación iNKTlo únicamente 

fue identificada en 24 de 69 pacientes (34.7%) (figura 6A), 26 de 76 hermanos de pacientes 

(34.2%) y 39 de 116 padres de pacientes (33.6%) (figura 6B y tabla). La expresión del 

iTCR con base a la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) tanto de la cadena Vα24 

como de la cadena Vβ11 mostró diferencias significativas entre las poblaciones iNKThi e 

iNKTlo. La figura 6C muestra un incremento promedio en la IMF de 1 logaritmo para la 

cadena Vα24 en las células iNKThi, comparado con la población de células iNKTlo (IMF 

promedio de 538±53.5 contra 21.4±1.86 respectivamente). En el caso de la figura 6D 

exhibe las diferencias encontradas en los niveles de expresión para la cadena Vβ11 que en 

este caso fue de 2.5 veces la IMF de la subpoblación iNKThi comparada con la 

subpoblación iNKTlo (IMF promedio de 48.7±4 contra 18.9±0.8 respectivamente). También 

fue posible detectar ligeras diferencias al comparar las cadenas del iTCR de las poblaciones 

iNKThi de los grupos analizados, encontrando una mayor expresión, principalmente para la 

cadena Vα24 y menos evidente para la Vβ11. Los resultados muestran las siguientes 

diferencias en las IMF de esa población entre los grupos comparados; en pacientes contra 

controles 777.2±59.3 vs 578.8 ±69.8 (p=0.041) para la cadena Vα24 y 54.9 ±3.3 vs 49.7±4 

para Vβ11, hermanos de pacientes contra hermanos de controles 696.7±52.3 vs 239.7±59.5 

(p<0.0001) Vα24 y 53.4 ±2.8 vs 43.9±8 (p=0.0382) Vβ11, padres de pacientes contra 

padres de controles 695.5±44 vs 240.1±36.4 (Vα24 p<0.0001) y 50.2±2.4 vs 40.2±4 (Vβ11 

p=0.065).La frecuencia de la subpoblación iNKTlo tanto en los grupos control como en el 

resto de los pacientes con DT1 y sus familias, de estar presente, fue demasiado baja para ser 

distinguida del fondo de la tinción con total certeza. 

 

 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Presencia de linfocitos iNKT con baja expresión del iTCR en pacientes con DT1 y sus 

familiares de primer grado. A) Gráficas de puntos que muestran la expresión del iTCR (Vα24+Vβ11+) en 

células CD3+ de tres controles sanos y tres pacientes con DT1 o B) sus familiares de primer grado. C) IMF de 

las cadenas V alfa 24 y D) V beta 11 del iTCR de las poblaciones de linfocitos iNKT de familias de pacientes 

con DT1 y controles. Prueba U de Mann Whitney. * Células iNKThi de controles comparados con pacientes, # 

células iNKThi de hermanos de controles comparados con hermanos de pacientes, & células iNKThi de padres 

de controles comparados con padres de pacientes. 
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 7.4.3 Los linfocitos iNKTlo son una subpoblación activada. 

 Ya que la subpoblación de linfocitos iNKTlo nos recordó a una población activada 

que ha desregulado la expresión del iTCR, era probablemente que estuvieran expresando, 

de forma incrementada, moléculas asociadas a este estado de activación. Está reportado que 

las células iNKT expresan, de forma constitutiva en baja densidad, moléculas como CD69, 

CD25 y CD44 [4, 6], sin embargo esta expresión se incrementa tras la activación. CRTAM 

es una molécula que se expresa en linfocitos únicamente al recibir un estímulo que induzca 

su activación. Debido a esto que decidimos analizar la expresión tanto de CRTAM como de 

CD69 como marcador conocido de activación. Las primeras observaciones a este respecto 

mostraron únicamente la expresión de CRTAM y no de CD69, sólo en la población iNKTlo 

