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BSA: albumina sérica bovina

cDNA: DNA complementario a la cadena
de RNA mensajero

CFSE: Carboxy-fluorescein diacetate
succinimidyl ester

CHAPS: sulfonato de 3-[(3-
cholamidopropil)-dimetilamonio]-1-
propano
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dNTPs: Deoxinucleétido trifosfato

DTT: Ditiotreitol

EAE: encefalitis autoinmune experimental
FBS: Suero fetal bovino

Fc: Fraccién constante de las
inmunoglobulinas

FITC: Fluorescein

GAD: decarboxilasa del acido glutamico
HBSS: Hank's Balanced Salt Solution
HLA: antigeno leucocitario humano
HRP: Horseradish peroxidase

HSP: proteina de choque térmico

IEF: Isoelectroenfoque

ICA: Anticuerpos contra islote

IFN: Interferon

Ig: Inmunoglobulina

IGRP: islet-specific glucose-6-phosphatase
catalytic subunit-related protein

IL: Interleuquina
IPG: Immobilized pH gradient
LPS: Lipopolisacérido

MALDI: lonizacién/desorpcién por laser
asistida por matriz

MCC: Medio de cultivo completo

MFI: Mediana de la intensidad de
fluroescencia (median fluorescence
intensity)

MHC: Complejo principal de
histocompatibilidad (Major
histocompatibility complex)

MS: Esclerosis multiple

MZ: zona marginal (marginal zone)
NA/LE: no azide/low endotoxin

NK: Célula citocida natural (natural killer)
NOD: Non-obese diabetic mouse

NOR: Non-obese resistant mouse
PAGE: Poliacrilamide gel electrophoresis

PAMPs: pathogen associated molecular
patterns

PBS: Tampon fosfato salino
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
PE: Phycoerithrin

PerCP: Peridinin chlorophyll protein
pl: Punto isoeléctrico

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate
PRRs: pattern recognition receptors
RNA: Acido ribonucleico

rRNA: RNA ribosémico

SDS: Dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato
sédico

SPF: Unidad libre de patdgenos (specific-
pathogen free)

T1D: Diabetes tipo 1

TCR: Receptor de antigeno de células T

TFA: Acido trifluoroacético

TLR: toll-like receptor
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|. Introduccién

1. TOLERANCIA versus AUTOINMUNIDAD

1.1. EL SISTEMA INMUNITARIO

La funcién fisiologica del sistema inmunitario es la defensa del organismo frente a
microorganismos infecciosos. Por lo tanto, el sistema inmunitario comprende todas aquellas
células y moléculas responsables de la respuesta frente a agentes extrafios y, por tanto,

potencialmente dafinos para el organismo.

Para poder lograr una defensa efectiva contra los diferentes agentes infecciosos, el sistema
inmunitario esta estructurado en diferentes niveles. La inmunidad innata tiene como funcion
principal distinguir aquellos agentes externos potencialmente patégenos de aquellos que no lo
son, y supone la primera linea de defensa del organismo, ya que se activa rapidamente.
Algunos componentes de la inmunidad innata funcionan de manera permanente,
especialmente en las superficies epidérmicas y mucosas, cuya produccion de mucinas,
defensinas y lisozima evitan la entrada de microorganismos. La capacidad de la inmunidad
innata para reconocer agentes patdégenos que entran en el organismo se basa en una serie de
receptores (PRRs, del inglés pattern recognition receptors) que reconocen patrones
moleculares conservados en diferentes grupos de patégenos microbianos (PAMPs, del inglés
pathogen associated molecular patterns). Estas estructuras como el lipopolisacarido (LPS),
RNA bicatenario y polisacaridos ricos en manosa, entre otros, no se encuentran en las células
de los mamiferos. La union de estos receptores con sus ligandos induce la activacion de
diferentes mecanismos dirigidos a la eliminacion de los patégenos. Algunos receptores
solubles, como la proteina C reactiva, estimulan la via del complemento, la cual puede inducir
la lisis directa del microorganismo. Otros receptores de membrana, como los receptores
depuradores (en inglés scavenger receptors) o el receptor de manosa, inducen la fagocitosis o
endocitosis de los microorganismos por parte de macrofagos, neutréfilos y células dendriticas.
Algunos PRRs como los TLRs (del inglés toll-like receptors) promueven la produccién de
proteinas que ayudan a la eliminacion de los microorganismos (lisozima, fosfolipasa A,
defensinas, proteinas del complemento, lactoferrina, NO sintasa, mieloperoxidasa) y la
produccién de citoquinas que inducen la reaccion inflamatoria local, caracterizada por la

atraccion y activacion de otros leucocitos.

Por otro lado, las células citocidas naturales (NK, del inglés natural killers), reconocen
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility
complex) de clase |, que son expresadas de forma constitutiva en las células del propio
organismo, pero que a menudo son reprimidas cuando las células son infectadas. De esta
manera, las células NK son capaces de detectar y eliminar directamente células infectadas por

microorganismos intracelulares.



|. Introduccién

La respuesta innata, representa la respuesta inicial contra numerosos microorganismos
patégenos, y en muchos casos es suficiente para eliminar el patégeno. No obstante, la
inmunidad innata esta estrechamente relacionada con la inmunidad adaptativa. La inmunidad
adaptativa (también denominada inmunidad adquirida o especifica), es un mecanismo de
repuesta mas evolucionado, que es estimulado de forma especifica tras la exposicion a un
determinado agente extrafio. Aunque la activacion completa de estos mecanismos requiere
varios dias, se adquiere mayor especificidad e intensidad de la respuesta alcanzada, asi como
capacidad de memoria. De esta manera, la respuesta de estos mecanismos ante exposiciones
repetidas al mismo organismo, es mucho mas efectiva que la respuesta innata. No obstante, la
activacion de la respuesta adaptativa depende de la activacion previa de la respuesta innata,
puesto que es esta Ultima la que tiene la capacidad de distinguir aquellos agentes con

potencial patégeno.

Los antigenos son aquellas moléculas que son reconocidas por los receptores de los linfocitos
B y T, que son los principales componentes de la inmunidad adaptativa. Los linfocitos B
pueden especializarse en la produccion de inmunoglobulinas, también denominadas
anticuerpos, que constituyen la inmunidad humoral. La zona del antigeno reconocida por los
anticuerpos es el epitopo o determinante antigénico. Cuando los anticuerpos se unen
especificamente al antigeno, pueden tener un efecto neutralizante directo. Ademas, la unién
del anticuerpo a la superficie de los agentes infecciosos puede favorecer también, en funcién
del isotipo de la inmunoglobulina en cuestién (IgM, 1gG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgA1, IgA2, IgE, en
humanos), la lisis mediada por complemento, mecanismos de fagocitosis y/o la liberaciéon de

mediadores inflamatorios [Harris et al., 1999].

Por su parte, los linfocitos T constituyen la inmunidad celular, especialmente orientada a la
eliminacion de aquellos microorganismos que residen y proliferan en el interior de las células
del huésped, y por lo tanto no son accesibles a los anticuerpos circulantes. Los linfocitos T
citotoxicos, mayoritariamente CD8+, tienen funcion citolitica sobre las células infectadas. Por
su parte, los linfocitos T CD4+ colaboradores, estan especializados en la produccién de
citoquinas que coordinan el desarrollo de la respuesta inmunitaria. Segun el patron de
citoquinas producido por estos linfocitos se favorece la activacion de una respuesta de tipo
celular, también denominada Th1 (IL-2, IL-12, IFNy, TNFB), o de tipo humoral Th2 (IL-4, IL-5,
IL-10, IL-13) [Abbas et al, 1996; Romagnani, 1997].

Las inmunoglobulinas pueden reconocer los antigenos en su conformacion nativa, tanto en
forma soluble como unidos a membrana. En cambio, el receptor de los linfocitos T (TCR) sélo
puede reconocer fragmentos peptidicos derivados del antigeno que estén unidos a moléculas
del MHC. Para ello, los antigenos procedentes de agentes externos han de ser internalizados,
procesados y presentados por células especializadas. Las células con capacidad para captar y

presentar antigenos exégenos (APCs, del inglés antigen presenting cells) son las células
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dendriticas, los macréfagos y los linfocitos B. Los péptidos resultantes del procesamiento
intracelular del antigeno son presentados en la superficie de estas células, unidos a moléculas
del MHC de clase Il. Estos péptidos, situados en la hendidura de la molécula de MHC de clase
Il, podran interactuar con el TCR de linfocitos T CD4+, mayoritariamente con funcion
colaboradora. En contraposicion, los linfocitos T CD8+ s6lo pueden reconocer péptidos que
sean presentados en el contexto de moléculas de MHC de clase | [Garda et al., 1999]. Las
moléculas del MHC de clase |, presentes en la mayoria de las células de un organismo,
presentan péptidos derivados de proteinas enddégenas. Mediante este mecanismo, los
linfocitos T citotoxicos pueden unirse a péptidos originados por un microorganismo patégeno

intracelular.

En cualquier caso, y como se detallara mas adelante, tanto la activacion de los linfocitos T
como de los linfocitos B depende de la expresién de moléculas coestimuladoras en la
superficie de las células APCs. Los PRRs controlan la expresién de moléculas
coestimuladoras en la superficie de estas células [Janeway, 1992]. De esta manera, la
activacion de la respuesta adaptativa queda regulada por la inmunidad innata, que es la que

tiene capacidad para distinguir la potencialidad patogénica del antigeno.
1.2. TOLERANCIA

Una de las caracteristicas fundamentales de la inmunidad adaptativa es la elevada diversidad
de los receptores de antigeno de los linfocitos (TCR en linfocitos T y BCR en linfocitos B).
Este es un factor fundamental que permite que los linfocitos puedan reconocer,
potencialmente, cualquier antigeno extrafio. La generacion de esta diversidad de receptores se
produce mediante procesos aleatorios de recombinacion génica, durante la maduracion de los
linfocitos. Se estima que en un individuo puede haber del orden de 10° clones diferentes de

linfocitos T y B.

Con esta extraordinaria diversidad de especificidades en el repertorio de linfocitos, resulta
altamente probable la generacion de clones con capacidad para reconocer agentes externos

no patégenos e incluso moléculas del propio organismo.

La tolerancia se define como la falta de respuesta frente a un antigeno. En la mayoria de los
casos, la presentacién inicial del antigeno en unas condiciones “tolerizantes” previene la

posterior activacion de la respuesta inmunitaria frente a dicho antigeno.

En este sentido, existe un conjunto de mecanismos que tienen la funcion de asegurar la
autotolerancia, que es la tolerancia inmunolégica frente a antigenos propios del organismo
(autoantigenos). Durante la maduracion de los linfocitos en los 6rganos linfoides primarios
(médula 6sea para linfocitos B, y timo en el caso de los linfocitos T) tiene lugar un primer

proceso de eliminacién selectiva de aquellos linfocitos inmaduros con capacidad para
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reconocer autoantigenos. De esta manera, se limita el numero de células autorreactivas que
son liberadas a la circulacion. Este fenédmeno, denominado tolerancia central, se genera
principalmente ante antigenos ubicuos, que pueden estar presentes en éstos 6rganos linfoides
primarios, y alli ser presentados a los linfocitos inmaduros. Sin embargo, existen algunos
autoantigenos que no se encuentran expresados en los érganos linfoides primarios 0 que son
reconocidos por los receptores de los linfocitos con baja afinidad. En consecuencia, son
liberados a la circulacién sanguinea linfocitos con capacidad autorreactiva. A este nivel,
cuando tiene lugar el encuentro con los antigenos, en los 6rganos linfoides secundarios (bazo
y ganglios linfaticos) o en otros tejidos periféricos no linfoides, los mecanismos de tolerancia
periférica son los encargados de garantizar que estos linfocitos autorreactivos no lleguen a

ser activados.

1.2.1. MECANISMOS DE TOLERANCIA

Existen diversos mecanismos activos de tolerancia que pueden actuar sobre los linfocitos T y
B dependiendo de la accesibilidad y concentracion del antigeno especifico, asi como del
estado funcional de las células presentadoras de antigeno (APC) que lleven a cabo la
presentacion de dicho antigeno [Goodnow et al., 2005] (Fig. 1). Los mecanismos basicos que

actuan en la induccion de tolerancia son los siguientes:

> Ignorancia clonal: algunos linfocitos autorreactivos no son activados, en condiciones
normales, porque el antigeno que reconocen se encuentra “secuestrado” en ciertas
localizaciones anatémicas donde se hace dificil su presentacion.

> Edicién del receptor: algunos linfocitos inmaduros, tras reconocer un autoantigeno, son
inducidos a recombinar de nuevo el segmento variable de su receptor, produciéndose asi
un nuevo receptor con otra especificidad.

> Delecién clonal: se basa en la eliminacién, mediante apoptosis, de aquellos linfocitos
autorreactivos.

» Anergia: en ocasiones los linfocitos autorreactivos no son eliminados, pero quedan en un
estado anérgico, en el que se ve disminuida su capacidad para ser activados, quedando
asi funcionalmente silenciados.

» Supresion: otras células T con funcion reguladora pueden limitar la activaciéon de los

linfocitos autorreactivos.
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Figura 1. Esquema grafico de los diferentes mecanismos implicados en la adquisicion de

tolerancia a antigenos propios del organismo. La ignorancia clonal tiene lugar cuando el
autoantigeno se encuentra “secuestrado” anatomicamente. La exposicion crénica al
autoantigeno conlleva la muerte celular inducida por la hiperactivacion de los clones
autorreactivos. En ciertos momentos del desarrollo de los linfocitos, el reconocimiento de un
autoantigeno, por parte del receptor, puede activar de nuevo el mecanismo de
recombinacion génica. El encuentro con un antigeno, en condiciones de ausencia, o déficit,
de estimulos coestimuladores conlleva la induccion de un estado de anergia en el propio
linfocito, que dificulta su posterior activacion. También otras células con funciones

reguladoras y/o inhibidoras pueden impedir la activacion de los linfocitos autorreactivos.

1.2.2. TOLERANCIA DE LINFOCITOS T

1.2.2.1.Tolerancia central de linfocitos T

1.2.2.1.1. Seleccién positiva

Los precursores de los linfocitos T se originan en la médula 6sea y migran al timo, donde
alcanzan su madurez. En el timo, ademas, tiene lugar un proceso de seleccién de los timocitos
(linfocitos T inmaduros), previo a la liberacion de éstos al torrente circulatorio [Killeen et al,
1998]. Las células epiteliales de la corteza timica presentan péptidos derivados de
autoantigenos en el contexto de moléculas de MHC. Durante su paso por la corteza timica,
aquellos timocitos cuyo TCR no es capaz de interaccionar adecuadamente con las moléculas

de MHC vuelven a reordenar su TCR o son delecionados directamente [Nemazee et al, 2003].
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Mediante este proceso de seleccion positiva, sdlo aquellos timocitos que se pueden unir
adecuadamente a las moléculas de MHC siguen su proceso de maduracion en la médula

timica.
1.2.2.1.2. Seleccién negativa

En la médula, las células epiteliales medulares timicas y las células dendriticas son las
responsables de la presentacion de autoantigenos a los timocitos, en presencia de moléculas
coestimuladoras (CD80 y CD86). En esta fase, los timocitos son muy sensibles a la apoptosis
por hiperactivaciéon, de manera que aquellos que reconocen autoantigenos son eliminados “in
situ” (seleccion negativa) [Palmer et al, 2003]. Ademas, cabe destacar que las células
epiteliales medulares timicas son capaces de expresar, de manera ectopica, autoantigenos
que normalmente sélo se expresan en ciertos tejidos periféricos [Hanahan, 1998]. Esta
expresion, regulada por el factor de transcripcion AIRE, es imprescindible para la induccion de
tolerancia de los linfocitos T frente a autoantigenos especificos de tejido [Anderson et al.,
2002; Liston et al., 2003]. Tras estos procesos de seleccion positiva y negativa, sé6lo maduran y
salen del timo aquellos linfocitos que pueden interactuar con moléculas de MHC pero no

reconocen autoantigenos.
1.2.2.2. Tolerancia periférica de linfocitos T

En cualquier individuo, puede considerarse normal la presencia de algunos linfocitos T
maduros, con capacidad autorreactiva, en circulacion. Esto puede suceder si el reconocimiento
del autoantigeno es de baja afinidad, por lo que no es eficientemente delecionado a nivel
timico. Alternativamente, es posible que el autoantigeno reconocido sea de expresion

restringida a un tejido, y no haya sido presentado en el timo.

Por esta razon, resulta necesaria la existencia de mecanismos, fuera de los érganos linfoides
primarios, que mantengan la autotolerancia. Estos mecanismos de tolerancia periférica se
desarrollan a nivel de organos linfoides secundarios (ganglios linfaticos, bazo, sistema

inmunitario cutaneo y de las mucosas) y en tejidos no linfoides.
1.2.2.2.1. Delecion clonal

Cuando el autoantigeno es abundante en periferia puede estimular de forma persistente al
linfocito T autorreactivo. Esta activacion repetida induce la coexpresion de la molécula Fas y su
ligando FasL, en la membrana del linfocito T. La uniéon de Fas con su ligando, posible en la
superficie de una misma célula, activa la cascada de senalizacion de las caspasas, que
desemboca en la apoptosis final de la propia célula [Russell et al, 1993]. Este mecanismo se

conoce como delecion clonal.
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La supervivencia de los linfocitos T maduros viene también determinada por la necesidad de
recibir sefalizacion mediante la citoquina IL-7. En condiciones normales, la homeostasis del
numero de linfocitos T es mantenida mediante unos niveles limitantes de IL-7 [Barthlott et al.,
2003; Marrack et al, 2004]. En esta situacion, el intento de expansion clonal de un linfocito T,
reactivo frente a un autoantigeno, se vera limitado por la competencia por IL-7 [Strasser et al,
2003].

1.2.2.2.2. Anergia

La completa activacion de los linfocitos T requiere senales coestimuladoras, ademas de la
interaccion del TCR con el péptido correspondiente unido a una molécula de MHC. La principal
via coestimuladora de la activacion de los linfocitos T es la molécula de superficie CD28. Esta
se une a las moléculas CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2), expresadas en las células presentadoras
de antigeno [Sharpe et al, 2002]. No obstante, las capacidades coestimuladoras de las células
APC vienen determinadas por el contexto en que han captado el antigeno. En situaciones
normales, en que no hay inflamacion, determinantes de origen bacteriano, u otras sefiales que
indiquen la presencia de agentes exdgenos potencialmente patdgenos, las células APC
pueden captar y presentar antigenos pero no ven incrementadas sus capacidades
coestimuladoras. En este contexto, si el autoantigeno es presentado a un linfocito T por una
célula APC en ausencia de coestimulacion (expresion de moléculas CD80 y CD86), resulta en
una incapacidad de dicho linfocito para responder posteriormente al antigeno, quedando asi en
un estado de anergia. Se ha sugerido que la hiperexpresion de CD5, un receptor de superficie
de tipo inhibidor, en estas células, puede ser la causante de la inhibiciéon de la via de
senalizacion del TCR [Smith et al., 2001]. Estos linfocitos s6lo pueden ser rescatados de este
estado de anergia mediante una estimulacion muy fuerte. De esta forma quedarian disponibles

en caso de necesidad ante una posible infeccién [Goodnow, 1996].

También la activacion persistente de los linfocitos T puede desembocar en un estado de
anergia mediante la hiperexpresion del receptor de membrana CTLA-4, que se une a las
moléculas de la familia B7 compitiendo con CD28 [Sharpe et al, 2002]. CTLA-4 es un receptor
que transmite sefiales inhibidoras, silenciando asi la funcionalidad de los clones hiperactivados
[Ravetch et al, 2000].

1.2.2.2.3. Ignorancia inmunolégica

En ocasiones, el autoantigeno especifico para algunos linfocitos T no se encuentra disponible
para ser presentado a los linfocitos porque se encuentra presente sélo en muy bajas
concentraciones o porque es especifico de un tejido “secuestrado” anatdémicamente del
sistema inmunitario. Ciertas regiones anatdomicas se consideran inmunoprivilegiadas, debido a

que pueden trasplantarse tejidos sin inducir rechazo.



|. Introduccién

El sistema nervioso central es un claro exponente de tejido inmunoprivilegiado. La barrera
hematoencefalica, no evita por completo entrada de linfocitos en el sistema nervioso central.
No obstante apenas existen células APC intratisulares, y no existe un drenaje linfatico que
permita el transporte y presentacion de autoantigenos procedentes de estos tejidos en
ganglios linfaticos [Barker et al, 1977; Hart et al., 1981]. Ademas, las células neuronales, en
condiciones normales, no expresan moléculas de MHC de clase | [Daar et al, 1984]. Todos
estos factores hacen que, aunque los linfocitos T tengan acceso al tejido, dificiimente puedan

ser activados.

Otros o6rganos como los testiculos y la camara anterior del ojo, presentan expresion
constitutiva de FasL [Bellgrau et al., 1995; Griffith et al., 1995]. De esta manera, los linfocitos T
que accedan a estos tejidos pueden ser eliminados mediante la induccion de apoptosis via
Fas-FasL.

1.2.2.2.4. Supresion por linfocitos T reguladores

La activacion de los linfocitos T maduros se encuentra, a su vez, bajo la regulacion por parte
de linfocitos T reguladores. Los linfocitos T reguladores tienen la capacidad de suprimir la
respuesta inmunitaria, mediante su influencia sobre otras poblaciones de linfocitos T maduros.
De esta manera, esta poblacién celular interviene en la regulacién de las respuestas
inmunitarias, en la homeostasis celular, y en el control de las respuestas autorreactivas
[Chatenoud et al., 2001; Sakaguchi, 2000; Shevach, 2000; Lohr et al., 2005]. Existen diversas
poblaciones de células T reguladoras, las cuales presentan diferentes fenotipos y origen, asi

como distintos mecanismos de accion.

Las células T CD4+CD25+FoxP3+ son una poblacion de linfocitos T reguladores que se
origina a nivel timico, y que representa un 5-8% de la poblacion circulante de linfocitos T
[Modigliani et al., 1996]. Estas células, tras ser activadas por su antigeno especifico, actian
inhibiendo la proliferacién de otros linfocitos CD4+ y CD8+ [Thornton et al., 1998]. Esta accion
inhibidora viene determinada por moléculas ancladas a la superficie celular, por lo que requiere
la interaccion directa célula-célula. No obstante, no es una accién supresora antigeno

especifica [Takahashi et al., 1998].

Otras poblaciones de linfocitos T reguladores no son constitutivas, sino que son inducidas, en
funcién de las circunstancias en que les es presentado el antigeno. En este sentido, se ha
descrito que la presentacion del antigeno, por parte de células APC con escaso potencial
coestimulador, productoras de IL-10 y/o TGFp, puede inducir la aparicion de células CD4+
reguladoras del tipo Tr1. Esta poblacion de linfocitos reguladores Tr1 son, a su vez, también

productores de IL-10 y TGFB. Estas citoquinas, ademas de inhibir la inmunidad celular y la
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inflamacion, tienen un efecto de amplificacién en la generacion de nuevas células reguladoras
[Roncarolo et al., 2001].

Existe un grupo de linfocitos T clasificados como Th3, que residen en la mucosa intestinal.
Estos linfocitos Th3 producen TGFB en respuesta a la estimulaciéon antigénica [Faria et al.,
1999]. De esta manera, se induce la tolerancia frente a la mayoria de antigenos que entran al

organismo por via oral.

Otro grupo de células T supresoras, caracterizadas por el fenotipo CD8+CD28-, actuan
inhibiendo la produccion de moléculas coestimuladoras B7 en las células APC. Asi, en
subsiguientes interacciones de estas células APC con otros linfocitos T, éstos quedan en un

estado de anergia funcional [Chang et al., 2002].

Recientemente, se ha descrito también un papel regulador de la respuesta T por parte de
poblaciones de linfocitos B especificos de antigeno, productores de IL-10 [Fillatreau et al.,
2002].

1.2.3. TOLERANCIA DE LINFOCITOS B
1.2.3.1. Tolerancia central de linfocitos B
1.2.3.1.1. Edicion del receptor

Los linfocitos B se originan y maduran en la médula 6sea. Los linfocitos B inmaduros también
son susceptibles a la induccién de tolerancia, si tiene lugar el encuentro con su antigeno
especifico. En esta situacion, la interaccion del receptor de antigeno del linfocito B con el
antigeno puede inducir un nuevo reordenamiento de los genes que codifican para la cadena
ligera de la inmunoglobulina, permitiendo asi la adopcion de una nueva especificidad
[Nemazee et al., 2003].

1.2.3.1.2. Delecién clonal

En aquellos casos en que no tiene lugar la edicion del receptor, o que ésta resulta en un nuevo
BCR también con capacidad autorreactiva, la afinidad y naturaleza del autoantigeno son
determinantes en la induccién de tolerancia [Goodnow et al., 1995]. Asi, autoantigenos
anclados a membrana o reconocidos por el receptor con alta avidez pueden inducir la delecién
de los linfocitos B autorreactivos. La hiperactivacion en estos linfocitos B inmaduros inhibe la
expresion del factor de supervivencia BAFF (del inglés B-cell-activating factor) [Mackay et al.,
2003] y/o la hiperexpresién del factor pro-apoptético BIM (del inglés BCL-2 interacting mediator
of cell death) [Strasser et al., 2003].
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1.2.3.1.3. Anergia

Por el contrario, la unién del BCR a autoantigenos solubles, en los linfocitos B inmaduros,
puede conllevar la induccién de un estado de anergia celular, caracterizado fenotipicamente
por la disminucién de la expresion del BCR en membrana. De esta manera, aunque los
linfocitos B sean liberados a la circulacion, éstos son incapaces de responder al antigeno
[Cornall et al., 1995].

1.2.3.2. Tolerancia periférica de linfocitos B

Los linfocitos B maduros, para ser funcionalmente activados, requieren la sucesion de dos
sefiales. Asi, tras la interaccion con el antigeno especifico, necesitan la ayuda de linfocitos T
colaboradores. Los linfocitos T colaboradores ayudan a la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos B, mediante la interaccion CD40-CD40L y la produccion de citoquinas como IL-2, IL-
4 e IL-5 [Foy et al., 1996; Kovanen et al., 2004]. En consecuencia, la eliminacion previa de
clones T autorreactivos, llevada a cabo a nivel timico, limita la posibilidad de que haya

linfocitos T colaboradores que puedan ayudar a los linfocitos B autorreactivos.

1.2.3.2.1. Anergia

El encuentro de los linfocitos B con el autoantigeno especifico en ausencia de células T
colaboradoras activadas deriva habitualmente en la induccién de anergia funcional. Mediante
esta via, los mecanismos de tolerancia que actian sobre el repertorio de linfocitos T también
regulan la autorreactividad de los linfocitos B, limitando la ayuda por parte de linfocitos T

colaboradores.

El silenciamiento funcional de los linfocitos B autorreactivos se refleja, de forma caracteristica,
en la reduccion drastica de los niveles de expresion del receptor de antigeno [Bell et al., 1994].
Alternativamente, algunos linfocitos B, tras interaccionar con el autoantigeno inducen la
expresion de CD5, un receptor de superficie que transmite sefales inhibidoras sobre la via de

sefalizacion del propio BCR [Hippen et al., 2000].

1.2.3.2.2. Exclusién folicular

Los linfocitos B que interaccionan con autoantigenos a nivel periférico, también pueden dejar
de expresar receptores de localizacion (homing receptors), como CD62L. Este receptor es
necesario para que los linfocitos B entren a formar parte de los foliculos linfoides, en los
organos linfoides secundarios [Hartley et al., 1993]. Asi, aunque un linfocito B autorreactivo
llegue a periferia, si es excluido de los foliculos linfoides, dificiimente podra generar una

respuesta efectora.

10



|. Introduccién

1.2.3.2.3. Delecién clonal

La interaccion de los linfocitos B con linfocitos T autorreactivos activados, especificos para el
mismo antigeno, puede derivar en la delecion de los linfocitos B. En este caso, la expresion de
FasL en la superficie de los linfocitos T activados, parece ser la responsable de la induccién de

la apoptosis [Rathmell et al., 1995].
1.2.3.2.4. Delecién en los centros germinales

Dentro de los foliculos linfoides, cuando se activa un clon de linfocitos B, se genera una
reaccion de centro germinal que implica procesos de proliferacion, hipermutacién somatica,
maduracion de la afinidad y cambio de isotipo en las inmunoglobulinas producidas. Los
linfocitos B resultantes de esta reaccién, se diferencian a células B memoria o células
plasmaticas productoras de anticuerpos. En esta situacion es imprescindible la existencia de
mecanismos que eviten que los nuevos receptores de antigeno, generados aleatoriamente
mediante hipermutacion somatica, que reconozcan autoantigenos, deriven en clones B
efectores [Goodnow et al., 2005]. A este nivel, la accion de los linfocitos T foliculares resulta
crucial en la regulacion de la supervivencia de los linfocitos B dentro del centro germinal,
modulando los niveles de expresién de BIM, BAFF y FAS-L [Shokat et al., 1995; Pulendran et
al., 1995; Han et al., 1995].

1.3. AUTOINMUNIDAD

Como se ha comentado anteriormente, los mecanismos de tolerancia central no son capaces
de evitar por completo la maduracién de linfocitos con capacidad autorreactiva. Por esta razén,
en periferia se pueden encontrar linfocitos con capacidad para reconocer autoantigenos. No
obstante, en condiciones normales, la activacién de estos linfocitos es controlada por los

mecanismos de tolerancia periférica.

Cuando existen alteraciones en los mecanismos de tolerancia, puede darse la activacion de
respuestas inmunitarias adaptativas, especificas contra antigenos propios. La respuesta
autorreactiva iniciada por los linfocitos no puede desembocar en la eliminacion final del
antigeno, porque éste es producido continuamente por el propio organismo, de manera que se
promueve una reaccion continuada. En este contexto, las enfermedades autoinmunitarias son

la consecuencia del dafio tisular provocado por la inflamacién local crénica.

Las enfermedades autoinmunitarias pueden definirse como especificas de érgano, cuando la
distribucién tisular del autoantigeno contra el que se desarrolla la respuesta se encuentra

restringida a un érgano (Tabla 1).
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Tabla 1. Enfermedades autoinmunitarias especificas de 6rgano.

Enfermedad
autoinmunitaria

Antigeno

Mecanismo efector

Signos clinicos

Anemia hemolitica
autoinmunitaria

Proteinas de la
membrana eritrocitaria
(grupo sanguineo Rh,

antigeno 1)

La union de los anticuerpos
induce la fagocitosis y lisis por
complemento

Hemodlisis, anemia

Pdrpura
trombocitopénica
autoinmunitaria

Integrina de la membrana
plaquetaria (gplib:Illa)

La opsonizacion por los
anticuerpos favorece la
fagocitosis de las plaquetas

Hemorragias

Granulomatosis de
Wegener

Proteina de los granulos
de los neutrdfilos
activados (proteinasa-3)

La unién de los anticuerpos
induce la degranulacion de los
neutrdfilos y la inflamacién local

Vasculitis,
glomerulonefritis,
hemorragia
pulmonar

Pénfigo vulgar

Cadherina epidérmica
(uniones intercelulares)

La unién de los anticuerpos
activa la accién proteasa, que
rompe las uniones intercelulares

Vesiculas
cutaneas

Sindrome de
Goodpasture

Proteina de la membrana
basal (colageno de tipo
V)

La acumulacién de anticuerpos
promueve la inflamacién local

Nefritis,
hemorragia
pulmonar

Fiebre reumatica
aguda

Antigenos miocardicos

La unién de los anticuerpos
induce la inflamacion local

Miocarditis,
degeneracion de
las valvulas
cardiacas

Miastenia grave

Receptor nicotinico de la
acetilcolina

La union del anticuerpo bloquea
la unién del neurotransmisor

Debilidad
muscular,
paralisis

Anemia perniciosa

Factor intrinseco de las
células parietales
gastricas

Los anticuerpos neutralizan el
factor intrinseco, dificultando la
absorcion de vitamina B2

Anemia

Enfermedad de
Graves

Receptor de la hormona
estimulante de la tiroides

La unién del anticuerpo estimula
de forma cronica el receptor

Hipertiroidismo

Diabetes de tipo 1

Antigenos de las células
beta pancreaticas
(insulina, GAD, IA-2,etc.)

Destruccion de las células beta
mediada por linfocitos T
citotoxicos

Déficit de insulina,
diabetes

Esclerosis multiple

Proteinas de mielina
(MBP, PLP, MOG)

La inflamacion local induce la
destruccién de las vainas de
mielina

Paralisis

Sindrome de
Guillain Barré

Proteina P2 de la mielina
del sistema nervioso
periférico

Destruccion de los nervios
periféricos

Paralisis

Tiroiditis de Antigenos tiroideos: Inflamacion de la tiroides: causa Hipotiroidismo
Hashimoto tiroglobulina y TPO la destruccion tisular P
Espondilitis Inflamacion de las articulaciones

anquilosante

vertebrales ileosacrales

Rigidez vertebral
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Por el contrario, cuando el autoantigeno reconocido por las células autorreactivas presenta
una distribucion ubicua, la enfermedad presenta un caracter sistémico (Tabla 2). En
ocasiones, aunque se haya activado la respuesta contra un autoantigeno de distribucién
ubicua, la accesibilidad del mismo puede determinar que la reaccién autoinmunitaria sélo
tenga lugar en un érgano [Davidson et al., 2001]. En el caso del sindrome de Goodpasture, la
respuesta autoinmunitaria va dirigida contra el colageno de tipo IV, que forma parte de la
membrana basal. Este autoantigeno se encuentra ampliamente distribuido en las membranas
basales del cuerpo, no obstante, sélo el endotelio fenestrado de los capilares glomerulares
permite el acceso de los autoanticuerpos circulantes en plasma. Por esta razoén la nefritis es el
signo clinico mas habitual en estos pacientes. En algunos casos, y especialmente en
individuos fumadores, el dafio en el endotelio capilar de los alvéolos pulmonares expone
también la membrana basal al ataque autoinmunitario, lo cual puede derivar en hemorragias

pulmonares [Donaghy, 1983].

