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Resumen

Obijetivo: Comparar el nivel de expresion del gen CTSL y su correlacion con células NKT en pacientes con diabetes tipo 1 (DT1)
de reciente inicio, sus hermanos y controles sanos. Métodos: Disefio transversal analitico. Se incluyeron pacientes con DT1
de < 3 meses de evolucidn, sus hermanos y controles sanos. Se midié porcentaje y numeros absolutos de células NKT y la
expresion del gen CTSL. Resultados: Se analizaron 124 sujetos con DT1 (n = 48), hermanos (n = 44) y controles (n = 32).
La HbA7c fue mayor y el péptido C menor en DT1 que en los otros dos grupos, y la edad de sus hermanos fue mayor
(p < 0.001). No se encontrd diferencia de células NKT entre DT1 (0.176 + 0.202) y controles (0.118 + 0.133), pero el porcen-
taje fue mayor en hermanos (0.246 + 0.188, p = 0.002). El nivel de expresion a la baja del gen CTSL se asocid con el nu-
mero absoluto (r = 0.4607; IC 95%: -0.08425-0.7935; p = 0.043) y con el porcentaje de células NKT (r = 0.4540; IC 95%:
-0.0927-0.7903; p = 0.045) en DT1. Conclusiones: Los pacientes con DT1 mostraron un bajo porcentaje y numeros abso-
lutos de células NKT comparados con sus hermanos. El porcentaje y los nimeros absolutos correlacionaron con niveles
bajos de expresion del gen CTSL en DT1.

PALABRAS CLAVE: Células NKT. Catepsina-L. Diabetes tipo 1. Hermanos. Controles sanos.

Abstract

Objective: To compare the level of expression of the gene CTSL and its correlation with NKT cells in patients with recent-
onset type 1 diabetes (T1D), their siblings, and healthy controls. Methods: Analytical cross-sectional design. Patients with
T1D < 3 months evolution, their siblings, and healthy controls were included. Percentages and absolute numbers of NKT cells
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were measured with expression of the CTSL gene. Results: 124 subjects: with T1D (n = 48), siblings (n = 44) and controls
(n = 32) were included. HbA1c was greater and C-peptide lower in T1D than the other groups and sibling age was higher
(p < 0.0017). There were no differences in NKT cells between T1D (0.176 + 0.202) and controls (0.118 + 0.133), but the per-
centage was higher in siblings (0.246 + 0.188; p = 0.002). Lower level of expression of the CTSL gene associated with both
absolute number (r: 0.4607; 95% ClI: -0.08425 to -0.7935; p = 0.043) and percentage of NKT cells (r: 0.4540; 95% Cl: -0.0927
to -0.7903; p = 0.045) in the T1D group. Conclusions: Patients with T1D have lower percentage and absolute number of
NKT cells compared to their siblings. NKT cells absolute numbers are correlated with the expression of CTSL in T1D patients.

(Gac Med Mex. 2016;152:14-21)
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|ntroducci6n

La diabetes tipo 1 (DT1) es considerada como una
enfermedad autoinmune érgano-especifica, en la que
participan factores etiolégicos de tipo inmunolégico,
genético y ambiental. Su prevalencia va en incremen-
to en todo el mundo' y nuestro pafs no es la excep-
cion®3. Se han implicado algunos virus como posibles
iniciadores, aceleradores o precipitantes de la enfer-
medad*®.

Entre los factores genéticos postulados, dos regio-
nes han sido bien caracterizadas: el complejo prin-
cipal de histocompatibilidad (HLA) en el cromosoma
6p21 (IDDM1)78 y la regién de la insulina en el cro-
mosoma 11p15.5 (IDDM2)%'2. Posterior al escaneo
del genoma, varios otros, como el gen de la PTPN22
(protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22)
han sido propuestos, pero los genes especificos del
todo responsables aln no se han establecido'1°,
IDDM12, localizado en el cromosoma 2933, es uno de
los loci de susceptibilidad de DT1 confirmado'®. Esta
region de 300 kilobases contiene al menos tres genes:
CD28, CTLA-4 y la molécula inducible coestimulado-
ra de genes (/COS). El mapeo genético ha sugerido
que CTLA-4 0 un gen en estrecha proximidad puede
estar implicado en la susceptibilidad para DT1".

Por otro lado, la catepsina-L es una proteasa lisoso-
mal que presenta funciones diversas y especificas’®.
Participa en la seleccion positiva de las células T
CD4+ y en la homeostasis de las células T. La prote-
asa lisosomal catepsina-L (CTSL) ejerce una amplia
influencia sobre el sistema inmune.

Badano, et al.’® demostraron que el gen CTSL regu-
la negativamente la produccién de células By, por lo
tanto, influye sobre la homeostasis de las células B
periféricas.