[62]. Los resultados finales muestran que la subpoblación de células iNKTlo expresa ambas 

moléculas evaluadas en el 62.5% de los pacientes, el 73% de los hermanos de los pacientes 

y en el 69.2% de los padres de los pacientes que presentan esta subpoblación (Figura 7A y 

7B para CRTAM y 8A y 8B para CD69). Al analizar las diferencias en la IMF de estas 

moléculas en las diferentes poblaciones, observamos un incremento de 4 a 5 veces la IMF 

de la expresión de CRTAM en las células iNKTlo comparado con la población iNKThi 

(figura 7C). En lo referente a CD69 el incremento observado fue de 3 a 4 veces la IMF en 

los linfocitos iNKTlo comparados con los iNKThi (figura 8C). En la subpoblación de 

linfocitos iNKThi se observó una expresión basal de CRTAM similar a la de CD69 la cual 

concuerda con la reportada para otros marcadores de activación en estas células. Estos 

resultados confirman el estado de activación de la subpoblación iNKTlo, tanto en pacientes 

como en sus familiares de primer grado sugiriendo fuertemente que se trata de una 

población recientemente activada que ha des-regulado la expresión del iTCR. 
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Figura 7. Los linfocitos iNKTlo expresan CRTAM. A) Expresión de CRTAM en células iNKThi y iNKTlo 

de tres pacientes y controles o B) familiares de primer grado. Los histogramas representativos que se 

muestran corresponden a los mismos individuos que se muestran en la figura 6A y 6B. Los histogramas en 

gris muestran la tinción del control de isotipo para los anticuerpos monoclonales.  C) Expresión de CRTAM 

en poblaciones iNKThi e iNKTlo de los grupos analizados, calculada por veces de incremento. El valor del 

control de isotipo normalizado a un valor de 1, se muestra con una la línea horizontal discontinua. Prueba U 

de Mann Whitney. *** p<0.0005. Líneas barras muestran el promedio y error standard.  
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Figura 8. Los linfocitos iNKTlo expresan CD69. A) Expresión de CD69 en células iNKThi y 

iNKTlo de tres pacientes y controles o B) familiares de primer grado. Los histogramas representativos que se 

muestran corresponden a los mismos individuos que se muestran en la figura 6A y 6B. Los histogramas en 

gris muestran la tinción del control de isotipo para los anticuerpos monoclonales.  C) Expresión de CD69 en 

poblaciones iNKThi e iNKTlo de los grupos analizados, calculada por veces de incremento. El valor del 

control de isotipo normalizado a un valor de 1, se muestra con una la línea horizontal discontinua. Prueba U 

de Mann Whitney. *** p<0.0005. Líneas barras muestran el promedio y error standard. 
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7.5 Determinar la expresión de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre 

periférica de pacientes con DT1, tras un estímulo antígeno-específico. 

La presencia de una sub-población de linfocitos iNKT con una baja expresión del 

iTCR y la co-expresión de CRTAM en dicha sub-población en un porcentaje de pacientes 

con DT1 y sus familiares de primer grado, sugieren una probable participación de éstas 

células en la patogénesis de la enfermedad. Por lo anterior, decidimos evaluar in vitro, la 

respuesta de los linfocitos iNKT provenientes de pacientes con DT1, ante un estímulo 

antígeno específico (αGalCer) y compararlo con controles sanos. Dicha respuesta fue 

evaluada mediante la expresión de CRTAM y CD69 (como control de activación) y la 

función efectora a través de la tinción intracelular de citocinas. Los resultados obtenidos en 

cuanto a la expresión de CRTAM, mostraron que tanto en células iNKT de pacientes como 

de controles la molécula se induce en la misma magnitud tras las 18hrs de estímulo, 6.1 

veces de incremento en la IMF de la condición sin estímulo para el caso de los pacientes y 

5.5 para los controles (p=0.0001 para los pacientes y p= 0.006 para los controles) (Figura 