Tabla 2. Enfermedades autoinmunitarias sistémicas.

Enfermedad . . Signos
. P Antigeno Mecanismo efector =
autoinmunitaria clinicos
Lupus eritematoso . Inflamacién causada por el Vasculitis, artritis,
At DNA, nucleoproteinas A . ; b
sistémico depdsito de inmunocomplejos nefritis
. ] Antigeno desconocido en Inflamac(;on I.o,caldque e§t|mula la Destruccién
Avrtritis reumatoide la sinovial articular produccion Ce enzimas articular
hidroliticas
] La inflamacion mediada por Sequedad de las
Sindrome de Ribonucleoproteinas anticuerpos causa la disfuncién | mucosas (ojos,
Sjégren glandular boca)

1.3.1. MECANISMOS PATOGENICOS EN LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNITARIAS

Tanto los linfocitos T autorreactivos (respuesta inmunitaria celular) como los autoanticuerpos
producidos por las células B (respuesta humoral) pueden producir lesiones tisulares, a menudo
actuando conjuntamente en una misma patologia. Es preciso tener en cuenta que, en los
casos en los que el dafio tisular viene determinado por factores humorales, a menudo el isotipo
IgG presentado por los autoanticuerpos revela la colaboracion de los linfocitos T CD4+
colaboradores en la activacion de los linfocitos B autorreactivos. Por otro lado, en muchas
enfermedades mediadas por linfocitos T citotdxicos, se detecta un alto titulo de
autoanticuerpos en el suero de los pacientes, aunque no se haya demostrado ningun efecto
directo de estos autoanticuerpos en la patogenia de la enfermedad. En algunos casos, incluso,
se ha constatado que los mecanismos efectores del dafio tisular pueden variar, a lo largo de la

evolucién del proceso autoinmunitario.
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1.3.1.1. Autoanticuerpos

Los linfocitos B autorreactivos, al ser activados, pueden especializarse en la producciéon de
anticuerpos. Estos autoanticuerpos circulantes pueden tener un efecto patogénico directo, a

nivel local o sistémico, mediante diferentes mecanismos de accion.
1.3.1.1.1. Formacién de inmunocomplejos

La union de los anticuerpos a antigenos solubles, conlleva la formacién de inmunocomplejos.
Los inmunocomplejos que se forman a nivel circulatorio tienden a depositarse en las paredes
vasculares, especialmente en los vasos sanguineos de pequefio calibre. En los glomérulos
renales y en la membrana sinovial se encuentran redes capilares en los que el plasma se
somete a ultrafiliracion (de la orina y el liquido sinovial, respectivamente). En esta situacion
también se favorece la acumulaciéon de inmunocomplejos. Si el exceso de inmunocomplejos
impide su total aclaramiento, o el individuo presenta algun déficit en la eliminacién de los
mismos, ésta acumulacién en los lechos vasculares activa de forma croénica el sistema del
complemento y la inflamacion local (vasculitis, glomerulonefritis, artritis). Los neutrdfilos
atraidos al foco inflamatorio, seran en este caso los principales responsables de la lesion
tisular. Este modelo de afectacién autoinmunitaria sistémica es caracteristico de pacientes

afectados de lupus eritematoso sistémico (LES) [Mohan et al., 1995].
1.3.1.1.2. Eliminacion de la célula diana

Los autoanticuerpos que reconocen moléculas presentes en la membrana de las células tienen
funcion de opsonizacion, favoreciendo asi su fagocitosis por parte de los macréfagos. A su
vez, los anticuerpos unidos a la superficie de las células diana activan la via del complemento,
la cual induce una reaccion inflamatoria local y la lisis directa de las células diana. La lisis
mediada por la via del complemento es responsable de la anemia hemolitica autoinmunitaria
[Domen, 1998; Arndt et al., 1999], en la que los autoanticuerpos reconocen los antigenos del

grupo sanguineo Rh y el antigeno |, presentes en la membrana de los eritrocitos.
1.3.1.1.3. Actividad pro-inflamatoria

La fijacion de dosis subliticas de proteinas del complemento sobre las células de los tejidos,
induce la inflamacion. Asimismo, la inflamacién también es promovida tras la interaccion de
autoanticuerpos que reconocen moléculas de la matriz extracelular, como se ha comentado
anteriormente en el caso del sindrome de Goodpasture. En ambos casos, la inflamacion local

cronica es la causante del dano tisular.
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1.3.1.1.4. Activacion/inhibicion de receptores en la célula diana

La uniéon de autoanticuerpos a receptores en la superficie celular puede interferir en la
fisiologia de las propias células. En la enfermedad de Graves los autoanticuerpos que se unen
al receptor de la hormona estimulante del tiroides (TSH) producen una estimulacién continua.
Esta activacion induce la produccion cronica de hormona tiroidea (TH), lo que origina el

hipertiroidismo caracteristico en estos pacientes [Feldman et al., 1992] .

Alternativamente, la unién de los anticuerpos a un receptor puede tener efecto bloqueante. La
debilidad muscular observada en los pacientes con miastenia grave esta causada por un
bloqueo de la transmisién neuromuscular. En este caso los autoanticuerpos especificos contra
la cadena a del receptor nicotinico de la acetilcolina, bloquean la unién del neurotransmisor e

inducen la internalizacién del propio receptor [Newsom Davis et al., 1991; Balasa et al., 2000].

1.3.1.2. Linfocitos T

La activacion de la respuesta inmunitaria celular, dirigida contra antigenos propios, puede
tener efectos patogénicos a través del efecto citotdxico de los propios linfocitos T 0 mediante la

activacion de otros elementos celulares.

1.2.1.2.1. Efecto citolitico directo

Los linfocitos T citotdxicos, mayoritariamente CD8+, son capaces de producir la muerte celular
directa de las células diana. En este caso, las células que presentan el péptido especifico
unido a sus moléculas de MHC son eliminadas mediante apoptosis. La apoptosis celular puede
ser mediada por diferentes mecanismos, que incluyen perforinas, granzima o Fas. La diabetes
de tipo 1 se caracteriza por la destruccion selectiva de las células beta pancreaticas,

productoras de insulina, por parte de células T efectoras. [Tisch et al., 1996].

1.2.1.2.2. Induccién de la inflamacion local

Los linfocitos T colaboradores CD4+ de tipo Th1 y los CD8+, pueden inducir también el dafio
tisular, de forma indirecta, mediante la produccion de citoquinas proinflamatorias. La artritis
reumatoide es una enfermedad autoinmunitaria sistémica que afecta especialmente a las
articulaciones. No se conoce la especificidad de las células T autorreactivas responsables de
esta patogenia. No obstante, se ha detectado la produccién local de diversas citoquinas, por
parte de linfocitos T activados y macrofagos, entre ellas TNF. Se postula que la produccion de
citoquinas proinflamatorias a nivel local induce la produccion de enzimas hidroliticas, por parte
de las células sinoviales. Estas enzimas median la destruccién del cartilago de las

articulaciones [Feldmann et al. 1996].
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1.3.2. FACTORES GENETICOS DE SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE
AUTOINMUNIDAD

El hecho de que la concordancia en la aparicion de enfermedades autoinmunitarias sea mayor
entre hermanos que en la poblacion general sugiere la participacion de los factores genéticos.
Asimismo, la mayor concordancia entre gemelos monocigéticos que entre gemelos dicigéticos
apoya también esta hipotesis. No obstante, incluso en el caso de gemelos monocigoticos, la
concordancia de aparicion de estas enfermedades es sélo del 20%. Este hecho evidencia
también la participacion de otros factores, de tipo ambiental, en la aparicién de estas

enfermedades.

1.3.2.1. Enfermedades monogénicas

Algunas enfermedades autoinmunitarias se desencadenan a causa de una mutaciéon en un
unico gen. Tal es el caso del sindrome autoinmunitario linfoproliferativo, el cual se presenta en
individuos con una alteracién en el gen fas, o en algun otro gen de la via apoptética mediada
por Fas [Drappa et al., 1996; Davidson et al., 2001]. En estos casos, la resistencia de los
linfocitos a la apoptosis mediada por Fas produce graves fallos en los mecanismos de
autotolerancia, asi como una hiperproliferacion linfocitaria. En dltima instancia, estas

alteraciones conllevan la aparicion de multiples afectaciones de origen autoinmunitario.

Por otro lado, mutaciones en el gen AIRE causan un sindrome de endocrinopatia poliglandular
autoinmunitaria [Wang et al., 1998]. AIRE es el factor de transcripcién responsable de la
expresion ectdpica de autoantigenos especificos de tejido, a nivel timico. Asi, defectos en este

gen provocan una disfuncién en los mecanismos de tolerancia central.

1.3.2.1. Enfermedades poligénicas

La mayoria de enfermedades autoinmunitarias tienen un origen multigénico, por el cual
determinadas combinaciones alélicas son capaces de conferir susceptibilidad o resistencia al
desarrollo de este tipo de trastornos. La predisposicion a desarrollar procesos de tipo
autoinmunitario es el resultado, por lo tanto, de la conjuncién de alelos promotores y

protectores en cada individuo.

1.3.2.1.1. Alelos HLA

Los péptidos, procedentes de antigenos enddégenos o captados por las células APCs, son
presentados a los linfocitos T, en el contexto de moléculas del MHC de clase | o de clase |,
respectivamente. Las moléculas del MHC humano (HLA, del inglés human leukocyte antigens)
presentan un gran polimorfismo poblacional. Los diferentes alelos de HLA presentan

diferencias en el surco de union a los péptidos. De esta manera, el haplotipo de HLA que
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presenta un individuo, repercute directamente en la capacidad de presentar un determinado

repertorio antigénico.

Entre las caracteristicas genéticas asociadas al desarrollo de patologias autoinmunitarias, se
ha descrito ampliamente la contribucién decisiva de las moléculas del MHC. Asi, se ha
observado que ciertos haplotipos de HLA se encuentran asociados a diferentes patologias
autoinmunitarias, mientras que otros confieren resistencia a las mismas (Tabla 3). La
asociacion mas fuerte descrita hasta el momento se encuentra entre el alelo HLA-B27 (MHC
de clase 1) y la espondilitis anquilosante [Schwimmbeck et al., 1987; Taurog et al., 1999]; los
individuos portadores de este alelo tienen hasta 90 veces mayor probabilidad de desarrollar
esta enfermedad inflamatoria, que un individuo que carezca de este alelo. No obstante, en la
mayoria de enfermedades autoinmunitarias se ha descrito una importante asociacion con el
haplotipo de la moléculas de MHC de clase I, especialmente en el locus DR. Estos datos
sugieren que ciertos haplotipos tienen mayor capacidad para presentar determinados péptidos,

procedentes de autoantigenos, a células T autorreactivas [Gautam et al., 1994].

Tabla 3. Asociacién del fenotipo HLA con la susceptibilidad a padecer ciertas

enfermedades autoinmunitarias.

TS Alelo HLA asoclaro P
Espondilitis anquilosante B27 90
Esclerosis multiple DR2
Enfermedad de Graves DR3 4
Miastenia grave DR3
Lupus eritematoso sistémico DR2 6
Diabetes de tipo 1 DR3/DQ2 Y DR4/DQ8 5-25
Avrtritis reumatoide DR1Y DR4 5
Pénfigo vulgar DR4 15
Sindrome de Goodpasture DR2 16
Tiroiditis de Hashimoto DR5 3

Riesgo relativo: Probabilidad de desarrollar la enfermedad en los individuos
con determinado alelo HLA, en comparacion con los individuos que carecen
de dicho alelo.

1.3.2.1.2. Otros genes de susceptibilidad

Se ha observado que la probabilidad de desarrollar una misma enfermedad autoinmunitaria, en
hermanos gemelos idénticos, es mayor que entre hermanos que comparten el mismo haplotipo
HLA. Este hecho demuestra que existen ofros factores genéticos, ademas del MHC, que

también son decisivos en el desarrollo de la autoinmunidad.
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Se han asociado polimorfismos en diversos genes, con la aparicion de enfermedades
autoinmunitarias [Encinas et al., 2000]. Muchas de las moléculas para las que se han definido
alelos de susceptibilidad/resistencia intervienen en el desarrollo de las respuestas inmunitarias.
Tal es el caso de citoquinas, correceptores de antigenos, moléculas coestimuladoras, factores
moduladores de la apoptosis, proteinas del complemento, moléculas involucradas en vias de

sefalizacion, etc. [Vyse et al, 1996].

En los individuos afectados por lupus eritematoso sistémico (LES), se ha descrito un aumento
en la expresion de la molécula CD40L, responsable de la coestimulacion de los linfocitos B
[Desai-Mehta et al., 1996]. Asimismo se ha observado la hiperexpresién del factor de
supervivencia BAFF [Zhang et al., 2001]. Otras alteraciones en la induccion de apoptosis y en
las vias de sefializacion del BCR, también disminuyen el umbral de activacién necesario para
la supervivencia y activacion de los linfocitos B en estos individuos [Rathmell et al., 1995; Huck
et al., 2001]. Ademas, estos pacientes también suelen presentar defectos en las poblaciones
de linfocitos T reguladores [Tomer et al., 1989], asi como en proteinas de la via del
complemento [Walport, 2001]. En conjunto, la presencia de diversas alteraciones genéticas en
estos pacientes promueve la activacion de los linfocitos B que producen anticuerpos contra un
amplio repertorio de autoantigenos, a la vez que dificultan la eliminacion de los
inmunocomplejos generados. La acumulacion de estos inmunocomplejos promueve la

inflamacion vascular, caracteristica de esta enfermedad.

Algunos alelos de susceptibilidad se ven asociados a varias patologias de origen
autoinmunitario, lo cual indica que diversas enfermedades comparten mecanismos
patogénicos comunes. Por esta misma razén, en algunas ocasiones, diferentes enfermedades
autoinmunitarias suelen presentarse dentro de una familia, e incluso en el mismo paciente. En
este sentido, se ha descrito que ciertas variantes alélicas de CTLA-4 estan asociadas con la
aparicion de diabetes de tipo 1, tiroiditis de Hashimoto y enfermedad de Graves [Awata et al.,
1998; Kouki et al., 2000]. Estos polimorfismos de CTLA-4 presentan diferentes capacidades
para ejercer su funcion inhibidora. Debido al papel decisivo que desempefian los linfocitos T
colaboradores (CD4+) en la regulacion del resto de poblaciones linfocitarias, defectos en la
tolerancia de los linfocitos T se pueden ver reflejados, a su vez, en la activacion de linfocitos T

autorreactivos citotéxicos y/o linfocitos B productores de autoanticuerpos.

Por otro lado, como se ha demostrado en modelos animales de miocarditis, la vulnerabilidad
del 6rgano diana también puede venir determinada genéticamente, haciéndolo mas sensible

frente al dano tisular mediado por la respuesta inmunitaria [Liao et al, 1995].

18



|. Introduccién

1.3.2.1.3. Factor hormonal

La mayoria de enfermedades autoinmunitarias son mas frecuentes en mujeres que en
hombres. Asi, la susceptibilidad a presentar lupus eritematoso sistémico o esclerosis multiple,
por ejemplo, es diez veces mayor en mujeres que en hombres. Se ha demostrado que los
factores hormonales, en especial los estrégenos, son clave en la susceptibilidad a la
autoinmunidad, ya que favorecen la potenciaciéon de las respuestas inmunitarias adaptativas
[Wilder, 1996]. Se ha comprobado que la aparicion de estas enfermedades es mas habitual
entre la menarquia y la menopausia, coincidiendo con la etapa fértil, en que el nivel de estas
hormonas es mas elevado. De hecho, en el modelo murino de lupus, la cepa (NZB X NZW)F1,
se ha demostrado que la administracion exdgena de estrégenos exacerba la enfermedad
[Bynoe et al., 2000].

1.3.3. FACTORES INICIADORES DE RESPUESTAS AUTORREACTIVAS

Los factores genéticos pueden conferir susceptibilidad al desarrollo de enfermedades
autoinmunitarias. Pero, como se ha comentado anteriormente, incluso en el caso de individuos
genéticamente idénticos, la concordancia de aparicion de estas enfermedades no supera el
20%. Estos datos indican la participacion de otros factores, extrinsecos al individuo, en el

desarrollo de la autoinmunidad.

Se han descrito diversos factores ambientales capaces de inducir el fracaso de la tolerancia
periférica sobre uno o varios autoantigenos, iniciando asi la activacion de la respuesta
autoinmunitaria. En algunos casos estas enfermedades son autolimitadas ya que, cuando
desaparece el factor inductor de la respuesta autoinmunitaria, ésta también finaliza. En otras
ocasiones, sin embargo, la propia produccion continua de los autoantigenos reconocidos por

esta respuesta, mantiene y potencia la autoinmunidad.
1.3.3.1. Infecciones

Diversas infecciones, de origen virico y/o bacteriano, pueden tener un efecto promotor en la
activacion de respuestas autoinmunitarias. En la mayoria de los casos el microorganismo
infeccioso es el responsable de desencadenar el inicio de la respuesta autoinmunitaria, pero
luego, ésta es mantenida y amplificada por los propios autoantigenos. De esta manera, cuando
la enfermedad autoinmunitaria se hace clinicamente detectable puede que la infeccion ya haya
terminado. De hecho, incluso puede darse la situacién de que la infeccion no haya afectado al
organo que después resulta ser la diana del ataque autoinmunitario. Los agentes infecciosos
pueden promover el fracaso de la tolerancia periférica contra determinados autoantigenos
mediante diferentes mecanismos, entre los que se incluye el mimetismo molecular, la ruptura
de la anergia y la liberacion de autoantigenos inmunoldgicamente secuestrados [Aichele et al.,
1996; Rocken et al., 1992].
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1.3.3.1.1. Mimetismo molecular

En ocasiones se ha descrito la semejanza molecular entre epitopos antigénicos de un
microorganismo infeccioso con antigenos propios, esta situacion puede desencadenar la
activacion de linfocitos con reactividad cruzada. Este mecanismo se denomina mimetismo
molecular [Oldstone, 1987; Zhao et al., 1998].

Se ha observado que, en algunos individuos genéticamente susceptibles, se desarrolla un
cuadro de fiebre reumatica tras sufrir una infeccién por Streptococcus. En estos casos, la
existencia de una posible reaccion cruzada entre un polisacarido de la pared celular de
Streptococcus y la miosina del musculo cardiaco, es la causa de que se active esta respuesta

autoinmunitaria [Guilherme et al., 1995; Malkiel et al., 2000].

También un efecto de mimetismo molecular es el responsable del desarrollo del Sindrome de
Guillain-Barré, en algunos individuos, tras haber sufrido una enteritis causada por
Campylobacter jejuni. En este caso los lipopolisacaridos de la pared bacteriana presentan
reactividad cruzada con gangliésidos que forman parte de la mielina de los nervios periféricos,

lo cual promueve su destruccién [Yuki, 1999].

1.3.3.1.2. Reversion del estado de anergia o de la ignorancia clonal

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de linfocitos potencialmente autorreactivos
es normal en cualquier individuo. Pero los mecanismos de tolerancia periférica previenen la
activacion de estos linfocitos, principalmente mediante la induccion de anergia o ignorancia
inmunolégica. La inflamacién local, provocada por una infeccién, puede conducir a la
activacion de las APCs. La hiperexpresion de moléculas coestimuladoras en estas APCs
activadas puede conducir a la reversion de la anergia en las células autorreactivas, hasta el

momento silenciadas. [Horwitz et al., 1998].

El modelo de estudio de la esclerosis multiple es la encefalitis autoinmunitaria experimental
(EAE). Esta patologia de origen autoinmunitario puede ser inducida, en cepas murinas
susceptibles, mediante la administracion exégena de proteinas de la mielina, acompafiadas de
adyuvante completo de Freund [Miller et al., 1994; Neumann et al.,, 1997]. La tolerancia
inmunolégica frente a autoantigenos especificos del sistema nervioso central se mantiene
mediante ignorancia inmunoldgica, ya que en estos tejidos existe una ausencia de células con
capacidad presentadora de antigenos. No obstante, si se induce la activacién de la respuesta
autoinmunitaria contra proteinas de la mielina, aunque ésta tenga lugar en otra localizacién
anatémica, los linfocitos activados pueden migrar al sistema nervioso central y alli establecer

una reaccion inflamatoria [Anderton et al., 2002].
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Por otro lado, se ha hipotetizado que infecciones causadas por rotavirus podrian influir en el
desarrollo de la autoinmunidad, ya que estas infecciones enterovirales producen alteraciones
en la permeabilidad intestinal, pudiendo influir en la tolerancia frente a antigenos procedentes
de la dieta [Couper, 2001].

1.3.3.1.3. Activacién policlonal

Ciertos microorganismos, como es el caso de Mycoplasma o el virus Epstein-Barr, pueden
promover una activacion policlonal de los linfocitos [Dziarski, 1988]. También componentes de
la pared bacteriana, como el LPS se ha comprobado que tienen esta capacidad estimuladora
inespecifica sobre los linfocitos B. Entre los linfocitos activados pueden encontrarse algunos
con especificidad autorreactiva. En estos casos, la respuesta autoinmunitaria puede ser

perpetuada por los propios autoantigenos.
1.3.3.1.4. Liberacién de autoantigenos

Una infeccién puede producir un dafo tisular que libere antigenos propios hasta el momento
"secuestrados", ante los cuales no se habia desarrollado un proceso activo de tolerancia. Asi,
autoantigenos que hasta el momento habian sido sencillamente ignorados, pueden llegar a

interaccionar con células autorreactivas especificas, en esta situacion.

En el caso de los individuos afectados por granulomatosis de Wegener, el antigeno reconocido
por los autoanticuerpos (proteinasa-3), solo es expresado en neutrdfilos activados. Por tanto,
la unién de los anticuerpos al autoantigeno sélo es posible cuando éstos son activados, por
ejemplo, en caso de infeccion. Sélo en esta situacion los autoanticuerpos pueden promover la
degranulacion de los neutrdfilos y la liberacion de radicales libres, causantes de la vasculitis

caracteristica de esta patologia [Pinching et al., 1980; Kallenberg et al., 1994].
1.3.3.2. Alteraciones tisulares

Lesiones tisulares de diferente origen pueden contribuir también a la liberacion de
autoantigenos ignorados por el sistema inmunitario. Tal es el caso de la liberacion de
autoantigenos de origen ocular tras un traumatismo. En estos casos se puede desarrollar lo
que se denomina una oftalmia simpatica, es decir, un ataque autoinmunitario que afecta al ojo

sano [Streilein et al., 1997].

En ocasiones, el desarrollo de neoplasias también induce la liberacion de los autoantigenos
previamente ignorados por el sistema inmunitario. Por esta razén ciertos tumores se asocian
con el desarrollo de determinadas enfermedades autoinmunitarias [Darnell, 1996]. A modo de
ejemplo, el desarrollo de timomas es el origen de aproximadamente un 10% de los casos de

miastenia grave [Marx et al., 2003].
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1.3.3.3. Factores dietéticos

Diferentes componentes de la dieta pueden también contribuir al desarrollo de procesos
autoinmunitarios. Un buen ejemplo es la gliadina, componente del gluten de los cereales. Esta
proteina es un substrato de la enzima transglutaminasa. El complejo formado por la unién de
estas dos proteinas tiene capacidad inmunogénica. De esta manera, se induce, en individuos
susceptibles, la produccion de anticuerpos contra ambas proteinas [Dieterich et al., 1997].
Como consecuencia de este proceso, se producen lesiones inflamatorias intestinales, que
desembocan en una atrofia de las vellosidades intestinales y malabsorcion (enfermedad
celiaca). En este caso, la eliminacion del gluten de la dieta, es suficiente para conseguir la

remision de la inflamacion del intestino.

1.3.3.4. Farmacos

Algunos farmacos también pueden funcionar como haptenos, uniéndose a autoantigenos y
confiriéndoles capacidad inmunogénica. Las penicilinas y las cefalosporinas, por ejemplo,
tienen la capacidad de unirse a ciertos componentes de la membrana de los eritrocitos,
generando asi neoantigenos [Arndt et al., 1999]. La unién de estos anticuerpos a la superficie
celular promueve la lisis mediada por complemento, lo que conduce a una anemia hemolitica.
Otros farmacos, como la procainamida, inducen también un sindrome autoinmunitario similar al

lupus eritematoso [Blomgren et al., 1972; Yung et al., 1995].

1.3.3.5. Factores estocasticos

Individuos genéticamente idénticos (como es el caso de las cepas murinas congénicas, 0
gemelos univitelinos), con susceptibilidad genética a autoinmunidad, bajo la influencia de los
mismos factores ambientales, muestran discordancia en el desarrollo de enfermedades
autoinmunitarias. La causa de esta diversidad individual radica en el hecho de que existen
también factores estocasticos que influyen en el desarrollo de estas enfermedades. Uno de
estos factores aleatorios tiene su origen en el reordenamiento en los genes de los receptores
de los linfocitos (TCR y BCR). La aleatoriedad en este reordenamiento es necesaria para
proveer al individuo de un repertorio de linfocitos suficientemente diverso como para ser
potencialmente capaz de reconocer cualquier antigeno extrafio. De esta manera, es en cierta
medida una cuestion de azar que un individuo, aunque siendo genéticamente susceptible a
presentar procesos autoinmunitarios, acabe presentando linfocitos con potencial autorreactivo.
Por otro lado, la activaciéon de estos linfocitos autorreactivos también dependera del momento
en el que se hayan generado: durante la infancia y la pubertad, o durante un proceso
infeccioso, por ejemplo, se dan unas condiciones fisioldgicas mas propicias para el desarrollo

de respuestas autoinmunitaria (liberacion de neoautoantigenos, etc.)
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2. DIABETES TIPO 1

2.1. EL PANCREAS

El pancreas es un 6rgano de forma alargada, situado entre el estbmago y el asa duodenal. Se
distinguen tres zonas: la cabeza es la parte mas gruesa y se localiza en la curva del duodeno,
el cuerpo del pancreas es la zona intermedia y la cola es el extremo proximal al bazo (Fig. 2).
El pancreas se encuentra conectado al duodeno a la altura de la ampolla de Vater, donde

desembocan el conducto pancreatico y el conducto biliar.

conducto biliar

cuerpo del pancreas
podsip conducto

pancreatico

cola del
pancreas

ampolla
de Vater

cabeza del
pancreas

Figura 2. Esquema de un pancreas humano. Adaptado de Slack et al., 1995

El pancreas es un d6rgano glandular mixto, pues tiene tanto misiéon endocrina, al segregar
hormonas, como misién exocrina, al producir enzimas digestivas. La porcidon endocrina del
pancreas, que representa alrededor del 1-2% del tejido pancreatico, esta constituida por los
islotes de Langerhans (también denominados islotes pancreaticos), formados por grupos de

células aislados entre los tubulos glandulares de la porcién exocrina (Fig. 3A).

En los islotes pancreaticos se distinguen cuatro tipos de células secretoras de hormonas (Fig.
3B):

» las células beta, que producen insulina, y constituyen un 70% del islote

> las células alfa, que secretan glucagén, y representan un 20% del islote

> las células delta, productoras de somatostatina, que ocupan un 5-10% del islote

> el 2% restante corresponde a las células PP, productoras de polipéptido pancreatico

Los islotes se encuentran densamente vascularizados e inervados. La inervacion auténoma de
los islotes, compuesta por nervios simpaticos, parasimpaticos y sensoriales, ademas de

células gliales, forman una compleja red que envuelve y penetra en los islotes [Ahren, 2000].
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complejo

células delta T D

fibras nerviosas

\ ¢
células alfa

células beta

Figura 3. A. Tejido pancreatico de ratéon tefiido con hematoxilina y eosina. Las
flechas sefalan los islotes pancreaticos, que se encuentran rodeados de tejido

exocrino. (X100) B. Esquema de la organizacion de un islote pancreatico.

Insulina y glucagén son las hormonas encargadas de controlar el nivel de glucosa en la
sangre. La insulina estimula el consumo de glucosa por las células, ademas de incrementar el
anabolismo de las proteinas, de manera que disminuye la glucemia. En cambio, la accién
hiperglucemiante del glucagén se debe a que esta hormona estimula la glucogendlisis en el
higado. La secrecién de estas dos hormonas depende, sobretodo, de la concentracion de
glucosa en la sangre, pero también de la accidon paracrina que las hormonas endocrinas
ejercen en los propios islotes. A su vez, el control nervioso local es también esencial en la

regulacion de la secrecion endocrina [Salvioli et al., 2002].
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2.2. LA DIABETES TIPO 1 EN HUMANOS

La diabetes mellitus tipo 1 (T1D, del inglés type 1 diabetes), clasicamente denominada
insulinodependiente o diabetes juvenil, es una enfermedad de origen autoinmunitario, que se
caracteriza por la destruccion de las células beta, productoras de insulina, de los islotes
pancreaticos [Tisch et al., 1996]. Existe un primer periodo subclinico, que puede durar meses e
incluso varios anos, durante el cual se produce una inflamacion de los islotes, denominada
insulitis, que se acomparfa de una pérdida progresiva de la masa celular beta [Gepts, 1965;
Foulis et al., 1986], con la consiguiente disminucién en la produccion de insulina. Aunque los
individuos, en esta fase, aun mantienen la normoglucemia, se puede detectar un defecto en la
liberacion inmediata de insulina, mediante la realizacion de un test de tolerancia a glucosa por
via intravenosa. Como se detalla mas adelante, en esta etapa suele ser detectable la
presencia de autoanticuerpos antiislote en suero. El debut clinico de la enfermedad, tras la
destruccion de un 90-95% de las células productoras de insulina [Daaboul et al., 2003], se
caracteriza por la aparicion de hiperglucemia, cetoacidosis, glucosuria, poliuria y polidipsia.
Los individuos afectados por esta enfermedad pasan a depender, de por vida, de la
administracion de insulina exdégena, para controlar su glucemia en la medida de lo posible. A
pesar de ello, y como resultado de la hiperglucemia a largo plazo, se producen lesiones
vasculares progresivas que dan lugar a graves secuelas: insuficiencia renal, ceguera,

neuropatia y obstrucciones arteriales que pueden concluir en gangrena.
2.2.1. EPIDEMIOLOGIA

La T1D es una de las enfermedades cronicas severas mas frecuentes actualmente: en nuestro
pais se diagnostican cada afno unos 12-20 nuevos casos por cada 100.000 habitantes, segun
la regiéon. La T1D suele aparecer de forma abrupta, durante la infancia o la adolescencia,

encontrandose la maxima incidencia entre los 10 y los 14 afios.

Aunque se estima que esta enfermedad afecta a 1 de cada 300 nifios en el mundo, la
distribuciéon geografica es ampliamente heterogénea. Se ha sugerido, de forma general, un
gradiente norte-sur en la incidencia de la T1D; siendo especialmente frecuente en paises del
norte de Europa (40 casos nuevos por afio por cada 100.000 habitantes, en Finlandia),
intermedia en el resto de Europa y Estados Unidos (4-20), y poco frecuente en América del
Sur, Africa y Asia (menos de un caso anual por cada 100.000 habitantes) [Diabetes
Epidemiology Research International Group, 1988; Karnoven et al., 2000]. El analisis de la
variacion que los movimientos migratorios producen en la incidencia de la T1D en una
poblacion, ha permitido confirmar la influencia de las condiciones ambientales en estas
diferencias geograficas [Maclaren et al., 1992]. Los datos existentes apoyan la denominada
“hipotesis de la higiene”, segun la cual la mejora en las medidas higiénicas y sanitarias, en los

paises mas desarrollados, aumenta la incidencia de enfermedades de origen autoinmunitario,
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asi como las de base alérgica [Gale et al., 2002; Feillet et al., 2004]. Se ha sugerido que la
exposicion a microbios y parasitos, principalmente durante la infancia, estimula la correcta

maduracion del propio sistema inmunitario.

Por otra parte, cabe resaltar el hecho de que el estudio multicéntrico EURODIAB, indica que la
incidencia de T1D en Europa se esta viendo incrementada del orden de un 3-4% anual,
especialmente en los nifios de edades comprendidas entre los 0 y los 4 afios [EURODIAB ACE
Study Group, 2000; Soltesz, 2003].