Un estudio in vitro en células de pacientes con DT1
encontrd un aumento en la actividad de la catepsina-G

y sugiere la nocién de que esta catepsina desempefia
un rol critico en el procesamiento de la proinsulina y
es importante en el proceso de activacion de las cé-
lulas T en la diabetes®.

Aunque se sabe que la respuesta autoinmune en la
DT1 se debe a una falla de los mecanismos regulado-
res de la inmunidad adquirida, los cuales correspon-
den a la expansién y/o funcion de las poblaciones de
linfocitos T reguladores?', a la fecha no se ha identifi-
cado con precision a la poblacion de células regula-
doras; existen varios candidatos, entre los que se in-
cluyen los linfocitos T CD4+ CD25+ y las células tipo
linfocitos asesinos naturales, denominados NKT por
sus siglas en inglés?.

Las células NKT son reguladoras del sistema inmu-
ne; el nimero disminuido se asocia a la aparicion de
DT1 en ratones diabéticos no obesos (NOD, por sus
siglas en inglés)?, pero las observaciones en huma-
nos son contradictorias y a la fecha no esta claramen-
te establecido el papel de las células NKT en la etio-
logla de la enfermedad, en gran medida por la
carencia de marcadores que permitan identificar el
estado activado de esas células, asi como la expresion
de los genes en humanos identificados en células NKT
de modelos muridos (locus 1dd9; |dd6, NKp46, NKt1 y
NK12) en las fases iniciales del proceso autoinmune?.

Los resultados de un estudio previo realizado por
nuestro grupo de trabajo demostraron que la baja fre-
cuencia de células NKT es un rasgo familiar que su-
giere un estado de activacion probablemente determi-
nado por factores genéticos, y esta caracteristica
podria ser otro factor de susceptibilidad en lugar de
una causa directa de la enfermedad. Lo anterior hizo
evidente la necesidad de estudios genéticos prospec-
tivos para establecer la fuerza de asociacion y deter-
minar el papel de esta poblaciéon de linfocitos en el
contexto de la fisiopatologfa, asf como un posible me-
canismo®.
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Por lo anterior, es nuestro interés profundizar en el
estudio de la participacion de las células NKT median-
te la identificacion de la poblacion activada in vivo, la
alteracion de la respuesta humoral y su expresion gé-
nica al inicio de la enfermedad de pacientes con DT1.
Hacen falta estudios sobre la relacion de las células
NKT con la expresion del gen CTSL en modelos ani-
males, y aun mas en pacientes portadores de la en-
fermedad.

Un estudio utilizando ratones CTSLnkt/nkt demostro
que la falta de actividad de la CTSL genera alteracio-
nes tempranas en la seleccion positiva de los timocitos
CD4+. Ademas, regula el nivel de expresion de diver-
s0s componentes de la matriz extracelular en los 6r-
ganos linfoides, y tiene influencia sobre el numero y la
composicién de las poblaciones linfoides T centrales
y periféricas®.

Maehr, et al.?’, utilizando como modelo experimental
ratones CTSLnkt/nkt (portadores de una delecion en el
gen que codifica para la CTSL), demuestran un incre-
mento en el nimero de células B en los ganglios lin-
faticos, el bazo y la sangre periférica. La CTSL regula
negativamente la produccion y la exportacion de los
linfocitos B por la médula 6sea y el nimero de células
B periféricas®.

Recientemente, Yossef, et al.?®® reportaron que la
activacion del receptor NKp46 es esencial para el
desarrollo de DT1. Sin embargo, a la fecha no esta
establecido en humanos el papel de las células NKT
y la expresion del gen CTSL como biomarcador y/o
potencial regulador de las células NKT en la fisiopato-
logfa de la DT1.

Un evento esencial en el desarrollo de los linfocitos
T de memoria CD8+ es el escape de los progenitores
de la muerte celular programada, pero no esta del
todo claro como se lleva a cabo esta mediacion.

Si la expresion del gen que codifica para CTSL de-
pendiente del factor de transcripcion NF-kB esta dis-
minuida, hipotetizamos que CTSL interviene promo-
viendo la supervivencia de los linfocitos T citotoxicos,
los cuales estan implicados en la DT1.

Nuestro objetivo fue comparar el nivel de expresion
del gen CTSL y su asociacion con las células NKT en
pacientes con DT1 de reciente inicio, sus hermanos y
controles sanos.

