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GM-CSF

HLA

IFN

IL
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Suero Fetal Bovino

Invariant T cell Receptor. Receptor invariante de células T
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T helper. Células T cooperadoras.
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Resumen

CRTAM (Class-I MHC-Restricted T-cell Associated Molecule) es una proteina
transmembranal que participa en procesos de adhesién, polarizacion, proliferacion y
diferenciacion celular. Esta molécula se encuentra expresada de forma transitoria en la
superficie de linfocitos iNKT, T CD8*, T CD4" y NK tanto de ratén como de humano,
posterior a estimulos policlonales in vitro y se ha relacionado con un perfil pro-
inflamatorio. Por lo que se ha propuesto a CRTAM como un marcador de activacion de
estas poblaciones celulares, asociado a la produccion de citocinas como IFNy, IL-22 e IL-
17, particularmente en linfocitos T CD4*. Ademas, al participar en adhesion, CRTAM se
requiere para establecer la polaridad de la célula T durante la fase tardia de la activacion,
siendo importante para la retencion de estos linfocitos en ganglio linfatico conduciendo a su
adecuada activacion y diferenciacion. Sin embargo, la expresion de CRTAM en células
humanas y su funcién, tanto en homeostasis como en contexto de una patologia, esta
pobremente evaluada. Por lo tanto, este trabajo se enfocO en evaluar la expresion de
CRTAM en linfocitos iINKT, en respuesta a un estimulo antigeno especifico; ademas de
analizar la participacion del co-estimulo en dicha expresion; y si es que CRTAM esta
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 sefial recibida a
través del iTCR en los linfocitos iINKT para inducir la expresion de CRTAM y que, a pesar
de la relativa independencia del co-estimulo para la expresion de esta molécula, CRTAM
no es suficiente para inducir la produccion de IFNy en las células iNKT en ausencia de
dicho co-estimulo. No obstante, se observd una clara asociacion de CRTAM con la
produccion de IFNy tanto en individuos sanos como en pacientes con DT1. Observando un
mayor porcentaje de células IFNy™ en aquellos linfocitos iINKT que expresaron CRTAM en
comparacion con los que no expresaron dicha molécula, independientemente del estado de
salud de los individuos; lo que sugiere fuertemente el papel de esta proteina en la

diferenciacion hacia un perfil pro-inflamatorio productor de IFNy.



Abstract

CRTAM (Class-1 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 IFNy, 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
iITCR 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 iINKT cells to
produce IFNy. However, we observed a clear association between CRTAM expression and
IFNy production, not just in healthy subjects but in T1D patients. Due to this, we found a
higher frequency of iNKT IFNy* 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 IFNy-producer profile.



1. Introduccién

1. 1 Antecedentes Generales.

1.1.1 Linfocitos iNKT.

El sistema inmunoldgico es un conjunto de respuestas que el organismo es capaz de
establecer en consecuencia a un estimulo antigénico o inmunogénico dado, generando
resultados que pueden ser tanto fisiolégicos como patoldgicos. Dichas respuestas estan
coordinadas por una muy amplia variedad de células que poseen la capacidad de sintetizar
componentes o0 moléculas que participan, directa e indirectamente, en la generacion de estas
respuestas [1, 2]. Estas células pueden clasificarse muy ampliamente; de acuerdo a la
capacidad que tienen de reaccionar ante el ya mencionado estimulo antigénico, en células
del sistema innato y células del sistema adaptativo. Entre las primeras podemos mencionar
a los granulocitos (Neutréfilos, Basofilos, Eosindfilos), macrofagos, mastocitos y células
NK; y cuya respuesta se caracteriza por ser rapida e inespecifica. Mientras que, formando
parte del sistema adaptativo, encontramos tanto a los linfocitos T como a los linfocitos B,
cuya respuesta es mas especifica y eficiente contra el estimulo que desencadené la
respuesta. Méas alld de esta muy general clasificacion; existen células que participan en
establecer una comunicacion 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
dendriticas, a las NKT, y a los denominados “Linfocitos Innatos”; cuya contribucion a la
generacion de un eficiente sistema inmunoldgico 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 afio de 1987 [3]. Estos linfocitos
co-expresan en su superficie un receptor de células T (TCR) junto con moléculas
caracteristicas de las células NK, rasgo que les valié el nombre de NKT. Dicho TCR, a
diferencia de los linfocitos T convencionales, estd compuesto, en el humano, por un
rearreglo invariante (semi-invariante en el ratén) de cadenas Va24-Ja18/Vp11 (iTCR), que

le otorga la capacidad de reconocer antigenos de origen glicolipidico presentados por una



molécula con una estructura similar al MHC-clase I, monomorfica, denominada CD1d; por
lo que también se les conoce como células iNKT [4]. Entre los receptores, caracteristicos de
células NK, que presentan los linfocitos iINKT podemos mencionar al CD161, CD122,
CD16, CD56. Maés alla 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 cuestion de “horas”, de una forma similar a la inmunidad innata,
ante un estimulo, el cual no se limita Unicamente al recibido a través de su iTCR, ya que
también pueden ser activadas por citocinas o via otros receptores (TLRS) [4, 6]. Ademas,
los linfocitos INKT comparten cierta identidad transcripcional tanto con células inmunes
innatas como adaptativas [4]. De esta forma el iTCR de las células iINKT puede reconocer
antigenos lipidicos, ya sea de microorganismos o enddgenos; sefializar y producir citocinas
pro-infamatorias que sinergicen para una activacion “tipo innata” y dicha activacion

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
proporcion es ampliamente variable entre individuos, encontrandose en rangos desde no
detectables, hasta por arriba del 1%, habiendo reportes de casos muy particulares con
porcentajes aun mayores [7, 8]. Los antigenos que son capaces de activar a las células
INKT identificados hasta ahora se pueden clasificar en dos categorias: los glicolipidos con
base ceramida (glicoesfingolipidos) y los de base glicerol (fosfolipidos de membrana).
Entre los primeros encontramos los provenientes de microorganismos como Streptococcus
pneumoniae, Borrelia Burdogferi, Sphingomonas spp., etc [9, 10]. Ademas de la activacion
por antigenos lipidicos asociados a patogenos presentados por la molécula CD1d, las
células INKT se pueden activar mediante el reconocimiento de antigenos lipidicos propios
y la presencia de un microambiente de citocinas que las estimulen (durante la ontogenia,
infecciones virales, cancer y autoinmunidades) [11]. Los antigenos end6genos que se han
descrito a la fecha que son reconocidos por los linfocitos iINKT son antigenos provenientes
de membranas y metabolismo celular como, glicofosfolipidos, glicolipidos con base
glicerol y lisofosfolipidos [12, 13], sin embargo se ha observado que ninguno de estos

antigenos enddgenos son capaces de evocar una respuesta tan evidente como los

2



provenientes de microorganismos o como el propio a-galactosil ceramida (aGalCer). Los
linfocitos iNKT reconocen antigenos glicolipidicos como el aGalCer, un potente antigeno
lipidico 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
caracterizacion y comprension de la biologia de estas células [14, 15]. Existen diferentes
compuestos sintéticos que han buscado estudiar y modular la respuesta generada en las
celulas iNKT con el objetivo de polarizarla hacia diferentes perfiles de citocinas [16]. No
obstante, es importante mencionar, que ante un estimulo de activacion los linfocitos iINKT
generan una rapida y potente respuesta efectora con una alta produccion de una gran
variedad de citocinas como lo son IFNy, 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 iINKT contienen en su
citoplasma mRNA preformado que codifica para varias de las citocinas mencionadas
(IFNy, IL-4,I1L-13) asi como también granulos de granzima y perforina [6, 17]. Esta
versatilidad, por Ilamarla de algin modo, en la produccién de citocinas ha llevado a los
estudiosos en el area 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-Th1l caracterizadas por la produccion, principalmente, de IFNy;
no obstante, también producen citocinas del tipo Th2 de forma conjunta y expresan de
forma simultanea los factores de transcripcion GATA3 y T-bet, controladores maestros de
estos perfiles. La subpoblacion iNKT tipo-Th2 producen IL-4, IL-9, IL-10 y IL-13
posterior al estimulo y expresan igualmente a GATAS3. Finalmente, la poblacién iNKT tipo
Th17, produce citocinas como IL-17A, IL-21 e IL-22 ademés de expresar el factor de
transcripcion RORyt para su desarrollo conjuntamente con GATA3. Es importante
mencionar que las células INKT tipo Thl7, se desarrolla como una poblacion distinta en
timo y se caracteriza por no expresar la molécula NK1.1 en el raton [18-21]. Debemos
resaltar que, muy a pesar de la clasificacion en la que se quiere encajonar también a los
linfocitos iINKT; y a los multiples intentos por polarizar la respuesta de estos hacia perfiles
muy definidos (Thl, Th2, TH17) los resultados obtenidos hasta la fecha demuestran que
estas células son menos manipulables al respecto, en comparacién con los linfocitos T
convencionales, ya que conservan la capacidad de producir mas de una citocina a la vez