2.2.2. HISTOPATOLOGIA

Los estudios histopatolégicos realizados en pancreas de individuos afectados de T1D, aunque
no muy abundantes a causa de la dificultad en la disponibilidad de muestras, han revelado que
los linfocitos infiltrantes en estos pacientes son predominantemente células T CD8+ [Itoh et al.,
1993]. En este ambiente local de inflamacién se ha caracterizado la prevalencia de citoquinas
de tipo Th1, promotoras de la respuesta celular citotdéxica [Somoza et al., 1994; Huang et al.,
1995]. Paralelamente, se ha detectado hiperexpresion de moléculas de MHC de clase | en las
células endocrinas, asi como de moléculas asociadas al procesamiento antigénico endégeno
(transportador de antigenos TAP-1), lo cual se ha relacionado con la posibilidad de que estas
células sean sujeto de una infeccion virica [Somoza N, et al., 1994; Vives-Pi et al., 1995; Vives-
Pi et al., 1994]. Ademas, se ha descrito que las células beta pancreaticas son especialmente
sensibles al efecto toxico de las citoquinas pro-inflamatorias, en comparacién con las células
alfa insulares o las células acinares exocrinas [Seewaldt et al., 2000]. Por lo tanto, en una
situacion de inflamacion local, las células beta serian las mas dafiadas, favoreciéndose asi la

liberacion y presentacion de autoantigenos especificos de células beta.

Aunque no se conoce cual es el factor desencadenante de la respuesta autoinmunitaria en los
individuos que desarrollan T1D, se hipotetiza la existencia de un agente inicial que afecte a la
viabilidad de las células beta pancreaticas. De esta manera se favoreceria la liberacion al

medio de nuevos autoantigenos, que podrian activar linfocitos autorreactivos [Atkinson, 2005].

La mayor parte de la informaciéon de que se dispone, acerca de los mecanismos patogénicos
que actuan en la diabetes tipo 1, proviene de estudios realizados en el modelo animal NOD
(del inglés Non-Obese Diabetic). Estos mecanismos seran detallados mas adelante, en el

apartado referente al desarrollo de la T1D en ratones NOD.

2.2.3. ETIOLOGIA

Al igual que ocurre en otras enfermedades autoinmunitarias, la susceptibilidad individual a
desarrollar T1D tiene un componente genético, ya que se observa una predisposicién

hereditaria a presentar la enfermedad. Aun asi, la concordancia de aparicion de la enfermedad
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en hermanos gemelos monocigoticos es s6lo de un 50% . Este hecho indica que los factores
genéticos heredados no explican completamente la aparicion de la enfermedad, sino que
también intervienen otros factores ambientales en el inicio del proceso autoinmunitario [Tisch
et al., 1996].

2.2.3.1. Factores genéticos

Hasta el momento, mediante analisis de ligamiento, se han descrito 22 loci génicos que

presentan asociacion con la aparicién de la T1D (Tabla 4).

Aunque unos loci de susceptibilidad/resistencia parecen tener mas influencia que otros,
ninguno es suficiente ni estrictamente necesario para el desarrollo de la enfermedad; el riesgo
de desarrollar diabetes depende de la combinacion de alelos de susceptibilidad y alelos de
resistencia presentes en el genoma de un individuo [Vyse et al.,1996; Buzzetti et al., 1998;
Todd et al., 2001].

2.2.3.1.1. Genes de la region HLA

Entre los genes implicados en la T1D, cabe destacar especialmente el locus que comprende el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) [Nerup et al., 1974], que se corresponde con
la nomenclatura IDDM1. La concordancia de T1D entre hermanos es de aproximadamente un
6%. Sin embargo, en los hermanos portadores del mismo HLA, la concordancia se incrementa
hasta el 20%. Estos datos reflejan la gran influencia del haplotipo HLA en la

susceptibilidad/resistencia genética a esta enfermedad.

Aunque se describio primero la asociacion de la T1D con alelos HLA de clase || DR3 y DR4,
hoy se conoce que la mayor parte de esta asociacion se debe al ligamiento entre DR y DQ.
Los genotipos asociados con mayor susceptibilidad a presentar la enfermedad son DR3-DQ2 y
DR4-DQ8. El andlisis molecular de estos genotipos ha demostrado que la presencia del
aminoacido aspartico (Asp) en la posicién 57 del locus DQB (MHC de clase Il) proporciona
resistencia a la diabetes, mientras que la presencia de una serina (Ser) en esta posicion aporta
susceptibilidad [She, 1996]. La importancia de estos genes en el desarrollo de la enfermedad
viene dada por la influencia que tienen las moléculas de MHC sobre el repertorio de antigenos
que pueden ser presentados por las APCs [Wucherpfenning, 1995; Kwok, 1996]. Por otro lado,
cabe tener en cuenta la posible influencia de la propia naturaleza del péptido antigénico que
sea presentado via MHC, ya que éste puede favorecer la desviacion de la respuesta hacia Th1
o Th2, favoreciendo asi o inhibiendo, respectivamente, la activacion de una respuesta

inmunitaria de tipo celular [Tisch et al., 1996].
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Tabla 4. Loci génicos asociados con predisposicion a la T1D en humanos. La nomenclatura IDDM (del

inglés insulin dependent diabetes mellitus) hace referencia a aquellos loci que han sido localizados

mediante analisis de ligamiento genético en estudios de asociacion familiar. Se destaca con negrita

aquellos loci cuya asociaciéon con T1D se ha demostrado en diversas poblaciones. Adaptado de Smink et

al., 2005.
Locus Cromosoma Genes candidatos
HLA-DRB1, PSMB8, PSMB9, TAP1,
IDDMA1 6 TAP2, BRNL2, HLA-DMA, HLA-DMB,
HLA-DOB, HLA-DPB1, TAPBP

IDDM2 11 INS, IGF2
IDDM3 15
IDDM4 11 LRP5, C110rf23, C110rF24, GAL, MS4A2
IDDM5 6
IDDM6 18 BCL2, TNFRSF11A
IDDM7 2 CALCRL, TFPI
o | Goraon e Kaniss poco
IDDM9 3 CP, IL12A, AGTR1
0| GxoLre oaoo cnew. AP
IDDM11 14
IDDM12 2 CD28, CTLA-4, ICOS
IDDM13 2 PTPRN
IDDM15 6 Cé6orf4, FYN
IDDM17 10 CASP7
IDDM18 5 IL12B

Cromosoma 1 (sin nomenclatura) 1

Cromosoma 16 (sin nomenclatura) 16 IRF8

Cromosoma 8 (sin nomenclatura) 8

Cromosoma X (sin nomenclatura) X

Sin nomenclatura 1 PTPN22
Sin nomenclatura 10 IL2RA

2.2.3.1.2. Otros loci de susceptibilidad

Dentro del locus IDDM2 se ha descrito la asociaciéon de polimorfismos en la regiéon promotora

del gen de la insulina (INS) con el riesgo de desarrollar T1D [Bell et al., 1984]. En la regién 5°

de este gen se encuentran un numero variable de repeticiones en tandem (VNTR, del inglés

variable number of tamdem repeats), que influyen en el nivel de transcripcion génica [Bell et

al., 1982; Hammond-Kosack, 1993]. Se ha observado que el alelo de mayor longitud confiere

resistencia a la T1D [Lucassen et al., 1993; Benett et al., 1995]. Parece ser que la influencia de
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este locus en el desarrollo de la diabetes se debe a diferencias en el nivel de expresion de
insulina a nivel timico [Vafiadis et al., 1995; Pugliese et al., 1995]. Se postula que una mayor
expresion del gen de la insulina en timo, asociada al alelo de mayor longitud, favorece la

induccion de tolerancia en células T especificas para este autoantigeno [Todd et al., 2001].

El gen que codifica para CTLA-4 es un fuerte candidato a ser el responsable de la
susceptibilidad asociada al locus IDDM12. Como se ha comentado anteriormente, CTLA-4 es
un receptor de linfocitos T que se une a las moléculas correceptoras de las células APCs
(CD80 y CD86), activando una cascada de sefializacion inhibidora, que limita la capacidad
proliferativa de los propios linfocitos T. Se han asociado polimorfismos en este gen con la
aparicion de T1D en algunas poblaciones, pero la base molecular de este efecto aun no se
encuentra del todo definida [Marron et al., 1997; Ueda et al., 2003].

Recientemente, también se han encontrado evidencias de que alelos en el gen PTPN22 se
encuentran asociados con T1D [Bottini et al., 2004; Maier et al., 2005]. Este gen codifica para
LYP, una fosfatasa implicada en procesos de supresion de la activacion del desarrollo de los
linfocitos T, de manera que ciertas variantes en este gen conllevan una desregulacién en la

activacion de los linfocitos T.

En el resto de loci, aun no se ha identificado, de forma concluyente, el gen responsable de la
susceptibilidad a la T1D. No obstante, numerosos genes han sido sugeridos como candidatos
por su posible papel en la regulacion de la respuesta inmunitaria (Tabla 4) [Smink et al. 2005].
Asimismo, también se ha postulado la posible influencia de la carga genética individual, en la
susceptibilidad de las células beta pancreaticas a la apoptosis [Kukreja et al., 1999] o en su

capacidad de regeneracién [Biason-Lauber et al., 2005; Homo-Delarche et al., 2004a].

Contrariamente, en otros casos se conoce el efecto fenotipico causante de la susceptibilidad a
la T1D, pero no se ha encontrado la base genética del mismo. En este sentido, estudios
comparativos de gemelos monocigéticos discordantes para diabetes autoinmunitaria, revelan
que se suelen presentar unos niveles mucho menores de células T restringidas para CD1
(para las cuales se ha descrito funcién reguladora) en los hermanos afectados [Wilson et al.,
1998].

2.2.3.2. Factores ambientales

Como se ha comentado anteriormente, la susceptibilidad a la T1D no puede explicarse
totalmente en base a los factores genéticos. Entre los factores ambientales que han sido

relacionados con la diabetes autoinmunitaria destacan las infecciones viricas y la dieta.
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2.2.3.2.1. Infecciones viricas

La incidencia estacional de la T1D, siendo ésta mas frecuente en otofio e invierno [Gamble et
al.,, 1969], se ha relacionado con la posibilidad de que las infecciones viricas estén
relacionadas con el desarrollo de esta enfermedad. La detecciéon de RNA viral y/o anticuerpos
especificos contra ciertos virus en el suero de algunos pacientes de T1D de reciente
diagnéstico [Lonnrot et al., 2000; Banatvala et al., 1985], asi como la deteccion de interferones
(IFNs) de tipo 1 (tipicamente antivirales) en el pancreas de pacientes diabéticos, apoyan
también esta hipétesis [Foulis et al., 1987; Somoza et al. 1994; Huang et al., 1995]. No

obstante, la mayoria de estas evidencias son sdlo indirectas.

Se postula que ciertas infecciones podrian inducir el desequilibrio de la autotolerancia,
activando asi linfocitos autorreactivos que hubieran escapado a la seleccion negativa a nivel
de drganos linfoides primarios [Jun et al., 2003]. Algunos casos clinicos aportan indicios sobre
la influencia de diversos tipos de infecciones viricas (rotavirus, picornavirus, Coxsackie A,
retrovirus, virus de la rubéola, virus de la coriomeningitis) en el desarrollo de T1D. No obstante,
el andlisis de la influencia de las infecciones en el desarrollo de la T1D es controvertido, ya que
resulta complicado discriminar qué infeccion en particular, de todas las que ha sufrido un
individuo a lo largo de su vida, puede haber tenido influencia en la potenciacion de la

respuesta autoinmunitaria [von Herrath et al., 2001].

Las infecciones viricas pueden iniciar la respuesta autoinmunitaria mediante varios
mecanismos [Alba et al., 2005]. Se ha sugerido que ciertas infecciones podrian tener un efecto
citopatico directo sobre las células beta pancreaticas, de manera que se facilitase la liberacién
de autoantigenos capaces de estimular linfocitos autorreactivos. Alternativamente, la
inflamacion local provocada por una infeccion, puede alterar el microambiente insular,
aumentando los niveles de citoquinas proinflamatorias, moléculas de MHC y moléculas
coestimuladoras, favoreciendo asi la activacion policlonal de los linfocitos T [Vives-Pi et al.,
1995]. Hasta la fecha, so6lo un grupo ha conseguido aislar un agente virico (Coxsackie B4) de
un pancreas de un paciente diabético [Yoon et al.,, 1979]. No obstante, hay que tener en
cuenta que la infeccidon viral puede ser solo un agente iniciador de la respuesta
autoinmunitaria, y que ésta puede perpetuarse en base a la continua presencia de

autoantigenos, prescindiendo ya de la infeccion inicial que la generd.

En otras situaciones, no se considera necesario que la infeccion virica afecte directamente a
las células diana. Para algunos virus (virus Epstein-Barr, retrovirus, Coxsackie B4) se ha
descrito una similitud molecular con epitopos pertenecientes a autoantigenos especificos de
células beta [von Herrath et al.,, 2001]. EI mimetismo molecular, en estos casos, puede
favorecer que los mismos linfocitos T que se activan para eliminar la infeccién virica, ataquen

también a las células beta pancreaticas.
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2.2.3.2.2. Factores dietéticos

La dieta también parece tener influencia en el desarrollo de diabetes. Ha sido ampliamente
estudiada la influencia de la introduccién de albumina bovina (BSA), a través de la leche de
sustitucion, en los primeros meses de vida [Borch-Jonsen et al., 1984], ya que la BSA parece
presentar cierta homologia estructural con un autoantigeno de islote pancreatico (ICA69). Sin
embargo, los datos obtenidos hasta el momento no muestran una asociacion clara entre el
aumento de la susceptibilidad a T1D y la exposicidon a antigenos de la leche de vaca, a edades
tempranas [Norris et al., 1996; Couper et al., 1999]. Contrariamente, algunas hipétesis
defienden que estos datos son el reflejo de la influencia beneficiosa por parte de la leche
materna durante los primeros meses de vida. La leche materna es una fuente importante de
factores de crecimiento, citoquinas y anticuerpos maternos. Estos factores son importantes
para proteger al nifio de infecciones, asi como para regular la maduracién del sistema
inmunitario de la mucosa intestinal [Xanthou et al., 1995]. Por esta razén, la rapida sustitucion
de la leche materna por otros productos, podria conllevar cambios en la tolerancia/respuesta

inmunoldégica ante los antigenos procedentes de la dieta.

Otros factores dietéticos como la introduccién de cereles en la dieta infantil, o el elevado
consumo de edulcorantes, cafeina e incluso alimentos ahumados, han sido también asociados

con la susceptibilidad a desarrollar T1D, en algunos estudios [Atkinson, 2005].

Un efecto indirecto de la dieta es la influencia de ésta en el indice de masa corporal. Un
elevado indice de masa corporal ha sido propuesto como factor de riesgo a desarrollar T1D: es
destacable que la incidencia de diabetes, tanto de tipo 1 como de tipo 2 (insulinoindependiente
y de origen metabdlico), en el mundo occidental ha aumentado paralelamente a la de la
obesidad. De hecho se conoce que el sobrepeso y la inactividad fisica aumentan la resistencia
insulinica, asi como la tasa de apoptosis de las células beta. Asi, se favoreceria la liberacion y

presentacion de autoantigenos [Wilkin, 2001].

2.2.4. AUTOANTICUERPOS

Aunque la T1D se ha descrito como una enfermedad autoinmunitaria mediada por
mecanismos efectores de tipo celular, se pueden detectar altos titulos de autoanticuerpos
contra antigenos propios de células de islote en el suero de los pacientes, antes de que hagan
aparicién los primeros sintomas clinicos. Sin embargo, no se conoce si estos autoanticuerpos
tienen un papel directo en la patogénesis de la enfermedad. Mas bien se considera que son
originados secundariamente, como consecuencia de la destruccion de las células beta por
parte de los linfocitos T, y posterior liberacion de antigenos intracitoplasmaticos. Asi, podrian
considerarse como un reflejo, detectable en periferia, del ataque autoinmunitario que se esta

desarrollando en los islotes pancreaticos. De hecho, en etapas mas avanzadas de la diabetes,
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estos autoanticuerpos tienden a desaparecer, lo que indica la destruccion total de los islotes y

la consecuente atenuacion de la correspondiente respuesta autoinmunitaria.

La presencia de cantidades anormalmente elevadas de autoanticuerpos contra antigenos de
islote pancreatico, en los sueros de pacientes con T1D, fue descrita por primera vez por
Bottazo et al. en 1974. En ese momento se utilizaron técnicas inmunohistoquimicas, y gracias
a ellas se detectaron los denominados ICA (del inglés islet cell antibodies). Pero esta técnica
presentaba dificultades de estandarizacién, principalmente por la variabilidad entre los
donantes de pancreas [Landin-Olsson M, 1990]. Estos ICA engloban un conjunto de
autoanticuerpos contra diferentes antigenos presentes en el citoplasma de las células beta
pancreaticas (Fig.4), los cuales fueron estudiados en mayor profundidad en los afios 80 y 90,
utilizando extractos fraccionados de islotes [Atkinson et al., 1993]. De esta manera se
identificaron la insulina [Palmer et al., 1983], GAD [Baekkeskov et al., 1990] e IA-2 [Lan et al.,
1996] como las dianas correspondientes a los autoanticuerpos mayoritarios en los ICAs de
individuos prediabéticos. Desde entonces se ha ampliado considerablemente el panel de
autoantigenos para los que se ha encontrado respuesta humoral en pacientes diabéticos o
prediabéticos, gracias a la aplicacion de técnicas de expresion de librerias de cDNA,
incluyéndose entre ellos moléculas de diverso origen tisular y con variada naturaleza molecular
(carboxipeptidasa H, DNA topoisomerasa I, glima38, GLUT2, GM2-1, GT3, HSP-60, HSP-70,
HSP-90, amilina, ICAB9, Jun-B, SOX13, sulfatide) [Lieberman et al., 2003] (Tabla 5).

Figura 4. Deteccion de ICAs (islet cell antibodies) en suero, mediante
inmunofluorescencia sobre tejido pancreatico. Detalle de un islote.
(x200)

Actualmente, se evalua la presencia en suero de anticuerpos contra diversos autoantigenos
concretos (insulina, GAD65, IA-2, IA-23) mediante técnicas de radioinmunoensayo (RIA)
estandarizadas a nivel mundial, como marcadores diagnéstico y/o prondstico [Maclaren et al.,
1999; Pietropaolo et al. 2001]. Con estas técnicas, se detecta la presencia de autoanticuerpos

antiislote en un 85-90% de los pacientes en el momento del debut clinico. La ausencia de
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autoanticuerpos en el resto de pacientes, en el momento del diagndstico, puede ser debida a

la ausencia real de tales marcadores o, posiblemente, al desconocimiento de ciertos

autoanticuerpos que por tanto no son analizados actualmente. En este sentido, el avance en el

estudio de otros autoantigenos implicados en la T1D podria conllevar un perfeccionamiento de

estas técnicas analiticas, mejorando asi la eficiencia del diagndstico y prediccion de esta

enfermedad.

Tabla 5. Listado de los autoantigenos para los se ha descrito respuesta humoral (autoanticuerpos en

suero) y/o respuesta T en pacientes con T1D. Estén indicados con signo negativo aquellos antigenos

para los que no se ha descrito, hasta el momento, la respuesta inmunitaria humoral/celular. Adaptado

de Lieberman et al., 2003.

ANTIGENO DISTRIBUCION AUTOANTICUERPOS | RESPUESTACEL.T
Insulina Células beta + CD4+y CD8+
GADG65 Neuroendocrino + CD4+ y CD8+

IA-2 Neuroendocrino + CD4+y CD8+

1A-213 Neuroendocrino + -
GADG67 Neuroendocrino + -

Carboxipeptidasa H Neuroendocrino + -
DNA Topoisomerasa Il Ubicuo (nuclear) + -

Glima 38 Neuroendocrino + -
GLUT2 Ubicuo + -
GM2-1 Neuroendocrino + -

GT3 Neuroendocrino + -
HSP-60 Ubicuo (inducible) + CD4+
HSP-70 Ubicuo (inducible) + CD4+
HSP-90 Ubicuo (inducible) + -
Amilina Células beta - CD8+

ICAB9 Neuroendocrino + CD4+

Imogen38 Ubicuo - CD4+
Jun-B Ubicuo (nuclear) + CD4+
S1008 Neuroendocrino - CD4+

SOX13 (ICA12) Ubicuo (nuclear) + -

Sulfatide Neuroendocrino + -

Reg Pancreas + -
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La produccion de autoanticuerpos puede comenzar en individuos muy jévenes, incluso en el
primer afio de vida [Wucherpfennig et al., 2001a]. En las primeras fases del desarrollo de la
enfermedad, la diversidad de autoanticuerpos que se detectan es escasa. Los primeros que
suelen aparecer son los anticuerpos contra insulina (IAA, del inglés insulin autoantibodies),
presentes en casi un 100% de los nifos prediabéticos [Rewers et al., 1996; Yu et al., 2000;
Eisenbarth, 2003]. También aparecen pronto los anticuerpos contra GADE5 (decarboxilasa del
acido glutamico) e 1A-2 (proteina tirosina fosfatasa) [Verge et al., 1996]. A medida que avanza
la insulitis y, a su vez, la destruccién de las células productoras de insulina, aumenta la
diversidad de autoanticuerpos detectables (Tabla 5). Este efecto se conoce con el nombre de

“diversificacion antigénica” (antigenic spreading).

La mera presencia en suero de autoanticuerpos contra un antigeno de islote no implica
necesariamente que un individuo vaya a padecer T1D, de hecho puede considerarse dentro de
la normalidad. Sin embargo, se ha observado que la aparicion de multiples autoanticuerpos
especificos para diversos autoantigenos se asocia con un alto riesgo a sufrir la enfermedad,
posiblemente como reflejo de la propia destruccion de los islotes durante la etapa subclinica.
De hecho, en familiares de primer grado de pacientes de T1D, que presentan positividad para
los tres autoanticuerpos comentados anteriormente (insulina, GAD65 e 1A-2), el riesgo de

desarrollar diabetes es casi del 100% [Lieberman et al., 2003].
2.2.5. PREVENCION Y TRATAMIENTO

Tras el diagnostico clinico de la T1D, el tratamiento habitual consiste en la administracion de
insulina exdgena, con el fin de mantener, en la medida de lo posible, unos niveles adecuados
de glucosa en sangre. Sin embargo, teniendo en cuenta que la enfermedad se hace manifiesta
durante la infancia, se hace muy dificil evitar por completo las consecuencias derivadas de la
hiperglucemia a largo plazo, fundamentalmente causadas por lesiones microvasculares, que
son las que influyen negativamente, de manera mas significativa, en la calidad de vida de los

afectados.

Puesto que en muchos casos el desarrollo preclinico de la enfermedad puede durar afios, y
que incluso en el momento de la aparicidn clinica de la enfermedad aun queda un remanente
activo de células beta pancreaticas productoras de insulina (10-20%), aun queda un margen
de tiempo en el que es posible diagnosticar la diabetes (o incluso prediabetes) y aplicar
tratamientos que eviten la completa destruccion de los islotes pancreaticos. Es por esto que se
hace esencial la aplicacién de tratamientos preventivos en las etapas tempranas de la
enfermedad; tanto en individuos prediabéticos en los que la detecciéon de autoanticuerpos en

suero indica un alto riesgo de desarrollar la enfermedad, como en pacientes de reciente debut.
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En este sentido, y en base al conocimiento del que se dispone actualmente sobre la
inmunopatologia de esta enfermedad, se han desarrollado varias estrategias dirigidas a la
proteccion y regeneracion de la propia célula beta, asi como a la regulacion de la respuesta
autoinmunitaria. En la mayoria de los casos, los tratamientos han sido disefiados y ensayados
previamente en modelos animales de diabetes autoinmunitaria, especialmente en el modelo de
ratén NOD. Sin embargo, de las casi 200 estrategias terapéuticas descritas hasta la fecha, con
capacidad para prevenir o retardar la aparicion de la diabetes en NOD, la mayoria han

fracasado en los ensayos clinicos [Roep and Atkinson, 2004].

Se han ensayado, sin éxito hasta el momento, tratamientos basados en la administracion de
agentes protectores de las células beta, como la nicotinamida, cuyos efectos in vitro y en
modelos murinos habian sido previamente demostrados [Lampeter et al., 1998]. Otras
actuaciones terapéuticas, por el contrario, han sido dirigidas hacia la inmunomodulacion del
sistema inmunitario. En primer lugar, cabe sefialar que se ha descartado la utilizacion de
inmunosupresores del amplio espectro (del tipo ciclosporina o azatioprina) en el tratamiento de
la T1D, ya que los efectos adversos de estos tratamientos son considerables y no
compensarian su beneficio. No obstante, se han ensayado con cierto éxito, otros
inmunomoduladores que inducen el desarrollo de células T reguladoras, como el anticuerpo
monoclonal anti-CD3 o la vitamina D [Mathieu C, et al., 2005]. En el caso del anticuerpo anti-
CD3 se ha comprobado que induce en los pacientes un efecto de tolerancia inmunolégica a
medio plazo (al menos 18 meses), capaz incluso de revertir la diabetes [Herold et al., 2002;
Bisikirska and Herold, 2004]. También se han ensayado estrategias de induccién de tolerancia
antigenoespecifica; de esta manera se ha usado insulina, GAD65 y HSP60, bien en forma de
proteina completa o de péptidos, administrados por diferentes vias (oral, nasal, subcutanea,
parenteral) con la intencion de inducir una tolerancia especifica [Ablamunits et al., 1998; Alleva
et al., 2002; The diabetes prevention trial-type 1 study group, 2002 and 2005; Raz et al., 2001;
Tisch et al., 1999], pero hasta ahora los resultados no han sido esperanzadores, posiblemente

porque ninguno de éstos autoantigenos es la Unica diana de la respuesta autoinmunitaria.

Alternativamente, algunos trabajos recientes sostienen que, en estados avanzados de la
diabetes, aun se mantiene una poblacion de células beta viable, aunque temporalmente
inhibidas, y que, junto con la capacidad de regeneracién de células beta a partir de células
ductales, podrian restablecer la produccién de insulina, si se consigue bloquear la respuesta
autoinmunitaria [Palmer et al., 2001; Holland et al., 2004; Nishio et al., 2006]. En este sentido,
esta en desarrollo la utilizacion de factores de regeneracion que puedan estimular la
recuperacion de la propia masa celular beta (INGAP, exendina), a partir de células beta

residuales, células progenitoras ductales o incluso células madre.
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Parece, por tanto, que las alternativas terapéuticas futuras probablemente se basaran en
terapias combinadas, que sumen un beneficio regenerador de las células beta pancreaticas, a

la vez que una regulacion de la respuesta autoinmunitaria [Atkinson, 2005].
2.3. MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA T1D

Hasta la fecha, han sido pocos los estudios realizados sobre tejido pancreatico humano,
durante la etapa prediabética, puesto que la biopsia pancreatica no es una practica clinica
habitual en la mayoria de paises. No obstante, la inaccesibilidad de estas muestras ha
propiciado el desarrollo de métodos alternativos en el estudio de la etiopatiogenia de la T1D,

como los modelos animales inducidos, espontaneos o transgénicos.

Los modelos animales han sido fundamentales en el conocimiento de la diabetes. En los afios
20, los canadienses Banting y Best descubrieron la implicacion de la insulina en la diabetes, a
partir de estudios en perros pancreatectomizados. Desde entonces, y hasta la década de los
50, los estudios basados en modelos animales de diabetes inducida mediante métodos
quirargicos fueron fundamentales para el avance del conocimiento anatémico vy fisiolégico del
pancreas [Barthold, 2004].

Posteriormente, se desarrollaron técnicas de induccién de hiperglucemia mediante
tratamientos con toxinas como la estreptozotocina o el aloxano, que afectan selectivamente a
las células endocrinas. La administracién de una dosis elevada de estreptozotocina induce
diabetes en roedores, por efecto téxico directo sobre las células beta pancreaticas.
Alternativamente, en ciertas cepas susceptibles, pequefias dosis consecutivas de
estreptozotocina induce una diabetes en la que se observa infiltrado leucocitario a nivel insular
[Rees and Alcolado, 2005]. Estos modelos han sido fundamentales en el estudio de la
apoptosis de las células beta, la hiperglucemia y sus complicaciones derivadas, asi como en el
desarrollo de nuevas formas de tratamiento. También han permitido el desarrollo de técnicas

de transplante de islotes.

Mas adelante, ya en los afos 80, diferentes grupos de investigadores derivaron diversas lineas
consanguineas de roedores, mediante la seleccion de los individuos hiperglucémicos. De esta
manera se generd la cepa de ratbn NOD (Non-Obese Diabetic), asi como la rata BB
(BioBreeding). Ambos modelos se caracterizan por el desarrollo de diabetes de origen

autoinmunitario, de forma espontanea.

Los modelos animales que se describen a continuacion, en este capitulo, se definen como
cepas consanguineas, lo que significa que todos los individuos son genéticamente idénticos
(homozigotos para todos los loci). Esto permite que en los estudios sobre la T1D, realizados
con estos modelos, no influyan las diferencias interindividuales causadas por factores

genéticos, lo cual simplifica el analisis de la enfermedad.
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2.3.1. EL RATON NOD

La cepa murina NOD (Non-Obese Diabetic) ha sido el modelo animal mas ampliamente
utilizado en el estudio de la diabetes mellitus tipo 1, desde que fue descrito en 1980 [Makino et
al., 1980], ya que desarrolla T1D de forma espontanea, presentando caracteristicas similares a
la enfermedad descrita en humanos (presencia de células T CD4+ y CD8+ autorreactivas,
autoanticuerpos antiislote). Si bien todos los individuos pertenecientes a la cepa NOD son
genéticamente iguales, y todos presentan insulitis a partir de las 3-5 semanas de edad, no
todos ellos acaban desarrollando diabetes clinica. Bajo las condiciones ambientales
adecuadas (especialmente si se mantienen en condiciones libres de patdgenos)
aproximadamente un 80% de las hembras y un 20% de los machos NOD acaban
desarrollando, de forma espontanea, diabetes tipo 1, antes de las 30 semanas de edad,

presentandose los primeros casos a partir de las 12 semanas.

Este modelo se caracteriza por mostrar susceptibilidad, a su vez, al desarrollo de otros
sindromes autoinmunitarios. Este hecho se refleja en la aparicion de infiltrado de células del
sistema inmunitario en diferentes 6rganos, principalmente en glandulas endocrinas y exocrinas
(insulitis, adrenalitis, tiroiditis, sialitis y paratiroiditis) [Beales et al., 2002]. Esta propension a la
autoinmunidad tiene un origen multifactorial; los factores ambientales se suman a los factores
genéticos, principalmente el haplotipo de MHC de clase Il (H-2 I-Ag7), para generar y

desarrollar las respuestas autoinmunitarias [Wicker et al., 1992].

Este modelo, ademas de un amplio repertorio de modelos transgénicos derivados de esta
cepa, ha sido, y sigue siendo, fundamental en el conocimiento del desarrollo de la diabetes
autoinmunitaria a diferentes niveles; identificacién de los loci génicos que confieren
resistencia/susceptibilidad a la diabetes, factores enddégenos y externos que modulan el
desarrollo de la enfermedad, y analisis de los mecanismos inmunoldgicos implicados en la

respuesta autoinmunitaria contra las células beta pancreaticas.
2.3.1.1. Factores genéticos de susceptibilidad / resistencia

Como se ha comentado anteriormente, en referencia a la T1D humana, diversos factores
genéticos y ambientales tienen un efecto determinante en el desarrollo de la diabetes en los
modelos animales. La amplia disponibilidad para estudiar individuos genéticamente iguales, a
partir de los modelos consanguineos, la comparacién con cepas que no desarrollan diabetes, y
la posibilidad de producir nuevos modelos transgénicos, ha facilitado la identificacién de los
diferentes genes implicados en el desarrollo de la diabetes autoinmunitaria, en la cepa NOD.
Hasta el momento se han descrito 26 loci asociados con el desarrollo de T1D en este modelo
murino, denominados con la nomenclatura Idd (del inglés insulin-dependent diabetes) (Tabla 6)
[Serreze et al., 2001; Smink et al., 2005,].
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Tabla 6. Loci que influyen en la susceptibilidad a T1D en el modelo murino NOD. Se indican
con negrita aquellos genes cuya asociacion con T1D en este modelo murino ha sido

ampliamente contrastada. Adaptado de Eisenbarth, 2005 y Maier et al., 2005.

Locus genético Cromosoma Genes Candidatos
Idd1 17 MHC de clase Il (I-A%")
ldd2 9
Idd3 3 IL-2, IL-21
Idd4 1 PAF-AHIb1, NOS2, quimiocinas CC
Idd5.1 1 CTLA-4
Idd5.2 1 NRAMP1
Idd6 6 Complejo NK: Lrmp, Bcat1, Kras2
Idd7 7
Idd8 14
Idd9 4 VAV3, CD30, TNFR2, CD137
Idd9.1 4 JAK1, LCK
Idd9.2 4 TNFR2, CD30
1dd9.3 4 CD137
Idd10 3 CD101
Idd11 4
Idd12 14
Idd13 2 B-2 microglobulina
Idd14 13
Idd15 5 XMV65
Idd16 17 MHC de clase | (H-2%), MAPK13,
MAPK14
Idd17 3
Idd18 3 VAV3, PTPN8

Al igual que se ha observado en humanos, el principal loci de susceptibilidad a la diabetes se
encuentra en los genes que codifican para las moléculas del MHC (lddl): el ratén NOD
presenta un aminoacido serina (Ser) en la posicion 57 de su cadena I-AB (el homoélogo murino

de DQB), correspondiente al alelo H-2 I-A%” | mientras que otras cepas no susceptibles a T1D
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presentan un aminoacido aspartico (Asp) [Vyse and Todd, 1996; Todd and Wicker, 2001]. La
homologia estructural entre los alelos de susceptibilidad correspondientes a las moléculas de
MHC de clase II, IDDM1 en humanos (DQ8) e Idd1 en ratén (I-A%), demuestra una importante
semejanza en los procesos de presentacion antigénica mediadores de la T1D, en ambas
especies [Wucherpfennig et al., 2001b]. A pesar de que la presencia de este alelo se ha
demostrado que es esencial, no es suficiente en si misma, para el desarrollo de la diabetes en

raton.