Métodos

El estudio fue aprobado por la Comisién Nacional de
Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano de Segu-
ro Social (IMSS), conforme a la Declaracion de Helsinki

actual. Se realizé en las Unidades de Investigacion en
Epidemiologia Clinica y Bioquimica de la UMAE Hos-
pital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo
XXI, el Servicio de Endocrinologia de la UMAE Hospi-
tal de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI, el
Servicio de Endocrinologia Pediatrica de la UMAE Hos-
pital General Dr. Gaudencio Gonzalez Garza y la Uni-
dad de Investigacion Médica en Infectologia e Inmu-
nologfa del Hospital de Infectologia del Centro Médico
Nacional La Raza, del IMSS, en colaboracién con la
Escuela Superior de Medicina y el Departamento de
Biomedicina Molecular del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del CINVESTAV, del Instituto Po-
litécnico Nacional.

Se incluyeron pacientes con DT1 del periodo com-
prendido de marzo del 2012 a marzo del 2015, de
acuerdo con los criterios de la American Diabetes
Association?®, con diagndstico de DT1 con una dura-
cion de la enfermedad menor de 3 meses a partir del
diagndstico, cualquier sexo, mayores de 2 afios y me-
nores de 17 afos, asi como los hermanos de los pa-
cientes con DT1 y sujetos sanos de la misma edad y
sexo, sin antecedentes de diabetes ni de enfermedad
autoinmunitaria (como hipotiroidismo o hipertiroidismo,
lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sin-
drome nefrotico o sindrome de Cushing). Se excluye-
ron pacientes con diagnéstico de diabetes tipo 2,
MODY, neonatal o0 secundaria. La poblacion de sujetos
sanos que se invitd a participar tenia las mismas ca-
racteristicas que su contraparte con diabetes, hijos de
los trabajadores derechohabientes de las UMAE del
CMN SXXI y de la Escuela Benito Juarez de la SEP.

Previo consentimiento informado tanto de los pacien-
tes como de sus hermanos y de los sujetos sanos, se
registraron el antecedente familiar de diabetes, el dia
de inicio de la enfermedad, las medidas antropométri-
cas (edad, peso, talla, indice de masa corporal, ten-
sion arterial), el peso al nacer y el antecedente de
lactancia al seno materno. Se tomaron muestras san-
guineas de 10-15 cc con una jeringa estéril para la
determinacion de HbA1c, insulina, péptido C, anticuer-
pos anti-GAD-AB, anti-IA2-AB, antiinsulina, HLA, célu-
las NKT vy la expresion del gen CTSL. Las células NKT
se midieron por citometria de flujo.

Obtencion de células mononucleares

Las muestras de sangre heparinizada se diluyeron
en una relacion 1:1 con solucion buffer fosfato salino
(PBS), y posteriormente se agregaron en tubos de
15 cm3 que contenian Ficoll Hypaque en una relacién
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1:2 de muestra sanguinea/Ficoll. Se centrifugé 30 mi-
nutos a 1,600 rpm a temperatura ambiente. Las células
mononucleares fueron recuperadas de la interfase y la
fenotipificacion de las poblaciones se llevd a cabo
mediante citometria de flujo utilizando los anticuerpos
anti-CD3, anti-CD8, anti-Va24 y anti-Vp11.

Analisis mediante citometria de flujo

Previo a la tincién con los anticuerpos especificos,
las células mononucleares se incubaron con gam-
maglobulina humana 30 pg/1 x 108 células durante
20 minutos a 4 °C, y posteriormente se distribuyé con
una cantidad de 2 x 10° células en cada tubo para
citometria. Se emplearon los anticuerpos anti-hu-
man-CD3, anti-CD8 (BD Biosciences) y anti-Va24 y
anti-Vp11 (Beckman Coulter). Para todos los casos,
los anticuerpos se adicionaron e incubaron durante
30 minutos a 4 °C, y luego el exceso de anticuerpo se
elimino lavando con exceso con PBS y centrifugando
por 5 minutos a 1,500 rpm a 4 °C. Primero se adicio-
naron en los tubos correspondientes los anticuerpos
purificados, y luego el anticuerpo secundario fue aco-
plado a Cy5 (300 ng/2 x 108), y por ultimo los anticuer-
pos especificos para la fenotipificacion de las células
NKT y CD8. Los numeros absolutos de la poblacion
de células NKT los calculamos utilizando el nimero de
leucocitos y el porcentaje de linfocitos reportados en
la biometria hematica tomada el mismo dia que se
realizé la citometria de flujo. Para el calculo menciona-
do utilizamos la siguiente formula:

Células NKT/ml: Leucocitos x % linfocitos (en la BH) «
100
% células NKT (en la citometria de flujo) % 1,000
100

De igual manera, para la obtencion del porcentaje de
linfocitos CD8+ seleccionamos la region correspondien-
te de acuerdo a su tamafio y granularidad en la citome-
tria de flujo. Para los numeros absolutos de CD8+ toma-
mos en cuenta el nimero de leucocitos y el porcentaje
de linfocitos reportados de la biometria hemética.