[16]. Los trabajos que se han realizado con este objetivo lo han hecho mediante el empleo



de diversos compuestos quimicos con variaciones estructurales en sus cadenas acilares o
sus porciones polares y, aunque han mostrado, in vitro, sesgos en la respuesta de los
linfocitos iINKT hacia la produccion preferente de una u otra citocina, dependiendo de la
afinidad y la estabilidad de la union entre el iITCR 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 sefiales para una adecuada activacion que sea capaz de conducir a su
proliferacion, sobrevida, secrecion de citocinas y diferenciacion a células efectoras. La
primera sefial es la dada por la interaccion iTCR-CD1d-glicolipido (vTCR-MHC-péptico
para las T convencionales); lo cual, en el caso de las células T convencionales, iniciara una
respuesta por parte de las células efectoras y de memoria. Pero dicha sefial no es suficiente
para una optima activacion de los linfocitos T naive, para ello se requiere de una segunda
sefial que esta proporcionada por moléculas de co-estimulacion presentes tanto en la célula
T (CD28, CD40L) como en la CPA (CD80, CD86, CD40). La unién de las moléculas de
co-estimulacién lleva a una optimizacion de la sinapsis inmunoldgica, la expresion de
proteinas antiapoptéticas como Bcl-xL, el incremento en la transcripcion y estabilidad del
MRNA de IL-12 asi como el incremento en la captura de glucosa y en la glicdlisis. Por otra
parte, como mecanismo de regulacion de esta sefializacidn, se expresan varias proteinas de
superficie con funcion 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 iINKT expresan varias de las
moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras como lo hacen las células T convencionales,
la union 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 activacion comparado con los linfocitos T
naive. No obstante que la secrecion de citocinas por las células INKT activadas por
aGalCer muy probablemente depende del adecuado balance entre las sefiales co-
estimuladoras y co-inhibidoras, ain se desconoce si la presencia de dichas sefiales durante
el estimulo inicial con el glicolipido dicta el resultado y la duracion de una subsecuente

anergia [6].



Para fines de este trabajo es importante aunar un poco mas en describir algunas de
las moléculas de co-estimulacion que expresan los linfocitos INKT y su sefializacion, con el
objetivo de comprender mejor como dichas moléculas podrian estar regulando la respuesta

efectora de estas células.

Via CD28/CTLA4/CD80/86: Trabajos en raton 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 maduracién intratimica en etapas posteriores a la
seleccion positiva, asociados a la expresion de moléculas como NK1.1, CD44, CD69 y
CD122, asi como la expresion intracelular del factor de transcripcion T-bet y su capacidad
para sintetizar [FNy. La expresion 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 Thl
ante el estimulo con aGalCer. Resultados similares se han evidenciado en modelos murinos
de enfermedades mediadas por respuestas del tipo Thl (EAE, DT1), en los que se observa
una supresion de la respuesta inflamatoria y por ende en el desarrollo de la patologia. A
pesar de los trabajos antes mencionados, aun no queda claro cémo es que la unién de CD28
en células iINKT 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 expresion de CTLA4, los trabajos realizados hasta el momento no
han detectado la expresion de ésta molécula en la superficie o en el citoplasma de los

linfocitos iINKT en reposo o activadas.

Via 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 estimulo con aGalCer. Dicha expresion es independiente de la sefializacion CD28 y
viceversa. Esta via de sefializacion 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 optima
produccion de citocinas. Lo anterior se demostrd por varios grupos al bloquear con
anticuerpos monoclonales contra ambas moléculas (ICOS/ICOSL) y observar una

disminucion marcada en la produccion de IL-4, IL-10, IL-13, IL-5 e IFNy. También se ha



observado que la sefializacion a través de ICOS podria participar en patologias inducidas

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

Via CD40/CD40L: Las células iNKT activadas expresan un CD40L funcional que
provee de “ayuda innata” a los linfocitos B. Ademas, la interaccion reciproca entre la célula
INKT vy la célula dendritica (DC) es un pre-requisito para la respuesta efectora inducida por
aGalCer. Ya que, la union de CD40L expresado en el linfocito iNKT y CD40 expresado en
la DC resulta en la produccion de 1L-12 por parte de la DC, lo cual estimula la secrecion de
IFNy por la célula iNKT. Aparentemente el co-estimulo de CD40 e IL-12 no es esencial
para la produccion de IL-4 mediada por aGalCer. De tal forma que, no es de sorprender,
que la interaccion CD40-CD40L sesgue la respuesta del linfocito iINKT hacia un fenotipo
Thl [23, 26] .

Via PD1/PD-L: La expresion del este receptor monomérico con funcién inhibitoria
PD1, es baja en las células iINKT en reposo, y rapidamente se sobre-regula posterior al
estimulo con aGalCer, manteniendo su expresion durante la fase anérgica que
experimentan las células iINKT. Los trabajos que se han enfocado a describir esta
expresion, muestran que la via de PD1-PD-L no se requiere para el desarrollo intratimico ni
para la homeostasis periférica de los linfocitos iINKT, pero si parece mediar la anergia
inducida por aGalCer. Ademas podria 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 proteina transmembranal tipo | de 393aa, miembro de la familia de
las proteinas similares a nectinas (nectin like proteins), que contiene dos dominios de
inmunoglobulina, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico en el cual se
localiza un dominio PDZ de unién a proteinas capaz de ensamblar grandes complejos
proteicos involucrados en gran variedad de vias de sefializacion incluyendo adhesién,
polarizacién y proliferacion celular [29-33]. El gen que codifica para esta molécula se
encuentra localizado en la region central del cromosoma 9 en el ratdon y en el humano lo

encontramos en el brazo corto del cromosoma 11 [29] mientras que su ligando, Necl-2



(Cadm1, IgSF4 o Tslcl) se encuentra localizado en el brazo largo del mismo cromosoma.
Necl-2 es una molécula de adhesion perteneciente a la familia de las proteinas 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 describio su expresion en una subpoblacion de DC que expresan el marcador
BDCA3 en humano y CD8a en raton y la cual se localiza en la zona de linfocitos T dentro
del ganglio linfatico, lo que sugiere fuertemente su probable participacion en la interaccion
linfocito T-DC [35, 36].

CRTAM ha sido detectada de forma transitoria en células CD8", NK y NKT
activadas; ademas se ha identificado Crtam en raton como un gen inducido tras la
activacion de linfocitos. Por lo que se ha propuesto esta molécula como un marcador de
activacion en estas poblaciones celulares [30]. Su expresion también ha sido descrita en
células no inmunes como ceélulas epiteliales, formando parte de las uniones intercelulares;
en tejidos como cerebelo (células de Purkinje), testiculo y rifion [30, 32].

Un estudio realizado por Yeh y cols. muestra que CRTAM se expresa también de
forma transitoria, en una sub-poblacién de linfocitos T CD4" diferenciados y activados bajo
distintas condiciones; revelando que solo las células que expresan CRTAM producen IFNy,
IL-22 e IL-17. En contraste, no se detectan diferencias en la secrecion de I1L-4 entre células
T CD4*, que expresan 0 no la molécula CRTAM. Lo que les sugiere que la expresion de
CRTAM en una sub-poblacion de células T CD4" naive, se asocia a una mayor capacidad
para sintetizar y secretar citocinas pro-inflamatorias posterior a su activacion. Asi mismo se
demostré que en el raton deficiente de CRTAM (Crtam™) estos linfocitos presentaban una
disminucion en la secrecion de IFNy posterior a la estimulacion ya sea primaria o
secundaria, ademas de presentar niveles disminuidos de RNAm para IFNy cuando éstas
eran diferenciadas bajo condiciones Th1. Un comportamiento similar se observé para IL-22
y en menor magnitud para IL-17. En cuanto a linfocitos T CD8* Crtam™", la activacion del
TCR resultd en una disminucion en la secrecion de IFNy tanto en la poblacion naive como
en las poblaciones efectora y de memoria [37]

Ademés de la activacion y su funcion efectora, la expresion de CRTAM también
participa en adhesién y es requerida para establecer la polaridad de la célula T durante la

fase tardia de activacion [37]. En este sentido Takeuchi y cols. en el 2009 evaldan, in vivo,



el impacto de la expresion de CRTAM en un modelo de diabetes, demostrando que
CRTAM es importante para la acumulacién de los linfocitos T CD8" dentro del ganglio
linfatico mediante su retencién, modulando asi su respuesta durante una fase tardia de la

activacion de la célula T [31].

Recientemente se ha demostrado la expresion diferencial del gen de crtam en
timocitos y linfocitos T CD3", provenientes de ratones NOD durante el desarrollo de DT1;
sin embargo, la expresion de la proteina en linfocitos iINKT no ha sido demostrada en esta
patologia. [38].

1.1.3 Diabetes mellitus tipo 1

La Diabetes Tipo 1 (DT1) es el desorden autoinmune mas comun en la infancia, se
estima que afecta alrededor del 3% de la poblacion menor de 14 afios alrededor del mundo
[39].