Existen otros loci de susceptibilidad en el ratdbn NOD, cuya influencia se suma a la de Idd1,
para conferir susceptibilidad a la diabetes. Los genes candidatos localizados en algunos de
estos loci estan relacionados con la homeostasis de la respuesta inmunitaria; dentro de estos
loci se ha observado una clara asociacion entre el locus 1dd5.1 y el gen de CTLA-4 [Ueda et
al., 2003], asi como una posible asociacion entre los genes de NRAMP1 y de IL-2 o IL-21 con
los loci 1dd5.2 e Idd3, respectivamente [Ikegami et al., 2003]. En algunos de estos loci, el alelo
de resistencia a diabetes también confiere proteccién ante el ataque inmunitario a otros tejidos
(tiroides, glandulas salivares), lo cual sugiere que pueden estar implicados en mecanismos
generales de autotolerancia o regulacion de la respuesta inmunitaria (células reguladoras,
citoquinas Th1/Th2) [Todd et al., 2001]. Por otro lado, se hipotetiza la existencia de genes de
susceptibilidad relacionados exclusivamente con la fisiologia de la célula beta, ya que en
algunos casos el alelo de resistencia a la T1D no tiene influencia sobre otros trastornos

autoinmunitarios.
2.3.1.2. Factores externos

Las condiciones de estabulacién en las que se mantiene una colonia de ratones NOD, es
crucial en la incidencia y edad de aparicidon de la diabetes en la misma [Pozzili et al., 1993]. Se
ha observado que variaciones en la temperatura, humedad ambiental, régimen de horas de
luz/oscuridad, o en la dieta pueden alterar la frecuencia de aparicion de la diabetes. Por otro
lado, un factor importante a tener en cuenta es la composicién del pienso administrado a los
animales: el contenido en derivados de cereales es determinante, ya que contienen

componentes propuestos como diabetogénicos (gliadina) [Coleman et al., 1990].

Por otro lado, la aparicion de infecciones disminuye drasticamente la incidencia de la
enfermedad en las colonias de animales NOD. Por esta razén resulta fundamental controlar la
entrada de agentes potencialmente patégenos en las instalaciones donde se mantienen estas
colonias [Leiter, 1997]. No obstante, no se conoce ciertamente el mecanismo por el cual las
infecciones pueden abortar el proceso autoinmunitario. En modelos experimentales, como en
el caso de la disrupcion del proceso autoinmunitario por el virus de la coriomeningitis (LCMV)
en ratones NOD, se ha sugerido un mecanismo de apoptosis de las células autorreactivas por

sobreestimulacién [Oldstone, 1988; von Herrath et al., 2001].

39



|. Introduccién

Como se ha comentado anteriormente, la incidencia de la diabetes es considerablemente
mayor en las hembras NOD que en los machos. Este hecho es consecuencia de la influencia
de los niveles presentes de algunas hormonas, en este caso los estrogenos, sobre el

desarrollo de la respuesta autoinmunitaria.
2.3.1.3. Cepas emparentadas con NOD resistentes ala T1D

La cepa NOR (Non-Obese Resistant) es también una cepa consanguinea, derivada del
cruzamiento entre las cepas NOD y C57BL/KsJ. Dentro del genoma del modelo NOR, 14
cromosomas derivan enteramente de la cepa NOD, mientras que sélo 4 cromosomas
contienen regiones que proceden de C57BL/KsJ (cromosomas 2, 4, 11 y 12). Aunque la cepa
NOR comparte con NOD el haplotipo diabetogénico H-2g7, difiere de ésta en al menos 5 loci
Idd, que le confieren resistencia a la enfermedad, de manera que no desarrolla insulitis ni
diabetes [Prochazka et al., 1992]. Estos animales, sin embargo, siguen siendo susceptibles al
desarrollo de otras respuestas autoinmunitarias, ya que se encuentra infilirado leucocitario en

otros drganos con funcién exocrina, como es el caso de las glandulas salivares (sialitis).

La primera generacién resultado del cruzamiento de la cepa NOD, susceptible a T1D, con la
resistente NOR, denominada aqui F1(NOD x NOR), se presenta mayoritariamente resistente al
desarrollo de diabetes. Sin embargo, en todos los individuos se observa insulitis de forma
similar a la observada en los ratones NOD [Serreze et al., 1994]. Teniendo en cuenta que en
este caso la insulitis no suele desembocar en la destruccién masiva de las células beta

pancreaticas, cabe asumir el caracter " no destructivo" o "benigno" de este infiltrado.
2.3.2. LARATA BB

La rata BB (BioBreeding Diabetes-Prone Rat) fue originada en 1983 a partir de una colonia de
ratas Wistar [Chappel and Chappel, 1983]. A diferencia de la cepa NOD, la incidencia de
diabetes es similar en machos y hembras, pudiendo superar el 90% si los animales son
estabulados en condiciones libres de patdégenos. La diabetes en estos animales se presenta a
partir de las 10-16 semanas de vida, pero la fase preclinica de insulitis dura tan sélo dos

semanas [Parish and Cooke, 1995].

En este modelo se han descrito 5 loci de susceptibilidad (iddm). Una vez mas, la regién génica
correspondiente al MHC esta estrechamente ligada con la susceptibilidad a la enfermedad
(iddm2). Sin embargo, se ha descrito también que, en este modelo en particular, es
indispensable la mutacién lyp (lymphoid protein tyrosine phosphatase), descrita como iddm1,
para el desarrollo de la diabetes. La cepa BB es homizigota para la mutacion lyp, que origina
una linfopenia caracterizada por una importante reducciéon en el nimero de linfocitos T en
periferia, provocada por una elevada tasa de apoptosis de los linfocitos T maduros que salen

del timo y de linfocitos T activados [Ramanathan and Poussier, 2001]. Aun asi, en este
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modelo, la diabetes también esta mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+; se postula que los
pocos linfocitos T memoria circulantes sélo son rescatados de la apoptosis si son estimulados
via antigeno, lo cual induciria una hiperexpansion compensatoria. De esta manera es posible
que el encuentro con autoantigenos diera lugar a una hiperproliferacion de linfocitos T
autorreactivos. Paralelamente otros defectos a nivel timico, y de otras poblaciones celulares
como células dendriticas, células T reguladoras y células NK, contribuyen también a la

disfuncion de los mecanismos de tolerancia en este modelo animal de T1D.

2.3.3. OTROS MODELOS DE T1D

La cepa de rata LETL (Long Evans Tokishima Lean) fue descrita en 1991, también como
resultado de la seleccién de una linea de animales diabéticos. Al igual que la cepa BB, estos
animales presentan diabetes de tipo 1, sin sesgo de género. Como en el resto de modelos
animales, en este caso se presenta también un componente genético poligénico en el origen
de la enfermedad, habiéndose descrito especialmente la contribucion del haplotipo de MHC,
que es el mismo que el de la rata BB. No obstante, a diferencia de la cepa BB, la rata LETL no

presenta linfopenia [Eisenbarth, 2005].

Mas recientemente, en 2001, se describié el modelo de rata LEW-1AR1/ZTM- idd. En este
caso so6lo un 20% de los animales presentan diabetes clinica, pero cabe destacar que, a
diferencia de las otras cepas descritas anteriormente, los animales que no presentan diabetes
tampoco desarrollan insulitis [Eisentbarth, 2005]. Por otra parte, el infiltrado de los islotes en
los animales diabéticos esta predominantemente formado por células CD8+. En estos dos
aspectos, el desarrollo de la enfermedad en este modelo se asemeja en mayor medida al que

tiene lugar en humanos.

En conjunto, y aunque cada modelo experimental presenta caracteristicas propias, la condicién
fundamental es que todos presentan diabetes de tipo 1, de forma espontanea, originada por un
ataque autoinmunitario contra las células beta pancreaticas, y mediada por células T efectoras.
Ademas, el origen de la enfermedad, en todos los modelos, es multifactorial y poligénico,
presentandose siempre el locus de MHC ligado a la enfermedad [Leiter et al., 2004]. Todos los
modelos presentan, ademas, otros defectos que afectan a los mecanismos de tolerancia
central y/o periférica. Sin embargo, ningin modelo animal puede considerarse perfecto, y la
patologia de la enfermedad no es exactamente igual a la humana en ningun caso. En el ratén
NOD, aun siendo el modelo mas utilizado, el desarrollo de la patologia presenta ciertas
caracteristicas que no se observan en humanos, como es la mayor incidencia en hembras, la
insulitis de grado moderado e incluso severo en los islotes, con predominio de linfocitos T
CD4+, o la baja diversidad de anticuerpos antiislote detectables en suero [Roep et al., 2004].
Pero también la rata BB, cuya incidencia y caracteristicas del infiltrado son mas similares a las

humanas, presenta otras diferencias, como la ausencia de reactividad humoral contra las
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células beta [Leiter et al., 2004]. No obstante, estas diferencias no son suficientes para
menospreciar la potencialidad de estos modelos animales como fuente de conocimiento

respecto a la etiopatogenia de la T1D.

No hay que olvidar tampoco que estos modelos son cepas consanguineas, es decir, que todos
los individuos son genéticamente iguales. En la diabetes humana, en cambio, cada paciente
presenta su propia combinacion particular de defectos que conllevan al fallo de los
mecanismos de tolerancia. De esta manera, a efectos tedricos, cada modelo animal puede
considerarse como un unico individuo, con lo cual la informacién que puede aportar es
equivalente a la que podriamos obtener del estudio en profundidad de un paciente afectado de
T1D. Por esta razén, el futuro de la investigacion basica en T1D necesitara, con toda
probabilidad, la diversificacién de los estudios utilizando los diversos modelos animales de

T1D, para obtener una informacién mas completa.

2. 4. DESARROLLO DE LA T1D EN EL RATON NOD

La diabetes tipo 1 en ratones NOD, asi como se ha observado en humanos, presenta una fase
inicial preclinica, en la que comienza la invasién de los islotes de Langerhans por parte de
células del sistema inmunitario, mayoritariamente linfocitos. Durante esta fase de insulitis, que
se presenta a partir de las 3-5 semanas de vida, justo al final del periodo de lactancia de los
animales, comienza también la destruccién progresiva de las células beta pancreaticas,
mediada por linfocitos T, de manera que se ve disminuida la capacidad de producciéon de

insulina (Figura 5).

A partir de las 12 semanas de vida, algunos animales pasan a presentar sintomas clinicos
indicativos de diabetes (glucosuria e hiperglucemia), lo cual es reflejo de una pérdida de masa
celular beta superior al 90%. Desde ese momento, se hace necesaria la administracion diaria
de insulina exégena para mantener unos niveles de glucemia compatibles con el bienestar del

animal.

Si bien todos los ratones NOD presentan insulitis, que avanza desde las primeras semanas de
vida invadiendo los islotes pancreaticos, no todos ellos acaban presentando diabetes clinica.
En un porcentaje de los animales, la destruccidon de las células beta es limitada, de manera
que, aunque la insulitis se mantiene de forma cronica, persiste un remanente de células beta
capaz de controlar la glucemia. El porcentaje de animales que acaban desarrollando diabetes
depende en gran medida de las condiciones ambientales en las que se mantiene la colonia de

ratones NOD, como se ha comentado anteriormente.
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Figura 5. Evolucién de la diabetes tipo 1 en ratones NOD. El infiltrado en los islotes pancreaticos aparece
a las 3-5 semanas de edad. A partir de ese momento la insulitis avanza, invadiendo progresivamente los
islotes y destruyendo la masa celular beta. A partir de las doce semanas de edad, se empiezan a detectar
casos de diabetes clinica, en aquellos animales cuyas células productoras de insulina han sido destruidas

en mas de un 90%.

El estudio de las diferentes etapas de la respuesta autoinmunitaria que se desarrolla en los
ratones NOD, ha resultado en importantes avances en el conocimiento sobre la patogenia de
la T1D. Asi, se han descrito diversas defectos en el sistema inmunitario de estos ratones, que
podrian afectar al correcto funcionamiento de los mecanismos de tolerancia, tanto central
como periférica. En este modelo se han descrito deficiencias en el nimero y/o funcionalidad de
las células presentadoras de antigeno, de las células NK T y células T CD4+CD25+ con
funcion reguladora, e incluso de las propias células T, como se detalla mas adelante [Delovitch
et al., 1997]. Por otro lado, la aplicacién de técnicas de transferencia de poblaciones celulares,
asi como de ingenieria genética (variantes transgénicas y animales knockout), ha ofrecido la
posibilidad de realizar un analisis reduccionista de los mecanismos implicados en el desarrollo
de la enfermedad, analizando la contribucion de cada elemento de forma individualizada.

2.4.1. MECANISMOS EFECTORES: LINFOCITOS T

Los linfocitos T son los principales causantes directos de la destruccion de las células beta
pancreaticas en la T1D. Los primeros estudios basados en la transferencia de esplenocitos de
ratones NOD, revelaron que la induccién de la enfermedad en animales receptores requeria la
presencia tanto de linfocitos T CD4+ como de CD8+ [Bendelac, et al., 1987; Miller et al., 1988,

Yagi et al., 1992; Christianson et al., 1993]. En contraposicion, estudios posteriores realizados
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con ratones NOD monoclonales, portadores de linfocitos T con una unica especificidad (un
unico TCR, en ratones knockout para RAG2, y por tanto incapaces de reordenar TCRs o BCRs
endogenos) han demostrado que tanto los linfocitos T CD4+ como CD8+ especificos contra
antigenos de células beta son capaces de producir diabetes por si mismos, en ausencia de
otras especificidades de linfocitos T. Ante la contrariedad de los datos publicados, actualmente
hay poco acuerdo sobre el papel especifico desempefiado por los subtipos CD4+ y CD8+ en el
desarrollo de la respuesta autoinmunitaria [Yang and Santamaria, 2004]. Algunos trabajos
sefalan un papel decisivo de los linfocitos T CD4+ en el desarrollo de la diabetes, lo cual
queda patente por la estrecha asociacion de la susceptibilidad a T1D con los alelos de MHC de
clase Il presentes en un individuo. Ademas, transferencias de clones autorreactivos de
linfocitos T CD4+ aisladas de animales diabéticos, sin ayuda de otras poblaciones linfocitarias,
han resultado en la transferencia de la enfermedad a los animales receptores [Christianson et
al., 1993; Haskins et al., 1990; Bradley et al., 1992; Baker et al., 2002]. De hecho, se ha
demostrado la capacidad citolitica de las células T CD4+ autorreactivas (en oposiciéon a la
funcién colaboradora tradicionalmente atribuida a este tipo celular), que de esta forma pueden
atacar directamente a las células beta [Delovitch et al., 1997; Santamaria, 2001]. Por otro
lado, también se ha atribuido un papel iniciador, por parte de los linfocitos T CD4+, en la
aparicion de la insulitis, favoreciendo la atraccion de células infiltrantes [Wang et al., 1996]. No
obstante, los linfocitos T CD8+, clasicamente con funcién citolitica, son considerados los
responsables del primer ataque contra las células beta pancreaticas, ya que la deficiencia de
moléculas de MHC de clase | en las células beta pancreaticas en ratones con fondo genético
NOD, bloquea la aparicién de insulitis. [Katz et al., 1993; Wicker et al., 1994; Serreze et al.,
1994]. Aun asi, algunos autores defienden que incluso este primer ataque es dependiente de

la colaboracién de las células CD4+ [Santamaria, 2001].

Una hipotesis razonable acerca de los mecanismos mediante los cuales se inicia el ataque
autoinmunitario se resume a continuacion [Kukreja et al., 1999]. Células APCs presentarian
autoantigenos procedentes de células beta pancreaticas a células T CD4+ colaboradoras
naive (que no han tenido contacto previo con el antigeno), en el contexto de moléculas de
MHC de clase Il, en presencia de moléculas coestimuladoras y citoquinas de tipo Th1. Tras
una segunda sefal por parte de linfocitos B, las células T CD4+ serian activadas, tomando un
fenotipo Th1. Esta células T CD4+ podrian provocar la destruccién directa de las células beta
pancreaticas, mediante apoptosis via Fas, o bien mediar otros mecanismos de muerte celular,
a través de la activacion de células T CD8+ citotdxicas (con accion citolitica mediada por Fas,

perforina, granzima, superoxidos) o de macréfagos (mediante la accion de radicales libres).

El analisis de los TCRs expresados por los linfocitos T infiltrantes, ha revelado que el repertorio
clonal que presentan estas células es considerablemente restringido, especialmente en las

primeras etapas de la insulitis, tanto en el caso de los linfocitos T CD4+ como CD8+
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[Santamaria et al., 1995; Verdaguer et al., 1996; Di Lorenzo et al., 1998; Baker et al., 2002].
Esto indica que, al inicio de la enfermedad, la respuesta T es restringida contra un reducido
numero de antigenos insulares, aunque mas adelante, y posiblemente debido a la propia
destruccion de las células beta por parte de los linfocitos T, se produce una expansion en la
diversificacion de los autoantigenos disponibles (proceso denominado antigenic spreading).
Hasta el momento, no se han realizado estudios similares al respecto de los BCRs expresados

por las células B infiltrantes.
2.4.2. MECANISMOS REGULADORES

Como se ha comentado anteriormente, existen también diversas poblaciones de células T con
funciones reguladoras, caracterizadas por diferentes fenotipos (CD4+CD25+, células NKT,
células T DN, células T secretoras de citoquinas anti-inflamatorias). Estas poblaciones, en
situaciones normales tienen un papel inhibidor de las respuestas autoinmunitarias. En el
modelo NOD se han encontrado alteraciones que afectan a algunas de estas poblaciones. En
este aspecto, por ejemplo, se ha descrito una disminucion en la poblaciéon de células T
reguladoras CD4+CD25+ [Salomon et al., 2000] y NKT en los ratones NOD, asi como una
incapacidad de éstas ultimas para secretar IL-4 [Gombert et al., 1996; Cardell, 2006], de esta
manera, se podria estar favoreciendo la desviacién de la respuesta autoinmunitaria hacia Th1
[Anderson and Bluestone, 2005].

Por otro lado, se ha descrito también la existencia, en estos animales, de un defecto en los
linfocitos T, y sus precursores timicos, que dificulta la apoptosis inducida por hiperactivacion.
De esta manera, el funcionamiento de los mecanismos de tolerancia se ve alterado, tanto a
nivel de seleccion negativa en el timo, como posteriormente en periferia, facilitandose asi la

presencia y activacion en periferia de linfocitos T autorreactivos [Kishimoto and Sprent, 2001].

En el modelo NOD también se ven afectados otros mecanismos de tolerancia central, ya que
se ha descrito un defecto en la expresion del gen Aire en el timo de estos animales [Zuklys et
al., 2000]. Como se ha comentado anteriormente, Aire es un factor de transcripcion que
controla la expresion ectopica de numerosos autoantigenos (especialmente aquellos cuya
expresion esta restringida a ciertos tejidos periféricos) en las células epiteliales timicas,
responsables de la presentacion de antigenos propios a los timocitos durante los procesos de
seleccion timica [Liston et al., 2003]. Por otro lado, la propia naturaleza de la molécula de MHC
de clase Il presente en el modelo NOD (haplotipo I-Ag7), la cual se presenta indudablemente
asociada a la susceptibilidad a la T1D (igual que en humanos), se ha sugerido que es
intrinsecamente inestable, resultando asi en una debilidad en la unién de los péptidos, lo cual
podria dificultar el proceso de seleccion negativa frente a autoantigenos, a nivel timico
[Kanagawa et al., 1998; Tidgway et al, 1999].
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Algunos autores han descrito, recientemente, que los ratones NOD presentan un cierto grado
de linfopenia, que se ve acusada con la edad de los ratones [King et al., 2004], aunque otros
estudios no han observado este fenotipo. Esta peculiaridad, que hasta el momento se
consideraba caracteristica del modelo de rata BB exclusivamente, puede conllevar también la
hiperexpansion de clones de linfocitos autorreactivos, ya sea por un efecto homeostatico de los
propios linfocitos, como por el déficit de regulacion por parte de células T reguladoras, las

cuales también se ven disminuidas por efecto de la misma linfopenia.

Sin duda alguna, este conjunto de defectos en el sistema inmunitario de los ratones NOD, en
su contexto global, contribuye al fallo final de los mecanismos de tolerancia central y periférica.
En consecuencia, la pérdida de la autotolerancia es el origen del desarrollo de diversos

sindromes autoinmunitarios en estos animales (Fig. 6).
2.4.3. CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS

A pesar de que se ha demostrado ampliamente que las células T son las efectoras directas de
la destruccion de las células beta pancreaticas, en el proceso de inicio de la respuesta
autoinmunitaria es imprescindible la colaboracién de otras células del sistema inmunitario en la
presentacion de autoantigenos especificos de células beta pancreéticas, a éstas células T
autorreactivas [Yoon et al., 1998; Ludewig et al., 1998; Serreze et al., 1996; Behrens et al.,
2004]. Las células dendriticas, macréfagos y linfocitos B comparten la funcion comun de
capturar antigenos y presentar posteriormente péptidos derivados de éstos, en el contexto de
moléculas de MHC de clase Il, es decir, de actuar como células presentadoras de antigeno
(APCs) para los linfocitos T. La presentacion de antigenos a las células T puede desembocar
en la activacién de éstas, o en la induccion de tolerancia; esta dualidad funcional viene
determinada por variables tales como la dosis de antigeno, el lugar y momento de
presentacion, la presencia de otras células auxiliares o citoquinas en el medio y, en especial,

del estado de activacién de la propia célula APC [Garza et al., 2000].

En una etapa previa al inicio de la insulitis, se ha documentado la aparicion de un proceso
fisiologico de apoptosis (asociado a una reorganizacion y maduracion tisular) a nivel de las
células beta pancreaticas, con una tasa de muerte celular especialmente elevada en los
ratones NOD de 2 semanas de edad, que podria dar lugar a la liberacién de autoantigenos
hasta el momento no disponibles en circulacion [Mathis et al., 2001]. En este punto, resulta
crucial la participacion de los macrofagos, cuya funcidbn es la de fagocitar y eliminar
rapidamente las células apoptéticas. No obstante, una vez mas, se ha descrito una disfuncion
en el modelo NOD que afecta, en este caso, a la funcion fagocitica de los macrofagos [O’Brien
et al., 2002; O'Brien et al., 2006] de manera que restos de células beta necrosadas pueden
quedar expuestos para su presentacion por parte de APCs, en unas condiciones favorables

para la inflamacién.
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Figura 6. Factores implicados en la T1D: esquema de los defectos y alteraciones que contribuyen al inicio y
posterior desarrollo de la diabetes de tipo 1, en el modelo de ratén NOD. Se postula que la inestabilidad de la
presentacion peptidica, mediada por moléculas de MHC del haplotipo I-Ag7, puede contribuir a un defecto en la
seleccion negativa de los timocitos. Esta circunstancia, afiadida al defecto en la via apoptética de los mismos,
contribuye al incremento en periferia de linfocitos T maduros con capacidad autorreactiva. Por otro lado, estos
defectos pueden afectar, de forma negativa, a la generacion de células T con capacidad reguladora, también a
nivel timico. Por otra parte, a nivel pancreatico, la apoptosis de las células beta, caracteristica de la maduracion
fisiolégica del pancreas endocrino alrededor de las 2 semanas de edad, puede contribuir, en el caso de estos
animales, que presentan defectos en la funcién fagocitica de los macrofagos, a la implantacién de un ambiente
proinflamatorio en el cual se favoreceria la captacion de autoantigenos por parte de células dendriticas, en un
estado activado. Asi, estos autoantigenos podrian ser transportados y presentados a linfocitos T autorreactivos,
a nivel de los ganglios pancreaticos. Anomalias en la presentacion, en la via apoptética de los linfocitos T, y el
déficit de células reguladoras pueden contribuir, en esta situacién, a la activacion final de los linfocitos T
autorreactivos. Se hipotetiza que, en un principio, sélo unos pocos linfocitos T CD8+ serian activados de esta
manera (probablemente mediante presentacion cruzada de estos autoantigenos, en el contexto de moléculas
de MHC de clase |, proceso denominado cross-presentation). Este primer ataque contra las células beta
pancreaticas, contribuiria a la diversificacion de autoantigenos insulares liberados y asi, a su vez, a la
amplificacion de la respuesta autoinmunitaria, favoreciendo la activacion y migracion de linfocitos T CD4+ y
CD8+ con capacidad citolitica, ademas de linfocitos B, a los islotes. En esta fase, la insulitis puede quedar
controlada (insulitis benigna) o por el contrario invadir y destruir la masa celular beta, lo que desemboca, en
ultima instancia en la aparicion de diabetes. Se conoce que en los ganglios linfaticos pancreaticos también se
activan linfocitos B, de los cuales derivan células plasmaticas que secretan autoanticuerpos, que son
detectables en suero; sin embargo, se desconoce su funcién o posibles consecuencias.

T=célula T; Treg=célula T reguladora; B:linfocito B; M®d=macréfago; D=célula dendritica; p=célula beta;

P=célula plasmatica
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Los estudios histopatoldgicos de pancreas, en la fase inicial de la insulitis, han demostrado que
las células dendriticas y los macrofagos son las primeras poblaciones celulares que migran a
los islotes pancreaticos [Jansen et al., 1994; Rosmalen et al., 1997; Dahlén et al., 1998; Charré
et al, 2002]. Asimismo, se ha demostrado que los antigenos liberados por las células beta
pueden ser transportados por las células dendriticas a los ganglios linfaticos pancreaticos v,
una vez alli, ser presentados a los linfocitos T [Green and Flavell, 1999; HAglund et al., 1999;
Gagnerault et al, 2002]. Tras ser activados, estos primeros linfocitos T proliferarian y
posteriormente migrarian también al pancreas, donde iniciarian el ataque autoinmunitario
contra las células beta. Este proceso potenciaria la liberacién de nuevos autoantigenos, que
serian de nuevo captados y presentados a nivel de ganglios pancreaticos, amplificando asi la

respuesta autoinmunitaria (Figura 6).

Sin embargo, se ha descrito que las células dendriticas de ratones NOD sufren alteraciones en
el proceso de maduracion [Jansen et al., 1995]. Esto tiene consecuencias en cuanto a su
capacidad para estimular la activacion de los linfocitos T [Boudaly et al., 2002] debido, en
parte, a deficiencias a nivel de moléculas coestimuladoras. De esta manera, se hace
cuestionable el hecho de que las células dendriticas sean las Unicas células presentadoras
implicadas en el proceso diabetogénico. Por esta razon, y como se comenta mas adelante, se
ha incidido en los ultimos afos en el estudio de la posible importancia de los linfocitos B, como
células presentadoras, en la activacion de los linfocitos T autorreactivos, aportando los

coestimulos necesarios para la activaciéon de los mismos [Noorchashm et al., 2000].

En base a la importancia crucial que tienen los mecanismos de presentaciéon antigénica, en la
activacion de las células T autorreactivas, se han generado numerosos modelos animales
transgénicos y knockouts, asi como terapias basadas en el bloqueo especifico de alguna
molécula mediante la administracién de anticuerpos bloqueantes, con el objetivo de analizar en
profundidad, y de forma individualizada, el papel de diversas moléculas implicadas en la
coestimulacion de los linfocitos T. Tal es el caso de CD40L [Green et al, 2000; Amrani et al,
2002], B7-1, B7-2, CD28 y CTLA-4 [Wong et al, 1998; Salomon et al, 2000; Lenschow et al.,
1996]. En estos estudios, la interpretacion de los resultados es a menudo complicada, ya que
las mismas vias que intervienen en la activacion de linfocitos T efectores son también
esenciales en el desarrollo de las poblaciones de células T reguladoras [Salomon et al., 2000].
De la misma manera, se ha evaluado la influencia de diversas citoquinas con efecto potencial
sobre el desarrollo de la respuesta autoinmunitaria, como las citoquinas proinflamatorias IL-2,
IL-12, IFN-y y TNFa, o antiinflamatorias como IL-4, IL-13, IL-6, IL-10 o TGFp [revisado en
Meagher et al, 2003; Rabinovitch, 2003; Yang and Santamaria, 2003], asi como sobre
quimiocinas (MIP-1a) [Cameron et al., 2000] y moléculas de adhesion (ICAM-1, L-selectina)
[Bertry-Coussot et al., 2002]. Los resultados obtenidos en los diferentes estudios es, a

menudo, contradictorio; en ocasiones el efecto observado en un animal deficiente para un
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determinado elemento no es el contrario al observado cuando el elemento en cuestion es
hiperexpresado. En estas circunstancias, es dificil extraer conclusiones definitivas, ya que
ademas, a menudo, los mecanismos implicados en las respuestas autoinmunitarias son
redundantes, de manera que el efecto de una deficiencia puede quedar enmascarado, a causa
de un efecto compensatorio. Por ultimo, cabe destacar que el disefio y analisis de estos
modelos experimentales se ve dificultado, ademas, por el hecho de que aunque las citoquinas
se clasifican en dos subgrupos mayoritarios, proinflamatorias y antiinflamatorias, el efecto final
de éstas es a menudo dependiente de la localizacién anatémica donde son expresadas, el

momento de aparicién y la duracién del estimulo [Yang and Santamaria, 2003].
2.4.4. AUTOANTIGENOS

Un punto clave en el entendimiento del ataque autoinmunitario que origina la diabetes tipo 1, es
la identificacion de los autoantigenos hacia los que éste va dirigido. En este sentido, la
descripcion, en los afnos 70, de la presencia de autoanticuerpos especificos contra elementos
de los islotes pancreaticos, en el suero de pacientes diabéticos con componente
autoinmunitario [Bottazzo et al., 1974], fue la primera evidencia de autorreactividad en esta
enfermedad, y el primer paso en el camino hacia la identificacién de los autoantigenos diana
del ataque autoinmunitario. Desde ese momento, primero mediante la caracterizacién de estos
autoanticuerpos circulantes, y mas adelante a través del estudio de la reactividad de células T,
se han identificado 25 autoantigenos, en humanos y en modelos animales, con mayor 0 menor
representatividad y secuencialidad de aparicion, a lo largo del curso de la enfermedad (Tablas
5y 7) [Lieberman et al., 2003a].

En el raton NOD, la detecciéon de autoanticuerpos en suero ha sido también ampliamente
evaluada. Asi, en este modelo, igual que en humanos, se ha descrito que un elevado
porcentaje de los individuos prediabéticos (practicamente 50% en NOD) presentan anticuerpos
antiinsulina [Yu et al.,, 2000]. En estos animales, también se ha descrito la aparicion de
autoanticuerpos contra carboxipeptidasa H, la proteina de choque térmico HSP-60 y periferina
[Tisch et al., 1993]. Sin embargo, la presencia de anticuerpos circulantes especificos para GAD
e |A-2 ha sido ampliamente discutida en estos animales, y actualmente se considera que, en el
modelo NOD, no estan demostradamente correlacionados con la aparicién de la respuesta

autoinmunitaria [Bonifacio et al., 2001].
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Tabla 7. Listado de los autoantigenos para los se ha descrito respuesta humoral (autoanticuerpos en
suero) y/o respuesta T en el modelo NOD. Estan indicados con signo negativo aquellos antigenos

para los que no se ha confirmado, hasta el momento, la presencia de autoanticuerpos en suero.

Adaptado de Lieberman et al., 2003a.

ANTIGENO DISTRIBUCION AUTOANTICUERPOS | RESPUESTACEL.T
Insulina Células beta + CD4+y CD8+
GADG65 Neuroendocrino -1 CD4+ y CD8+
GAD67 Neuroendocrino -1 CD4+

IA-2 Neuroendocrino -1 CD4+

IA-28 Neuroendocrino -1 CD4+
Carboxipeptidasa H Neuroendocrino + CD4+
DMK Ubicuo - CD8+
HIP/PAP (Reg family) Pancreas - CD4+
HSP-60 Ubicuo (inducible) + CD4+

ICAB9 Neuroendocrino - CD4+

IGRP Islotes - CD8+
Periferina Neuroendocrino + CD4+
S1008 Neuroendocrino - CD4+

' Para los autoantigenos GAD65, GADG67, IA-2 e IA-2f3 diversos estudios habian descrito previamente la
presencia de autoanticuerpos circulantes en ratones NOD (incluso desde las 4 semanas de vida, en el caso
de GAD). No obstante, éstos datos no fueron validados por el estudio multicéntrico publicado en 2001
[Bonifacio et al, 2001], el cual si confirmé la fiabilidad de la detecciéon de anticuerpos antiinsulina en este

modelo.