La obtencion del RNA total se realiz6 de la siguien-
te manera: la sangre total se centrifugé a 3,500 rpm
durante 15 minutos y se extrajeron las células blancas
(buffy coat) para la extraccion del RNA total. A 200
de buffy coat se le adicion6 1 ml de TRIpure (ROCHE)
y se homogenizo por agitacion. Se adicionaron 200 pl
de cloroformo y se homogeniz6 la muestra, y poste-
riormente se centrifugd a 11,200 rom a 4 °C durante
15 minutos. Se tomaron 500 pl de la fase acuosa, se

adicionaron 500 ul de isopropanol y se centrifugd a
11,200 rpm a 4 °C por 15 minutos para precipitar el
RNA. Una vez formado el botén de RNA, se lavd con
etanol al 75% en agua tratada con dietil-pirocarbonato
(DEPC) y se centrifugd a 10,200 rpm y a 4 °C durante
10 minutos. Se evapor6 el etanol y el RNA total se
resuspendid en agua tratada con DEPC. La concen-
tracion de RNA se obtuvo por espectrofotometria (Epo-
ch) a 260 nm, mientras que la calidad (1.8-2.0) se
obtuvo de la relacion de absorbancia 260/280. La in-
tegridad del RNA se determind por electroforesis en
gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizan-
tes tefiido con bromuro de etidio.

Se tomaron 2.5 ug de RNA total para la reaccion de
transcriptasa reversa utilizando el High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, Foster
City, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez obtenido el cDNA, se cargo junto con la Ta-
gman OpenArray Real Time system en placas OpenA-
rray con el formato de 56 genes (Applied Biosystem,
Foster City, CA), con la ayuda del sistema Accufill
(Applied Biosystem, Foster City, CA). Las placas Ope-
nArray contenian las sondas Tagman para el gen CTSL
y los genes de referencia HPRT, 18Sy TLR4. Se rea-
lizé una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en tiempo real de 40 ciclos con el OpenArray Real
Time PCR Instrument (Applied Biosystem, Foster City,
CA); las condiciones de amplificacion fueron las esta-
blecidas por el fabricante de acuerdo a los genes
contenidos en el arreglo. El anélisis de los resultados
de amplificacion de las muestras se realizd con el
programa OpenArray Real Time gPCR Analysis softwa-
re (Applied Biosystem, Foster City, CA).

Analisis estadistico

Se realizd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
conocer la distribucién de los datos, y las de ANOVA
o Kruskal-Wallis para comparar el promedio de
células NKT entre los tres grupos. Se compararon 10s
grupos por pares mediante la prueba t de Student
para muestras independientes y la de y? para compa-
rar el porcentaje y los nimeros absolutos de las células
NKT entre dos grupos. Para el andlisis de expresion
del gen CTSL se cre6 un archivo .GCT para las mues-
tras (columnas) que pasaron el filtro de calidad: el
valor méaximo de error del 20% (valor de expresion 10).
Las muestras que no pasaron el filtro de calidad se
descartaron del anélisis. Se utilizd el médulo Compa-
rative Marker Selection para calcular la significancia
entre las clases y compararlas.
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Tabla 1. Caracteristicas antropométricas de los sujetos estudiados

Variable Pacientes con DT1 Controles sanos Hermanos de pacientes con DT1 p
n 48 32 44
Edad (afios) 9.30 + 3.85 (2-16) 9.56 + 4.72 (2-16) 13.61 £ 6.78 (3-27) < 0.001f
Sexo (M) 23 (47.9%) 14 (43.8%) 19 (43.2%) 0.365*
Peso (sz) 0.106 + 1.04 (-3- 2.25) 0.11 £ 1.05 (-1.88-2.21) 0.36 + 0.84 (-1.61-1.88) 0.343*
Talla (sz) -0.0030 + 1.09 (-2.44-3.93) 0.38 £ 1.5 (-2.17-3.70) 0.032 + 1.31(-3.23-4.18) 0.332*
IMC (s2) 0.208 + 1.10 (-3-1.64) -0.93 + 1.27 (-3-2) 0.31 £ 1(-2.97-1.81) 0.311*
TAS (s2) -1.36 + 0.63 (-2.65-0.60) -1.32 + 1(-4.18-1.64) -1.23 + 0.66 (-3.06-0.08) 0.741*
TAD (sz) -0.16 + 0.63(-1.19-1.19) -0.011 £ 0.77 (-1.44-1.64) 0.10 + 0.500 (-0.91-1.27) 0.204*
*ANOVA.
I;?ruska\ Wallis

M: Masculino; sz: valor z de las tablas de la CDC; TAS: Tension arterial sistdlica; TAD: Tensién arterial diastdlica.