9A). Al evaluar CD69 observamos que, al igual que CRTAM, las células de ambos grupos 

indujeron la expresión de ésta molécula 6.5 (p=0.0001) para el caso de los pacientes contra 

3.6 (p=0.002) veces de incremento de la IMF en los controles, comparada con la condición 

sin estímulo; sin embargo, a pesar de que en los pacientes se observó una tendencia a una 

mayor expresión comparada con los controles después de recibir el estímulo ésta no fue 

estadísticamente significativa (p=0.088) (Figura 9B).  
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Figura 9. El estímulo con αGalCer induce la expresión de CRTAM y CD69 en pacientes con diabetes 

tipo 1. A) Expresión de CRTAM y B) CD69 en pacientes con DT1 y controles sanos posterior al estímulo con 

αGalCer por 18hrs. Se muestra la IMF calculada por veces de incremento. El valor del control de isotipo 

normalizado a un valor de 1, se muestra con una la línea horizontal discontinua. Prueba de Wilcoxon de dos 

vías para muestras pareadas, ** p<0.005 y *** p<0.0005. 

 

 

 En lo referente a las células productoras de citocinas, los resultados observados 

semejan mucho a lo ya reportado para esta patología. Se observó un mayor porcentaje de 

linfocitos iNKT totales productores de IFNγ en los pacientes (14.7%) comparado con los 

controles (7.1%) posterior al estímulo (Figura 10A), aunque dicha diferencia no llegó a ser 

estadísticamente significativa (p=0.06). Al evaluar a las células iNKT positivas para IL-4 

después del estímulo, observamos una frecuencia significativamente menor (p=0.006) en 

los pacientes (9.6%) que en los controles (17.4%) (Figura 10B). 
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Figura 10. Linfocitos iNKT de pacientes con diabetes tipo 1 presentan un perfil efector Th1. A) 

Porcentaje de linfocitos iNKT IFNγ+  o B) iNKT CRTAM+ IL-4+ de pacientes con DT1 y controles sanos sin 

estímulo y posterior a estímulo con 100ng de αGalCer durante 18hrs. Prueba de Wilcoxon de dos vías para 

muestras pareadas y prueba U de Mann Whitney para comparar controles contra pacientes. Líneas 

horizontales muestran el promedio y error standard. * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005 

 

Con base a la clara asociación que hemos observado entre la expresión de CRTAM 

y la presencia de células productoras de IFNγ, nos preguntamos si es que en los pacientes 

con DT1 sucedía algo similar a lo observado en los experimentos de co-cultivo con células 

obtenidas de individuos sanos. A pesar de no observar diferencias en la expresión de 

CRTAM entre pacientes y controles, pero si en el la frecuencia de linfocitos iNKT IFNγ+ e 

IL-4+; evaluamos si es que había alguna diferencia en las células doble positivas, que 

expresaban tanto CRTAM como IFNγ o IL-4. Los resultados nos muestran, en el caso de 

las células iNKT IFNγ+ podemos encontrar un incremento en su frecuencia en los pacientes 

comparada con los controles, independiente de la expresión de CRTAM (p=0.002 para 

CRTAM- y p=0.01 para CRTAM+). En cuanto a las células iNKT que expresan CRTAM, 

observamos que identifican con mayor frecuencia y de forma significativa a aquellas 

productoras de IFNγ+, tanto para pacientes como para controles  (p=0.003 y p=0.02, 

respectivamente) (Figura 11A). Al realizar el análisis para las células iNKT que expresaron 

CRTAM y produjeron IL-4, aunque observamos una mayor frecuencia de éstas en los 

pacientes contra las que no la expresan (p=0.003), no parece haber diferencias entre los 

controles, expresen o no la molécula (p=0.27) (figura 11B). 
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Figura 11. CRTAM identifica a linfocitos iNKT productores de IFNγ en pacientes con diabetes tipo 1 y 

controles sanos. A) Porcentaje de linfocitos iNKT IFNγ+  o B) iNKT IL-4+ que expresan o no CRTAM en 

pacientes con DT1 o controles sanos estimulados 18hrs con αGalCer. Prueba de Wilcoxon de dos vías para 

muestras pareadas y prueba U de Mann Whitney para comparar controles contra pacientes. Líneas 

horizontales muestran el promedio y error estándar. * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005 
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8. Discusión 