Aunque el estudio de la inmunidad humoral ha sido fundamental en el inicio del conocimiento
de los autoantigenos relacionados con diabetes, cabe recordar que no se conoce con exactitud
cudl es la funcion o efecto de los autoanticuerpos circulantes. Por otro lado, dado que se ha
demostrado ampliamente que los linfocitos T son los efectores de la destruccion de las células
beta pancredticas, en esta patologia, se han realizado también diversas aproximaciones
experimentales dirigidas a la identificacion de aquellos autoantigenos reconocidos por los

linfocitos T diabetogénicos.

Puesto que se conoce que la susceptibilidad a la T1D esta estrechamente ligada con el
haplotipo de las moléculas de MHC de clase I, se han llevado a cabo numerosos estudios en
la busqueda de posibles autoantigenos capaces de estimular clones T CD4+ procedentes de
ratones NOD. Estos estudios han aportado pruebas determinantes sobre la autorreactividad
real y efectiva del sistema inmunitario sobre numerosos autoantigenos (Tabla 7). En el caso de
la insulina [Alleva et al., 2001], GAD65 [Herman et al., 1999; Chao et al., 1999] y HSP-60 [Birk
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et al.,, 1996; Abulafia-Lapid et al., 1999] cabe destacar la coincidencia en los epitopos
reconocidos por los linfocitos T CD4+, en humanos y en el modelo murino NOD. Estos datos,
concuerdan con el hecho de que los haplotipos de MHC de clase Il que confieren
susceptibilidad a la diabetes en humanos (HLA-DQ8) y en ratdn (I-Ag7) son estructuralmente
similares, lo cual remarca la influencia que tiene la capacidad de las moléculas de MHC para
presentar un determinado repertorio peptidico, en la susceptibilidad individual a la T1D
[Wucherpfenning, 2001b].

Un punto clave en la caracterizacién de autoantigenos en la T1D, es la diferenciacién entre
aquellos que son importantes en el inicio de la respuesta autoinmunitaria, y aquellos que s6lo
aparecen como consecuencia de la diversificacion de la respuesta (antigenic spreading), tras
la destruccion masiva de las propias células beta. Se ha descrito que la respuesta especifica
de linfocitos T CD4+ contra algunos antigenos como GAD65, GFAP y S100B es detectable en
ratones NOD de tan sélo 3-4 semanas [Kaufman et al.,, 1993; Winer et al., 2003], lo cual
sugiere que estos antigenos son relevantes en la respuesta autoinmunitaria inicial. En cambio
la respuesta contra otros antigenos como la carboxipeptidasa H, periferina, 1-A23 y HIP/PAP
parece ser posterior (4-6 semanas) [Tisch et al., 1993; Achenbach et al., 2002; Gurr et al.,
2002].

Es mas reciente el estudio de clones T CD8+ diabetogénicos. En este caso se han
caracterizado clones con una considerable representacion en la insulitis incipiente (ratones
NOD de 4 semanas). Mediante esta técnica se ha confirmado que la insulina es una de las
dianas inicial del ataque de células T CD8+ con potencial citotéxico [Wong et al., 1999].
Recientemente, la proteina IGRP (del inglés islet-specific glucose-6-phosphatase catalytic
subunit-related protein) y la DMK (del inglés dystrophia myotonica kinase), han sido
identificadas también como antigenos clave en el inicio de la respuesta T citotdxica [Lieberman
et al., 2003b; Lieberman et al., 2004]. La identificacion de estos antigeno, los cuales no habian
sido caracterizados previamente como dianas de la respuesta humoral, pone de manifiesto

que es posible que aun queden otros autoantigenos relevantes por identificar.

Analizando los autoantigenos descritos hasta la fecha (Tabla 7), destaca el hecho de que la
mayoria de ellos presentan una distribucion de expresion no restringida a células beta. Insulina
e IGRP son los unicos autoantigenos, descritos hasta ahora en NOD, cuya expresion es
estrictamente restringida a islotes pancreaticos. Contrariamente, la mayoria de los
autoantigenos son moléculas que se expresan en tejido neuronal, asi como a nivel insular
(8/12). Este hecho tiene una posible explicaciéon en el origen comun de ambos tejidos, ya que
algunos autores mantienen la hipétesis de que las células endocrinas pancreaticas derivan del
ectodermo embrionario, al igual que el sistema nervioso [Le Douarin 1988; Escurat et al.,

1991]. Estos datos presentan un especial interés, puesto que ponen en tela de juicio la
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presuncion de que el ataque autoinmunitario que se desarrolla durante la T1D se dirige

unicamente contra las células beta pancreaticas [Winer et al., 2003].

La identificacion de autoantigenos potencialmente iniciadores de la respuesta autoinmunitaria
ha propiciado el disefio de diversos protocolos de inmunizacién, especialmente por via oral 0 a
través de otras mucosas, o acompanados de adyuvantes, con la intencién de inducir tolerancia
antigenoespecifica. De esta manera, mediante la administracion de insulina, GAD o HSP-60,
se ha demostrado la activacion de poblaciones de células T reguladoras, capaces de inhibir el
desarrollo de la respuesta autoinmunitaria, en el modelo NOD [Ablamunits et al., 1998; Alleva
et al., 2002 Tisch et al., 1999]. Desafortunadamente, en la mayoria de los ensayos clinicos
desarrollados hasta el momento, no se han confirmado los resultados obtenidos en los
modelos animales [Roep et al., 2004]. No obstante, actualmente siguen en desarrollo diversos
ensayos clinicos basados en la administracion de péptidos derivados de estos autoantigenos,
como es el caso del péptido p227 de la HSP-60 [Raz et al.,, 2001], cuyos resultados
preliminares abren la esperanza de la posibilidad de la aplicaciéon, en un futuro préximo, de

vacunas antigenoespecificas en el tratamiento preventivo de la T1D.
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3. LOS LINFOCITOS B

Los linfocitos B son las células responsables de la produccién de anticuerpos, pero también
tienen un papel importante como células presentadoras. Dada la alta afinidad del
reconocimiento antigénico por parte del BCR, los antigenos solubles pueden ser reconocidos e
internalizados aun en muy bajas concentraciones. Por esta razén, ante antigenos poco
abundantes, la presentaciéon por parte de linfocitos B es mas eficiente que mediante otras

APCs, como las células dendriticas y los macréfagos.

Durante el desarrollo fetal, los linfocitos son generados en el higado, pero tras el nacimiento
esta funcién pasa a tener lugar a nivel de médula dsea [Rolink et al., 1993]. Asi, en individuos
adultos los linfocitos B se originan en la médula 6sea, de donde salen en un estado inmaduro
transicional, para culminar su maduracién en el bazo [Chung et al., 2003]. Las células B
maduras recirculan por los diferentes érganos linfoides secundarios, donde pueden ser
estimuladas si se encuentran con el antigeno. La union especifica del receptor del linfocito B
con el antigeno desencadena una serie de eventos dirigidos a la diferenciacion de células
productoras de anticuerpos y células B memoria, encargadas de acelerar la respuesta

inmunitaria especifica en posteriores encuentros con el antigeno.

A continuacién se profundiza en los procesos de generacion y activacion de las diferentes
poblaciones de linfocitos B en ratén, puesto que los modelos murinos son la base del estudio

descrito en esta memoria.

3.1. MADURACION Y ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS B

3.1.1. GENERACION Y MADURACION DE LOS LINFOCITOS B

Los linfocitos B derivan de progenitores hematopoyéticos que se diferencian en la médula
6sea (Fig. 7) [Hardy et al., 2001]. El primer paso hacia la diferenciacion a linfocitos B, se
caracteriza por la expresion de moléculas especificas de linaje como CD45R/B220 [Li et al.,
1996; Allman et al., 1999], seguida de CD19, en lo que se denomina células pro-B [Hardy et
al., 1991; Osmond et al., 1998]. A continuacion se reordenan los genes de la cadena pesada
de las inmunoglobulinas. En esta fase de célula pre-B, la cadena pesada se expresa en la
superficie de las células formando complejos con cadenas ligeras sustitutivas invariantes
[Karasuyama et al., 1996]. En el siguiente paso, tras el reordenamiento de los genes de la
cadena ligera de la inmunoglobulina, se generan linfocitos B inmaduros, caracterizados por la
expresion en membrana del receptor completo, con isotipo IgM. En el siguiente paso, a células
B transicionales T1, se pierde la dependencia de factores estromales como IL-7 para la
supervivencia de los linfocitos B, lo cual permite su liberacién al torrente circulatorio [Jacobsen
et al., 1990; Hardy et al., 1991].
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Iga/p Pre-BCR IgM

Figura 7. Estadios de la maduracion de los linfocitos B en médula 6sea. En médula 6sea las células
progenitoras dan lugar a células pro-B, el primer estadio que presenta marcadores propios del linaje
de linfocitos B (CD19 y B220). El paso a células pre-B se acomparia de la expresion del receptor pre-
BCR compuesto por las cadenas pesadas reordenadas y unas cadenas ligeras sustitutivas
invariantes. Posteriormente, el BCR completo, con todas las cadenas reordenadas, se expresa en
las células B inmaduras. Cuando estas células pierden la dependencia de factores estromales de la

médula ésea (estadio transicional) salen al torrente circulatorio.

Las células B transicionales que salen de médula 6sea son conducidas hacia el bazo por la
circulacion sanguinea. Alli tiene lugar la conversion final a linfocitos B maduros (Fig. 8)
[Carsetti, 2000]. Las células transicionales de tipo 1 (T1), recién emigrantes de la médula 6sea,
llegan a la pulpa roja del bazo expresando Unicamente el isotipo IgM. En su migracion
posterior a los foliculos linfoides adquieren la expresiéon de IgD, CD21 y CD23, lo cual las
define como transicionales de tipo 2 (T2) [Carsetti et al., 1995; Loder et al., 1999]. La
maduracion final de estas células se caracteriza por una reduccion en la expresion de IgM y
CD24. Las células maduras adquieren también la capacidad de migrar preferencialmente a los
nodulos linfaticos, mediante la expresion del receptor de L-selectina (CD62L), lo cual les
permite comenzar los ciclos de recircularizaciéon periférica, en busca de la interacciéon con el
antigeno [Cyster, 2003; Miosge et al., 2005].

3.1.2. SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS B

La poblaciéon convencional de linfocitos B se denomina también B-2. Existen también otras
subpoblaciones de linfocitos B, no tan abundantes en circulacion, que presentan

peculiaridades fenotipicas y funcionales.
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Figura 8. Estadios finales de maduracién de los linfocitos B en el bazo. Las células transicionales de tipo
1 (T1) emigran de médula 6sea y llegan a la pulpa roja del bazo. La migracién hacia la pulpa blanca
esplénica va acompafada de la derivacion a células transicionales de tipo 2 (T2). En la pulpa blanca las
T2 dan lugar a células B maduras recirculantes (B-2), con capacidad para migrar preferentemente a
nddulos linfaticos. En la zona marginal (MZ) en la zona limitrofe entre la pulpa roja y la pulpa blanca,
residen los denominados linfocitos B de zona marginal, que pueden derivar de linfocitos B transicionales

T2, asi como de linfocitos B maduros residentes en los foliculos linfoides.

3.1.2.1. Linfocitos B-1

Los linfocitos B-1, se encuentran predominantemente en la cavidades peritoneal y pleural,
mientras que son minoritarias en los érganos linfoides secundarios y en circulacién [Hayakawa
et al., 1983]. Estos linfocitos B-1 presentan un fenotipo B220°" IgM™®" gD~ CD21" CD19"
CD23 CD11b" . Ademas es posible diferenciar entre la subpoblacién B-1a, que presenta
expresion de CD5, mientras que la subpoblacion B-1b carece de este marcador [Berland et al.,
2002]. Estas células se originan en el higado fetal y, durante la vida adulta, esta poblacion se
mantiene gracias a su capacidad de autorrenovacion [Hayakawa et al., 1986]. Sin embargo,
aun existe controversia sobre el parentesco de linaje entre la poblacion de linfocitos B-1 y los
convencionales B-2 [Herzenberg, 2000]. La poblacién de linfocitos B-1 presenta un repertorio

de inmunoglobulinas restringido, lo cual les confiere una menor diversidad en la uniéon del BCR
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a posibles antigenos. Estas células secretan espontaneamente anticuerpos naturales, que no
presentan signos de maduracion de la afinidad [Martin et al., 2000]. Estos anticuerpos son
principalmente del isotipo IgM, y a menudo reaccionan con polisacaridos microbianos, aunque
también con algunos autoantigenos, con cierta frecuencia. Se considera que estas células son
las principales efectoras de las respuestas humorales contra antigenos T-independientes de

origen microbiano [Hayakawa et al., 2000; Martin et al., 2001].
3.1.2.2. Linfocitos B de zona marginal (MZ)

En la zona marginal de la pulpa blanca esplénica, se localiza otra subpoblacion de linfocitos B
también especializada en la produccion de anticuerpos naturales [Martin et al., 2001]. Estos
linfocitos de la zona marginal (MZ, del inglés marginal zone) se encuentran en contacto directo
con macréfagos especializados en la captura de bacterias y otros antigenos particulados,
procedentes de la circulacion sanguinea que fluye por el seno marginal [Carsetti et al., 2004].
Estos macréfagos pueden estimular a los linfocitos B de zona marginal, promoviendo su
derivacion a células productoras de anticuerpos naturales o a células con funcién
presentadora. Estas ultimas tienen la capacidad de migrar a la pulpa blanca, y alli activar a
células T CD4+ [Mebius et al., 2005].

Asi, los linfocitos de zona marginal comparten con los B-1 su funcion de primera linea de
defensa de la respuesta adaptativa frente a antigenos T-independientes, transportados por la

circulacion sanguinea (MZ) o procedentes del tracto gastrointestinal (B-1).

Se considera que los linfocitos B de zona marginal (IgM" IgD"" B220°* cD21" CD1d* CD9")
[Martin et al., 2002] derivan de los linfocitos B transicionales T2 [Loder et al., 1999]. Se ha
propuesto un modelo segun el cual la intensidad de la sefial recibida a través del BCR podria
ser un factor decisivo en la diferenciacion final de los linfocitos B [Pillai et al., 2005]. Asi,
sefales relativamente intensas derivarian hacia un fenotipo de linfocitos B maduros de tipo B-2
(folicular), mientras que sefiales débiles inducirian la diferenciacion a células B de zona
marginal. No obstante, también parece probable que incluso las células B maduras (B-2)

puedan derivar a linfocitos B de zona marginal (Fig. 8).
3.1.3. ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS B

Los antigenos denominados T-independientes, como los polisacaridos y los lipidos, presentan
multiples epitopos antigénicos equivalentes, lo cual facilita el entrecruzamiento de los BCRs en
la membrana de los linfocitos B. En esta situacion, los linfocitos B son activados directamente
sin necesidad de la colaboracién de linfocitos T. La respuesta humoral derivada de estas
interacciones estd compuesta principalmente por anticuerpos de isotipo IgM de escasa

afinidad, y no se observa una capacidad de memoria importante [Mond et al., 1995].
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Los antigenos T-dependientes, principalmente de origen proteico, no pueden activar, por si
mismos, la respuesta humoral. En estos casos, como su nombre indica, la diferenciacion final
a células productoras de anticuerpos y a células memoria depende de la interaccién con
linfocitos T CD4+ colaboradores, especificos para el mismo antigeno [Parker, 1993]. La
respuesta humoral frente a este tipo de antigenos se caracteriza por la produccion de
anticuerpos de alta afinidad, con diferentes isotipos, y una mayor capacidad de memoria. Las
fases necesarias en la activacion de este tipo de respuestas se describen a continuaciéon
[Lanzavecchia A, 1985].

3.1.3.1. Estimulacién antigénica (priming)

El encuentro entre los linfocitos B naive (que no han tenido contacto previo con el antigeno) y
los antigenos suele tener lugar en los foliculos primarios, donde confluyen los linfocitos B
recirculantes y los antigenos que se encuentran en la circulacion sanguinea (bazo) o provienen
de tejido por la via linfatica (ganglios linfaticos).

Los antigenos son reconocidos por el receptor de antigeno de los linfocitos B (BCR) de forma
especifica. La inmunoglobulina de membrana consta de dos cadenas pesadas y dos ligeras,
pero ninguna de ellas tiene una region intracitoplasmatica con capacidad de unién a proteinas
intracelulares. Dentro del complejo del BCR, junto a la inmunoglobulina de membrana, se
incluye también el heterodimero Iga/lgB [Kurosaki, 1998], responsable de la sefializacion
intracelular a través de los motivos ITAM (del inglés, immunoreceptor tyrosine-based activation
motif) ricos en tirosinas [Reth, 1989]. Ademas, la activacion del linfocito B se ve favorecida por
segundas sefales que le son proporcionadas por el complejo correceptor, formado por las
moléculas CD21, CD19 y CD81 (Fig.9). CD21 se une a la proteina C3d de la via del
complemento, mientras que CD19 es responsable de la sefalizacion intracelular. De esta
manera, la activacion del linfocito B se ve potenciada si C3d se encuentra unido al antigeno
reconocido por el BCR [Fearon et al.,, 2000]. Se ha demostrado que la regulacion de la
sefalizacion via BCR ejercida por CD19 es, ademas, un elemento clave en el desarrollo de las
diferentes subpoblaciones de células B (B-1, B-2 y de zona marginal) [Engel et al., 1995;
Rickert et al., 1995].

La unién del antigeno a los receptores de membrana, ademds de iniciar la activacién de los
linfocitos B, favorece la internalizacién de los complejos antigeno-BCR en vesiculas
endosémicas, las cuales son dirigidas a las rutas de procesamiento antigénico. De esta
manera, los péptidos derivados del antigeno captado llegan a ser presentados unidos a
moléculas del MHC de clase Il [Batista et al., 2001]. El fenotipo de estos linfocitos estimulados
se caracteriza por la hiperexpresion en membrana de moléculas del MHC de clase Il, asi como
de moléculas con funcién coestimuladora como CD80 y CD86. En estos linfocitos B

estimulados se observa también un incremento en la expresién de receptores de citoquinas.
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Iga
9B

activacion del linfocito B

Figura 9. Complejo y correceptores del receptor de antigeno en los linfocitos
B. Las cadenas Iga e IgB forman parte del complejo del BCR. Las moléculas
CD21, CD19 y CD81 forman parte del complejo correceptor, que potencia la
sefial activadora del BCR cuando la proteina C3d del complemento se
encuentra unida al antigeno (principalmente antigenos de origen microbiano).
Las moléculas Iga e IgB son las responsables de iniciar la cascada de
sefializacion que media la activaciéon de los linfocitos B, mientras que CD19
potencia esta via de sefalizacion, y estimula el procesamiento y la

presentacion antigénica.

3.1.3.2. Interaccidén antigeno-especifica con linfocitos T CD4+

Los foliculos linfoides estan compuestos principalmente por linfocitos B, mientras que los
linfocitos T se localizan en la zona que rodea los foliculos, también denominada zona T. Por
ello, los linfocitos B estimulados que requieren la colaboracion de los linfocitos T CD4+
colaboradores migran al borde del foliculo [Toellner et al., 1996]. Si un linfocito T CD4+
especifico para el mismo antigeno ha sido estimulado mediante la presentacion del antigeno
por parte de una célula APC, también habra migrado a la zona del borde del foliculo y alli
podra tener lugar la interaccién antigeno-especifica entre la célula T y B (aunque el
determinante antigénico reconocido por ambas células puede ser distinto) (Fig. 10) [McHeyzer-
Williams et al., 2005]. Los linfocitos B estimulados, cuya capacidad presentadora y
coestimuladora ha sido potenciada, pueden activar a los linfocitos T a través del TCR y de
CD28, que se une a las moléculas coestimuladoras. A su vez, los linfocitos T activados
aumentan la expresion de CD40L y de citoquinas del tipo IL-2, IL-4 e IL-6 [Clark et al., 1994].

Estos factores inducen la activacion completa de los linfocitos B, los cuales se especializan en
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la produccion de anticuerpos o migran de nuevo a los foliculos linfoides para formar un centro

germinal [Bishop et al., 2001].

linfocito

linfocito
B

foliculo linfoide zona T

Figura 10. Interacciones moleculares bidirecionales entre los linfocitos B y T estimulados
(primed) via antigeno, en el borde del foliculo linfoide. El antigeno captado por los linfocitos B,
mediante la internalizacion del BCR, es presentado a los linfocitos T en forma de péptidos
unidos a moléculas del MHC de clase Il. La unién del TCR vy la interaccién con moléculas
coestimuladoras (CD80 y CD86) inducen la activacion de los linfocitos T CD4+. Estos linfocitos
colaboradores aumentan la expresién de CD40L y la produccion de citoquinas, que induciran la

activacion completa de los linfocitos B.

3.1.3.3. Diferenciacion a células plasmaticas

Algunos de los linfocitos B activados de esta manera son diferenciados directamente a
plasmablastos. La activacién via CD40 induce el cambio de isotipo [Armitage, 1992; Quezada
et al., 2004], pero éste viene determinado por las citoquinas que hayan sido producidas por los
linfocitos T colaboradores. Tras la expansion clonal de los plasmablastos, éstos derivan a
células plasmaticas que quedan residentes en las zonas extrafoliculares, o en la pulpa roja en
el caso del bazo, donde los anticuerpos producidos son liberados rapidamente al torrente
circulatorio [Ho et al., 1986; Jacob et al., 1991].
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3.1.3.4. Formacién del centro germinal: maduracién de la afinidad y produccion de células

memoria

Otros linfocitos B, en cambio, tras ser activados vuelven al foliculo linfoide para formar un
centro germinal. Alli los linfocitos B comienzan la expansién clonal y tienen lugar fenémenos
de hipermutacion somatica en las regiones variables de las inmunoglobulinas (Fig.11)
[McHeyzer-Williams et al., 2001; Wolniak et al., 2004].

1) PROLIFERACION

2) HIPERMUTACION SOMATICA

células dendriticas 3) SELECCION

foliculares
4y CAMBIO DE ISOTIPO

~ O N\ O

‘ linfocito B memoria ‘ ———————— > ‘ célula plasmatica ‘
respuesta
lgb- secundaria lgD-
IgM o 1gG en membrana secrecion de IgM o 1gG
B220++ B220+
CD19+ cD19-
CD40+ CD40-
CD24++ CD24+

Figura 11. Diagrama esquematico de los procesos que tienen lugar durante la reaccion de
centro germinal. Algunos linfocitos B, tras ser activados por las células T colaboradoras en el
borde del foliculo linfoide, migran de nuevo al interior del foliculo y proliferan, formando una zona
oscura, con una elevada densidad celular. En estas células se producen hipermutaciones en las
regiones variables de las inmunoglobulinas. Tras la migracion de los linfocitos a la zona clara del
centro germinal, donde se encuentran células dendriticas foliculares y linfocitos T foliculares, se
produce una seleccién de aquellos linfocitos B cuyo BCR ha adquirido mejor afinidad. Tras el
cambio de isotipo, los linfocitos se diferencian a células memoria o a células productoras de

anticuerpos.
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Dentro del microambiente del centro germinal existen tipos celulares especializados, como las
células dendriticas foliculares y los linfocitos T CD4+ foliculares, ambos fundamentales en el
proceso de seleccion de aquellos linfocitos B cuyo BCR ha mejorado la afinidad [Tew et al.,
1990, MacLennan, 1994; Kosco-Vilbois, 2003]. Tras este proceso de maduracion de la afinidad
por el antigeno [Rajewsky et al., 1996], se originan linfocitos B memoria y células plasmaticas
con diferentes isotipos. Los linfocitos B memoria tienen una larga supervivencia, y quedan
residentes en ganglios linfaticos u otros tejidos linfoides, mientras que las células plasmaticas
migran preferentemente a médula 6sea, donde seguiran produciendo anticuerpos de manera

continuada [Minges Wols et al., 2002].

Ante posteriores contactos con el mismo antigeno, los anticuerpos producidos de forma
continua por las células plasmaticas en médula 6sea pueden neutralizar directamente el
patdgeno u opsonizarlo, de manera que se facilita la presentacién a células B memoria
[McHeyzer-Williams et al., 2005]. Los linfocitos B memoria activados en esta respuesta
secundaria originan la proliferacion rapida de clones de linfocitos B de alta afinidad, que
desarrollaran funciones de presentacién y formaran nuevas células plasmaticas. Asi, mientras
que la repuesta primaria, resultado de la activaciéon de los linfocitos B naive, tarda entre 5y 10

dias, la respuesta secundaria se desarrolla en solo 1-3 dias.

3.2. PAPEL DE LOS LINFOCITOS B EN LA DIABETES TIPO 1
3.2.1. Produccién de autoanticuerpos

A pesar de que los linfocitos B también tienen capacidad presentadora de antigenos, durante
muchos afos han sido considerados, en el desarrollo de la diabetes autoinmunitaria,
principalmente por su capacidad secretora de autoanticuerpos contra antigenos de células
beta, los cuales pueden ser detectados en el suero de los individuos diabéticos y también
prediabéticos. Independiente de su aplicacion diagndstica, no se conoce con certeza la funcion
0 consecuencias que se derivan de la produccion de estos autoanticuerpos, en el transcurso
de la respuesta autoinmunitaria. Aunque, mediante la eliminacion de la capacidad secretora de
anticuerpos, en un modelo transgénico, se ha podido comprobar que esta funcién no es
imprescindible para que los linfocitos B promuevan el desarrollo de la diabetes [Wong et al.,
2004], otros estudios han demostrado que la transmisién transplacentaria de autoanticuerpos
maternos dirigidos contra antigenos insulares (correspondientes a isotipos 1gG) en los
animales NOD es clave en la posterior aparicién de diabetes en la progenie [Greeley et al.,
2002; Lemke et al., 2004]. Se ha postulado que estos autoanticuerpos podrian inducir, tras la
union al antigeno, la captura del inmunocomplejo mediante receptores de Fc (que reconocen la
region constante de las inmunoglobulinas), presentes en la superficie de células dendriticas,

favoreciendo de este modo la posterior presentacion del antigeno en cuestion a células T
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autorreactivas [Wong and Wen, 2005]. Alternativamente, hay otros posibles mecanismos
mediante los cuales la respuesta autoinmunitaria podria verse potenciada, por efecto de los
autoanticuerpos especificos de célula beta; entre éstos se incluyen el dafio directo a la propia
célula diana, o citotoxicidad indirecta mediante opsonizacion. No obstante, no existen
evidencias de que se produzcan estos mecanismos, en el modelo NOD o en humanos, siendo
ademas poco probables, puesto que los autoantigenos contra los que van dirigidos estos

anticuerpos son de localizacion tipicamente intracelular.

3.2.2. Presentacion de antigenos y activacion de la respuesta T

Por otro lado, la inmunoglobulina expresada en la superficie de los linfocitos B los convierte,
gracias a la elevada afinidad del reconocimiento especifico antigeno-anticuerpo, en una célula
presentadora altamente eficaz, capaz de capturar y presentar antigeno incluso cuando éste es
poco abundante. Por esta razén, numerosos estudios realizados en los ultimos afos han
indagado en la posible funcién determinante de los linfocitos B en la presentacién y/o
regulacion de los linfocitos T efectores de la respuesta autoinmunitaria dirigida contra las
células beta. Por un lado, algunos estudios apoyan la hipétesis segun la cual los linfocitos B
tendrian un papel activador en el desarrollo de la patogenia autoinmunitaria, presentando
autoantigenos insulares a linfocitos T autorreactivos, promoviendo asi su activacion. Por el
contrario, otros trabajos sugieren un posible papel inhibidor de la respuesta autoinmunitaria,

por parte de los linfocitos B.

Durante la activacion de los linfocitos T, las células dendriticas suelen ser las responsables de
la presentacion inicial del antigeno (proceso denominado priming). No obstante, se postula que
una segunda coestimulacion, por parte de linfocitos B estimulados especificos para el mismo
antigeno (como se ha descrito anteriormente que sucede en el borde de los foliculos linfoides)
potencia en gran medida la activacion de estas células T [Bretscher et al., 1999; Kleindienst et
al., 2005]. En el caso del modelo NOD, la participacion de los linfocitos B en la presentacion de
antigenos a los linfocitos T parece ser aun mas decisiva, ya que se ha descrito que en este
modelo existe una disfuncién en las capacidades coestimuladoras de las células dendriticas y
macroéfagos [Noorchashm et al., 2000]. En este sentido, diversos grupos han estudiado
diferentes modelos derivados del ratdn NOD con deficiencias a nivel de linfocitos B, y en todos
ellos se ha observado, en mayor o menor grado, una reduccion en la respuesta
autoinmunitaria. La administracion de anticuerpo anti-u en animales NOD, para deplecionar los
linfocitos B "in vivo", resulta en una incapacidad total para desarrollar diabetes, e incluso
insulitis [Noorchashm et al., 1997]. Esta observacion sugiere que los linfocitos B podrian tener
un papel imprescindible ya al inicio de la insulitis, posiblemente mediando la presentacion
inicial del antigeno a los linfocitos T [Serreze et al., 1996; Serreze et al., 1998]. El modelo de
ratén NOD.uMT (el cual presenta una disrupcion en el exon de membrana de la cadena p del

gen de la inmunoglobulina, imprescindible para la maduracion de los linfocitos B), asi como el
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modelo knock-out para B220, ambos carentes de células B, presentan una insulitis leve de
caracter "benigno" que, en la mayoria de los casos, no acaba derivando en el desarrollo de
diabetes [Akashi et al, 1997; Greeley et al, 2001; Chiu et al, 2001]. Se observa el mismo
resultado en el modelo de raton NOD con deficiencia de 1-A¥ (moléculas MHC de clase 1)
restringida a linfocitos B [Noorchashm et al., 1999a], demostrandose asi la importancia de su
funcion presentadora. Contrariamente, se ha descrito el caso de un paciente que, pese a
presentar inmunodeficiencia de células B (agammaglobulinemia ligada al cromosoma X), habia
desarrollado diabetes autoinmunitaria [Martin et al., 2001], lo cual sugiere que los linfocitos B
no son imprescindibles en el desarrollo de la enfermedad. En conjunto, estos resultados
indican que los linfocitos B podrian no ser los responsables de la primera presentacion del
autoantigeno insular a las células T autorreactivas. No obstante, si que tendrian un papel
fundamental en la activacion de la funcion efectora por parte de éstas y su posterior migracion
y proliferacién dentro del islote. De hecho, estudios recientes demuestran que los linfocitos B
son cruciales en la diversificacion antigénica de la respuesta T frente a diversos autoantigenos
de células beta, que se observa durante el desarrollo de la T1D [Dai et al., 2005; Tian et al.,
2006]. En cualquier caso, se ha demostrado que esta funciéon de amplificacién de la respuesta
autoinmunitaria viene determinada por la especificidad antigénica presentada por los linfocitos
B de un individuo, ya que se ha comprobado que el aumento, promovido a través de
manipulacion genética del BCR, de la frecuencia de células B autorreactivas contra antigenos
de islote, provoca un aumento significativo en la incidencia de la diabetes [Hulbert et al., 2001;
Silveira et al., 2002]. De la misma manera, se ha demostrado también un papel determinante
de los linfocitos B como presentadores de antigeno, en otras patologias con origen
autoinmunitario como es el caso de la artritis reumatoide o el lupus eritematoso sistémico
[Takemura et al., 2001; Martin and Chan, 2004].

3.2.3. Actividad reguladora

Contrariamente, los linfocitos B también podrian tener un papel inhibidor sobre la respuesta
autoinmunitaria. De hecho, se conoce que los linfocitos B pueden tener una accién inhibidora
directa sobre la activacion de los linfocitos T, cuando no presentan moléculas coestimuladoras
[Porakishvili et al., 2001]. Algunos trabajos sugieren que en cepas de ratones resistentes a
T1D, los linfocitos B podrian actuar controlando la respuesta destructiva de los linfocitos T
autorreactivos. Asi, se ha observado que en ratones NOR (resistentes) portadores
transgénicamente de un TCR procedente de un clon altamente diabetogénico, la presencia de
linfocitos enddgenos es suficiente para prevenir la enfermedad, aunque se presenta insulitis;
por el contrario, la ausencia de linfocitos enddégenos (NOD.Rag2-/- portadores del transgén
TCR altamente diabetogénico) desemboca en el desarrollo de una diabetes fulminante, debido
a un incremento en la desregulacion de los linfocitos T autorreactivos [Verdaguer et al, 1999].

Por otro lado, ensayos de transferencia "in vivo" de células B esplénicas estimuladas "in vitro"
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con LPS, han demostrado que éstas pueden estimular la apoptosis linfocitaria, previniendo asi
la aparicion de T1D en los animales NOD [Tian et al, 2001]. Existen también otros mecanismos
por los que los linfocitos B pueden regular la respuesta efectora; en el modelo NOD se ha
descrito que las células B pueden activar a las células reguladoras NKT para secretar IL-4
[Bezbradica et al., 2005]. Incluso, en otras enfermedades de origen autoinmunitario, se ha
descrito que la respuesta efectora y/o inflamatoria puede ser regulada por células B
productoras de IL-10, tanto en modelos murinos de esclerosis multiple (encefalomielitis
autoinmunitaria experimental) como de inflamacion intestinal cronica [Fillatreau et al, 2002;
Mizoguchi et al, 2002; Mauri et al., 2003].