Se determind el coeficiente de correlacion Rho de
Spearman entre las células NKT y la expresion del gen
CTSL, con sus respectivos intervalos de confianza al 95%.
Se consideraron significativos los valores de p < 0.05. Se
utilizd el paquete SPSS para Windows version 16.0 y
GraphPath Prism 6.01 2012 para realizar los gréficos.

Resultados

Se incluyeron pacientes con DT1 (n = 48) con 44.9 +
26.0 (0-95) dias de evolucion desde el inicio de la en-
fermedad, 32 controles sanos y 44 hermanos de pa-
cientes con DT1. Las caracteristicas clinicas de los tres
grupos se describen en la Tabla 1. La distribucién por
sexo fue igual entre los grupos (hombres: 43.9% con-
troles, 47.9% pacientes con DT1y 43.2% hermanos de
pacientes; p = 0.365). Las caracteristicas antropométri-
cas entre los grupos no mostraron diferencia significa-
tiva. El 6.3% (3/48) de los pacientes tienen anteceden-
te heredofamiliar de DT1. Con respecto al peso al
nacer, no hubo diferencias entre los pacientes [3162 +
478 g (2200-4070)] y el grupo control [3241 + 457 g
(2350-4050)] (p = 0.572), y tampoco para el anteceden-
te de la lactancia al seno materno [9.13 + 7.89 (0-36)
vs. 8.58 (0-24) (p = 0.811), respectivamente].

En la Tabla 2 se describen las variables bioquimicas
y la positividad para autoanticuerpos. La hemoglobina
glucosilada Alc fue mayor en los pacientes (7.65%)
que en el grupo control y en los hermanos de los pa-
cientes (5.35y 5.20%; p < 0.001). Como era de esperar,
el péptido C fue menor en los pacientes (0.89 ng/ml)

gue en los controles (2.01 ng/ml) y en los hermanos
(1.64 ng/ml) (p < 0.001).

La presencia de anticuerpos anti-GAD65 fue mas
frecuente en los pacientes que en el grupo control y
en los hermanos de los pacientes (60.8 vs. 6.3 vs.
2.3%, p < 0.001, respectivamente, p < 0.001). El an-
ti-IA2 también fue mas frecuente en los pacientes
(61.3%) que en los controles (3.1%) y los hermanos
(11.4%) (p < 0.001). La medicién de anticuerpos fren-
te a insulina solo se realiz6 en aquellos pacientes que
al momento de la toma aun no habian recibido mane-
jo con insulina, y aunque fue mas frecuente en el
grupo de los casos, no se observé diferencia estadis-
tica entre los grupos (47.7, 6.2 y 34.1% en pacientes,
controles y hermanos, respectivamente; p = 0.631).

En relacion a la frecuencia de HLA de proteccién, fue
mayor en los hermanos que en los pacientes, aunque no
hubo diferencia estadisticamente significativa (Tabla 2).

La positividad de anticuerpos correlacioné con el
HLA de riesgo, mostrando una correlacion débil (an-
ti-GAD65: r = 0.272, p = 0.016; anti-IA2: r = 0.427,
p < 0.001; antiinsulina: r = 0.429, p = 0.031).

Los datos relacionados con el porcentaje y los nu-
meros absolutos de las células NKT en cada grupo se
muestran en la Tabla 2. Dado que el porcentaje de cé-
lulas NKT y el numero absoluto de células NKT (cel/ml)
no poseen una distribucion normal, y tratando de bus-
car alguna diferencia de estas variables entre los gru-
pos, aplicamos la prueba de Kruskal-Wallis y encon-
tramos diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.002). El porcentaje de células NKT fue diferente
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas, bioquimicas y genéticas de los sujetos estudiados