La DT1 se desarrolla como consecuencia de la destruccion gradual de las células -
pancreaticas 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 exdgena [40]. La presentacion clinica de la DT1 es precedida por un periodo
asintomatico de duracion altamente variable que va desde pocos meses a incluso mas de 10

afios en algunos casos [41, 42].

Esta patologia se considera una enfermedad compleja, cuyo desarrollo se encuentra
mediado por multiples factores tanto genéticos como ambientales. Entre los genes o
regiones genicas que se han asociado a esta enfermedad, la region que codifica para
moléculas HLA clase 1I; permanece con la mas fuerte asociacion. Ademas del HLA se han
identificado mas de 40 loci asociados con DT1 entre los cuales encontramos polimorfismos
en la region promotora del gen de la insulina; el gen de PTPN22 importante fosfatasa que
regula negativamente la sefializacion 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].



No obstante, solo una proporcién de los individuos con susceptibilidad genética a
padecer DT1 progresan a la fase clinica de la enfermedad. Esto implica que se requieren de
factores adicionales para desencadenar y dirigir la destruccion de las células B en aquellos
sujetos predispuestos genéticamente [41, 43]. Como un ejemplo de factores exdgenos que
influyen en la incidencia de esta patologia podemos mencionar a las infecciones virales, las
cuales se han asociado por medio de tres mecanismos distintos: a) Mediante una infeccion
directa de células ; b) A través de mimetismo molecular, el cual consiste en una respuesta
inmune cruzada contra secuencias similares entre antigenos virales y antigenos de las
células B (ejemplo: proteina gp33 de virus coxaquie y GADG65 en la célula pancredtica)
podria desencadenar la activacion de células T auto-reactivas y por tanto la destruccion
tisular; c) O bien a consecuencia de un efecto “bystander” resultado de la infeccion viral y
la activacion del sistema inmunol6gico favoreciendo un ambiente pro-inflamatorio que
afecte indirectamente a las células pancreéaticas [45, 46]. Entre los virus que han sido
asociados a esta patologia podemos mencionar al virus coxackie B4 (CVB4),
citomegalovirus (CMV), rotavirus y rubeola [47].

Los resultados que derivan de modelos experimentales de DT1, particularmente del
Ratén Diabético NOD (Non-Obese Diabetic), han mostrado la participacion de varias
poblaciones celulares del sistema inmunoldgico en la destruccion de las células . Entre
ellas linfocitos T CD4*, CD8* y macréfagos han mostrado un papel directo en la muerte de
las células productoras de insulina. Ademas de éstas, otros tipos celulares estan presentes
en el infiltrado pancreético y en el ganglio linfatico pancreatico, donde se lleva a cabo la
presentacion inicial del antigeno por las células dendriticas a las células T antigeno-
especificas; incluyendo a linfocitos B, células NK, NKT y DCs [45].

La progresion 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 macrofagos, seguidos por células T y B. Esta fase es seguida por una destruccién
completa de las células B 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 Thl y Th2 ha sido evaluado mediante ensayos de



transferencia, y se ha documentado la participacion de la produccion de citocinas Thl como
IFNy 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 critica en el desarrollo de
la patologia. Lo anterior remarca la necesidad de ambas poblaciones para una eficiente

invasion y destruccion de los islotes pancreéticos [41, 48].

Recientemente, los linfocitos NKT han sido implicados en la regulacion de la
enfermedad autoinmune tanto en humanos como en ratones.[49] Mdltiples estudios han
mostrado el papel de esta poblacion en la prevencion 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 raton NOD. [45]

Se ha descrito que el ratbn NOD presenta una deficiencia tanto numérica como
funcional en la poblacion de linfocitos iINKT, con una produccion anormal de IFNy e IL-4
tras ser estimulados [50]. El incremento de la frecuencia de esta poblacion, 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 iINKT
inducen un estado de anergia en los linfocitos T CD4" auto-reactivos, y repercutiendo
directamente en la capacidad de estas células para producir IFNy [51]. Un efecto protector
similar fue observado tras estimular especificamente a los linfocitos NKT con aGalCer o

sus analogos.[45]

Tanto el grupo de Sharif y cols. asi como Hong y cols. mostraron en el 2001 que la
activacion de las células NKT por el tratamiento con aGalCer previene el inicio y la
recurrencia de la DT1 en el raton NOD, promoviendo un ambiente enriquecido con
citocinas Th2 en bazo y ganglios linfaticos pancreaticos, también observo que las células T
antigeno especificas de ratones tratados tenian una produccion incrementada de IL-4 y una
disminucion de la produccion de IFNy. [52-54]

La relevancia clinica del defecto en las células NKT del raton NOD no se ha podido
establecer en el humano. Los resultados de diversos estudios muestran desde una baja

frecuencia de esta poblacion celular en sangre periférica de pacientes con DT1 comparado
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con sus gemelos idénticos mostrando también un defecto en la produccion 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 desviacién hacia fenotipo Thl y una reduccion en la
subpoblacion NKT CD4". [58]

1. 2 Antecedentes directos.

Estudios recientes de nuestro grupo de trabajo, muestran una disminucién
significativa en el namero absoluto de linfocitos NKT en pacientes con DT1 comparado
con el grupo control. Debido a que esta disminucion fue encontrada también en los
familiares no diabéticos de los pacientes, no fue posible explicar la participacion funcional
de los linfocitos NKT por la sola disminucion en la frecuencia. Para esto se realizé un
analisis de la activacion de estas células, en base a la expresion de moléculas de activacion
(CD69 y CRTAM). En el anélisis inicial se identifico la presencia de dos poblaciones de
NKT en base a la expresion del iTCR, una poblacion con una alta expresion del receptor y
otra con una expresion disminuida de éste; dividiéndolas asi en iTCR" e iTCR' [59].

Al analizar el estado de activacion de las células NKT con base en la expresion de
CRTAM y CD69, éstas moléculas se identificaron en linfocitos NKT que expresaban un
iTCR', presente sélo en algunos pacientes y algunos de sus familiares, sugiriendo la
existencia ex vivo de una poblacion activada de NKT en familias de pacientes con DT1 [59,
60] .

La funcionalidad de esta poblacion 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 aGalCer y que expresan CRTAM, son productores
de IFNy [60].

Recientemente, nuestro grupo de trabajo identificd la expresion de CRTAM en la
superficie de tanto granulocitos (Eosinéfilos y Neutr6filos) como linfocitos T CD4* y CD8*
obtenidos de pacientes con diagnostico de asma [61]. Sin embargo, la participacion que
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podria estar teniendo esta molécula en la patogenia tanto de asma como de DT1 no ha sido

evaluada.

En resumen, la expresion de CRTAM en células humanas y su funcion, en estado de
homeostasis asi como en escenarios patoldgicos, esta pobremente evaluada. Por lo tanto, el
analisis de la expresion de CRTAM en linfocitos INKT provenientes de individuos sanos y
pacientes con DT1, tanto ex vivo como posterior al estimulo antigeno especifico in vitro,
ademaés de la identificacion del perfil efector que presentan las células que la expresan,
puede brindar informacion relevante acerca del papel que CRTAM pudiera estar

desempefiando no s6lo de manera fisioldgica sino en el marco de una autoinmunidad.
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2. Planteamiento del problema

La expresion de CRTAM ha sido ampliamente descrita en células del sistema inmune y
de otros tejidos, cuya funcion como molécula de adhesion en la formacion de las uniones
intercelulares y su participacion en la generacion de perfiles efectores ha quedado de
manifiesto. Sin embargo, estas funciones se han evaluado en células de raton o lineas
celulares empleando estimulos policlonales. Si bien, estos trabajos han proporcionado un
gran avance en el conocimiento de la biologia de esta molécula, pueden no ser
completamente extrapolables a lo que podria estar sucediendo en el ser humano. Existen
muy pocos reportes en donde se evalle la expresion de CRTAM en células humanas en
condiciones basales, bajo estimulos antigeno especificos o en condiciones patologicas.

Por lo tanto, resulta relevante estudiar si la expresion de CRTAM requiere
Unicamente la estimulacidn antigénica o también de moléculas de co-estimulacién ademés
si su expresion se asocia a un perfil efector inflamatorio en linfocitos iINKT de pacientes

con diagnéstico de DTL1.
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3. Hipotesis

La expresion de la molécula CRTAM en linfocitos iNKT se asocia con la produccién de

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

4. Objetivos

Objetivo General: Evaluar la expresion de CRTAM Yy su participacion en la produccion de

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

5. Objetivos particulares:

5.1 Identificar la expresién de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre periférica
de individuos sanos bajo condiciones de estimulacion antigeno-especifico.
5.2 Determinar la participacion de moléculas de co-estimulacion en la expresion

de CRTAM en linfocitos iNKT.

5.3 Evaluar la participacion de CRTAM en la produccion de citocinas (IFNy e
IL-4) por linfocitos INKT.

5.4 Evaluar la expresion ex vivo de CRTAM en linfocitos iINKT en una cohorte
de pacientes con diabetes tipo 1y sus familiares de primer grado.