Todos estos datos, aun presentar una aparente contradiccién, pueden ser indicativos de
estados funcionales determinantes de diferentes actividades (activadora versus tolerogénica)
en los linfocitos B, segun la fase de desarrollo de la enfermedad, o en distintas localizaciones

anatoémicas.

3.3. LOS LINFOCITOS B INFILTRANTES EN ISLOTES: ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Durante la fase de insulitis que precede a la aparicion clinica de la diabetes autoinmunitaria, se
encuentran linfocitos B infiltrando los islotes pancreaticos, junto con los linfocitos T. No
obstante, hasta la fecha, se han llevado a cabo pocos estudios orientados a la caracterizacién
de esta poblacion de linfocitos B infiltrantes, en el modelo de ratén NOD, habiéndose publicado
ademas resultados contradictorios [Kendall et al., 2004; Hussain et al., 2004; Hussain et al.,
2005]. Tampoco se han analizado, hasta el momento, las posibles diferencias entre las
poblaciones de linfocitos B que forman parte de infiltrados de tipo “benigno” (insulitis no
destructiva) o infiltrados efectores. Por esta razén, uno de los principales objetivos del estudio
descrito en esta memoria ha sido la caracterizacion sistematica de las caracteristicas
fenotipicas y funcionales la poblacion de linfocitos B que infiltran los islotes pancreaticos, en el
origen y desarrollo de la diabetes de tipo 1, en distintas etapas evolutivas de la enfermedad, en

cepas murinas susceptibles y resistentes.

Por otra parte, en un trabajo previo publicado por nuestro grupo [Carrillo et al., 2005] se
caracterizé la diversidad antigénica de los linfocitos B infiltrantes en islotes pancreaticos, tanto
en la cepa NOD como animales resistentes F1(NOD x NOR), asi como en el modelo 8.3-NOD,
transgénico para un TCR altamente diabetogénico. Este estudio, se llevd a cabo mediante la
generacion de lineas estables de hibridomas. El andlisis de los clones secretores de
anticuerpos reveld que, en contra de lo esperado, pocos de ellos eran especificos de
autoantigenos de islote. Curiosamente, se observd una predominancia de lineas productoras
de anticuerpos monoclonales especificos para elementos del sistema nervioso periférico (Fig.
12). Estos hibridomas, todos ellos de isotipo IgG2b o 1gG2c, revelan la importancia de la

respuesta “in situ” de los linfocitos B especificos para elementos del sistema nervioso que
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inerva los islotes. Esta respuesta no parece ser secundaria a la desestructuracién de los
islotes, puesto que esta predominancia fue observada incluso en los modelos resistentes, que
presentan insulitis benignas. Puesto que el/los antigenos de origen neuronal reconocidos por
estos linfocitos B infiltrantes podrian ser dianas clave en las fases iniciales del desarrollo de la
diabetes, la caracterizacion molecular de éstos antigenos ha sido también abordada en el

presente estudio.

Figura 12. Patron de reconocimiento de los anticuerpos
monoclonales especificos de elementos del sistema nervioso
periférico. Inmunofluorescencia realizada sobre tejido pancreatico de
raton (NOD.RAG2-/-) utilizando sobrenadante de uno de los
hibridomas con este patron (228E1), como anticuerpo primario. En el
centro de la imagen se observa un islote, parcialmente rodeado de
estructuras nerviosas, que son reconocidas por el anticuerpo

monoclonal. (x200)
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II. Hipotesis y objetivos

Nuestra hipétesis es que la poblacion de linfocitos B que forma parte del infiltrado leucocitario
en los islotes pancreaticos puede presentar cualidades funcionales distintivas, que aporten la
capacidad de regular “in situ” la actividad de los linfocitos T autorreactivos. De esta manera, los
linfocitos B infiltrantes de islotes podrian tener un papel determinante en el progreso de la

insulitis y la destruccion de la masa celular beta.

Por otro lado, la especificidad de los linfocitos B infiltrantes podria ser un factor clave en la
capacidad reguladora de los mismos, puesto que la interaccion directa con los linfocitos T
depende de la presentacion de péptidos via MHC. En este sentido, nuestra hipotesis es que el
patrén neuronal predominante observado en los linfocitos B procedentes del infiltrado
intrainsular podria deberse al reconocimiento de un autoantigeno de expresién restringida a

sistema nervioso periférico, no descrito hasta el momento.

Los objetivos planteados en este estudio son los siguientes:

I. Caracterizacion fenotipica y funcional de la poblacion de linfocitos B que infiltran los islotes

pancreaticos, en diferentes modelos murinos de susceptibilidad/resistencia a la diabetes:

» Caracterizacion fenotipica de los linfocitos B periféricos (esplénicos) en ratones NOD;
analisis comparativo con la cepa NOR, con susceptibilidad genética a trastornos de tipo

autoinmunitario, pero resistente a diabetes. Comparacién con la cepa control BALB/c.

» Seguimiento de la evolucion de la poblacion de linfocitos B, dentro del infiltrado, en las

diferentes etapas de la T1D.

» Caracterizacion fenotipica de los linfocitos B infiltrantes en islotes. Estudio comparativo del
infiltrado “benigno”, propio de animales F1(NODxNOR), e infiltrado “destructivo”,

caracteristico de animales NOD.
» Caracterizacion de la respuesta a la activacion “in vitro” en los linfocitos B infiltrantes.

» Analisis diferencial de la produccion de citoquinas en la poblacion de linfocitos B
infiltrantes.

» Determinacion de la capacidad de los linfocitos B infiltrantes para regular la activacion de
linfocitos T.
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Il. Caracterizacion antigénica del patron de reconocimiento neuronal, predominante en la

poblacion de linfocitos B infiltrantes.

» Determinacion del patrén de expresion tisular del antigeno

» ldentificacion molecular del antigeno

» Andlisis del reconocimiento diferencial de las distintas isoformas del antigeno
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1. ANIMALES: CONDICIONES DE ESTABULACION Y MANTENIMIENTO

En este estudio se ha utilizado, como modelo de diabetes tipo 1, la cepa de ratén NOD (Non-
Obese Diabetic), que desarrolla de forma espontanea una forma de diabetes autoinmunitaria
muy similar a la humana. Como modelos de resistencia a la enfermedad, se ha estudiado la
cepa NOR (Non-Obese Resistant), que aunque genéticamente muy similar a NOD no presenta
insulitis ni diabetes, y F1(NOD x NOR), primera generacién resultado del cruzamiento entre
NOD y NOR, que muestra resistencia a diabetes aunque si presenta insulitis. Por otro lado, se
ha utilizado la cepa BALB/c como modelo murino sin susceptibilidad a presentar patologias
autoimmunitarias. Las parejas fundadoras de cada una de las colonias procedian de The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine), y la congenicidad de cada una de las cepas se ha

conservado manteniendo la consanguinidad en los cruzamientos.

Tanto en el diseno experimental de los estudios, como en el mantenimiento diario de los
animales, se siguieron las directrices publicadas en el Decreto de Regulacion de la Utilizacion
de Animales para la Experimentacion de la Generalitat de Catalunya (en el marco de las
Directivas del Consejo Europeo) , para el uso y cuidado de los animales de laboratorio, bajo la
supervisiéon del Comité Etico para la Experimentacion Animal del Hospital Germans Trias i

Pujol.

Dado que la frecuencia de aparicion de la diabetes en los ratones NOD se ve influenciada por
factores ambientales, éstos fueron especialmente tomados en consideracion. Por esta razén,
los animales fueron mantenidos en una unidad libre de patégenos (SPF, specific pathogen-
free); ésta es una zona de estabulacion con presion positiva, en la cual los procedimientos de
trabajo estan disefiados con el fin de mantener las condiciones de esterilidad. Para minimizar el
riesgo de entrada de posibles patégenos por via enteral, el alimento suministrado a los
animales era irradiado (no es posible autoclavarlo, ya que el tratamiento a alta temperatura
altera la composicion) y el agua de bebida autoclavada. Asimismo, también fue esterilizado, o
desinfectado con un agente bactericida y virucida (Virkon, 132035, Bayer), todo aquel material
que fue utilizado en la zona SPF (jaulas, serrin para el lecho de las jaulas, etiquetas, ropa de

trabajo, etc.).

Para seguimiento de la diabetes se utilizaron tiras reactivas colorimétricas para la deteccion de
glucosa en orina (Chroma2, CK105, Menarini Diagnostics). La positividad de las tiras
(>250mg/100ml), en dos dias consecutivos, fue considerado como diagnéstico de debut clinico

de diabetes.

En estas condiciones, un 85% de hembras y un 37% de machos de nuestra colonia de ratones

NOD desarrollaron T1D antes de las 32 semanas de edad, con un maximo de incidencia entre
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las 20-25 semanas. En contraposicion, ningun animal NOR presentd diabetes, mientras que

so6lo un 19% de las hembras F1(NODxNOR) desarrollaron la enfermedad.
2. ANALISIS HISTOLOGICO

El analisis histologico de los islotes pancreaticos de animales NOD, tenia como objetivo la
determinacion de la distribucién espacial de los linfocitos B dentro del infiltrado, asi como la

posible proliferacion de los mismos “in situ”.
2.1. OBTENCION DE CRIOSECCIONES

Para la obtencién de 6rganos los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical.
Tras realizar una incisién a lo largo de la linea media del animal y dejar al descubierto la
cavidad abdominal, el pancreas fue extraido e inmediatamente congelado en isopentano
durante al menos 3 minutos, manteniendo el recipiente con isopentano sumergido en un bafio
de acetona con nieve carbdnica. Desde ese momento, las muestras fueron criopreservadas a

—70°C hasta su utilizacion.

Los cortes histolégicos se obtuvieron a partir de los bloques de tejido congelados, utilizando un
criostato (2800 Frigocut N, Reichert-Junc), con el fin de conseguir criosecciones de un grosor
de 5um. Los cortes, recogidos sobre portaobjetos (Multispot microscope slides, pH-005,
Hendley-Essex), fueron fijjados mediante secado durante 30 minutos con un ventilador

domeéstico, antes de proceder con la tincion histolégica o de nuevo a su conservacion a —70°C.
2.2. TINCION HISTOLOGICA MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA

Las criosecciones, de 5 um de grosor, fueron descongeladas y fijadas mediante secado
utilizando un ventilador, durante un minimo de 30 minutos (no se utilizé ninguna solucién
fijladora, con el fin de evitar posibles alteraciones en los epitopos reconocidos por los

anticuerpos primarios utilizados).

Con el objetivo de localizar la posicion relativa de los linfocitos B, objeto principal del estudio,
en relacion al resto de poblaciones celulares que se encuentran en el infiltrado pancreatico de
los ratones NOD durante la insulitis, se realizaron tinciones dobles sobre las secciones de

pancreas, con los anticuerpos descritos en la tabla 8.

En primer lugar, los cortes fueron rehidratados con PBS (preparado a partir de Phosphate
Buffered Saline 10X pH 7.4, 1666789, Roche) durante 10 minutos, antes de ser incubados con
los correspondientes anticuerpos primarios anti-células T, dendriticas o macréfagos (Tabla 8).
Para la tincion, se dispensaron 50 ul del correspondiente sobrenadante, sin diluir, sobre cada

una de los cortes histoldgicos, siguiéndose una incubacion durante toda la noche a 4°C en
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camara humeda. Tras la eliminacion del anticuerpo no unido mediante dos lavados con PBS,
de 5y 10 minutos respectivamente, las secciones fueron incubadas durante 1 hora, a 4°C y en
oscuridad, con 50 ul del correspondiente anticuerpo secundario marcado con fluoresceina: anti-
rat IgG+M (3010-02, Southern) o anti-hamster IgG (HA6101, Caltag), ambos preparados a una
dilucion 1/100 en PBS + 1% FBS (Suero fetal bovino, 10270-106, Gibco). Tras lavar
nuevamente las secciones, se realizd la tincion con el anticuerpo primario anti-células B
marcado con biotina (50 pl por muestra) diluido 1/100 en PBS + 1% FBS, durante 1 hora a 4°C
en oscuridad. Después de eliminar el exceso de anticuerpo, las muestras fueron finalmente
incubadas con streptavidina marcada con rodamina, diluida 1/100 en PBS + 1% FBS, durante
30 minutos a 4°C, también en oscuridad. Tras un ultimo lavado de las secciones con PBS,
éstas fueron cubiertas con el medio Fluoprep (75521, bioMérieux) y un cubreobjetos.
Finalmente las muestras fueron selladas con esmalte transparente para evitar su
deshidratacion, y mantenidas a 4°C y en oscuridad hasta el momento de ser visualizadas

mediante microscopia de fluorescencia.

Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados en las tinciones histolégicas.

POBLACION CELULAR ANTICUERPO PRIMARIO
Linfocitos T CD4+ rat anti-CD4 (clon GK1.5, ATCC)
Linfocitos T CD8+ rat anti-CD8 (clon Lyt2.2, ATCC)
Macréfagos rat anti-F4/80 (clon HB-198, ATCC)
Células dendriticas hamster anti-CD11c (clon N418, ATCC)
Linfocitos B rat anti-CD45R/B220-BIOTIN (clon RA3-6B2, BD)

Alternativamente, para analizar la posible proliferacion de los linfocitos B en el propio infiltrado,
las secciones fueron tefiidas utilizando anti-Ki67 (NCL-ki67p, NovoCastra) como anticuerpo
primario, a una dilucién 1/500 en PBS + 1% FBS. Ki67 es una proteina nuclear expresada en
células en division (fases G1 tardia, S, M y G2). Este marcaje fue revelado utilizando un
anticuerpo secundario goat anti-rabbit marcado con fluoresceina (4052-02, Southern) a una
dilucion 1/100. Seguidamente, las secciones fueron tefiidas, tal como se ha descrito

anteriormente, para la localizacion de las células B.

En todos los casos, se prepard siempre un control negativo, que consistié en una seccién
donde no se aplicaron los anticuerpos primarios, aunque si fue incubada, como el resto de
muestras, con los anticuerpos secundarios. De esta manera se descartaron posibles
reactividades cruzadas de los anticuerpos secundarios con elementos propios del tejido,

asegurando asi la correcta especificidad de las tinciones.
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Una vez finalizada la tincion de las preparaciones, éstas fueron visualizadas utilizando un
microscopio de fluorescencia (Axioskop2, Zeiss), y las imagenes se obtuvieron a través de una
camara de video (Hamamatsu Color Chilled 3CCD camera C5810) y el software Openlab
(V2.1.1, Improvision). Las imagenes finales de las inmunoflurescencias dobles se obtuvieron
mediante la solapacién de imagenes (opcion “Merge RGB planes”) obtenidas con los diferentes

filtros de fluorescencia, sobre la misma muestra.

3. ANALISIS DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE CELULAR MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO

Para poder analizar la expresion de antigenos de superficie celular en diferentes poblaciones
de linfocitos B mediante citometria de flujo, era necesario disponer de una suspension celular
representativa de cada muestra. Con este fin, se siguieron diferentes protocolos para la
obtencién de suspensiones celulares, segun el érgano de origen (pancreas, bazo y ganglios

linfaticos).

3.1. AISLAMIENTO DE ISLOTES PANCREATICOS MEDIANTE DIGESTION CON
COLAGENASA

El objetivo de esta técnica era eliminar de la muestra la porcion correspondiente al tejido
exocrino, que es el mayoritario en el pancreas. Era imprescindible seguir un protocolo de
purificacion de islotes pancreaticos, ya que en nuestro caso nos interesaba analizar
especificamente la poblacién de células infiltrantes en los islotes, y no los leucocitos que se

pueden encontrar diseminadas en el tejido intersticial o circulando por los vasos sanguineos.

Se utilizé Colagenasa tipo IV (CLS-4, Whortington) para disgregar el pancreas con el fin de
poder aislar los islotes; a diferencia de otras enzimas como la tripsina, la colagenasa tiene un
menor efecto proteolitico sobre las proteinas que se encuentran en la superficie celular, lo cual
es de vital interés para el posterior analisis de marcadores de superficie. La colagenasa se
utilizé a una concentracion equivalente a 470 U/ml, disuelta en HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution 10X, 14060-040, GibcoBrl; diluido 1/10 en agua destilada + 0.35gr/L NaHCO3).

El protocolo quirdrgico seguido consistié en inyectar la solucién de enzima colagenasa en el
pancreas del animal, utilizando la vias naturales que representan el colédoco y el conducto
pancredtico. Obstruyendo el paso a través del resto de ramificaciones del colédoco, la
colagenasa circula hacia el pancreas y difunde por todo el 6rgano, sin dirigirse a otros érganos
que conectan con el mismo conducto (intestino e higado). Para el éxito final de esta técnica,
era imprescindible que se mantuviera inalterada la anatomia natural de los érganos adyacentes

al pancreas, motivo por el cual la extraccion del resto de érganos se realizé con posterioridad.
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Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical, y se realizé una incision
longitudinal en la linea media del animal, desde la parte inferior del abdomen hasta el térax,
abriendo lateralmente el campo de intervencion en la medida de lo posible. También se retird
el tercio frontal de la caja toracica (costillas y esternén) con el fin de facilitar las siguientes
maniobras. Apartando la masa intestinal hacia el lado izquierdo del animal, y un poco por
debajo de la unién con el estdbmago, se localizé y pinzé la ampolla de Vater con una primera
pinza tipo mosquito, obstruyéndose asi el paso de liquido hacia intestino. Posteriormente se
pinzaron también la vesicula biliar, con el segundo mosquito, y la rama lateral del colédoco,
que se dirige hacia el higado, con el tercer mosquito. De esta manera se obstruy6 también el
paso de liquido hacia el higado (Fig. 13-A). Mientras el conducto colédoco se mantenia tenso
mediante los mosquitos, éste fue canulado con una aguja de 30G, aprovechando el apoyo de
una pinza fina dentada para sostener la aguja en el interior del conducto (Fig. 13-B). Tras la
inyeccion de 3 ml de colagenasa fria, se comprobé que ésta habia sido distribuida por todo el
pancreas (Fig. 13-C).

Figura 13. Protocolo de inyeccién de colagenasa en pancreas. A. Pinzamientos a nivel de la ampolla
de Vater (1), de la vesicula biliar (2) y de la ramificaciéon hepatica izquierda del colédoco (3). B.
Inyeccién de colagenasa a través del colédoco. C. Detalle del pancreas dilatado, tras la inyeccion de

colagenasa.

Tras la inyeccién de colagenasa, se procedié a la extraccion de los 6rganos de interés. En
primer lugar se extrajeron los ganglios linfaticos mesentéricos, que se encuentran formando
una cadena en la linea media del mesenterio. A continuacion se aparté cuidadosamente el
intestino en toda su longitud, dejando al descubierto el pancreas en su totalidad.
Posteriormente se recogio el bazo. Dejando a un lado el pancreas, se podian visualizar los
ganglios pancreaticos, adyacentes a la cabeza del pancreas, por debajo del estomago. Estos
ganglios regionales fueron extraidos aplicando una ligera traccién con unas pinzas. Estas tres
muestras se recogieron en tubos conteniendo suero fisiolégico frio, y fueron mantenidas en
hielo, con el fin de evitar la actividad enzimatica de la colagenasa (por si algun pequefio

volumen hubiese ido a parar a éstos 6rganos durante la extraccion, debido a su proximidad
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fisica con el pancreas). A continuacion se extrajo el pancreas, inyectado previamente con
colagenasa, evitando la grasa adyacente, ya que ésta dificulta el posterior procesamiento del
o6rgano. El pancreas asi obtenido fue mantenido también en un tubo en hielo (sin suero

fisiologico en este caso) hasta el momento de la digestion.

La digestion del pancreas con la enzima colagenasa se realizé incubando la muestra en un
bano a 37°C durante 20 minutos, tras los cuales se paré la digestion afadiendo 50 ml de HBSS
frio. A continuacion el tejido fue disgregado mecanicamente con una pipeta de 10 ml hasta
obtener una suspension homogénea. Tras la sedimentacion de la muestra durante 7 minutos
en hielo, durante la cual los islotes se depositaron en el fondo del tubo, el sobrenadante fue
descartado, ya que contenia mayoritariamente restos de grasa y tejido exocrino. El sedimento
fue recuperado y pasado a una capsula de Petri (90 mm de diametro), sobre la cual se
recogieron los islotes pancreaticos manualmente con una pipeta y la ayuda de una lupa
binocular a 15 aumentos (0-6.4X, 475057, Zeiss). Mediante este protocolo, se obtuvieron 50-
200 islotes por muestra, segun el grado de insulitis. Finalmente, para obtener una suspension
celular, conteniendo linfocitos infiltrantes de los islotes para su posterior andlisis mediante
citometria, se procedi6 a una suave disgregacion mecanica de los islotes de Langerhans
recogidos, utilizando un homogeneizador manual de pistén (cuerpo de vidrio + émbolo de

teflon).
3.2. DISGREGACION Y HEMOLISIS DEL BAZO

Antes de realizar un andlisis mediante citometria sobre la muestra de bazo, era necesario
obtener una suspension celular y sobre ella realizar un proceso de hemdlisis, para eliminar los
eritrocitos (tienen un alto nivel de autofluorescencia, que podria interferir en el analisis de los
resultados). Con esta finalidad, el 6rgano fue depositado en una capsula de Petri conteniendo
10 ml de Solucién de Hemdlisis (140 mM NH4CI en una solucién 16,8 mM Tris) y disgregado
mecanicamente utilizando la zona esmerilada de dos portaobjetos. Los hematies fueron lisados
en esta solucién a temperatura ambiente durante 8 minutos, tras los cuales se afiadieron, 40 ml
de HBSS, para prevenir la lisis del resto de células. Posteriormente, se realizé un lavado de la
muestra mediante centrifugacion (450 xg durante 5 minutos) para finalmente resuspender el

botén celular en HBSS.
3.3. DISGREGACION DE LOS GANGLIOS LINFATICOS

En el caso de éstos 6rganos, el Unico proceso que se necesitd para conseguir la muestra
adecuada para analizar mediante citometria, fue una disgregacion mecanica utilizando

portaobjetos esmerilados, de la misma manera que se ha descrito para el bazo.
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3.4. CONTROL DE LA DIGESTION CON COLAGENASA

En general, se considera que la enzima colagenasa tiene poco efecto proteolitico sobre las
moléculas que se encuentran en la superficie de las células. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que el preparado comercial de colagenasa puede contener, ademas, trazas de otras
enzimas como la tripsina (variable segun el lote utilizado), que pueden afectar en mayor grado
a los antigenos de superficie. Con el objetivo de conocer hasta qué punto podia alterar la
digestion con colagenasa, que se seguia en este protocolo, a la estructura de los diferentes

antigenos de superficie, se realizaron controles de digestion sobre muestras de esplenocitos.

Asi, una alicuota de la muestra de esplenocitos (5 millones de células) fue digerida con 1 ml de
colagenasa en un bafio a 37°C durante 45 minutos. Tras parar la digestion con HBSS y hacer
un lavado para eliminar los restos de colagenasa, se procedié a la tincién, en paralelo con una

muestra de esplenocitos sin digerir, para su posterior analisis mediante citometria de flujo.

Aunque en el protocolo de digestion del pancreas con la colagenasa, la digestion propiamente
dicha tiene una duracion de 20 minutos, se prefiridé realizar los controles sobre muestras de
esplenocitos con un tiempo de exposicion a la colagenasa mucho mayor, para discernir

claramente hasta qué punto se podian ver alterados cada uno de los marcadores de superficie.
3.5. MARCAJE DE ANTIGENOS DE SUPERFiCIE

Puesto que el citometro utilizado (FacScan, BD) disponia de 3 canales de fluorescencia, en
cada tubo de tincidon se combinaron hasta 3 anticuerpos, de los descritos en la tabla 9,
marcados directamente con los fluorocromos FITC (fluorescein) o PE (phycoerithrin), o bien
ligados a biotina, que en un segundo paso fue revelada con estreptavidina marcada con el
fluorocromo PerCP (peridinin chlorophyll protein).

Después de realizar el recuento celular de cada una de las muestras, se dispensaron 500.000
células por tubo y se lavaron con 2 ml de Facs Buffer (1% FBS y 0,1% azida sédica en PBS).
Tras una centrifugacion de 5 minutos a 450 xg se descart6 el sobrenadante. En cada tubo se
hicieron combinaciones de 3 anticuerpos marcados diferencialmente (PE, FITC y BIOTINA). El
anticuerpo anti CD19-PE se utiliz6 en todos los tubos, con el fin de identificar, en todo
momento, la poblacion correspondiente a las células B, ya que eran el principal centro de
interés en este estudio. Todos los anticuerpos primarios descritos en la Tabla 9 fueron
utilizados a una dilucién 1/100 en Facs Buffer. Asi, para cada una de las tinciones, se diluyeron
0,5 ul de cada uno de los tres anticuerpos, en 50ul de Facs Buffer. Seguidamente, se
resuspendieron las muestras de cada tubo en esta solucién, y se realizé una incubacion de 20
minutos a 4°C y en oscuridad. Para eliminar el exceso de anticuerpo primario no unido se
realizé un lavado de cada una de las muestras con 1 ml de Facs Buffer. Para aportar la tercera

fluorescencia, se realizd una segunda tincidon con estreptavidina conjugada con PerCP (BD
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Pharmingen), que se une a los anticuerpos marcados con biotina. Se utilizé una dilucién 1/10
en Facs Buffer, resuspendiendo las células de cada tubo con 50 pl de esta dilucion.
incubacion de esta tincion también se realizé a 4°C durante 20 minutos en oscuridad.
Finalmente, para eliminar el exceso de estreptavidina se realizé un ultimo lavado de las

muestras, y éstas fueron resuspendidas en 350 ul de Facs Buffer, para su posterior analisis

mediante citometria de flujo.

ANTICUERPO
anti-CD19 — PE (1D3)

anti-CD21 — FITC (7G6)

anti-CD45R/B220 - FITC (RA3-6B2)

Tabla 9. Anticuerpos monoclonales utilizados en la deteccion de antigenos de superficie
para analisis mediante citometria de flujo. Todos ellos procedian de BD Pharmingen,
excepto el anticuerpo anti-CD11c, que era de Southern Biotechnology Associates. Entre

paréntesis se indica el nombre del clon productor del anticuerpo.

‘ TIPO DE MARCADOR DE SUPERFICIE

marcadores especificos de linfocitos B

anti-lgA — BIOTIN (C10-1)

anti-IgD — FITC (11-26¢.2a)

anti-IgG1 — BIOTIN (A85-1)

anti-lgG2a2b — BIOTIN (R2-40)

anti-lgG2b — BIOTIN (R12-3)

anti-lgG3 — BIOTIN (R40-82)

anti-lgM — BIOTIN (R6-60.2)

isotipos de inmunoglobulina

anti-H-2K® —= BIOTIN (SF1-1.1)

anti-I-A“ — BIOTIN (10-3.6) , presenta
reactividad cruzada con el alelo I-A%

moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad

(MHC de clase | y |l respectivamente)

anti-CD24 — FITC (M1/69)

indicador del estado de madurez y/o
activacion

anti-CD5 — FITC (53-7.3)

anti-CD11b - BIOTIN (M1/70)

utilizados como marcadores de
subpoblaciones linfocitarias B (B-1)

anti-CD44 — BIOTIN (IM7)

anti-CD40 — BIOTIN (3/23)

anti-CD69 — FITC (H1.2F3)

marcadores de activacion

anti-CD80 — BIOTIN (16-10A1)

anti CD86 - BIOTIN (GL1)

moléculas coestimuladoras
(B7-1 y B7-2 respectivamente)

3.6. ANALISIS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Las muestras fueron analizadas utilizando el equipo FACScan de Becton Dickinson y el
software CellQuest, con los cuales se puede obtener informaciéon correspondiente a cinco

parametros, de cada una de las células analizadas: dispersién frontal (forward scatter),

dispersion lateral (side scatter), y tres canales de fluorescencia.
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Se captaron, en el citometro, 10000 eventos de cada uno de los tubos de tincion. La poblacién
correspondiente a los linfocitos vivos (R1), se seleccion6 teniendo el cuenta los parametros de
dispersion frontal y lateral, y la viabilidad observada previamente mediante tincién con yoduro
de propidio. Posteriormente, la poblacién de linfocitos B, que es la que nos interesaba analizar,

se identificé mediante la positividad para el marcador CD19 (R2) (Fig. 14).

En los casos en los que el histograma de fluorescencia para un determinado marcador
mostraba claramente un Unico pico en la poblacion de linfocitos B, se analizé el valor de la
mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI, del inglés median fluorescence intensity), ya
que es una medida mas robusta que la media, en el caso de poblaciones celulares poco
abundantes. En cambio, cuando el histograma presentaba una amplia gradacion en la
expresion del marcador, o una distribuciéon bi-modal, se analizé la proporcién de células
positivas. Se utilizé una muestra sin teiir para ajustar el umbral de positividad, para cada canal

de fluorescencia.
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Figura 14. Analisis de las muestras mediante citometria de flujo. Dentro
de la poblacién de linfocitos (R1), las células CD19+, correspondientes a
los linfocitos B (R2), fueron analizadas para determinar los niveles de

expresion de los diferentes antigenos de superficie.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores mostrados en las graficas de barras representan la media + error estandar de
un minimo de tres experimentos independientes. La comparativa estadistica entre los
diferentes grupos experimentales se realizd6 usando el Test U Mann-Whitney (SPSS vy

GraphPad Prism), indicado para tamafos muestrales pequefios.
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4. DETECCION DE CITOQUINAS INTRACELULARES

Con el objetivo de detectar la produccién de citoquinas por parte de los linfocitos B, en las
diferentes poblaciones estudiadas, se utilizaron técnicas de tincion intracelular y deteccion

mediante citometria de flujo.

El nivel de produccion de citoquinas por parte de linfocitos suele ser demasiado baja, en
condiciones fisioldgicas, para poder ser detectada mediante citometria de flujo. Por esta razon,
previamente a la deteccion, se aplicé un agente estimulador, a la vez que se bloqueaban los
mecanismos celulares de secrecion, para potenciar la acumulacion intracelular de las proteinas
producidas. Posteriormente, para poder inmunodetectar estas citoquinas, fue necesario
permeabilizar las células, para que los anticuerpos pudieran acceder a las vesiculas de

secrecion donde habian quedado retenidas las citoquinas.
4.1. ACTIVACION CELULAR Y BLOQUEO DE LA SECRECION

El protocolo de recoleccion de érganos que se siguio para este analisis fue el mismo que se ha
descrito anteriormente, para la obtenciéon de muestras para analisis de antigenos de superficie
mediante citometria de flujo, salvando las diferencias necesarias para preservar, en este caso,
la esterilidad de las muestras. Por ello, se tuvo especial consideracién en la desinfeccion del

area de trabajo y del material quirurgico.

Posteriormente, la disgregacion mecanica del pancreas, asi como la recoleccién de los islotes
pancreéticos con la ayuda de la lupa binocular (descrita en la seccion 111.3.1.), fueron realizadas
en una campana de flujo laminar. Los islotes recolectados fueron dispuestos en placas de 96
pocillos de fondo plano, a razén de 20 islotes por pocillo. Una vez sedimentados los islotes (5
minutos), se recogio el exceso de medio HBSS, y se les afiadiéo 200 ul de medio de cultivo
completo [MCC: RPMI 1640 (31870-025, Gibco) + 10% FBS inactivado por calor + 2mM L-
glutamina + 100 U/ml penicilina + 100 ug/ml estreptomicina + 1mM piruvato sédico + 25 pM 2-
mercaptoetanol]. Asimismo, se dispensaron 2,5x10° esplenocitos por pocillo y éstos fueron

puestos en cultivo de la misma manera, y en paralelo, a los islotes.

Para estimular la activacion, y consecuente sintesis de citoquinas, se suplementaron los
cultivos con 5 ng/ml de PMA (P-1585, Sigma) y 500 ng/ml de ionomicina (I-0634, Sigma), a la
vez que se afnadié monensina a una concentracion final de 10 uM (00-4505, eBioscience) para
bloquear la secrecion de las citoquinas producidas por las células. Tras 5 horas de incubacién

a 37°C y 5% CO,, las células fueron recogidas para ser analizadas mediante citometria de flujo.

Durante el tiempo de cultivo, ademas de activarse, los linfocitos infiltrantes de islote

abandonaban los islotes y quedaban suspendidos en el medio de cultivo, facilitando asi su
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recoleccion y andlisis mediante citometria, sin necesidad de disgregar mecénicamente la

muestra.

4.2. MARCAJE DE CITOQUINAS INTRACELULARES

Para la deteccidén de citoquinas intracelulares se utilizd el kit “Ready-SET-Go! Intracellular
Cytokine Staining Kit” (88-7777, eBioscience), siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit
consta de la solucion de monensina, la solucion de fijacion y la soluciéon de permeabilizacion,
asi como los diferentes anticuerpos anti-citoquinas marcados con FITC, y sus correspondientes

controles de isotipo, también marcados.