Variable Pacientes con DT1 Controles sanos Hermanos de pacientes con DT1 p
n 48 32 44
HbA1c (%) 7.65 + 1.95 (4.1-13.3) 5.35 + 0.3898 (4.5-6.1) 5.20 + 0.88 (3.8-9.2) < 0.001%
Insulina (ng/ml) 22.78 + 21 (5-112.6) 16.24 + 20.43 (2-107) 13.3 £ 5.97 (5-29) 0.045*
Péptido C (ng/ml) 0.89 + 0.781 (0-3) 2.01 + 9.23 (0-50) 1.64 + 0.793 (0-4) < 0.001*
GADG5 (casos +) 28/46 (60.8%) 2/31 (6.3%) 1/43 (2.3%) < 0.001f
IA2 (casos +) 27/44 (61.3%) 1/31 (3.1%) 5/38 (11.4%) 0.005"
Antiinsulina 21/44 (47.7%) 1/32 (6.2%) 15/29 (34.1%) 0.6311
(casos +)
Dos 0 més 18/47 (38.2%) 0/32 (0%) 2/44 (4.5%) < 0.001f
anticuerpos
HLA Il protector 9/46 (19.6) 4/31 (12.9) 14/44 (31.8) 0.130"
HLA Il de riesgo 38/46 (82.6) 26/31 (83.9) 37/44 (84.1) 0.980"
Porcentaje células 0.176 + 0.202 0.118 + 0.133 0.246 + 0.188 0.002*
NKT (0.029-0.917) (0.018-0.616) (0.010-0.830)
Numeros absolutos 401.790 + 443.069 337.120 + 298.663 633.79 + 481.617 0.005*
células NKT (21-1,930) (43-1,152) (10-2,111)

+: positivos.

‘Kruskal Wallis.

e,

DT1: diabetes tipo 1; HbA1c: hemoglobina glucosilada; HLA: antigeno leucocitario humano; NKT: células T natural killer.

entre los grupos, siendo menor en los pacientes que
en los hermanos (0.118 vs. 0.246%) y los controles
sanos (0.118 vs. 0.176%) (p = 0.002), tal como se
observa en la Tabla 2.

Cuando se comparo6 la expresion del gen CTSL hubo
diferencias significativas entre el grupo control y los
pacientes (p = 0.002) (Fig. 1). Al realizar el analisis de
correlacion, con aquellos pacientes que mostraron el
menor porcentaje de células NKT, observamos que
presentaron una correlacion significativa (r = 0.4540,
intervalo de confianza del 95% [IC 95%]: —0.0927-
0.7903; p = 0.045) con aquellos que presentaron me-
nor expresion del gen CTSL (Fig. 2 A), al igual que con
los numeros absolutos de células NKT (r = 0.4607; IC
95%: —0.08425-0.7935; p = 0.043) (Fig. 2 B).

Discusion

La poblacion de linfocitos T conocida como células
NKT tiene un papel importante en la regulacion de la
respuesta inmune. La interaccion del sistema inmune
innato y el adaptativo se ha vuelto un foco importante
en la investigacion de las enfermedades autoinmunes.

Aunque las observaciones en relacion a la menor
cantidad y la funcién alterada de las células NKT han
explicado parte del fenémeno inicial que desencadena
la diabetes, son escasos los estudios en humanos y
los resultados hasta ahora son controversiales.

La seleccién de pacientes en estadios tempranos de
la enfermedad, desde el punto de vista de la historia
natural de la enfermedad, es uno de los momentos
méas parecidos, inmunolégicamente, al momento del
inicio de la cascada inmunolégica, aunque los cam-
bios inmunogenéticos se gestan en etapas aun mas
tempranas. Sin embargo, al momento en que se diag-
nostica a los pacientes con DT1, aun queda tejido
pancreatico susceptible de ser atacado, y por otro
lado, la poblacién mayormente susceptible al desarro-
llo de la enfermedad son los hermanos de estos pa-
cientes, por lo que la observacion del comportamiento
inmunoldgico de éstos es trascendente.

En este trabajo analizamos la poblacion de células
NKT utilizando los anticuerpos anti-CD3, anti-Va24 y
anti-VB11 como marcadores que caracterizan a estas
células, y analizamos por microarreglo la expresion
del gen que codifica para CTSL. Encontramos que la
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Figura 1. Comparacion de la expresion del gen CTSL entre el grupo
control, los hermanos de los pacientes y los pacientes. Se observan
diferencias significativas entre el grupo control y los pacientes
(p = 0.002, U de Mann-Whitney, mediana con rango intercuartil).

cantidad de células NKT fue diferente entre los grupos,
siendo mayor en el grupo de los hermanos con DT1 que
en el resto de los grupos. En nuestro estudio no se
encontro diferencia estadisticamente significativa en el
numero de células NKT entre los pacientes y los con-
troles sanos, contrario a lo reportado por Kukreja, et
al.3 (en DT10.38% + 0.02% y en sanos 0.74 + 0.06%).
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Las cifras reportadas por este grupo no han podido
reproducirse por otros estudios, y hasta ahora es el que
ha observado un comportamiento numérico similar en-
tre el humano y el ratén NOD. Los resultados que se
observaron se asemejan a los del Lee, et al.®! que
encuentran una gran variabilidad de concentracion de
células NKT, habiendo desde lecturas minimas hasta
muy elevadas en todos los grupos, y llamando la aten-
cion que la cantidad de estas células fuese mayor en
el grupo de los hermanos. Oikawa, et al.%, en una co-
horte de sujetos japoneses, encuentran una mayor can-
tidad de células NKT en aquellos con DT1, indepen-
dientemente del tiempo de evolucion, comparados con
controles sanos (0.127 + 0.015% en DT1 vs. 0.065 *
0.009% en sujetos sanos).