5.5 Determinar la expresion de CRTAM en linfocitos iNKT de sangre periférica
de pacientes con diabetes tipo 1, bajo condiciones de estimulacion antigeno-
especifico.

5.6 Analizar la poblacion de linfocitos iNKT que producen IFNy y expresan
CRTAM posterior en pacientes con diabetes tipo 1.
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6. Metodologia

6.1 Poblacion de estudio:

Se analizaron 391 sujetos, incluyendo 69 pacientes con reciente diagnostico 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.

b)

6.2 Material y Métodos:

Muestras de sangre periférica. Se emplearon concentrados leucocitarios de
donadores sanos 0 bien se obtuvieron 10ml de sangre periférica en tubos con
heparina correspondiente ya fuera a casos o controles.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica: En esterilidad se
transfirio la muestra de sangre heparinizada o de concentrados leucocitarios, segln
el caso, a tubos cénicos de 50ml y se diluy6 en una relacion 1:1 con PBS 1x pH 7.4
estéril. En tubos conicos de 15ml o de 50ml, segin correspondiera, se colocé 1ml de
Ficoll-Paque por cada 2ml de la dilucion anterior para tener una proporcion 1:2.
Cuidadosamente se adicion0 la dilucion 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 cénico de 15ml o 50ml, como correspondiera, se aforo con el volumen
necesario de PBS estéril y centrifugo a 1500rpm a 5°C por 5 minutos, repitiendo
este paso hasta completar 2 lavados. Se retird el sobrenadante, las células se
resuspendieron en PBS y se contaron en cdmara de Neubauer.

Obtencion de células dendriticas a partir de células CD14+: Las células dendriticas
(DCs) se obtuvieron a partir de PBMCs obtenidos de concentrados leucocitarios de
donadores sanos se purificaron monocitos por seleccion positiva, mediante
anticuerpos acoplados a perlas magnéticas (Miltenyi Biotec). La poblacion celular

obtenida se coloco en placas de 24 pozos a razon de 1x10° de células por pozo
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d)

f)

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 dia durante 5 dias, al sexto dia se agreg6 25 ng de
TNF-0 como estimulo de maduracion, dejando en cultivo por 48 hrs. La fraccion
CD14 negativa del mismo individuo fue resuspendida en SFB con 10% de DMSO y
distribuida en crioviales a razon de 10 x10° por vial y se mantuvieron a -70°C
durante el proceso de diferenciacion. Posterior a este proceso la fraccion CD14
negativa fue descongelada 24hrs antes del co-cultivo.

Co-cultivo de linfocitos de sangre periférica con células dendriticas maduras
pulsadas con aGalactosilceramida (0.GalCer): Una vez concluido el protocolo de
diferenciacion, las placas de 24 pozos que contenian las células detriticas derivadas
a partir de monocitos CD14* fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 5 min. Se
retird 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 aGalCer y fueron
incubadas a 37°C/5% COg, durante las 24 horas siguientes. Transcurrido este
tiempo, las células dendriticas pulsadas fueron centrifugadas, lavadas y finalmente
resuspendidas en 500ul de medio DMEM suplementado con 10% de SFB. A los
mismos pozos se adicionaron los linfocitos CD14" del mismo individuo a razén de
4x10° (relacion 1:4) en 500ul del mismo medio de cultivo empleado por pozo y se
incubaron durante 18hrs.

Blogueo 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 concentracion de
10pg/ml, dependiendo de la condicion a evaluar.

Estimulacion de linfocitos iNKT de sangre periférica de pacientes con diabetes tipo
1y controles: Posterior a obtener las PBMCs de pacientes con DT1 y controles, se
colocaron en placas de 24 pozos a razon de 3-5x108 por pozo, con 1 ml de medio
RPMI suplementado con 10% de SFB, 50uM de B mercapto-etanol y 10ul/ml de
antibidtico- antimicético (Life Technologies), bajo dos condiciones: sin estimulo o

con aGalCer 100ng/pl (Alexis Biochemicals, CA, USA). El tiempo de cultivo fue
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9)

de 18hrs, durante las Gltimas 4hrs se colocaron 10ug/ml de Brefeldina A (BFA)
para inhibir el transito vesicular de las células y acumular, asi, las citocinas
producidas por éstas.

Citometria de flujo: La fenotipificacion de las poblaciones celulares asi como la
identificacion de moléculas de activacion y citocinas, se llevo a cabo mediante
tincion de superficie e intracelular de las PBMCs con los siguientes anticuerpos
acoplados a los fluorocromos indicados: anti-Vp11-Fluorescein isothiocyanate
(FITC), anti-Va24-Phycoerythrin  (PE), anti-CD69-PE-TexasRed (PE-TR)
(Beckman Coulter), anti-CDR3 cadena Va24-Jal8 del iTCR-PE (clona 6B11),
anti-CD3-Brilliant Violet 510 (BV510) o -FITC, anti-CD4-PE, anti-CD8-Pacific
Blue (PB), anti-1L-17-Per-CP-Cy5.5 (BioLegend), anti-CRTAM-Allophycocyanin
(APC) (R&D Systems), anti-1L-4-PECy7, anti-IFNy-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 concentracion de 1pg /1x10° células durante 15 min a 4°C. Trascurrido ese
tiempo se adicion6 2ml de solucion de lavado (PBS mas 2% de SFB), se centrifug6
y se decantd. El boton de células se resuspendié en el volumen necesario para
distribuirlas en tubos para citometria de 5ml en una proporcion de 1x108 células por
tubo, en el caso de las células NKT. Una vez distribuidas las células, se adicionaron
los anticuerpos para tincion de superficie, y se incubaron por 25 minutos a 4°C. A
continuacion se afiadio solucién de lavado y se centrifugd durante 5 min a 1500rpm
a 4°C. Posteriormente se incubd con solucion permeabilizadora Perm2 1x (BD
biosciences) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo
mencionado, se procedio a lavar del modo antes descrito. Se agregaron anticuerpos
para tincion intracelular y se incubaron por 25 minutos a temperatura ambiente. Al
finalizar la tincion se fijaron las células con solucion fijadora
(PBS/Paraformaldehido (PFA) 2%) 100ul/tubo y se almacenaron a 4°C hasta su
lectura en el citometro 24hrs después. Se adquirieron de 5x10° a 1x10° de eventos
para analizar las poblaciones de interés, en un Citdmetro de Flujo CyAn ADP
(Beckman Coulter, Brea, CA, EUA).
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h) Analisis 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 dispersion de la luz (SSC/FSC). El porcentaje de linfocitos iINKT
fue calculado a partir de la region que determinaba la triple expresion de
CD3*Va24*VB11*.

Analisis estadistico: Se realizé el analisis estadistico en el programa GraphPad
Prism v.5 empleando las siguientes prueba estadisticas: Anova de una via con
comparacion maltiple de Tukey o Dunn (segun el caso) para comparar la expresion
en Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de moléculas de activacion y el
porcentaje de células productoras de citocinas en los experimentos de co-cultivo y
blogueo. Prueba de Wilcoxon de dos vias para muestras pareadas, para comparar las
muestras con y sin estimulo de los pacientes con DT1 y controles respectivamente.
Finalmente se aplico 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 considero estadisticamente significativo un valor de
p<0.05.
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7. Resultados

7.1 ldentificar la expresion de CRTAM en linfocitos iINKT de sangre periférica de

individuos sanos bajo condiciones de estimulacion antigeno-especifica.

Se ha demostrado que estimulos policlonales (lonomicina/PMA) son capaces de
inducir la expresion de CRTAM en la superficie de los linfocitos iINKT [29, 30], sin
embargo se desconoce si estimulos antigeno-especificos son capaces de promover el mismo
efecto. Ensayos previos empleando distintas células presentadoras de antigeno (linfocitos
B, macrofagos y células dendriticas) mostraron que las DCs fueron las Unicas capaces de
inducir una clara expresion de CRTAM en las células iINKT [62]. Con el fin de evaluar con
mas detalle este proceso, se obtuvieron PBMCs de individuos sanos y fueron co-cultivadas
con DCs provenientes del mismo individuo (autdlogas) pulsadas con aGalCer durante
18hrs (tres experimentos con duplicado por experimento). En primera instancia se confirmé
que dicho estimulo es capaz de inducir la activacion de los linfocitos iINKT, evaluado por la
expresion de la molécula CD69, (figura 1A), la cual encontramos expresada en méas del
20% de las células sin estimular y en el 48.5% al ser activados. En estas células se observo
un incremento de 5.8 veces de la IMF (figura 1B y 1C) (p=0.0005 y p=0.008
respectivamente). Ademas, confirmamos que CRTAM no se expresa en las células sin
estimular y que ésta se induce en un 25.5% de las células iINKT 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 iINKT de producir citocinas tras el
estimulo especifico aGalCer (figura 1A). Este resultado mostré un incremento en el
porcentaje de células productoras tanto de IL-4 como de IFNy en promedio de un 2% a un
6% y de un 2.3 a un 13% respectivamente, siendo estadisticamente significativo el
incremento en las células que recibieron el estimulo con aGalCer comparadas con el