En primer lugar se procedié al marcaje de las células con anticuerpo anti-CD19 PE (1D3, BD
Pharmingen), que nos serviria posteriormente para identificar la poblacion de linfocitos B. Para
ello se siguié el mismo protocolo descrito anteriormente (seccion 111.3.5.) para la deteccion de
antigenos de superficie, con la modificacion de afadirle monensina 10uM al Facs buffer (1%
FBS y 0,1% azida sddica en PBS) durante la tincidn, para evitar que se perdieran en este paso

las citoquinas acumuladas en el interior de las células.

Tras el ultimo lavado de la tincién de superficie, se afadieron 100 ul de solucion de fijacion (4%
paraformaldehido) a las células, con especial atencion de resuspender las células a conciencia
(vortex al menos durante un minuto). Se dejo actuar la solucion de fijacion durante 20 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad, y después se realizaron dos lavados con 1 ml de
solucién de permeabilizacion (0,1% saponina) cada uno, tras los cuales se incubaron las
células en 100 ul de solucién de permeabilizacion durante otros 5 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Para realizar la tincidon con anticuerpos anti-citoquinas (Tabla 10) se
dispensaron 20 pul (equivalente a 0,2 pg) de los anticuerpos correspondientes a cada muestra, y
se incubaron durante 20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Para eliminar el
anticuerpo no unido tras la incubacion, se realizé6 un lavado de las muestras con 1 ml de
solucién de permeabilizacion. Finalmente las células fueron resuspendidas en 350 pl de

solucion de permeabilizacion para su analisis mediante citometria de flujo.

Tabla 10. Anticuerpos anti-citoquinas marcados con FITC y correspondientes controles

de isotipo.
ANTICUERPO CONTROL ISOTIPO
anti-IFNy FITC (XMG1.2) FITC Rat IgG1 (eBRG1)
anti-IL-4 FITC (BVD6-24G2) FITC Rat IgG1 (eBRG1)
anti-IL-10 FITC (JES5-16E1) FITC Rat IgG2b (eBRG2b)
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4.3. ANALISIS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Las muestras fueron analizadas utilizando el equipo FACScan de Becton Dickinson y el
software CellQuest. Como se ha comentado anteriormente, la poblacion correspondiente a los
linfocitos vivos se selecciond teniendo en cuenta los parametros de dispersién frontal y lateral,
y la poblacién de linfocitos B, que es la que nos interesaba analizar, se identific6 mediante la

positividad para el marcador CD19.

El marcaje positivo para IFNy de un 20% de las células CD8+ procedentes de los cultivos de
esplenocitos fue considerado como control positivo de que la técnica funcionaba

adecuadamente.

El umbral de positividad para cada tincion fue ajustado, para cada muestra, a partir del analisis
de la tincién con el anticuerpo de control isotipico correspondiente, con un nivel maximo de
tolerancia de un 1% de células positivas en el control negativo (por lo tanto, porcentajes
inferiores a 1% en las muestras tefidas con los anticuerpos anti-citoquinas no deberian ser

tomados en consideracion).

5. ESTIMULACION “IN VITRO” DE LINFOCITOS B PROCEDENTES DE
INFILTRADO PANCREATICO

Con el objetivo de caracterizar la respuesta de las diferentes poblaciones de linfocitos B, frente
a diversos agentes estimuladores, se realizaron ensayos de estimulaciéon "in vitro" utilizando

muestras procedentes de pancreas y bazo (control).

El protocolo de recoleccion de los 6rganos necesarios para este estudio fue el mismo que se
ha descrito anteriormente para el andlisis de antigenos de superficie (111.3.1. y [11.3.2.),
manteniendo, como en el caso de la extraccion de érganos para la deteccién de citoquinas

intracelulares, la esterilidad de las muestras, puesto que iban a ser cultivadas “in vitro”.
5.1. CONDICIONES DE CULTIVO

Los islotes y esplenocitos fueron dispuestos en placas de cultivo de 96 pocillos, tal como se
describe en la seccién 111.4.1., en 200 yl de MCC.

Algunos cultivos fueron suplementados con 10 ug/mL LPS (serotipo 0111:B4, L3012, Sigma-
Aldrich Chimie), que produce una activacion policlonal de los linfocitos B via TLRs. Otros, en
cambio, fueron activados con 10ug/mL anti-CD40 (no azide/low endotoxin, clone 3/23, BD
Pharmingen) + 10 U/mL IL-4 (404-ML-005, R&D Systems), estimulando las mismas vias de

sefalizacion que estan implicadas en la activacion mediada por células T. Los controles
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negativos consistieron en cultivos sin estimular; con medio de cultivo completo sin suplementar.

Todos los cultivos fueron mantenidos a 37°C con 5% CO, durante 48 horas.
5.2. ANALISIS FENOTIPICO DE LOS LINFOCITOS B ACTIVADOS

A tiempo 0, asi como a las 24 y 48 horas después del inicio del cultivo, se recogieron las
suspensiones celulares y se analizé la expresion de antigenos en la superficie de las células B.
Los protocolos de tincion y deteccion seguidos en este ensayo fueron los mismos descritos

anteriormente en los apartados 111.3.5. y 3.6.

6. ENSAYOS DE PROLIFERACION DE LINFOCITOS T

Los ensayos de proliferacion realizados tenian como objetivo medir la capacidad de las
diferentes poblaciones de linfocitos B para activar o inhibir la proliferacién de linfocitos T
autdlogos. El protocolo utilizado fue una adaptacion de la metodologia clasica (Current
Protocols in Immunology, 1991) para muestras pequefias. En este sentido, se sustituyo la
medicion de la proliferacion mediante la incorporacion de timidina tritiada, por el seguimiento de
las divisiones celulares mediante tincion intracelular con CFSE (carboxy-fluorescein diacetate

succinimidyl ester).
6.1. PURIFICACION DE POBLACIONES LINFOCITARIAS T Y B MEDIANTE SORTING

El protocolo de obtencién de esplenocitos e infiltrado de islotes fue el mismo que se ha descrito
para el andlisis de antigenos de superficie, manteniendo las condiciones de esterilidad para
que las muestras pudieran ser cultivadas posteriormente. A continuacién, se procedié con el
protocolo de sorting para purificar, por un lado la poblacion de linfocitos T (CD3+) y por otro la

de linfocitos B (CD19+), tanto procedentes de bazo como de islotes.

Tras realizar un recuento celular de las muestras obtenidas, se dispensaron un maximo de
2,5x10° células por tubo (uno para bazo y otro para islotes). Para eliminar restos de otras
soluciones, las muestras fueron diluidas en 4 ml de Sorting Buffer (1% FBS en PBS + 100 U/ml
penicilina + 100 ug/ml estreptomicina) y después fueron centrifugadas durante 5 minutos a 450
Xg , tras lo cual se descarté el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 250 ul de
Sorting Buffer y se afiadieron 2,5 ul de cada uno de los anticuerpos FITC anti-CD3 (clon 17A2,
BD Pharminten) y PE anti-CD19 (clon 1D3, BD Pharmingen), a lo que sigui6 una incubacién de
20 minutos a 4°C y en oscuridad. Tras el marcaje, las muestras fueron resuspendidas en 1,5 ml
de Sorting Buffer y filtradas (Pre-separation Filters, poro 30 um, 130-041-407, Miltenyi Biotec
GmbH) para evitar obturaciones en los conductos del Sorter. El proceso de purificacion de las
poblaciones de células CD3+ y CD19+ se llevd a cabo mediante el equipo sorter FACS

Vantage de Becton Dickinson, previamente acondicionado con PBS estéril como liquido de flujo
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para evitar contaminaciones de las muestras. Durante este proceso se recogieron, de forma
paralela, las poblaciones CD3+ y CD19+ en sendos tubos conteniendo 2,5 ml de medio de
recogida (medio de cultivo completo suplementado con 20% de FBS) cada uno y mantenidos
en frio. En todos los casos la pureza de las poblaciones obtenidas, analizada posteriormente

mediante citometria de flujo, fue superior al 98% (Fig. 15).
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Figura 15. Poblaciones linfocitarias purificadas mediante sorting.
A. Linfocitos T (CD3+). B. Linfocitos B (CD19+)

6.2. MARCAJE INTRACELULAR DE LINFOCITOS T CON CFSE

Para hacer el seguimiento de la proliferacién de los linfocitos T se marcaron las células
intracelularmente con CFSE, de esta manera fue posible realizar los ensayos de proliferacion
en muestras mas pequefias de lo habitual en otras técnicas como la medida de la incorporacién
de timidina tritiada. El tamafio de las poblaciones celulares purificadas era un factor limitante en

este estudio, especialmente en el caso de los linfocitos procedentes de infiltrado de islotes.

En primer lugar se realizé un recuento de las células T, previamente purificadas mediante
sorting. Tras centrifugar la muestras durante 5 minutos a 450 xg, se descarté el medio de
recogida y se resuspendieron los botones celulares en el volumen adecuado de suero
fisioldgico, de manera que la concentracion celular final fuera equivalente a 5 millones por

milimetrol.

El CFSE (C-1157, Molecular Probes) preparado a partir de un soluciéon de trabajo 5mM en
DMSO, fue diluido 1/4000 en suero fisioldgico (concentracién final 1,25 uM). En un tubo tipo
eppendorf se mezclaron volumenes iguales de la suspension celular y la dilucién 1/4000 del
CFSE, y se siguidé una incubacion en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente.
En este paso era importante que no quedasen restos del medio de recogida, ya que las
proteinas procedentes del FBS podian dificultar la entrada del CFSE en las células. Tras la
incubacion, la tincion intracelular se bloqueé con un volumen igual de FBS (inactivado por

calor), durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Para eliminar el CFSE no
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internalizado y el FBS, se hicieron dos lavados de las células con suero fisiolégico,
consistentes en sendas centrifugaciones durante 5 minutos a 300 xg seguidas de la
eliminacion del sobrenadante. Finalmente, las células fueron resuspendidas en medio de

cultivo completo.

Un pequefo volumen de muestra (5 ul) fue suficiente para comprobar, mediante deteccién de
la fluorescencia del CFSE con el citometro de flujo, que el marcaje se habia realizado con éxito
(Fig. 16).

Counts
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Figura 16. Histograma obtenido mediante citometria de
fluorescencia, de una poblacién purificada de linfocitos T

marcada con CFSE.

6.3. CULTIVOS MIXTOS

Tras obtener las poblaciones purificadas de linfocitos B y T, y habiendo también marcado éstos
ultimos con CFSE, se realizé un ultimo recuento celular de todas las muestras resuspendidas
en medio de cultivo completo. Se dispensaron, en pocillos de placas de cultivo de 96 pocillos
con fondo redondeado, la cantidad indicada de cada una de las poblaciones celulares,
ajustando todos los pocillos a un volumen final de 200 ul totales con MCC. Algunos cultivos se
suplementaron con anti-CD3 (unido a placa o soluble), extracto de islotes (aprox. 10 islotes por
pocillo, lisados mediante ciclos de congelacion/descongelacion) y/o 10 ug/ml de anti-CD40
(NAJ/LE, clon 3/23, BD Pharmingen).

Cuando el anticuerpo anti-CD3e (NA/LE, clon 145-2C11, BD Pharmingen) es aplicado en forma
soluble (5 ug/ml) es necesario anadir células accesorias al cultivo (células con funcion
presentadora) para que los linfocitos T proliferen. Sin embargo, la adhesion de anti-CD3e a la
superficie de la placa de cultivo produce un efecto independiente de células accesorias,
induciendo la activacién de los linfocitos T. Para adherir el anticuerpo anti-CD3e a las placas de
cultivo se preparé una dilucion 10 ug/ml de dicho anticuerpo en PBS y se dispensaron 30 pl de
esta dilucién en cada pocillo. Tras una incubacién de 90 minutos a 37°C se realizaron 3 lavados

consecutivos de los pocillos, cada uno con 200 ul de PBS frio. Tras el ultimo lavado, se
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afadieron 100 ul de PBS por pocillo; las placas asi preparadas se guardaron a 4°C hasta el

momento del establecimiento del cultivo (maximo 24 horas).
6.4. ANALISIS DE LA PROLIFERACION MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Después de 3 dias de cultivo, las células fueron recogidas y resuspendidas en Facs Buffer

(PBS + 1% FBS + 0,1% azida sddica) para su analisis mediante citometria de flujo.

La intensidad del marcaje intracelular de CFSE se reduce a la mitad en cada division porque es
repartido a partes iguales en las células hijas; con lo que se puede inferir que la pérdida de
intensidad de fluorescencia en la poblacion analizada es directamente proporcional a la

proliferaciéon que ha tenido lugar en la poblacién celular marcada.
7. INMUNODETECCION DE ANTIGENOS

7.1. HIBRIDOMAS

Como se ha comentado previamente, para este estudio de caracterizacion antigénica, se

seleccionaron aquellos hibridomas con patrén neuronal (Tabla 11), 21 en total.

Tabla 11. Lista de hibridomas analizados, e isotipo de inmunoglobulina que presentan.

HIBRIDOMA ISOTIPO

228E1 IgG2b
184F6 IgG2b
263B IgG2b
161A IgG2b
258A IgG2¢
259B IgG2¢
293A IgG2c
260D IgG2b
39C1 IgG2b
16 19G2b
36B IgG2b
182B1 IgG2c
35A IgG2b
246A3AA IgG2b
280A IgG2b
186A IgG2b
271F3A IgG2b
135A IgG2¢
170B1B IgG2c
166I 1gG2b
400A2 IgG2c
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A pesar de presentar el mismo patrén de reconocimiento sobre tejido, estos 21 hibridomas
proceden de distintos clones de linfocitos B, como se ha comprobado mediante la
secuenciacion de la region variable tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera de la

inmunoglobulina [Carrillo et al., publicaciéon en preparacion].

Para caracterizar la especificidad antigénica de los anticuerpos monoclonales producidos por
estos hibridomas, los diferentes clones fueron cultivados en frascos de 25cm2, en medio de
cultivo completo (MCC). Cada 3 dias, se recupero el sobrenadante, conteniendo el anticuerpo
monoclonal producido, cambiandolo por MCC fresco. Estos sobrenadantes fueron filtrados

(poro de 45um, para eliminar restos celulares) y conservados a -20°C, para su posterior

utilizacion en los ensayos de inmunodeteccion.

7.2. LINEAS CELULARES

En primer lugar, se testaron diferentes lineas celulares como posibles fuentes de antigeno,
mediante tincion intracitoplasmatica sobre las propias células en cultivo. En una segunda fase,
se detectd la presencia del antigeno en extractos proteicos procedentes de los mismos cultivos
celulares, mediante Western blot, para determinar la localizacién y peso molecular del

antigeno.
Las lineas celulares que se testaron, como posible fuente de antigeno fueron las siguientes:

e N1E-115: Neuroblastoma murino (ATCC#CRL-2263)

e NIT-1: Insulinoma murino, cepa NOD (ATCC#CRL-2055)

e SK-N-SH: Neuroblastoma humano (ATCC#HTB-11)

e SV-T2: Fibroblasto embrionario murino (ATCC#CCL-163.1), utilizado como control

negativo

En primer lugar, se establecieron cultivos de cada una de las lineas celulares. En cada caso, al
tercer dia después de haber iniciado el cultivo, se realizé un test para detectar contaminacion
por Mycoplasma, mediante PCR de una muestra de sobrenadante del cultivo (Anexo 1). Sélo

fueron utilizados para la deteccion de antigenos, aquellos cultivos libres de contaminacion.
7.3. TINCION INTRACITOPLASMATICA DE CELULAS ADHERENTES EN CULTIVO

En este estudio, se utilizé esta técnica de inmunofluorescencia indirecta para detectar, sobre
las diferentes lineas celulares, la presencia y distribucion celular del antigeno reconocido por

los anticuerpos monoclonales, producidos por los hibridomas con patrén neuronal.

Para poder visualizar las estructuras intracelulares manteniendo, en el mayor grado posible, la

integridad de las propias células, se hizo un cultivo celular sobre portaobjetos (Multispot
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microscope slides, pH-005, Hendley-Essex); sobre este soporte se fijaron y permeabilizaron las

células, previamente a la inmunodeteccion.

En primer lugar, se recogieron células de los cultivos preestablecidos de cada una de las lineas
celulares. Dado que se necesitaban pocas células para realizar este ensayo, se optdé siempre
por recuperar las células del cultivo mediante métodos “suaves”, como lavados de los frascos
con PBS. Se evitd la utilizacién de tripsina por su potente accién proteolitica, lo cual podia
afectar negativamente a la posterior deteccién de antigenos. Tras el recuento celular, se
dispensaron 2,5x10 células por pocillo, en los portaobjetos, y se anadieron 100 pl de medio de
cultivo completo. Los portaobjetos se colocaron dentro de capsulas de Petri, sobre un lecho de
gasas humedas, para evitar la evaporacion del medio de cultivo. Los cultivos se incubaron un
minimo de 3 horas (hasta 12 horas) a 37°C y 5% CO,, tiempo durante el cual las células se
adherian a la superficie del portaobjetos. Los cultivos, adheridos al portaobjetos, fueron lavados
brevemente con PBS para eliminar el MCC, antes de incubarlos con 100 ul por pocillo de la
solucion de fijacion (Fixation Buffer correspondiente al Kit de Tincidon Intracelular de
eBioscience, contiene 4% formaldehido) durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron tres incubaciones consecutivas, de 5 minutos cada una, con 100
pl por pocillo de solucion de permeabilizacion (Permeabilization Buffer del kit de Tincion
Intracelular, contiene 0,1% saponina). Finalmente, se realizaron dos lavados de los pocillos con

PBS, antes de continuar con la inmunodeteccion.

Los cultivos, fijados sobre los portaobjetos y permeabilizados, fueron incubados durante toda
una noche a 4°C con 50 pl de sobrenadante de cultivo del hibridoma correspondiente,
conteniendo el anticuerpo monoclonal producido, sin diluir. Posteriormente, el exceso de
anticuerpo no unido fue eliminado mediante dos lavados con PBS, de 5 y 10 minutos
respectivamente, antes de tehir la muestra con el anticuerpo secundario. En este caso, como
todos los sobrenadantes de hibridomas testados eran inmunoglobulinas de ratén de isotipo
IgG2b, se utilizéd un anticuerpo secundario anti-mouse IgG2b marcado con Alexa-488 (A-21141,
Molecular Probes), diluido 1/800 en PBS con 1% de suero fetal bovino. De nuevo, el excedente
de anticuerpo fue eliminado mediante lavados con PBS, antes de montar la preparacién con
Fluoprep. Como control negativo se utilizé un cultivo que habia sido incubado toda la noche
con un anticuerpo control del mismo isotipo (mouse IgG2b clone eBMG2b, dilucion 0,01 mg/ml,

eBioscience) y tefiido posteriormente con anti-mouse IgG2b, como el resto de muestras.

Las preparaciones tefidas fueron visualizadas mediante microscopia de fluorescencia,

utilizando el equipo descrito en el apartado 111.2.2.
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7.4. WESTERN BLOT

El objetivo de la utilizacion de Western blots fue la deteccion de antigenos en los extractos
proteicos derivados de lineas celulares. El nivel de sensibilidad de las técnicas de inmunoblot
(del orden de nanogramos) es mayor que el de la inmunofluroescencia indirecta, ademas

aporta informacién relativa al peso molecular de la proteina detectada.

En primer lugar, se realizd una extraccion de proteinas de las muestras celulares, siguiendo un
protocolo de extraccion fraccionada que permitid separar, y enriquecer, las proteinas
pertenecientes a diferentes localizaciones subcelulares. Las proteinas obtenidas fueron
desnaturalizadas y separadas, en funcién de su peso molecular, en geles de poliacrilamida y
posteriormente electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa. Con los sobrenadantes de

los hibridomas se llevé a cabo la inmunodeteccién, sobre las proteinas fijadas sobre la

membrana (Fig. 17).

DETECCION DEL ANTIGENO MEDIANTE
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Figura 17. Esquema general de la estrategia de extraccion de proteinas e

inmunodeteccion mediante Western blot.

7.4.1. Extraccién de proteinas

Para realizar la extraccion de proteinas de cultivos celulares, se utilizd el ProteoExtract
Subcellular Proteome Extraction Kit (539790, Calbiochem). El uso de este kit, siguiendo las
instrucciones del fabricante, permitié la extraccion proteica secuencial de diferentes fracciones

celulares, en funcion de su solubilidad. De esta manera, se obtuvieron 4 fracciones proteicas,
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derivadas de una misma muestra: la fraccion 1 contenia las proteinas solubles del citosol, la
fraccion 2 las proteinas de membrana (de membrana plasmatica o de organulos), la fraccién 3
las proteinas nucleares y la fraccion 4, la mas insoluble, las proteinas del citoesqueleto. Asi se

optimizo la recuperacion, y posterior deteccion de proteinas poco abundantes.

En primer lugar, las células en cultivo fueron recogidas y transferidas a un tubo de 50 ml con
fondo coénico (2 frascos de 175 cm? para una extraccion), y se realizaron dos lavados con 20 ml
de PBS a 4°C. El botdn celular obtenido fue resuspendido en 1ml de Extraction Buffer |
(solucion hipoténica) conteniendo 5ul de Protease Inhibitor Cocktail, y transferido a un tubo de
1,5 ml. Tras una incubacién de 10 minutos a 4°C en continuo movimiento rotatorio, se
centrifugdé a 1000 xg durante 10 minutos a 4°C, y se recupero el sobrenadante, que contenia
las proteinas citosdlicas (Fraccion 1). La muestra restante, fue resuspendida en 1ml de
Extraction Buffer Il (contiene detergentes no idnicos) conteniendo 5ul de Protease Inhibitor
Cocktall, e incubada durante 30 minutos a 4°C en rotacion. Después de una centrifugacién a
6000 xg y 4°C, durante 10 minutos, se recuper6 el sobrenadante, que contenia proteinas de
membrana (Fraccidén 2). La muestra restante se resuspendié en 0,5ml. Extraction Buffer Il
conteniendo 5ul de Protease Inhibitor Cocktail y 1,5ul de Benzonasa (accion DNAsa). Después
de incubar esta reaccién enzimatica durante 10 minutos a 4°C en rotacién, se centrifugé la
muestra a 6800 xg a 4°C durante 10 minutos, tras lo cual se recuperd el sobrenadante,
conteniendo las proteinas nucleares (Fraccion 3). La muestra restante en el tubo, enriquecida
en proteinas insolubles pertenecientes al citoesqueleto, fue resuspendida finalmente en 300 pl

de Extraction Buffer IV (Fraccion 4).

Las tres primeras fracciones contenian las proteinas en su conformacion nativa, por lo cual
fueron mantenidas en todo momento a 4°C. En cambio, las proteinas de la fraccién 4, ya
habian sido solubilizadas mediante la accién de detergentes ionicos desnaturalizantes (el
Extraction Buffer IV contiene SDS). La fraccion 4 fue mantenida a temperatura ambiente,

contribuyendo también asi a la solubilizacién de las proteinas del citoesqueleto.

Para cuantificar la concentracion de proteinas en los diferentes extractos se utilizé el método
BCA (Bicinchoninic acid, Pierce, 23227). El rango de deteccidon de este sistema es de 20 a
2000 pg/ml. Se utilizé este método de cuantificacion porque es compatible con la presencia de
SDS en la muestra, y éste forma parte del Extraction Buffer IV utilizado en la extraccién de
proteinas. Se sigui6 el procedimiento recomendado por el fabricante para muestras pequefias,
en placas de 96 pocillos. La lectura colorimétrica se realizé6 en un lector de placas de Elisa
(Kinetic-QCL, Bio-Whittaker) a una longitud de onda de 562 nm. Se disefié una curva estandar,
con concentraciones conocidas de BSA (23209, Pierce), que permitié inferir la concentracion

de proteina en las muestras analizadas en cada ensayo.
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7.4.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Con el objetivo de asegurar la reproducibilidad de los resultados obtenidos, se utilizaron geles de
poliacrilamida comerciales del tipo Nupage Novex 4-12% Bis-Tris Gel (NP0321, Invitrogen). El
gradiente 4-12% de poliacrilamida en estos geles, permite una buena separacion de proteinas en
un rango de peso molecular mayor de lo que seria posible utilizando geles sin gradiente. Esto
era importante en nuestro caso, ya que a priori no conociamos qué rango de peso molecular nos

resultaria mas informativo.

En todos los casos las muestras fueron desnaturalizadas y reducidas antes de ser aplicadas en
el gel. Para ello, al volumen adecuado de muestra (equivalente a 10 pg por pocillo), se afiadieron
5 ul de Nupage LDS Sample Buffer 4X (NP0007, Invitrogen) y 2 pl de Nupage Sample Reducing
Agent 10X (NP0004, Invitrogen), y se llevd a un volumen final de 20 pl totales con agua MiliQ.
Las muestras, asi acondicionadas, fueron calentadas a 95°C durante 3 minutos, para completar

la desnaturalizacién de las proteinas.

En este tipo de electroforesis se utilizaron dos tampones de electroforesis: uno que sélo contenia
sales y SDS (dilucion 1/20 del Nupage MOPS SDS Running Buffer 20X, NP0001, Invitrogen) y
que ocupaba la camara exterior de la cubeta de electroforesis, y otro que ademas contenia
agentes antioxidantes [500 pl de Nupage Antioxidant (NP0005, Invitrogen) diluidos en 200 ml de
Running Buffer 1X] que ocupaba la camara interior de la cubeta de electroforesis, en contacto

directo con el gel y las muestras.

Tras montar el gel en la cubeta de electroforesis X Cell Surelock Mini-Cell (EIO001, Invitrogen),
se cargaron las muestras y el marcador de peso molecuar (10 ul de SeeBlue Plus2 Pre-Stained
Standard, LC5925, Invitrogen) en los pocillos, y se rellenaron la camara interior y exterior de la
cubeta con los tampones anteriormente descritos. Después de conectar la cubeta a la fuente de
voltaje (Standard Power Pack P25, 040-800, Biometra), ésta se ajusté a un voltaje constante de
180 V, que se mantuvo durante 50 minutos para completar la separacién de las proteinas a lo

largo del gel.

7.4.3. Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa, donde quedaban adsorvidas, permitiendo

asi la posterior inmunodeteccion sobre la membrana.

La membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, RPN 303D, Amersham) recortada al mismo tamafio
del gel (7x8 cm), fue prehumedecida en agua destilada, antes de ser equilibrada durante 10

minutos en el tampdn de transferencia, compuesto por 10% de metanol y 0,1% de Nupage
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Antioxidant (NP00O0S5, Invitrogen) en tampdn de transferencia (dilucién 1/10 en agua destilada del
Transfer Buffer 10X, NP0OO06, Pierce).

El bloque de transferencia se prepard disponiendo el gel de poliacrilamida (después de la
electroforesis) sobre la membrana de nitrocelulosa, y todo ello entre dos bloques de papel
secante (Blot Papers GB002, 10426693, Schleicher-Schuell, equivalente Whatman 3MM) de 5
capas cada uno, del mismo tamafio que el gel y la membrana, empapados en tampén de
transferencia. Tras eliminar las posibles burbujas de aire retenidas entre las capas del bloque de
transferencia, éste fue situado entre los dos electrodos del FastBlot B31 (014-800, Whatman-
Biometra), quedando el electrodo positivo por encima del gel, y el electrodo negativo por debajo

de la membrana (Fig. 18).
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Figura 18. Esquema del bloque de transferencia.

Antes de conectar el FastBlot se puso en marcha el circuito de refrigeracion, conectado al grifo
de agua corriente, para evitar el sobrecalentamiento del sistema. Seguidamente, se conecto el
FastBlot a la fuente de voltaje (Standard Power Pack P25, 040-800, Biometra), y se ajustd a un
amperaje constante de 280 mA, que se mantuvo durante 40 minutos. Durante este tiempo las
proteinas fueron atraidas por el electrodo negativo del FastBlot, en la parte inferior, quedando

retenidas en la membrana.

Al final de la transferencia, tras desmontar el bloque, se comprobé que la transferencia habia
sido eficiente, mediante la observaciéon de las bandas correspondientes al marcador de peso
molecular (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard) presentes en la superficie de la membrana de

nitrocelulosa, y no en el gel de poliacrilamida.

No obstante, para comprobar la correcta transferencia de las proteinas en toda la superficie de la
membrana de nitrocelulosa y localizar cada una de las muestras, se realizdé una tincién de la
membrana con Ponceau S. Con este objetivo, tras la electrotransferencia de proteinas, se incubd
la membrana durante 5 minutos en un bafio con una solucion 0,5 %Ponceau S (3504, Sigma) en
1% acido acético, a temperatura ambiente. Después se contrasté la tincion con agua destilada
durante 2 minutos. Aunque la tincibn con Ponceau no es muy sensible (del orden de

microgramos de proteina), para esta aplicacién ya era suficiente, ya que ademas no afecta a las
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proteinas fijadas sobre la membrana, y es completamente compatible con la posterior

inmunodeteccion.

7.4.4. Deteccién inmunoquimica

Las membranas, antes de ser incubadas con los anticuerpos, fueron bloqueadas durante dos
horas a temperatura ambiente, con un tampén al 2,5% de leche en polvo desnatada (Sveltesse,
Nestlé) y 0,1% de Tween 20 (P-7949, Sigma) en PBS, en agitacién. Tras esta incubacién, el
exceso de tampdn de bloqueo fue eliminado mediante dos lavados de 1 minuto, seguidos de

otros dos de 15 minutos, con PBS.

Para realizar la inmunodeteccién, los anticuerpos se diluyeron, en todas las ocasiones, en un
tampon al 1% de leche desnatada y 0,1% de Tween 20 en PBS. Como anticuerpos primarios, se
utilizaron los sobrenadantes de los hibridomas, a una diluciéon 1/10. Cada muestra
(correspondiente a un pocillo del gel de acrilamida) se incubd en 1,5 ml de la dilucion del
anticuerpo adecuado. Las incubaciones, que se prolongaron durante 16 horas (overnight), se
realizaron a 4°C con una suave agitacion continua. A continuacion, para eliminar el exceso de
anticuerpo no unido, se lavaron las membranas con PBS, mediante dos lavados de 1 minuto y

otros dos de 15 minutos.

Para cada muestra se preparé 1,5 ml de una diluciéon 1/1000 del anticuerpo secundario Goat
anti-Mouse |Ig marcado con peroxidasa (554002, BD Biosciences), en el mismo tampén descrito
para la primera incubacion (1% leche desnatada y 0,1% Tween 20 en PBS). Las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.
Después, el exceso de anticuerpo no unido fue eliminado mediante un lavado de 1 minuto,

seguido de otros dos de 45 y 15 minutos, respectivamente, con PBS.

Los Western blots fueron revelados mediante quimioluminiscencia. Para preparar la reaccion
quimioluminiscente (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, 34079, Pierce) se
combinaron volumenes iguales de los reactivos Stable Peroxide y Luminol/Enhancer Solution
(1,5 ml de cada uno para una membrana entera), y se dispensaron uniformemente sobre las
membranas, tras eliminar el PBS del uUltimo lavado. Después de dejar actuar la reaccién durante
5 minutos se descarté el reactivo luminiscente y las membranas fueron colocadas en el cassete

de autorradiografia, cubiertas por un film de plastico.

Segun las especificaciones del SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, la mayor
intensidad en la emision de luz se obtiene transcurridos 20 minutos desde el inicio de la reaccion.
En ese momento se expusieron placas de autorradiografia (Hyperfiim ECL, RPN 2103 K,
Amersham) durante diferentes tiempos de exposicion (1 minuto, 20 segundos, 5 segundos) y

posteriormente fueron reveladas utilizando la unidad Kodak M35X-OMAT Processor. Segun los
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niveles de intensidad obtenidos se hicieron exposiciones mas largas, para aumentar la sefal, o

se espero una hora para repetir las mismas exposiciones, para disminuir la intensidad.
8. IDENTIFICACION MOLECULAR DEL ANTIGENO

Con la electroforesis en gel de acrilamida descrita en el apartado anterior, las proteinas se
separan en funcién de su peso molecular; asi, proteinas con tamafos similares se sitian en la
misma zona del gel y no es posible discriminarlas. Por ello, para poder identificar las proteinas
aisladamente, se realizaron electroforesis en geles bidimensionales. Con esta técnica las
proteinas se distribuyen en el gel de poliacrilamida en funcién de su punto isoeléctrico y de su
peso molecular. La combinacién de estas dos caracteristicas hace menos probable el

solapamiento de dos proteinas en la misma zona del gel.

Mediante técnicas de inmunodeteccion, el antigeno pudo ser localizado en los geles
bidimensionales. Una vez aislado el fragmento del gel de poliacrilamida conteniendo la proteina
en cuestion, ésta fue digerida con fripsina. Posteriormente, los fragmentos peptidicos
resultantes fueron analizados mediante espectrometria de masas, para poder identificar la

proteina (Fig. 19).

IDENTIFICACION MOLECULAR DEL ANTIGENO

Tincién Coomassie Tineion con plata Inmunoblot

L

Gel bidimensional

proteina aislada %

l Digestién con tripsina

fragmentos peptidicos _?Q_uo_-

l Espectrometria de masas

espectro proteclitico

l Busqueda en bases de datos

IDENTIFICACION PROTEINA

Figura 19. Esquema general de la estrategia seguida para la identificacion molecular del antigeno.
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8.1. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

8.1.1. Preparacion de las muestras

Las muestras, para ser correctamente separadas mediante el método de electroforesis
bidimensional, era necesario que se encontrasen en un tampén adecuado. Por esta razén se
precipitaron en primer lugar los extractos proteicos, para poderlos resuspender posteriormente

en el tampon de rehidratacion.