 CRTAM se describió desde un inicio como uno de los transcritos más abundantes 

producidos por los linfocitos iNKT y T CD8+ activados tanto en el ratón como en el 

humano. Debido a que estas dos poblaciones celulares se encuentran restringidas por MHC-

clase I o tipo clase I (CD1d) le valió su nombre como Class I-Restricted T cell Associated 

Molecule (CRTAM). No obstante, con el paso del tiempo, los trabajos enfocados a estudiar 

esta molécula han demostrado que su presencia no se circunscribe únicamente a éstos 

linfocitos sino que se puede encontrar en una amplia gama de células tanto del sistema 

inmune (NK, T CD4+, Neutrófilos, Eosinófilos) como de otros muchos tejidos (cerebelo, 

testículo, riñón) [30, 32, 33]. Al describir a Necl-2 como su ligando, se logró establecer 

algunas de las funciones que CRTAM, al interactuar con este, puede estar llevando a cabo 

[34-36]. Como molécula de adhesión participa en mantener la unión intercelular en tejidos 

epiteliales, media la agregación celular, estabiliza la unión entre linfocitos T y CPAs 

durante la fase tardía de la sinapsis inmunológica, favorece la retención de los linfocitos T 

CD8+ activados en el ganglio linfático y controla la residencia de células T dobles positivas 

en intestino [31, 37, 64]. De la misma forma, como una molécula asociada a activación, 

CRTAM participa en funciones efectoras como activar la respuesta citotóxica de NK y 

CD8+ contra células tumorales, regular la expresión de IL-22, favorecer la secreción de 

IFNγ por CD8+, confiere activación en la fase tardía y regula la generación de células T 

CD4+ pro-inflamatorias productoras de IFNγ, IL-17 e IL-22 [34, 37, 65]. Todas estas 

funciones han sido evaluadas en líneas celulares y modelos murinos con estímulos 

policlonales que, si bien han proporcionado un gran avance en el conocimiento de la 

biología de ésta molécula, pueden no ser completamente extrapolables a lo que podría estar 

sucediendo en el ser humano. Debido a esto, este trabajo se enfocó a evaluar, en una 

población no convencional de linfocitos, pero en la primera en ser descrita esta molécula, 

las NKT; si un estímulo antígeno específico era capaz de inducir la expresión de CRTAM y 

si es que esto dependía de la presencia de otras moléculas de co-estimulación, además de 

cómo podría estar asociada esta expresión al perfil efector de dichas células en individuos 

sanos.  
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 Los resultados a este respecto, nos confirman las primeras observaciones realizadas 

por Canché-Pool, que los linfocitos iNKT en co-cultivo con DC cargadas con αGalCer, son 

capaces de expresar CRTAM en comparación con las células no estimuladas, de forma 

similar a lo reportado en estas células en los primeros trabajos, al emplear estímulos 

policlonales (Ionomicina /PMA) [29, 30]. También confirmamos que la expresión de 

CRTAM va acompañada de CD69 y de la generación de células productoras de citocinas 

(IFNγ e IL-4), lo cual es sinónimo de un perfil efector. Al analizar si la expresión de 

CRTAM correlacionaba con la producción de una u otra citocina, pudimos observar, tal 

como lo reportó Yeh et. al. en el 2008 [37] para los linfocitos T CD4+ de ratón, que ésta 

molécula se asocia de manera preferencial a las células IFNγ+, lo que demuestra que en los 

linfocitos iNKT también se relaciona con un perfil pro-inflamatorio ya que no observamos 

diferencias al analizar la producción de IL-4 independientemente de la expresión de 

CRTAM.  