vehiculo figura 1 (p=0.03 tanto para IL-4 como para IFNy).
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Figura 1. Expresion de CRTAM en linfocitos iNKT en respuesta a estimulo antigeno especifico. A)
Células iINKT (CD3*Va24*VB11*) estimuladas durante 18hr. con DCs pulsadas con 100ng de aGalCer.
Histogramas y gréficas de contorno representativos de la expresion de CD69, CRTAM, IFNy e IL-4. El
histograma vacio de linea continua gruesa corresponde a la tincion con los anticuerpos especificos (CD69 y
CRTAM) en las células estimuladas; la linea discontinua a las células sin estimulo y el histograma sombreado
en gris al control de isotipo respectivo. ElI nimero en los cuadrantes indica las frecuencias de las células
respectivamente B) Expresién de CD69 por veces de incremento en la IMF o C) porcentaje de células
positivas, en las condiciones indicadas (vehiculo o aGalCer). D) Expresion de CRTAM por veces de
incremento en la IMF o E) porcentaje de células positivas, en las condiciones indicadas (vehiculo o aGalCer).
F) Porcentaje de linfocitos iINKT positivos para 11-4 o IFNy en las condiciones indicadas (vehiculo o

aGalCer). Prueba de Wilcoxon de dos vias para muestras pareadas, * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005.
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Estudios en modelo murino demostraron que la expresion de CRTAM se asocia con
la produccién de citocinas de tipo Th1 (IFNy, 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 estimulo de iINKT por DCs cargadas con aGalCer es capaz de inducir la expresion de
CRTAM en individuos sanos, decidimos analizar si es que existia 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 expresion de CRTAM identificd, de forma
significativa, a aquellas células que producian IFNy comparada con las que no la
expresaban (p=0.03 figura 2). Mientras que, en lo que respecta al porcentaje de linfocitos

INKT que producian IL-4, no observamos diferencia alguna en relacién a la expresion de
CRTAM (p=0.44, figura 2).
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Figura 2. La expresion de CRTAM identifica a los linfocitos iNKT productores de IFNy en individuos
sanos. A) Células INKT CRTAM * y CRTAM - productoras de IFNy e IL-4. Gréficas de contorno
representativos, el nimero en los cuadrantes indica las frecuencias de las células respectivamente. B)
Porcentaje de linfocitos iINKT productores de IL-4 o IFNy en base a la expresion de CRTAM. Se muestra el

promedio de tres experimentos con dos datos por experimento. Prueba de Wilcoxon de dos vias para muestras
pareadas, * p<0.05.
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7.2 Determinar la participacion de moléculas de co-estimulacion en la

expresion de CRTAM en linfocitos iINKT de individuos sanos.

Previamente, en ensayos iniciales, observamos que las DCs maduras pulsadas con
aGalCer eran capaces de inducir una expresion franca de CRTAM en células iINKT
comparadas con otras CPA (linfocitos B y macrofagos) [62]. Esta 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 llevé a investigar si estas
moléculas estaban participando en inducir la expresion de CRTAM en los linfocitos iNKT.
Para ello empleamos, durante el co-cultivo, anticuerpos bloqueadores dirigidos contra
dichas moléculas de co-estimulacion y evaluamos el efecto que esto tenia sobre la
expresion de CRTAM vy la generacion de células productoras de citocinas (IFNy e IL-4),
analizando como control de activacién a CD69. Como resultado de estos experimentos
pudimos observar que la expresién 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 bloguear las moléculas de co-estimulacion (p>0.05). Sin embargo, se puede
observar una tendencia a la disminucion cuando se emplea el anticuerpo contra CD40L o
los tres anticuerpos (anti CD80, anti CD86, anti CD40L) de forma simultanea (Figura 3A 'y
3B).

En cuanto a la expresion de CD69, detectamos una disminucién 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 blogueo del co-estimulo en la generacion de células
que producen citocinas observamos que el porcentaje de células positivas para I[FNy se ve
disminuido de forma significativa al bloquear las moléculas CD80 y CD86 y al bloguear las
tres moléculas de co-estimulacion 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 expresién de CRTAM es independiente de las moléculas de co-estimulacion. A) Expresion
de CRTAM por veces de incremento en la IMF o B) porcentaje de células iNKT positivas posterior a 18hrs de
estimulo con DCs pulsadas con aGalCer y bajo diferentes condiciones empleando anticuerpos dirigidos
contra moléculas de co-estimulacion. C) Expresion de CD69 por veces de incremento en la IMF o D)
porcentaje de células iNKT positivas posterior a 18hrs de estimulo con oGalCer y bajo las mismas
condiciones de bloqueo de moléculas de co-estimulacion. E) Porcentaje de linfocitos positivos para IFNy o F)
IL-4 en las distintas condiciones experimentales. Anova de una via con comparacion multiple de Tukey. *
p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005.
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7.3 Evaluar la participacion de CRTAM en la produccion de citocinas (IFNy e
IL-4) por linfocitos NKT de individuos sanos.

No obstante que, al bloquear las moléculas de co-estimulacion, el efecto observado
sobre la expresion de CRTAM fue una sutil disminucion, la consecuencia sobre la
frecuencia de células iNKT totales productoras de IFNy fue mas evidente. Lo anterior,
aunado a que inicialmente demostramos que la expresion de esta molécula se asocia a
aquellas células que producen IFNy, nos llevd a evaluar si el bloqueo del co-estimulo
repercutia sobre el porcentaje de linfocitos iINKT que expresan CRTAM vy producen
citocinas (IFNy e IL-4). Nuestros resultados muestran una disminucién significativa en la
frecuencia de células INKT CRTAM™ IFNy* 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 IFNy 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 expresion
de CRTAM (figura 4C y 4D).

24



A . s : B . =

i I — w25

& =

= 204 = 204

o o

© 15 2 154

< =

= =4

[ 10 3 10

g 5 £ 5

] -

= o4 =
o GalCer + + + + o GalCer + + + + +
Iscfipo - - - - Isctipo - + - -
anti-CD80 - + - + anti-CD80 - - + +
anti-CD86 - + - + anti-CD86 - - < - i
anti-CD40L - - + + anti-CD40L - - - + +
C 0+ D . 50+

5 b

= 5] =

= < 40

= 20 =

o o 30

(&} [}

E 154 —

z < 2

g 104 'g:

5 5

= =l
o GalCer + + + + + o GalCer + + + + +
Isotipo = + 2 - - Isotipo = i - -
anti-CD30 - - + - + anti-CD80 = = <7 +
anti-CD86 = - + - + anti-CD8s - - + - +
anti-CD40L - - - + + anti-CD40L - - - + +

Figura 4. La expresion de CRTAM no es suficiente para generar células productoras de IFNy en
ausencia de co-estimulo. A) Porcentaje de células INKT CRTAM* IFNy* o B) CRTAM" IFNy* ante
condiciones de blogueo de moléculas. C) Frecuencia de linfocitos INKT CRTAM™ IL-4* y D) iNKT CRTAM-
IL-4* bajo las diferentes condiciones de blogueo de co-estimulo. Anova de una via con comparacion multiple
de Tukey. * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005.
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7.4 Evaluar la expresion ex vivo de CRTAM en linfocitos iNKT en una cohorte

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

CRTAM es una molécula que se asocia a activacion en linfocitos iINKT y ya que
demostramos que, al igual que en ratdn, se asocia a la produccion de IFNy en individuos
sanos ante un estimulo-antigeno especifico, se confirma como una molécula ligada a un
perfil pro-inflamatorio (Th1). Debido a lo anterior, CRTAM es una molécula que podria
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 nimero de
linfocitos INKT en sangre periférica de pacientes con DT1 y sus familiares de primer grado
comparado con un grupo control, ademas de que se identificO la presencia de dos
poblaciones de iINKT que presentaban diferente expresion del iTCR, dividiéndolas asi en
INKT" e iNKT'" [59], identificandose en ésta ultima la expresion ex vivo de CRTAM [62].
Con base en estos antecedentes nos dimos a la tarea de completar el anélisis de la
frecuencia y el perfil de activacion de los linfocitos iNKT (tanto iNKT™ como iNKT'") en
el total de individuos que conforman la cohorte de pacientes con DT1 y familiares de
primer grado, asi como en familias control. Los resultados de este objetivo se desglosan a

continuacion

7.4.1 Disminucién en los nimeros de linfocitos iINKT en familias con DT1.

Evaluamos la frecuencia de células iINKT no sélo en pacientes con DT1 sino
también en sus familiares de primer grado, comparandola con las encontradas en familias
control. Se logré completar una cohorte de 391 sujetos, por lo que se colectaron muestras
de sangre periférica de 69 pacientes con reciente diagnéstico 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 seleccién
de los pacientes, asi como la estrategia para identificar y calcular el porcentaje de células
INKT (CD3*Va24*VB11*) se describen en la seccion de “Metodologia”. En cuanto a
porcentajes, nosotros no encontramos diferencias entre los grupos analizados (figura 5A).
Sin embargo, referente a los nimeros absolutos de linfocitos iINKT, pudimos observar una

evidente reduccion 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 andlisis estadistico no arrojé diferencias significativas (p=0.24). Estos
resultados revelan el impacto de la carga genética sobre los nimeros de INKT y sugiere una

probable participacion de estas células en DT1.
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Figura 5. Deficiencia familiar del nimero absoluto de linfocitos INKT en diabetes tipo 1. A) Porcentaje y
B) Numero absoluto de células iNKT en pacientes con DT1 y sus familiares de primer grado (circulos
negros); y familias control (circulos blancos). Prueba U de Mann Whitney. Lineas horizontales muestran el