Hasta donde tenemos conocimiento, este es el pri-
mer estudio que se realiza en poblacion pediatrica
correlacionando los datos del anélisis de expresion del
gen CTSL con el porcentaje y los numeros absolutos
de las células NKT en poblacion pediatrica con DT1.
Recientemente, Jin et. al.® identificaron cinco genes
gue en combinacion pueden servir como biomarcado-
res para estratificar el riesgo de progresion a DT1, los
cuales fueron validados usando la cohorte del estudio
DAISY (Diabetes Autoimmunity Study in the Young) en
los sujetos con positividad para autoanticuerpos.

De acuerdo con los resultados del presente estudio,
las diferencias en la expresion a la baja del gen CTSL
correlacion6 con el menor porcentaje de células NKT
de estos pacientes en comparacion con sus hermanos.

Con estos hallazgos, es necesario hacer seguimiento
periddico a largo plazo a los hermanos de los pacientes

o
iy

©

w
1
[}

(=}
N
N

[

©
-
1

T ._. T T
500 1000 1500
# absoluto células NKT

Unid. expresion relativa CTSL
o
[S)

1
2000

o

Figura 2. Correlacion Rho de Spearman de la expresion del gen CTSL. A: Porcentaje de células NKT (r = 0.4540; IC 95%:
-0.0927-0.7903; p = 0.0452); B: Niumero de células NKT (r = 0.4607; IC 95%: —0.08425-0.7935; p = 0.043) en pacientes con DT1.
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con DT1 que presentan HLA de riesgo, positividad
para los anticuerpos y pérdida de la primera fase de
secrecion de insulina, para predecir el riesgo de pro-
gresion a diabetes con el porcentaje de células NKT
y el patrén de expresion del gen CTSL y evaluar su
utilidad como marcadores predictivos de riesgo para
el desarrollo de la enfermedad.

Conclusion

Los pacientes con DT1 mostraron un bajo porcenta-
je y numeros absolutos de células NKT comparados
con sus hermanos. El porcentaje y los nUmeros abso-
lutos correlacionaron con niveles bajos de expresion
del gen CTSL en pacientes con DT1.

Reconocimientos

El estudio fue financiado por el FISy CONACYT (FIS/
IMSS/PROT/640 CONACYT.SALUD, proyecto 87852).

Conflicto de intereses

No existe conflicto de interés por parte de los autores.

Bibliografia

1. Patterson C, Guariguata L, Dahlquist G, Soltész G, Ogle G, Silink M.
Diabetes in the young - a global view and worldwide estimates of num-
bers of children with type 1 diabetes. Diabetes Res Clin Pract.
2014;103:161-75.

2. Gomez-Diaz RA, Garibay-Nieto N, Wacher-Rodarte N, Aguilar-Salinas
CA. Epidemiology of type 1 diabetes in Latin America. Current Diabetes
Reviews. 2014;10:75-85.

3. Goémez-Diaz RA, Pérez-Pérez G, Hernandez-Cuesta IT, et al. Incidence
of type 1 diabetes in Mexico: data from institutional register 2000-2010.
Diabetes Care. 2012;35(11):e77.

4. Von Herrath MG, Holz A, Homann D, Oldston MB. Role of viruses in type
| diabetes. Semin Immunol. 1998;10:87-100.

5. van der Werf N, Kroese FG, Rozing J, Hillebrands JL. Viral infections as
potential triggers of type 1diabetes. Diabetes Metab Res Rev. 2007;23:
169-83.

6. Mclintosh EDG, Menser M. A fifty-year follow-up of congenital rubella.
Lancet. 1992;340:414-5.

7. Todd JA, Bell JI, McDevitt HO. HLA-DQ gene contributes to susceptibil-
ity and resistance to IDDM. Nature. 1987;329:599-604.

8. Undlien DE, Lie BA, Thorsby E. HLA complex genes in type 1 diabetes
and other autoimmune diseases. Which genes are involved? Trends
Genet. 2001;17:93-100.

9. Thomson G, Robinson W, Kuhner M, Joe S, Kiltz W. HLA and insulin
gene associations with IDDM. Genet Epidemiol. 1989;6:155-60.

10. Bennett ST, Lucassen AM, Gough SCL, et al. Susceptibility to human
type 1 diabetes at IDDM2 is determined by tandem repeat variation at
the insulin gene minisatellite locus. Nat Genet. 1995;9:284-92.