La naturaleza de la respuesta, pro- o anti-inflamatoria, promovida o modulada por 

las células iNKT depende del tipo de citocinas que ellas mismas secreten; las cuales, en su  

momento, son influenciadas por las propiedades estructurales, concentraciones y 

distribución de los ligandos glicolipídicos, y de la localización membranal durante su 

presentación mediada por CD1d; la afinidad de unión del iTCR por esos ligandos, las 

señales co-estimuladoras o de daño recibidas por los linfocitos iNKT y el microambiente de 

citocinas así como el sitio anatómico en donde las subpoblaciones de iNKT son activadas 

[6]. Observaciones iniciales en nuestro grupo de trabajo indicaron que las DCs eran las 

APCs más eficientes para inducir la expresión de CRTAM en las células iNKT [62], lo que 

nos sugirió que las moléculas de co-estimulación podrían estar participando en inducir esta 

expresión. Lo anterior basados en el ejemplo de la molécula OX-40, la cual a pesar de que 

la señalización vía TCR es suficiente para inducir su expresión, la interacción de CD28-

CD80/86 incrementa y sostiene su expresión subsecuente [66]. Sin embargo, durante los 

experimentos de bloqueo del co-estímulo no observamos cambios significativos en la 

expresión de CRTAM, lo que nos indica que basta con la primera señal recibida vía iTCR 

en la iNKT para inducir su expresión. A pesar de que las células iNKT expresan varias 

moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras de forma compartida con los linfocitos T 

convencionales, la unión de estas moléculas en ambos tipos celulares puede no arrojar 
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resultados funcionales similares. El efecto evidente que observamos posterior al bloqueo, 

fue la reducción importante en la expresión de CD69 y en la generación de las células 

productoras de IFNγ, lo cual está ampliamente reportado en la literatura, ya que el bloquear 

con anticuerpos o interrumpir genéticamente las vías CD40-CD40L o CD28-CD80/86 

inhibe la producción de IFNγ pero no  de IL-4 en respuesta a αGalCer [23, 26, 63, 67, 68]. 

Este resultado nos indica que, además de la relativa independencia del co-estímulo para la 

expresión de CRTAM, ésta no es  suficiente para sopesar el efecto del bloqueo sobre la 

expresión de IFNγ en las células iNKT. Cabe mencionar que, ya que la reducción de las 

células iNKT CRTAM+ IFNγ+ fue importante a diferencia de las iNKT CRTAM+ IL-4+, 

este resultado sustenta la hipótesis de que CRTAM podría estar participando en la 

expresión de IFNγ en estas células. 

 El hecho de que la expresión de CRTAM se asocie con un perfil inflamatorio en 

células iNKT en individuos sanos, hace prácticamente obligado su análisis en el marco de 

una patología en donde los linfocitos iNKT y la producción de IFNγ participan en el 

desarrollo de la enfermedad. Además, debido a que la presencia de CRTAM está 

pobremente estudiada también en el contexto patológico, y dado nuestros primeros 

resultados en una cohorte de pacientes con DT1; decidimos continuar con la evaluación de 

estos individuos, incrementando el tamaño de la muestra y analizando tanto la frecuencia de 

los linfocitos iNKT, la expresión ex vivo de CRTAM y en respuesta al estímulo con 

αGalCer; así como el perfil efector al que se asocia su expresión. 