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

Durante el andlisis de la frecuencia de células iNKT en la cohorte de DT1 se
identifico inicialmente por Canché-Pool E., la presencia de dos subpoblaciones de
linfocitos INKT de acuerdo a la expresion del iTCR. Una poblacién con una alta expresion
de las cadenas Vo24/VB11 (iTCR) (iNKT") y otra que expresaba bajos niveles del iTCR
(iINKT'"). Al completar el analisis de la cohorte se observé que la poblacion iINKT" estuvo
presente en todas las muestras analizadas, mientras que la subpoblacion iINKT' Ginicamente
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 expresion del
iITCR con base a la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) tanto de la cadena Va24
como de la cadena VB11 mostré diferencias significativas entre las poblaciones iNKT" e
iINKT'. La figura 6C muestra un incremento promedio en la IMF de 1 logaritmo para la
cadena Va24 en las células iNKT", comparado con la poblacion de células iNKT" (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 expresion para la cadena VB11 que en
este caso fue de 2.5 veces la IMF de la subpoblacién iNKT" comparada con la
subpoblacion iNKT" (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
iINKT" de los grupos analizados, encontrando una mayor expresion, principalmente para la
cadena Va24 y menos evidente para la VP11. Los resultados muestran las siguientes
diferencias en las IMF de esa poblacion entre los grupos comparados; en pacientes contra
controles 777.2+59.3 vs 578.8 £69.8 (p=0.041) para la cadena Vo24 y 54.9 £3.3 vs 49.7+4
para VP11, hermanos de pacientes contra hermanos de controles 696.7+£52.3 vs 239.7+59.5
(p<0.0001) Vo24 y 53.4 £2.8 vs 43.9+8 (p=0.0382) VP11, padres de pacientes contra
padres de controles 695.5+44 vs 240.1+36.4 (Va24 p<0.0001) y 50.2+2.4 vs 40.2+4 (V11
p=0.065).La frecuencia de la subpoblacién iINKT™ 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 tincion con total certeza.

28



A Controles B Familiares de Controles

Madre Padre Hermano
iNKT" INKT" INKT" INKTh INKT"
0.640% 0.480% 0.360% 0.107% 0.152%
Pacientes Familiares de Pacientes
Madre Padre Hermano
1 ] INKT" INKT" INKTM iNKT" — INKTH INKT"
0.120% 0.063% 0.078% 0.265% : 0.170% 0.458%
iNKT# INKT® INKT= INKT® T NKT? ©INKT®
0.033% 0.137% 0.087% 0.084% 0.250% 0.019%
5 3 -
g - S . —
Vb1 = Vb11 >
10000 1000
P=0.0410  P<0,0001 P<0.0001 * # & R
aels . . s P=01453  P=00382 P=0.0065 # &
.% U g P<0.0001 # P<0.0001 g P<0.0001 '_'E v ::' '% 100 e K o
e T S = . n ¥ & P<0.0001 8" P<0.0001 -
3wl aran . L~ ) 2 . 3 e o ok St
B PR = mae b iR s A
N o . . . e W - e oloo, =
>5 . o o e o H el g:_ ath “off w3 % g
= e = @ = 1 . 5
(T o o 3 e °
= =
P<0.0001 P<0.0001 P<0,0001 P<0.0001 P<0.0001 P< 0.0001
1 T T LIV T T UL i T T T T LI T T T
INKT™NKT® iNKT™iNKT® KT INKTRiNKTT iNKTT iK™ INKTYNKT® KT INKTO kT NKT® iNKT KT ik
Pacienles Hermanos Padres Cantroles Hermanos Padres Pacientes Hermanos Padres Controles Hermanos Padres
Familias con Diabetes tipo 1 Familias Control Familias con Diabetes tipo 1 Familias Control

Figura 6. Presencia de linfocitos iNKT con baja expresién del iTCR en pacientes con DT1 y sus
familiares de primer grado. A) Graficas de puntos que muestran la expresion del iTCR (Va24*VB11*) 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 iINKT de familias de pacientes
con DT1 y controles. Prueba U de Mann Whitney. * Células iNKT™ de controles comparados con pacientes, #
células iNKTM de hermanos de controles comparados con hermanos de pacientes, & células iINKT" de padres

de controles comparados con padres de pacientes.
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7.4.3 Los linfocitos iNKT' son una subpoblacion activada.

Ya que la subpoblacion de linfocitos iNKT'" nos recordé a una poblacion activada
que ha desregulado la expresion del iTCR, era probablemente que estuvieran expresando,
de forma incrementada, moléculas asociadas a este estado de activacion. Esta reportado que
las células INKT expresan, de forma constitutiva en baja densidad, moléculas como CD69,
CD25 y CD44 [4, 6], sin embargo esta expresion se incrementa tras la activacion. CRTAM
es una molécula que se expresa en linfocitos Unicamente al recibir un estimulo que induzca
su activacion. Debido a esto que decidimos analizar la expresion tanto de CRTAM como de
CD69 como marcador conocido de activacion. Las primeras observaciones a este respecto
mostraron Gnicamente la expresion de CRTAM y no de CD69, sdlo en la poblacion iNKT™
[62]. Los resultados finales muestran que la subpoblacion de células iINKT' 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 subpoblacion (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 expresion de CRTAM en las células iNKT'® comparado con la poblacion iNKT"
(figura 7C). En lo referente a CD69 el incremento observado fue de 3 a 4 veces la IMF en
los linfocitos iINKT' comparados con los iNKT" (figura 8C). En la subpoblacion de
linfocitos iNKT™ se observo una expresion basal de CRTAM similar a la de CD69 la cual
concuerda con la reportada para otros marcadores de activacion en estas células. Estos
resultados confirman el estado de activacion de la subpoblacion iNKT'", tanto en pacientes
como en sus familiares de primer grado sugiriendo fuertemente que se trata de una

poblacién recientemente activada que ha des-regulado la expresion del iTCR.
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Figura 7. Los linfocitos iNKT' expresan CRTAM. A) Expresion de CRTAM en células iNKT" y iNKT"

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 tincion del control de isotipo para los anticuerpos monoclonales. C) Expresién de CRTAM

en poblaciones iINKT" e iNKT" 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 linea horizontal discontinua. Prueba U

de Mann Whitney. *** p<0.0005. Lineas barras muestran el promedio y error standard.
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Figura 8. Los linfocitos iNKT'" expresan CD69. A) Expresion de CD69 en células iNKT" y
iNKT'" 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
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poblaciones iINKTM e iNKT'" 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 linea horizontal discontinua. Prueba U

de Mann Whitney. *** p<0.0005. Lineas barras muestran el promedio y error standard.
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7.5 Determinar la expresion de CRTAM en linfocitos iINKT de sangre
periférica de pacientes con DT1, tras un estimulo antigeno-especifico.

La presencia de una sub-poblacion de linfocitos iINKT con una baja expresion del
iITCR y la co-expresion de CRTAM en dicha sub-poblacion en un porcentaje de pacientes
con DT1 y sus familiares de primer grado, sugieren una probable participacion de éstas
células en la patogénesis de la enfermedad. Por lo anterior, decidimos evaluar in vitro, la
respuesta de los linfocitos iINKT provenientes de pacientes con DT1, ante un estimulo
antigeno especifico (aGalCer) y compararlo con controles sanos. Dicha respuesta fue
evaluada mediante la expresiéon de CRTAM y CD69 (como control de activacion) y la
funcion efectora a traves de la tincion intracelular de citocinas. Los resultados obtenidos en
cuanto a la expresion de CRTAM, mostraron que tanto en células iINKT de pacientes como
de controles la molécula se induce en la misma magnitud tras las 18hrs de estimulo, 6.1
veces de incremento en la IMF de la condicion sin estimulo 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 expresion 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 condicién
sin estimulo; sin embargo, a pesar de que en los pacientes se observo una tendencia a una
mayor expresion comparada con los controles después de recibir el estimulo ésta no fue

estadisticamente significativa (p=0.088) (Figura 9B).
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Figura 9. El estimulo con aGalCer induce la expresion de CRTAM y CD69 en pacientes con diabetes
tipo 1. A) Expresion de CRTAM y B) CD69 en pacientes con DT1 y controles sanos posterior al estimulo con
aGalCer 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 linea horizontal discontinua. Prueba de Wilcoxon de dos

vias 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 patologia. Se observé un mayor porcentaje de
linfocitos iNKT totales productores de IFNy en los pacientes (14.7%) comparado con los
controles (7.1%) posterior al estimulo (Figura 10A), aunque dicha diferencia no lleg6 a ser
estadisticamente significativa (p=0.06). Al evaluar a las células INKT positivas para IL-4
después del estimulo, 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 iINKT de pacientes con diabetes tipo 1 presentan un perfil efector Thl. A)
Porcentaje de linfocitos iNKT IFNy*" o B) iINKT CRTAM* IL-4* de pacientes con DT1 y controles sanos sin
estimulo y posterior a estimulo con 100ng de aGalCer durante 18hrs. Prueba de Wilcoxon de dos vias para
muestras pareadas y prueba U de Mann Whitney para comparar controles contra pacientes. Lineas
horizontales muestran el promedio y error standard. * p<0.05, ** p<0.005 y *** p<0.0005