11. Bell GI, Horita S, Karam JH. A polymorphic locus near the human insu-
lin gene is associated with insulin-dependent diabetes mellitus. Diabe-
tes. 1984;33:176-83.

12. Todd JA, Farrall M. Panning for gold: genome-wide scanning for linkage
in type 1 diabetes. Hum Mol Genet. 1995;5:1443-8.

13. Pugliese A, Miceli D. The insulin gene in diabetes. Diabetes Metab Res
Rev. 2002;18:13-25.

14. Davies JL, Kawaguchi Y, Bennett ST, et al. A genome-wide search for
human type 1 diabetes susceptibility genes. Nature. 1994;371:130-6.

15. Bottini N, Musumeci L, Alonso A, et al. A functional variant of lymphoid
tyrosine phosphatase is associated with type | diabetes. Nat Genet.
2004;36:337-8.

16. Marron MP, Zeidler A, Raffel LJ, et al. Genetic and physical mapping of
a type 1 diabetes susceptibility gene (IDDM12) to a 100-kb phagemid
artificial chromosome clone containing D2S72-CTLA4-D2S105 on chro-
mosome 2033. Diabetes. 2000;49:492-9.

17. Ueda H, Howson JMM, Esposito L, et al. Association of the T cell regu-
latory gene CTLA4 with susceptibility to autoimmune disease. Nature.
2003;423:506-11.

18. Benavides F, Starost MF, Flores M, et al. Impaired hair follicle morpho-
genesis and cycling with abnormal epidermal differentiation in nackt
mice, a cathepsin L-deficient mutation. Am J Pathol. 2002;161:
693-703.

19. Badano MN, Camicia GL, Lombardi G, et al. B-cell lymphopoiesis is
regulated by cathepsin L. PLoS ONE. 2013;8:e61347.

20. Zou F, Schafer N, Palesh D, et al. Regulation of cathepsin G reduces
the activation of proinsulin-reactive T cells from type 1 diabetes patients.
PLoS ONE. 2011;6:€22815.

21. Lehuen A, Diana J, Zaccone P, Cooke A. Immune cell crosstalk in type
1 diabetes. Nat Rev Immunol. 2010;10:501-13.

22. Berzins SP, Smyth MJ, Baxter AG. Presumed guilty: natural killer T cell
defects and human disease. Nat Rev Immunol. 2011;11:131-42.

23. Lehuen A, Lantz O, Beaudoin L, et al. Overexpression of natural killer T
cells protects Valphai4-Jalpha281 transgenic nonobese diabetic mice
against diabetes. J Exp Med. 1998;188:1831-9.

24. Gur C, Porgador A, Elboim M, et al. The activating receptor NKp46 is essen-
tial for the development of type 1 diabetes. Nat Immunol. 2010;11:121-8.

25. Beristain-Covarrubias N, Canche-Pool E, Goémez-Diaz R, Séan-
chez-Torres LE, Ortiz-Navarrete V. Reduced iNKT cells numbers in type
1 diabetes patients and their first-degree relatives. Immun Inflamm Dis.
2015;3:411-9.

26. Lombardi G, Burzyn D, Mundifiiano J, et al. Cathepsin-L influences the
expression of extracelular matrix in lymphoid organs and plays a role in
the regulation of thymic output and of peripheral T cell number. J Immu-
nol. 2005;174:7022-32.

27. Maehr R, Mintern JD, Herman AE, et al. Cathepsin L is essential for
onset of autoimmune diabetes in NODE mice. JCI. 2005;115:2934-43.

28. Yossef R, Gur C, Shemesh A, et al. Targeting natural killer cell reactivity
by employing antibody to NKp46: implications for type 1 diabetes. PLoS
One. 2015;10:e0118936.

29. ADA Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus. Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classifi-
cation of Diabetes Mellitus. Diabetes Care. 1997;20:1183-97.

30. Kukreja A, Cost G, Marker J, et al. Multiple immuno-regulatory defects
in type-1 diabetes. J Clin Invest. 2002;109:131-40.

31. Lee PT, Putnam A, Benlagha K, Teyton L, Gottlieb PA, Bendelac A.
Testing the NKT cell hypothesis of human IDDM pathogenesis. J Clin
Invest. 2002;110:793-800.

32. Oikawa Y, Shimada A, Yamada S, et al. High frequency of valpha24(+)
vbeta11(+) T-cells observed in type 1 diabetes. Diabetes Care. 2002;
25:1818-23.

33. Jin Y, Sharma A, Bai S, et al. Risk of type 1 diabetes progression in
islet autoantibody-positive children can be further stratified using expres-
sion patterns of multiple genes implicated in peripheral blood lympho-
cyte activation and function. Diabetes. 2014;63:2506-15.

21