 Los resultados obtenidos de esta parte del trabajo mostraron una reducción en los 

números absolutos de linfocitos iNKT en los pacientes con DT1 y sus familiares de primer 

grado comparados con controles sanos y sus respectivos familiares. En cuanto a 

porcentajes, nuestros datos, fueron similares a aquellos reportados por Lee y cols. quien 

muestra un amplio rango en la frecuencia de las células iNKT entre los grupos estudiados y 

ninguna diferencia entre ellos [56]. En el modelo murino, Esteban y cols. identificaron los 

dos loci principales (Nkt1 y Nkt2) que controlan los números de iNKT en timo, los cuales 

se localizan en la parte distal de la región Idd13 del cromosoma 2 y en la región Bana3 del 

cromosoma 1, respectivamente. Ambos loci han sido asociados con el desarrollo de DT1 y 

lupus eritematoso sistémico [69]. Recientemente, fue demostrado que el gene Nkt1 controla 

los números de iNKT a través de la expresión diferencial de Slamf1 [70].  
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 Un hallazgo inesperado durante el análisis de la frecuencia de los linfocitos iNKT, 

observado desde los primeros sujetos analizados [59], fue la presencia de una población con 

una baja densidad del iTCR en su superficie. Esta población nos recordó a aquella mostrada 

por Gadola y cols. [71] posterior a la expansión de células T Vα24-/Tetrámero CD1d- 

αGalCer+ a partir de PBMCs de donadores sanos. Del mismo modo, Diana y cols. así como 

Constantínides y cols. muestran una población con las mismas características que la que 

nosotros observamos [72, 73]. Lucas y cols. [74] igualmente identificó bajos porcentajes de 

linfocitos iNKT en individuos infectados con VHC que presentaban un fenotipo activado 

evaluado por la expresión de CD69. Sin embargo, en estos artículos no se discute mucho 

acerca de ésta población con bajos niveles de iTCR. Nosotros creemos que la población 

iNKTlo podría tratarse de una población recientemente activada, debido a que expresa, no 

solo CRTAM, sino también CD69. La población iNKTlo nos recuerda a aquella reportada 

en ratón por Wilson y cols. y Harada y cols., la cual ha des-regulado la expresión de su 

iTCR a través de endocitosis posterior a recibir un estímulo de activación y justo antes de la 

fase de expansión [75, 76]. Esta clase de regulación ha sido reportada por muchos otros 

grupos para el caso de las células T convencionales [77-79]. Además, debido a que 

CRTAM es expresada sólo en linfocitos activados, su presencia ex vivo así como la de 

CD69 en un 62.5% de la población iNKTlo en los pacientes con DT1, sustenta nuestra 

hipótesis de que podría tratarse de una población celular recientemente activada (muy 

probablemente por auto-antígenos). Lo anterior, aunado al hecho de que observamos altos 

niveles de iTCR (Vα24/Vβ11) entre las células iNKThi de los pacientes con DT1 y sus 

familias comparados con los encontrados en las familias control, podría ser explicado de 

acuerdo al reabastecimiento y sobre-regulación del TCR reportada por otros grupos [79, 

80]. Schrum y cols. demostraron que durante la activación de las células T CD4+, éstas 

tendían a sobre-regular la expresión del TCR en la superficie celular a pesar de la temprana 

des-regulación inducida por el antígeno [81]. Ellos describen que el nuevo nivel de 

expresión del TCR observable en superficie varios días después de la respuesta, 

incrementaba en proporción a la dosis antigénica, la duración del estímulo y el grado de co-

estímulo recibido. Ésta recuperación de la expresión del TCR en la superficie celular se 

observó hasta dos veces comparada con el original [80]. 
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 Vale la pena resaltar que, la edad de los pacientes, los controles y sus respectivos 

hermanos, limitó la cantidad de la muestra de sangre obtenida. Debido a esto, no fue 

posible realizar un análisis más profundo en aquellos individuos que presentaban la 

población iNKTlo, sin mencionar la baja frecuencia per se de la población celular estudiada. 