Con base a la clara asociacion que hemos observado entre la expresion de CRTAM
y la presencia de células productoras de IFNy, nos preguntamos si es que en los pacientes
con DT1 sucedia 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 expresion de
CRTAM entre pacientes y controles, pero si en el la frecuencia de linfocitos iNKT IFNy* e
IL-4%; evaluamos si es que habia alguna diferencia en las células doble positivas, que
expresaban tanto CRTAM como IFNy o IL-4. Los resultados nos muestran, en el caso de
las células iNKT IFNy* podemos encontrar un incremento en su frecuencia en los pacientes
comparada con los controles, independiente de la expresién 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 IFNy*, tanto para pacientes como para controles (p=0.003 y p=0.02,
respectivamente) (Figura 11A). Al realizar el andlisis para las células iINKT que expresaron
CRTAM vy 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 IFNy en pacientes con diabetes tipo 1y
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8. Discusion

CRTAM se describio desde un inicio como uno de los transcritos més abundantes
producidos por los linfocitos INKT y T CD8" activados tanto en el ratbn como en el
humano. Debido a que estas dos poblaciones celulares se encuentran restringidas por MHC-
clase | o tipo clase | (CD1d) le valio 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 Unicamente a éstos
linfocitos sino que se puede encontrar en una amplia gama de células tanto del sistema
inmune (NK, T CD4", Neutrdfilos, Eosinéfilos) como de otros muchos tejidos (cerebelo,
testiculo, rifion) [30, 32, 33]. Al describir a Necl-2 como su ligando, se logré establecer
algunas de las funciones que CRTAM, al interactuar con este, puede estar llevando a cabo
[34-36]. Como molécula de adhesion participa en mantener la unién intercelular en tejidos
epiteliales, media la agregacion celular, estabiliza la unién entre linfocitos T y CPAs
durante la fase tardia de la sinapsis inmunologica, favorece la retencién de los linfocitos T
CD8" activados en el ganglio linfatico y controla la residencia de células T dobles positivas
en intestino [31, 37, 64]. De la misma forma, como una molécula asociada a activacion,
CRTAM participa en funciones efectoras como activar la respuesta citotoxica de NK vy
CD8* contra células tumorales, regular la expresion de 1L-22, favorecer la secrecion de
IFNy por CD8", confiere activacién en la fase tardia y regula la generacion de células T
CD4* pro-inflamatorias productoras de IFNy, IL-17 e IL-22 [34, 37, 65]. Todas estas
funciones han sido evaluadas en lineas celulares y modelos murinos con estimulos
policlonales que, si bien han proporcionado un gran avance en el conocimiento de la
biologia de ésta molécula, pueden no ser completamente extrapolables a lo que podria estar
sucediendo en el ser humano. Debido a esto, este trabajo se enfocé a evaluar, en una
poblacion no convencional de linfocitos, pero en la primera en ser descrita esta molécula,
las NKT; si un estimulo antigeno especifico era capaz de inducir la expresion de CRTAM y
si es que esto dependia de la presencia de otras moléculas de co-estimulacién, ademas de
como podria estar asociada esta expresion al perfil efector de dichas células en individuos

Sanos.

37



Los resultados a este respecto, nos confirman las primeras observaciones realizadas
por Canché-Pool, que los linfocitos iINKT en co-cultivo con DC cargadas con aGalCer, son
capaces de expresar CRTAM en comparacion con las células no estimuladas, de forma
similar a lo reportado en estas células en los primeros trabajos, al emplear estimulos
policlonales (lonomicina /PMA) [29, 30]. También confirmamos que la expresion de
CRTAM va acompafiada de CD69 y de la generacion de células productoras de citocinas
(IFNy e IL-4), lo cual es sindnimo de un perfil efector. Al analizar si la expresion de
CRTAM correlacionaba con la produccién de una u otra citocina, pudimos observar, tal
como lo reporté Yeh et. al. en el 2008 [37] para los linfocitos T CD4" de ratén, que ésta
molécula se asocia de manera preferencial a las células IFNy*, lo que demuestra que en los
linfocitos INKT también se relaciona con un perfil pro-inflamatorio ya que no observamos
diferencias al analizar la produccion de IL-4 independientemente de la expresion de
CRTAM.

La naturaleza de la respuesta, pro- o anti-inflamatoria, promovida o modulada por
las células iINKT depende del tipo de citocinas que ellas mismas secreten; las cuales, en su
momento, son influenciadas por las propiedades estructurales, concentraciones vy
distribucion de los ligandos glicolipidicos, y de la localizacion membranal durante su
presentacion mediada por CD1d; la afinidad de union del iTCR por esos ligandos, las
sefiales co-estimuladoras o de dafio recibidas por los linfocitos INKT y el microambiente de
citocinas asi como el sitio anatdmico en donde las subpoblaciones de iINKT son activadas
[6]. Observaciones iniciales en nuestro grupo de trabajo indicaron que las DCs eran las
APCs mas eficientes para inducir la expresion de CRTAM en las células iNKT [62], lo que
nos sugirié que las moléculas de co-estimulacion podrian estar participando en inducir esta
expresion. Lo anterior basados en el ejemplo de la molécula OX-40, la cual a pesar de que
la sefalizacion via TCR es suficiente para inducir su expresion, la interaccién de CD28-
CDB80/86 incrementa y sostiene su expresion subsecuente [66]. Sin embargo, durante los
experimentos de blogueo del co-estimulo no observamos cambios significativos en la
expresion de CRTAM, lo que nos indica que basta con la primera sefial recibida via iTCR
en la iINKT para inducir su expresion. A pesar de que las células iINKT expresan varias
moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras de forma compartida con los linfocitos T

convencionales, la union 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 reduccion importante en la expresion de CD69 y en la generacion de las células
productoras de IFNy, lo cual estd ampliamente reportado en la literatura, ya que el bloquear
con anticuerpos o interrumpir genéticamente las vias CD40-CD40L o CD28-CD80/86
inhibe la produccion de IFNy pero no de IL-4 en respuesta a aGalCer [23, 26, 63, 67, 68].
Este resultado nos indica que, ademas de la relativa independencia del co-estimulo para la
expresion de CRTAM, ésta no es suficiente para sopesar el efecto del bloqueo sobre la
expresion de IFNy en las células iNKT. Cabe mencionar que, ya que la reduccion de las
células INKT CRTAM* IFNy* fue importante a diferencia de las INKT CRTAM® IL-4",
este resultado sustenta la hipotesis de que CRTAM podria estar participando en la
expresion de IFNy en estas células.

El hecho de que la expresion de CRTAM se asocie con un perfil inflamatorio en
células iINKT en individuos sanos, hace practicamente obligado su analisis en el marco de
una patologia en donde los linfocitos iNKT y la produccion de IFNy participan en el
desarrollo de la enfermedad. Ademas, debido a que la presencia de CRTAM esta
pobremente estudiada también en el contexto patolégico, y dado nuestros primeros
resultados en una cohorte de pacientes con DT1; decidimos continuar con la evaluacion de
estos individuos, incrementando el tamario de la muestra y analizando tanto la frecuencia de
los linfocitos INKT, la expresién ex vivo de CRTAM vy en respuesta al estimulo con
aGalCer; asi como el perfil efector al que se asocia su expresion.