No obstante, la presencia de una sub-población de linfocitos iNKT con una baja expresión 

del iTCR y la co-expresión de CRTAM en dicha sub-población en un porcentaje de 

pacientes con DT1 y sus familiares de primer grado, sugieren una probable participación de 

éstas células en la patogénesis de la enfermedad. Por lo anterior, decidimos evaluar in vitro, 

la respuesta de los linfocitos iNKT de pacientes con DT1 (cuya muestra fue suficiente) ante 

un estímulo antígeno específico (αGalCer) y compararlo con controles sanos. Pese a lo 

reportado inicialmente por Canché-Pool E., quien no observó la expresión de CRTAM en 

linfocitos iNKT que se encontraban junto con células mononucleares estimuladas con 

αGalCer [62]. Nosotros observamos la inducción de esta molécula en linfocitos iNKT 

estimulados con αGalCer de hasta 6 veces la IMF comparado con las células sin estímulo, 

tanto en pacientes con DT1 como en controles sanos. Del mismo modo lo registramos para 

CD69; sin embargo observamos que, para esta molécula, las células provenientes de los 

pacientes mostraban una tendencia a presentar mayor expresión que los controles, lo que 

podría estar reflejando su probable condición autorreactiva [82, 83]. En este mismo sentido, 

al evaluar el perfil efector de los linfocitos iNKT tras recibir el estímulo con αGalCer, 

pudimos observar que mientras para el caso de IFNγ los pacientes presentaban una 

frecuencia incrementada de las células que producían esta citocina comprada con los 

controles, lo contrario se observó para el caso de las productoras de IL-4, presentando un 

porcentaje menor que el de los controles. Este sesgo en el perfil de citocinas producido por 

las células iNKT provenientes de pacientes con DT1 ha sido previamente reportado [55, 

84]. Sin embargo cabe resaltar que esos trabajos evalúan las citocinas en sobrenadante 

producidas por clonas de linfocitos iNKT obtenidas a partir de células de sangre periférica 

o bien de ganglios linfáticos de los pacientes con DT1, lo cual puede no reflejar claramente 

la respuesta que estas células presentan in vivo. Si bien, nuestros resultados pudieran 

también tener esta limitante, ya que el estímulo con αGalCer posiblemente no evoque la 

misma respuesta que los auto-antígenos, que muy seguramente están siendo reconocidos 

por las células iNKT in vivo, al tratarse de un cultivo primario sin más manipulación que la 
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necesaria para proveer el estímulo; puede reflejar de forma más cercana la respuesta que 

estos linfocitos probablemente están teniendo en el organismo.  

 En lo referente a CRTAM y el perfil efector de las células iNKT en base a la 

expresión o no de esta molécula, pudimos observar que mientras que para las células iNKT 

CRTAM+ IL-4+ encontramos una ligera tendencia a un mayor porcentaje en los pacientes 

que en los controles al comparar con iNKT IL-4+ que no expresaban CRTAM, para el caso 

de los linfocitos iNKT CRTAM+ se observó una marcada preferencia a identificar a 

aquellos linfocitos productores de IFNγ+ tanto para pacientes como para controles, lo cual 

sustenta los resultados previamente observados en los individuos sanos estimulados en co-

cultivo con DCs cargadas con αGalCer, y concuerda con lo reportado para los linfocitos T 

CD4+ de ratón [37]. No obstante, estos resultados no demuestran que CRTAM esté 

participando directamente en la producción de IFNγ, solamente que identifica a aquellas 

células que lo producen.  

 Hasta el momento no se ha descrito la vía de señalización de CRTAM, no obstante 

Valle-Rios y cols. describió, en linfocitos T CD8+, sitios potenciales de unión para el factor 

NFκB en las regiones no codificantes río arriba del sitio de inicio de la transcripción del 

gen de CRTAM [85]. Lo anterior sugiere que la posible señalización de CRTAM podría 

activar esta vía, sin embargo, su funcionalidad no fue ni ha sido evaluada. A este respecto, 

Yeh y cols. demostró que, el mecanismo por el cual CRTAM modula la producción de 

citocinas pro-inflamatorias es a través de su porción intracelular, que presenta un dominio 

PDZ, mediante el cual recluta hacía el polo de la sinapsis inmunológica a la proteína 