Los resultados obtenidos de esta parte del trabajo mostraron una reduccién en los
nameros absolutos de linfocitos iINKT 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 iINKT entre los grupos estudiados y
ninguna diferencia entre ellos [56]. En el modelo murino, Esteban y cols. identificaron los
dos loci principales (Nktl y Nkt2) que controlan los nimeros de iNKT en timo, los cuales
se localizan en la parte distal de la region 1dd13 del cromosoma 2 y en la regién 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 Nktl controla

los numeros de iINKT a través de la expresion diferencial de Slamfl [70].
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Un hallazgo inesperado durante el analisis de la frecuencia de los linfocitos iNKT,
observado desde los primeros sujetos analizados [59], fue la presencia de una poblacion con
una baja densidad del iTCR en su superficie. Esta poblacion nos recordd a aquella mostrada
por Gadola y cols. [71] posterior a la expansion de células T Voa24/Tetramero CD1d-
aGalCer" a partir de PBMCs de donadores sanos. Del mismo modo, Diana y cols. asi como
Constantinides y cols. muestran una poblacion con las mismas caracteristicas que la que
nosotros observamos [72, 73]. Lucas y cols. [74] igualmente identificd bajos porcentajes de
linfocitos INKT en individuos infectados con VHC que presentaban un fenotipo activado
evaluado por la expresion de CD69. Sin embargo, en estos articulos no se discute mucho
acerca de ésta poblacion con bajos niveles de iTCR. Nosotros creemos que la poblacion
INKT' podria tratarse de una poblacion recientemente activada, debido a que expresa, no
solo CRTAM, sino también CD69. La poblacion iNKT" nos recuerda a aquella reportada
en ratdén por Wilson y cols. y Harada y cols., la cual ha des-regulado la expresion de su
iITCR através de endocitosis posterior a recibir un estimulo de activacion y justo antes de la
fase de expansion [75, 76]. Esta clase de regulacion ha sido reportada por muchos otros
grupos para el caso de las células T convencionales [77-79]. Ademas, debido a que
CRTAM es expresada solo en linfocitos activados, su presencia ex vivo asi como la de
CD69 en un 62.5% de la poblacion iNKT™ en los pacientes con DT1, sustenta nuestra
hipéGtesis de que podria tratarse de una poblacion celular recientemente activada (muy
probablemente por auto-antigenos). Lo anterior, aunado al hecho de que observamos altos
niveles de iTCR (Va24/VB11) entre las células iNKT" de los pacientes con DT1 y sus
familias comparados con los encontrados en las familias control, podria ser explicado de
acuerdo al reabastecimiento y sobre-regulacién del TCR reportada por otros grupos [79,
80]. Schrum y cols. demostraron que durante la activacion de las células T CD4", éstas
tendian a sobre-regular la expresion del TCR en la superficie celular a pesar de la temprana
des-regulacion inducida por el antigeno [81]. Ellos describen que el nuevo nivel de
expresion del TCR observable en superficie varios dias después de la respuesta,
incrementaba en proporcion a la dosis antigénica, la duracién del estimulo y el grado de co-
estimulo recibido. Esta recuperacion de la expresion del TCR en la superficie celular se

observo 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, limitd la cantidad de la muestra de sangre obtenida. Debido a esto, no fue
posible realizar un analisis més profundo en aquellos individuos que presentaban la
poblacion iINKT'", sin mencionar la baja frecuencia per se de la poblacion celular estudiada.
No obstante, la presencia de una sub-poblacion de linfocitos iINKT con una baja expresion
del iTCR y la co-expresion de CRTAM en dicha sub-poblaciéon en un porcentaje de
pacientes con DT1 y sus familiares de primer grado, sugieren una probable participacion de
éstas células en la patogénesis de la enfermedad. Por lo anterior, decidimos evaluar in vitro,
la respuesta de los linfocitos iINKT de pacientes con DT1 (cuya muestra fue suficiente) ante
un estimulo antigeno especifico (aGalCer) y compararlo con controles sanos. Pese a lo
reportado inicialmente por Canché-Pool E., quien no observo la expresion de CRTAM en
linfocitos INKT que se encontraban junto con células mononucleares estimuladas con
aGalCer [62]. Nosotros observamos la induccion de esta molécula en linfocitos iINKT
estimulados con aGalCer de hasta 6 veces la IMF comparado con las células sin estimulo,
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 expresion que los controles, lo que
podria estar reflejando su probable condicidn autorreactiva [82, 83]. En este mismo sentido,
al evaluar el perfil efector de los linfocitos INKT tras recibir el estimulo con aGalCer,
pudimos observar que mientras para el caso de IFNy los pacientes presentaban una
frecuencia incrementada de las células que producian esta citocina comprada con los
controles, lo contrario se observé 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 evallan las citocinas en sobrenadante
producidas por clonas de linfocitos INKT obtenidas a partir de células de sangre periférica
o0 bien de ganglios linfaticos 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 estimulo con aGalCer posiblemente no evoque la
misma respuesta que los auto-antigenos, que muy seguramente estan siendo reconocidos

por las células iINKT in vivo, al tratarse de un cultivo primario sin mas manipulacién que la
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necesaria para proveer el estimulo; puede reflejar de forma mas cercana la respuesta que
estos linfocitos probablemente estan teniendo en el organismo.

En lo referente a CRTAM vy el perfil efector de las células iINKT en base a la
expresion o no de esta molécula, pudimos observar que mientras que para las células INKT
CRTAMT IL-4* encontramos una ligera tendencia a un mayor porcentaje en los pacientes
que en los controles al comparar con iINKT IL-4" que no expresaban CRTAM, para el caso
de los linfocitos INKT CRTAM® se observé una marcada preferencia a identificar a
aquellos linfocitos productores de IFNy* 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 aGalCer, y concuerda con lo reportado para los linfocitos T
CD4" de raton [37]. No obstante, estos resultados no demuestran que CRTAM esté
participando directamente en la produccion de IFNy, solamente que identifica a aquellas
células que lo producen.

Hasta el momento no se ha descrito la via de sefializacion de CRTAM, no obstante
Valle-Rios y cols. describid, en linfocitos T CD8, sitios potenciales de unién para el factor
NF«B en las regiones no codificantes rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del
gen de CRTAM [85]. Lo anterior sugiere que la posible sefializacién de CRTAM podria
activar esta via, sin embargo, su funcionalidad no fue ni ha sido evaluada. A este respecto,
Yeh y cols. demostrd que, el mecanismo por el cual CRTAM modula la produccion de
citocinas pro-inflamatorias es a través de su porcidn intracelular, que presenta un dominio
PDZ, mediante el cual recluta hacia el polo de la sinapsis inmunoldgica a la proteina
Scribble con la que interactia y controla la proliferacion celular y la produccién de
citocinas [37]. De tal forma que, CRTAM podria estar asociada a la produccion de citocinas
de dos formas, 1) a través de la sefializacion directa rio abajo de esta molécula al reclutar
Scribble, CDC42, PKC( y de alguna forma, ain no clara, converger con la via de NF«xB
para inducir la transcripcion de IFNy en los linfocitos iNKT o 2) como molécula de
adhesion, la cual estabiliza la union entre el iTCR y la molécula presentadora de antigeno,
mediante el reclutamiento de Scribble, CDC42, PKCC, con el objetivo de mantener la
polaridad del complejo CD3-TCR vy recibir el co-estimulo necesario por parte de moléculas
como CD28, CD40L, ICOS, OX40 cuya sefializacion se ha demostrado participa

directamente en la produccion de IFNy.
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Los datos obtenidos hasta el momento, si bien sustentan una clara asociacion entre
las células que expresan CRTAM vy las que producen IFNy, tanto en homeostasis como en
estado patologico, aun no explican el mecanismo por el cual podria estarlo haciendo. Este
trabajo suma una pieza mas 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 ain méas en el conocimiento de la biologia de esta proteina, asi como

evaluar cudl es su funcion (si es diferente) en cada una de ellas.
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9. Conclusiones

La sefializacion via iTCR con un estimulo antigeno especifico induce la expresion
de CRTAM en linfocitos iNKT de individuos sanos y pacientes con DTL1.

La expresion de CRTAM en celulas iNKT de sujetos sanos es independiente de co-
estimulo.

La sola expresion de CRTAM no es suficiente para inducir la produccion de IFNy
en linfocitos INKT en ausencia de co-estimulo en individuos sanos. Lo que podria
indicar que CRTAM no esta sefializando o bien que la via que pueda estar
induciendo CRTAM no incide en la transcripcion de IFNy.

Existe una disminucion de los nimeros absolutos de células iINKT 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 ratdn. Lo que podria representar uno mas de los ya reportados factores
de riesgo o susceptibilidad y no una causa directa de la enfermedad.

El hallazgo de la poblacion de linfocitos iNKT' con un fenotipo activado, tanto en
pacientes con DT1 como en sus familiares de primer grado puede indicar la
presencia de células iINKT recientemente estimuladas probablemente por auto-
antigenos y representar otro factor de riesgo para el desarrollo de la patologia.

Se confirma que los linfocitos INKT de pacientes con DT1 presentan un perfil
efector Thl productor de IFNy, al recibir un estimulo antigeno especifico.
Demostramos que la expresion de CRTAM identifica a la poblacién de linfocitos
INKT productores de IFNy.
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10. Perspectivas

e Caracterizar la via que induce la expresion de CRTAM.

e Demostrar que la expresion de CRTAM participa en la produccion de IFNy y otras
citocinas pro-inflamatorias (IL-17, IL-22) en linfocitos INKT y T convencionales.

e Determinar la via por la cual CRTAM participa en la producciéon de IFNy y otras
citocinas pro-inflamatorias (IL-17, IL-22) en linfocitos INKT y T convencionales.

e Realizar un estudio prospectivo a los hermanos de los pacientes con DT1 que
presentaron la poblacion iNKT" y la expresion de CRTAM, con el fin de confirmar
si existe una asociacion entre la presencia de esta poblacion y el desarrollo de la
enfermedad. Asi como evaluar las citocinas que, ex vivo, podrian estar produciendo

las células INKT'™ de estos individuos.
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