Scribble con la que interactúa y controla la proliferación celular y la producción de 

citocinas [37]. De tal forma que, CRTAM podría estar asociada a la producción de citocinas 

de dos formas, 1) a través de la señalización directa río abajo de esta molécula al reclutar 

Scribble, CDC42, PKCζ y de alguna forma, aún no clara, converger con la vía de NFκB 

para inducir la transcripción de IFNγ en los linfocitos iNKT o 2) como molécula de 

adhesión, la cual estabiliza la unión entre el iTCR y la molécula presentadora de antígeno, 

mediante el reclutamiento de Scribble, CDC42, PKCζ, con el objetivo de mantener la 

polaridad del complejo CD3-TCR y recibir el co-estímulo necesario por parte de moléculas 

como CD28, CD40L, ICOS, OX40 cuya señalización se ha demostrado participa 

directamente en la producción de IFNγ.  
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 Los datos obtenidos hasta el momento, si bien sustentan una clara asociación entre 

las células que expresan CRTAM y las que producen IFNγ, tanto en homeostasis como en 

estado patológico, aún no explican el mecanismo por el cual podría estarlo haciendo. Este 

trabajo suma una pieza más al rompecabezas de CRTAM, sin embargo hacen falta estudios 

funcionales y moleculares, en esta y otras poblaciones celulares que expresan la molécula, 

con el fin de avanzar aún más en el conocimiento de la biología de esta proteína, así como 

evaluar cuál es su función (si es diferente) en cada una de ellas.  
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9. Conclusiones 

 La señalización vía iTCR con un estímulo antígeno específico induce la expresión 

de CRTAM en linfocitos iNKT de individuos sanos y pacientes con DT1. 

 La expresión de CRTAM en células iNKT de sujetos sanos es independiente de co-

estímulo. 

 La sola expresión de CRTAM no es suficiente para inducir la producción de IFNγ 

en linfocitos iNKT en ausencia de co-estímulo en individuos sanos. Lo que  podría 

indicar que CRTAM no está señalizando o bien que la vía que pueda estar 

induciendo CRTAM no incide en la transcripción de IFNγ. 

 Existe una disminución de los números absolutos de células iNKT en pacientes con 

DT1 y sus familiares de primer grado, lo que sugiere que se trata de un rasgo 

familiar probablemente determinado por factores genéticos similares a los 

reportados en ratón. Lo que podría representar uno más de los ya reportados factores 

de riesgo o susceptibilidad y no una causa directa de la enfermedad. 

 El hallazgo de la población de linfocitos iNKTlo con un fenotipo activado, tanto en 

pacientes con DT1 como en sus familiares de primer grado puede indicar la 

presencia de células iNKT recientemente estimuladas probablemente por auto-

antígenos y  representar otro factor de riesgo para el desarrollo de la patología. 

 Se confirma que los linfocitos iNKT de pacientes con DT1 presentan un perfil 

efector Th1 productor de IFNγ, al recibir un estímulo antígeno específico. 

 Demostramos que la expresión de CRTAM identifica a la población de linfocitos 

iNKT productores de IFNγ. 

 

 

 

 

 



45 

 

10. Perspectivas 

 Caracterizar la vía que induce la expresión de CRTAM. 

 Demostrar que la expresión de CRTAM participa en la producción de IFNγ y otras 

citocinas pro-inflamatorias (IL-17, IL-22) en linfocitos iNKT y T convencionales. 

 Determinar la vía por la cual CRTAM participa en la producción de IFNγ y otras 

citocinas pro-inflamatorias (IL-17, IL-22) en linfocitos iNKT y T convencionales. 

 Realizar un estudio prospectivo a los hermanos de los pacientes con DT1 que 

presentaron la población iNKTlo y la expresión de CRTAM, con el fin de confirmar 

si existe una asociación entre la presencia de esta población y el desarrollo de la 

enfermedad. Así como evaluar las citocinas que, ex vivo, podrían estar produciendo 

las células iNKTlo de estos individuos. 
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