En cada caso, se calculd el volumen necesario de muestra que se iba a aplicar en el gel; 50 ug
de proteina en el caso de ser detectada posteriormente mediante inmunoblot, y 150 g si lo

que se queria era aislar proteinas e identificarlas a nivel molecular.

Todas las muestras, independientemente del tampodn que se hubiese utilizado en su extraccion,
fueron precipitadas afiadiendo 4 volumenes de acetona fria (a 4°C), y se incubaron durante 1
hora a -20°C. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 12.000 xg durante 10 minutos a
4°C y se descartd el sobrenadante. El precipitado proteico asi obtenido se dejo secar para
eliminar los restos de acetona y después cada muestra se resuspendio en 125 ul de tampon de
rehidratacion. El tampdn de rehidratacién contenia 7M urea (U6504, Sigma), 2M tio-urea
(T8656, Sigma), 4% CHAPS (C9426, Sigma), 65Mm DTT (D9163, Sigma) y IEF Carrier
Ampholytes (BioRad). Después de resuspender bien la muestra, ésta fue centrifugada de

nuevo, para eliminar aquellas proteinas no solubilizadas con este buffer.

La urea, la tio-urea y el CHAPS contribuyen a la solubilizacién de las proteinas, el DTT
funciona como agente reductor y los anfolitos ayudan a la mobilidad de las proteinas durante el
enfoque isoeléctrico. En cada caso se us6 la mezcla de IEF Carrier Ampholytes recomendada

por el fabricante, dependiendo del rango de pH en que se hiciera el enfoque isoeléctrico.

8.1.2. Primera dimensidn: Isoelectroenfoque

Para separar las proteinas en funcion de su punto isoeléctrico, se usaron tiras IPG
(Immobiilzed pH Gradient, BioRad) de 7 cm de longitud, cuyo gel de acrilamida presenta un
gradiente de pH; inicialmente se us6 un rango amplio de pH (3-10) para poder enfocar todo tipo
de proteinas y posteriormente se utilizaron tiras IPG con un rango de pH mas restringido, en

nuestro caso 4.7-5.9, para separar mejor las proteinas de interés.

Las muestras fueron aplicadas en las tiras IPG mediante rehidratacion pasiva; las muestras,
como se ha detallado anteriormente, se habian resuspendido previamente en 125 ul de tampdn
de rehidratacién, y esta solucién fue utilizada en la rehidratacion de las tiras durante toda una

noche a 20°C, evitando la evaporacion cubriendo las tiras con unas gotas de aceite mineral
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(163-2129, BioRad). De esta manera las proteinas de las muestras fueron también, a su vez,

absorvidas en el gel.

En la bandeja de isoelectroenfoque, se colocaron dos trocitos de papel de filtro (3x5 mm)
humedecidos con agua MiliQ, uno sobre cada electrodo y, sobre éstos, sendos extremos de las
tiras IPG previamente rehidratadas. Esto ayuda a eliminar posibles interferencias en el proceso

de isoelectroenfoque causadas por un exceso de sales en la muestra.

Tras cubrir las tiras con aceite mineral, se posiciond la bandeja de isoelectroenfoque dentro de
la fuente de voltaje Protean IEF Cell (BioRad, 165-4000) y se procedié a realizar el enfoque
isoeléctrico de las muestras, siguiendo el programa recomendado por el fabricante, segun el

tipo de tira IPG, segun se indica en la tabla 12.

Una vez acabado el proceso de isoelectroenfoque las tiras fueron recuperadas y conservadas

a -20°C, hasta el momento de proceder con la electroforesis en gel de poliacrilamida.

Tabla 12. Condiciones de isoelectroenfoque para los diferentes tipos de tira IPG utilizadas.

Pasos ‘ V Inicial ‘ V Final ‘ Duracién ‘ Rampa ‘Temperatura

Condiciones de enfoque para tiras pH 3-10

Paso 1 ‘ oV ‘ 4.000 V ‘ 8-10.000 V-hr ‘ Rapida ‘ 20°C

Condiciones de enfoque para tiras pH 4,7-5,9
Paso 1 oV 250V 15 min. Rapida 20°C
Paso 2 250V 4.000 V 1 hora Lenta 20°C
Paso 3 4.000 V 4.000V 10-20.000 V-hr Rapida 20°C

8.1.3. Segunda dimension: SDS-PAGE

Antes de iniciar la electroforesis en el gel de poliacrilamida (separacion de las proteinas en
funcion del peso molecuar), las tiras IPG fueron equilibradas durante 10 minutos en agitacion
con Tampon SDS, compuesto por 6M Urea y Sample Reducing Agent 1X (NP0004, Invitrogen)
en LDS Sample Buffer 1X (NP0O007, Invitrogen). Posteriormente, las tiras fueron nuevamente
incubadas en Tampon lodoacetamida, consistente en 6M Urea y 2,5% iodoacetamida en LDS
Sample Buffer 1X, durante otros 10 minutos. Este paso de equilibrado confiri6 a las proteinas

la conformacion lineal adecuada y la carga negativa necesaria para la electroforesis.

Tras el acondicionamiento de las tiras IPG, se descartd el exceso de tampédn y se situaron las
tiras en posicion horizontal en el fondo del pocillo adecuado (7 cm de longitud) de geles
Nupage 4-12% Bis-Tris ZOOM Gel (NP0330, Invitrogen). Tras sellar el pocillo con 250 ul de
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agarosa al 1%, se siguio con el protocolo de electroforesis en gel de poliacrilamida, tal como se

describe en la seccion 111.7.4.2.

Una vez separadas las proteinas en el gel bidimensional, éstas fueron transferidas a
membrana de nitrocelulosa. Mientras se realizaba el proceso de inmunodeteccion, descrito en
el apartado 11l.7.4.4., se llevé a cabo la tincion de los geles (tras haber sido transferidos) con
Azul de Coomassie. Como la sensibilidad del reactivo utilizado (GelCode Blue Stain Reagent,
24590, Invitrogen) es del orden de 10 ng, era posible detectar las proteinas mayoritarias en el
gel, incluso después de la transferencia. Con este objetivo, los geles, ya transferidos, fueron
incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente, en un bafio con 50 ml de tampdn de
fijacion (50% metanol + 7% acido acético en agua destilada). Después de lavar los geles
durante 10 minutos con agua destilada, fueron tefiidos durante 1 hora, con 20 ml de GelCode
Blue Stain Reagent (24590, Invitrogen), en un bafio en agitacién, también a temperatura
ambiente. Finalmente, la tincion fue contrastada con agua destilada durante 1 hora. De esta
manera, fue posible contrastar las imagenes obtenidas mediante inmunoblot y tincion con Azul
de Coomassie, de un mismo gel bidimensional, para localizar la mancha correspondiente al

antigeno reconocido por los anticuerpos monoclonales utilizados.

8.2. IDENTIFICACION MOLECULAR

Para poder identificar las proteinas, los geles bidimensionales de poliacrilamida fueron tefidos
con plata, y se recortaron las manchas correspondientes a las proteinas de interés. Tras
digestion con tripsina de las muestras, los fragmentos peptidicos resultantes fueron analizados

mediante espectrometria de masas (Fig. 19).

8.2.1. Tincién con plata de geles de poliacrilamida

La tincién con plata (SilverQuest Silver Staining Kit, LC6070, Invitrogen) de las proteinas en
geles de poliacrilamida, es compatible con el posterior analisis de las mismas, mediante

espectrometria de masas.

Todas las soluciones necesarias para esta tincion se prepararon utilizando agua MiliQ. Ya que la
tincion con plata es altamente sensible (>0,3 ng de proteina), cualquier pequefia contaminacion

podria alterar los resultados.

Tras la electroforesis, los geles fueron lavados brevemente en agua MiliQ, antes de ser
incubados en una solucion de fijacion (40% etanol + 10% acido acético) durante 20 minutos en
agitacion. Después, se eliminaron los restos de esta solucion con un lavado de 10 minutos en
etanol al 30%. Posteriormente, los geles fueron incubados durante 10 minutos en la solucion de
sensibilizacion (30% etanol + 10% Sensitizer), seguida de dos lavados de 10 minutos con etanol

al 30% y agua MiliQ, respectivamente. Seguidamente, los geles fueron incubados durante 15
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minutos con la solucién de tincion (1% Stainer) y, después de un lavado de 30 segundos en agua
MiliQ, se procedio al revelado de los geles, en solucién de revelado (10% Developer + 1 gota
Developer Enhancer), mediante una incubaciéon de 7 minutos. Una vez obtenida la intensidad
deseada de la tincidon de proteinas, se afadid 5 ml del reactivo Stopper y se dejé en agitacion

durante 10 minutos. Finalmente, los geles se lavaron con agua MiliQ durante 10 minutos.
8.2.2. Digestién con tripsina

Las manchas correspondientes a proteinas de interés fueron recortadas de geles
bidimensionales tefidos con plata, en una campana de flujo laminar, utilizando un bisturi. Las
muestras fueron destefidas, deshidratadas y posteriormente digeridas con tripsina, utilizando el
Montage In-Gel DigestZP Kit (LSKG DZP 96). Las piezas de gel se lavaron con 100 pl de
NH;HCO; 50mM (en 50% etanol) durante 20 minutos a temperatura ambiente, y luego fueron
deshidratadas con etanol absoluto durante 15 minutos. Las proteinas del gel fueron reducidas
quimicamente mediante la adicion de 200 pl de DTT 10mM e incubando durante 1 hora a 56°C.
Posteriormente, las cisteinas reducidas fueron carbamidometiladas mediante una incubacion,
de 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, en 200 ul de iodoacetamida 55mM. Tras
lavar los geles con NH4HCO3; 50mM durante 15 minutos, las muestras fueron deshidratadas
mediante tres incubaciones consecutivas de 30 minutos en 100 pl de acetonitrilo al 50% y 25
mM de NH4HCO; y una incubacién final de 10 minutos en acetonitrilo 100%. Para la digestion,
se afiadieron 166 ng de tripsina por muestra y, tras cubrir el gel con el volumen necesario de
tampoén NH,HCO; 25mM, se incubd toda la noche a 37°C. Tras la posterior activacion de la
resina de las placas con 8 pl de acetonitrilo 100%, los péptidos fueron extraidos del gel
mediante tres lavados con la soluciéon de extraccion (0,2% TFA). Finalmente, los péptidos
fueron eluidos de la placa mediante la adicion de una solucién 0,1% TFA + 50% acetonitrilo, y

recogidos directamente en una placa recolectora.

Este protocolo, al igual que el posterior analisis mediante espectrometria de masas fue llevado
a cabo en la Plataforma de Protedmica de la Facultad de Medicina - Hospital Clinic de la

Universidad de Barcelona.
8.2.3. Analisis de los fragmentos peptidicos mediante espectrometria de masas

Los fragmentos peptidicos resultantes, tras ser eluidos de las placas ZipPlate, fueron secados y
resuspendidos en 0,1% TFA. Se mezclé medio microlitro de esta suspensién con el mismo
volumen de &cido a-ciano-4-hydroxicinamico (3 mg/ml), y se analiz6 mediante espectrometria
de masas (MALDI-ToF Voyager DE Pro, Applied Biosystems). Con los resultados acumulados
de 100 disparos de laser se generaron los perfiles proteoliticos de las muestras. Estos
espectros fueron tratados realizando un deisotopado de los picos para generar un listado de

valores correspondientes a los iones monoisotépicos de cada péptido detectado. Estos fueron
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analizados con el programa MSFit Protein Prospector (v.3.2.1), teniendo en cuenta la oxidacion
de las metioninas, la formacion de piroglutamico y la posible acetilacion del extremo N-terminal,
asi como la consideracion de las cisteinas en la forma carbaminometilada. La maxima
diferencia de masa peptidica tolerada fue de 50.000 ppm, y sdélo una diana de digestion

omitida.

Para la identificacion de proteinas a partir de los espectros de fragmentacién, se utilizé la base

de datos SwissProt, restringiendo la busqueda a proteinas de origen murino.

Para la interpretacion final de los resultados obtenidos en las busquedas en las bases de datos,
el programa utilizaba el algoritmo MOWSE, en base a la cantidad y abundancia relativa de los
péptidos identificados. De esta manera se obtuvo la probabilidad asociada a cada una de las
proteinas identificadas (MOWSE Score). Siguiendo esta metodologia, la identificacion de una
proteina puede ser considerada fiable cuando el Score es > 1x10°, habiéndole asignado al

menos 3 péptidos.
9. EXPRESION ECTOPICA DE PERIFERINA

Para comprobar el reconocimiento especifico de la periferina, por parte de los hibridomas
estudiados, y analizar posibles patrones de reconocimiento diferenciales frente a las diferentes
isoformas, se realizaron transfecciones transitorias de los plasmidos correspondientes a las 3

isoformas de la periferina.
9.1. CELULAS

En las transfecciones se utilizd la linea celular de SW13 vim- (carcinoma adrenal humano,
derivada de ATCC#CCL-105 mediante subclonacién, cedida por la Dra. J. Robertson), que no

expresa vimentina, y por lo tanto carece de estructura propia de filamentos intermedios.

Esta linea celular fue testada para Mycoplasma y mantenida en cultivo, tal como se ha descrito

en la seccion 111.6.2 para el resto de lineas celulares.
9.2. VECTORES

Los plasmidos Per61, Per58 y Per56 contienen el cDNA correspondiente a las diferentes
isoformas de la periferina, clonados en la diana para Not1 del vector pRcCMV, bajo un
promotor de expresion constitutiva en células de mamifero. Estos plasmidos, previamente
descritos [Robertson et al., 2003], fueron cedidos por la Dra. J. Robertson (Centre for Research

in Neurodegenerative Diseases, university of Toronto).
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9.3. TRANSFECCION TRANSITORIA CON LIPOFECTAMINA

Para la transfeccion de los diferentes vectores, en cultivos celulares de la linea SW13 vim(-), se
utilizé LipofectamineTM 2000 (11668-27, Invitrogen). Este reactivo de naturaleza lipidica, al
mezclarse con el DNA, forma complejos de tipo liposoma, con capacidad para fusionarse con la
membrana plasmatica de las células. Cuando esto sucede, el DNA es liberado hacia el interior
de las células, donde se mantiene en forma episémica. Al no ser un método que implique la
integracion del DNA transfectado en el genoma de las células, los plasmidos permanecen

funcionales solo de forma temporal.

Las transfecciones se llevaron a cabo sobre cultivos en placas de 6 pocillos (area=10 cmz), en
los que la confluencia era de al menos un 90%. Para cada pocillo se prepard una solucion de
4 ug de DNA plasmidico en 250 ul de medio de transfeccién (RPMI 1640 + L-glutamina 2mM,
sin FBS ni antibiéticos) y una soluciéon de 10 pl de Lipofectamina en 250 upl de medio de
transfeccion. Estas dos soluciones fueron incubadas durante 5 minutos a temperatura
ambiente, para favorecer su estabilizacion. Después se mezclaron ambas soluciones, agitando
suavemente, y se incubd la mezcla durante 20 minutos a temperatura ambiente, permitiendo
asi la formacion de liposomas. Mientras tanto, se retir6 el medio de cultivo completo de los
cultivos, y se sustituyo por 2 ml de medio de transfeccion, en cada uno de los pocillos. Tras la
incubacion se afadié a cada pocillo la mezcla correspondiente de DNA con lipofectamina y se
agitoé con suavidad. Después de una incubacion de 5 horas y media a 37°C y 5% CO,, el medio

fue sustituido por 2 ml medio de cultivo completo.

Era importante que en el momento de hacer la transfeccidon el cultivo celular tuviera una
confluencia igual o superior al 90%, para minimizar el efecto toxico de la propia lipofectamina. a
causa de esta alta densidad celular inicial, a las 24 horas los cultivos ya eran totalmente
confluentes, asi que fueron tripsinizados y pasados a frascos de cultivo (area=75 cm?), a razon
de 3 pocillos por frasco, en 10 ml de MCC. De esta manera, se consiguié mejorar la viabilidad

del cultivo.

A las 48 horas, desde el inicio de la transfeccién, las células transfectadas fueron recogidas
para la extraccidon de proteinas y posterior analisis mediante Western blot (seccién 111.7.4.).
Para confirmar mediante Western blot el éxito de la transfeccion y produccién celular de las
diferentes isoformas de periferina, se utilizaron los anticuerpos policlonales descritos en la tabla
13.
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Tabla 13. Anticuerpos policlonales utilizados para la deteccion de periferina mediante Western

blot.

ANTICUERPO PRIMARIO

ANTICUERPO SECUNDARIO

Rabbit anti-Peripherin
(PRB-566C, Covance)
dilucién 1/10000

HRP-conjugated Donkey anti-Rabbit Ig
(31458, Pierce)
dilucién 1/9000

Goat anti-Peripherin
(SC-7604, Santa Cruz Biotechnology)
dilucion 1/200

HRP-conjugated Donkey anti-Goat IgG
(705-036-147, Jackson ImmunoResearch)
dilucién 1/100.000
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ANEXO 1. Test para la deteccién de Mycoplasma

Mycoplasma es un tipo de bacteria que produce contaminaciones cronicas en los cultivos
celulares, aunque a menudo pasan desapercibidas, ya que al tratarse de una infeccion
intracelular no resulta visible al revisar los cultivos con el microscopio; se caracteriza por una
disminucién en el metabolismo celular, asi como en su tasa de actividad y crecimiento celular.
Es por tanto un factor que puede afectar gravemente a la calidad de los resultados obtenidos,

si se realizan ensayos utilizando cultivos celulares contaminados.

Por esta razén todas las lineas celulares fueron testadas para Mycoplasma, antes de ser
utilizadas en los diferentes ensayos descritos en esta memoria. En cada caso, al tercer dia
después de haber iniciado el cultivo, se realiz6 un test para detectar contaminacién por

Mycoplasma, mediante PCR de una muestra de sobrenadante del cultivo.

Para la reaccion de PCR para detectar Mycoplasma se ultilizo la pareja de primers MICO-1 (5'-
GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG-3’) y MICO-2 (5-CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G-

3’), especificos para una secuencia del 16S rRNA comun en las especies mas comunes de
Mycoplasma. Asi, cuando hay presencia de Mycoplasma en la muestra, la PCR da como

resultado un ampliero de 0,5 kb.

La mezcla de reaccién de amplificacién (volumen total de 20 pl) se prepard siguiendo las
siguientes proporciones:
- 7,8 ul de agua destilada autoclavada
- 2 yl de Buffer 10X (MgCl, free, 20.035, Biotools)
- 2 ylde dNTPs 2 mM (20.031, Biotools)
- 2 ul de MgCl, 15 mM (20.036, Biotools)
2 pl de Primer Sense MICO-1 5 uM
2 pl de Primer Antisense MICO-2 5 uM
- 0,2 pyl de DNA Polimerasa (1 U/ul, 10.011, Biotools)

2 ul de muestra de sobrenadante de cultivo

La reaccion de PCR se realizd en el termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied

Biosystems), mediante 30 ciclos de amplificacién, a una temperatura de hibridacion de 55°C.

Aquellos cultivos que dieron resultado positivo en este test, fueron tratados con 10 ug/ml de
Ciprofloxacino (610451, Lab. Normon) durante 14 dias, antes de repetir el test de Mycoplasma

por PCR para confirmar su completa descontaminacion.
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Estudios previos indican que los linfocitos B podrian tener un papel fundamental en el
desarrollo de la diabetes tipo 1. Sin embargo, las conclusiones son contradictorias, ya que
segun el modelo experimental estudiado, los datos obtenidos sugieren un papel promotor o
inhibidor de la respuesta autoinmunitaria dirigida hacia las células beta pancreaticas. Estos
datos contradictorios pueden ser indicativos de estados funcionales determinantes de
diferentes acciones de los linfocitos B, en diferentes fases de la enfermedad o en distintas

localizaciones anatomicas.

La mayoria de los datos, conocidos hasta el momento, sobre la funcion de los linfocitos B en el
desarrollo de la T1D, provienen del estudio de variantes transgénicas, variantes deficientes o
ensayos de transferencia sobre el modelo animal NOD, en los que la poblacion global de
linfocitos B se ve alterada por el ensayo experimental. Recientemente, algunos autores han
centrado sus estudios en la capacidad presentadora de los linfocitos B en los propios ganglios
linfaticos pancreaticos. No obstante, pocos estudios, hasta el momento, habian sido
focalizados hacia la poblacion de linfocitos B que forma parte del infiltrado que invade los

islotes pancreéticos durante el desarrollo de la diabetes.

En este capitulo se describen los resultados de la caracterizacion, fenotipica y funcional, de la
poblacion de linfocitos B que infiltra los islotes pancreaticos, evaluando sus diferencias

respecto a la poblacién periférica de linfocitos B.

1. SEGUIMIENTO DE LA EVOLUCION DE LA POBLACION DE LINFOCITOS
B INFILTRANTES EN ISLOTES

Como primer paso en la caracterizacion de la poblacién de linfocitos B que infiltran los islotes
pancreaticos durante el desarrollo de la T1D, se considero relevante conocer su evolucion, asi

como su distribucion, a lo largo de las diferentes etapas de la enfermedad.
1.1. DISTRIBUCION DE LOS LINFOCITOS B

Como primer paso en la caracterizacion de los linfocitos B infiltrantes, a lo largo de la evolucion
de la diabetes, se realizaron tinciones dobles, mediante inmunofluorescencia, para conocer la
distribucién de los linfocitos B (CD45R/B220+) respecto a otras poblaciones celulares también
importantes [linfocitos T (CD4+ y CD8+), células dendriticas (CD11c+) y macréfagos (F4/80+)],

dentro del infiltrado de los islotes pancreaticos.

El andlisis histoldgico se realiz6 sobre criosecciones de pancreas, procedentes de hembras
NOD de 5, 7, 9 y 12 semanas de edad, asi como de hembras diabéticas de reciente debut
clinico y hembras adultas no diabéticas (consideradas resistentes al llegar a las 32 semanas
de edad).
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En las muestras histoldgicas procedentes de animales de 5 y 7 semanas de vida, la insulitis se
encuentra en un estado inicial: es frecuente encontrar aun islotes libres de infiltrado y en
aquellos en los que si se observa insulitis, ésta se encuentra en etapas incipientes (peri-insular
y leve). En estas primeras etapas de la enfermedad, se ha encontrado una especial
abundancia de macréfagos en el tejido pancreatico, que se hallan distribuidos por todo el
tejido exocrino pero también, y especialmente, en el interior de los islotes pancreaticos.
También especialmente distribuidas en la zona endocrina, se localizan las células dendriticas.
En los islotes en los que sélo se detecta un infiltrado muy inicial, la primera poblacién de tipo
linfoide que hemos identificado son linfocitos T de tipo CD4+, mas adelante, cuando aumenta

el numero de células infilirantes aparecen ya linfocitos B y T CD8+.

En etapas mas avanzadas de la diabetes (animales a partir de 9 semanas de vida) el nivel de
infiltracion de los islotes pancreaticos es mayor: son abundantes los islotes que presentan
insulitis moderada (25-50% de ocupacion) e incluso severa (>50% del islote ocupado por la
masa de células infiltrantes), especialmente en el caso de los animales de 12 semanas.
Curiosamente, en las hembras de 32 semanas no diabéticas, las cuales consideramos
resistentes, el grado de insulitis es menor que el observado a las 12 semanas. En los cortes
procedentes de animales diabéticos el numero de islotes se encuentra claramente reducido, ya
que la masa de células beta ya ha sido destruida en gran parte, sin embargo los islotes que
aun son detectables presentan en su mayoria un infiltrado de grado severo. En el andlisis
histologico de los islotes con insulitis moderada y severa (Fig. 20), se ha observado que la
mayor parte de la masa de células infilirantes corresponde a células T del tipo CD4+,
distribuyéndose homogéneamente por todo el infiltrado, pero especialmente en el frente de
avance del mismo. Los linfocitos B, aunque también en numero considerable, se distribuyen
de forma dispersa por el infiltrado pero siendo menos abundantes en el frente del mismo,
dominado mayoritariamente por los linfocitos T CD4+. En el caso de los linfocitos T CD8+,
mucho menos abundantes, se encuentran repartidos por todo el infiltrado, sin presentar una
zonalidad distintiva. En estos estadios de la insulitis los macréfagos, aunque ya no tan
abundantes como en las fases previas, muestran una distribucién peri-insular, rodeando los
islotes pancreaticos. Mientras, las células dendriticas, de forma similar a los linfocitos T CD4+,
se distribuyen preferencialmente en la zona de avance del infitrado, e incluso entre la masa de

células endocrinas que aun se conserva.

En conjunto, la masa de células infiltrantes que invade los islotes, se ha visto que esta
constituida mayoritariamente por linfocitos T (sobretodo CD4+), linfocitos B y células
dendriticas. La distribucion dispersa que presentan los linfocitos T y B, dentro del infiltrado,

podria permitir el contacto directo entre ellos.
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Figura 20. Tinciones dobles obtenidas mediante inmunofluorescencia, mostrando la distribucion, en

el tejido pancreatico, de los diferentes tipos celulares que conforman el infiltrado mononuclear en los
islotes de Langerhans. Las criosecciones corresponden a una hembra NOD de 12 semanas de edad.
Se muestra un islote pancreatico con insulitis moderada (el infiltrado ocupa entre 25-50% del islote).
Marcados en verde (FITC) se pueden localizar los linfocitos T CD4+, CD8+, las células dendriticas
(CD11c+) y los macrofagos (F4/80+), respectivamente. En todas las secciones, los linfocitos B

(CD45R/B220+) se encuentran marcados en rojo (rodamina). (x200)

1.2. PROPORCION DE LINFOCITOS B

Para seguir la evoluciéon de la poblacién de linfocitos B infiltrantes en los islotes, de forma
cuantitativa, ésta fue analizada mediante citometria de flujo. Con este objetivo, tras la digestion
del pancreas con colagenasa y la purificacion de los islotes, se midié el porcentaje de células B
(CD19+) en la poblacion de linfocitos infiltrantes. Como referencia, se analizaron también otras
poblaciones linfocitarias periféricas, procedentes de 6rganos linfoides secundarios: bazo,

ganglios linfaticos mesentéricos y ganglios linfaticos pancreaticos.

En este caso, se realiz6 un analisis comparativo de animales NOD correspondientes a 6
diferentes grupos de edad: 5, 7, 9, y 12 semanas de vida, adultos no diabéticos (considerados

resistentes a las 32 semanas de vida) y adultos diabéticos de reciente debut clinico. Se
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analizaron al menos 3 animales por grupo y sexo. Para comparar los resultados obtenidos en
bazo y ganglios linfaticos, se tomaron muestras de animales NOR, de los mismos grupos de
edad, como controles correspondientes a animales resistentes. Puesto que los islotes
pancreaticos de animales NOR sélo se ven afectados por una ligera peri-insulitis, se tomaron
muestras de pancreas de animales F1(NOD X NOR), como controles resistentes a la diabetes
pero con insulitis “benigna”. Cabe sefialar que no fue posible analizar el infiltrado pancreatico
de ratones F1 de 5 semanas de edad, ya que en estos animales la aparicién de la insulitis se
presenta de forma retardada en comparacion con los NOD, de manera que a esta edad no se
encuentra cantidad suficiente de células infiltrantes para realizar el analisis citométrico.
Asimismo, en esta cepa tampoco se estudié el grupo de animales diabéticos, ya que la

aparicion clinica de la enfermedad en individuos F1 es poco habitual.

Se ha observado una destacada variabilidad en el porcentaje de células B (CD19+), dentro de
la poblacion total de linfocitos, en los diferentes érganos estudiados (Fig. 21). En el caso del
bazo, el porcentaje de células B se mantiene constante a lo largo de la vida, tanto en animales
NOD como en los controles, correspondiendo a un 50-60% del total de linfocitos de la muestra
(Fig. 21-A). En ganglios linfaticos, los resultados presentan gran variabilidad, tanto en las
diferentes edades y cepas, como incluso dentro de cada grupo. Curiosamente, la proporcién
de linfocitos B dentro del infiltrado pancreatico sufre un cambio significativo a lo largo de la
evolucién de la diabetes: al inicio de la insulitis la poblacién de linfocitos B dentro del infiltrado
es escasa, representando solo un 10-20% del total de la poblacion de linfocitos, pero este
porcentaje se ve incrementado a medida que pasan las semanas y el grado de insulitis es
mayor, especialmente en hembras (tanto las correspondientes a la cepa NOD como las NOR),
de manera que a las 12 semanas se detectan mas de un 40% de linfocitos B (Fig. 21-b). Este
momento, justo antes de la aparicién de los primeros casos de diabetes clinica en animales
NOD, parece ser un punto de inflexion, ya que tanto en animales diabéticos como en animales
adultos no diabéticos el porcentaje de células B vuelve a ser menor, alrededor del 20%, quiza
debido a una expansion relativa o migracion preferencial por parte de linfocitos T. Este perfil de
evolucién de la proporcion de linfocitos B, dentro del infiltrado, no se puede interpretar como un
reflejo de lo que pasa en los ganglios linfaticos, ya en estos drganos la proporcién de linfocitos

B no presenta ningun incremento paralelo entorno a las 12 semanas de edad (Fig. 21-C).

De esta manera, la poblacién de linfocitos B, que al inicio de la insulitis es poco abundante,
podria tener un papel mas relevante alrededor de las 12 semanas de vida en estos animales, y
especialmente en las hembras. Ya que la evolucion de la poblacion de linfocitos B infiltrantes
evoluciona de forma similar en las cepas NOD y F1(NODxNOR), parece que el aumento en la
abundancia de linfocitos B en la etapa pre-diabética en las hembras, aun estar posiblemente
relacionada con la susceptibilidad al desarrollo de la diabetes, no parece ser un factor

determinante en la aparicién final de la enfermedad.
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Figura 21. Seguimiento, mediante citometria de flujo, de la evolucién de la poblaciéon de
linfocitos B. Porcentaje de linfocitos B a diferentes edades (5, 7, 9, 12 semanas, adultos no
diabéticos de 32 semanas de edad, y animales diabéticos de reciente debut). En cada punto se
muestra la media y error estandar, representativos de un minimo de 3 animales. A. Porcentaje
de linfocitos B en la poblacion linfocitaria esplénica en machos y hembras de las cepas NOD y
NOR. B. Porcentaje de linfocitos B en el infiltrado linfocitario de islotes pancreaticos, en
machos y hembras NOD y F1(NODxNOR). C. Figura comparativa del porcentaje de linfocitos
B en las poblaciones linfocitarias procedentes de bazo, ganglios linfaticos mesentéricos,
ganglios linfaticos pancreaticos e infiltrado pancreatico, de hembras NOD.

H=hembras, M=machos
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1.3.ANALISIS DE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS B “IN SITU”

Puesto que en el infiltrado pancreatico se habia observado un incremento en la proporciéon de
linfocitos B, especialmente en hembras de 12 semanas de edad, se estudi6 la posibilidad de
que estas células estuviesen proliferando “in situ”, dentro del propio islote. Con este objetivo,
se realizaron tinciones dobles, mediante técnicas de inmunofluorescencia, sobre criosecciones
de pancreas de hembras NOD de 12 semanas de edad. El anticuerpo anti-Ki67 se utilizé para
detectar, dentro de los islotes, células en divisién, ya que se une de forma especifica a esta
proteina nuclear que se expresa durante las fases G1 tardia, S, M y G2 del ciclo celular. Sobre

los mismos cortes, se localizaron los linfocitos B mediante un anticuerpo anti-CD45R/B220.

Los resultados obtenidos mostraron que es detectable un cierto grado de proliferacion celular,
dentro de los islotes; tanto en la zona endocrina como en la ocupada por células infiltrantes.
Sin embargo, esta proliferacion corresponde a otros tipos celulares, puesto que rara vez fueron

positivos para Ki67 los nucleos de linfocitos B (Fig. 22).

Figura 22. Tincién doble obtenida mediante inmunofluorescencia sobre una
crioseccion de pancreas mostrando una porcidon de infiltrado pancreatico. Con
rodamina, emitiendo fluorescencia en rojo, se localizaron los linfocitos B
(CD45R/B220+), mientras que con fluoresceina, en verde, se marcaron los nucleos
de células en division (Ki67+). En este caso, puede apreciarse que los nucleos

marcados en verde no corresponden a linfocitos B. (x400)

Teniendo en cuenta que, dentro del infiltrado intrainsular, los linfocitos B no se distribuyen
formando agrupaciones claras, y que ademas no fue posible detectar proliferacion de este tipo
celular dentro del propio infiltrado, resulta altamente probable que los cambios evolutivos
observados en la proporcion de linfocitos B se deban a variaciones en el patron de migracién

preferencial de linfocitos T/B a lo largo de la progresion de la insulitis.
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1.4. EXPRESION DEL BCR Y LA MOLECULA CD19 DEL COMPLEJO CORRECEPTOR

Como se ha descrito anteriormente, el marcaje para el antigeno de superficie CD19 se utilizo
como identificador especifico de la poblacion de linfocitos B, en el analisis mediante citometria

de flujo.

Sorprendentemente, al analizar las distintas poblaciones de linfocitos B, se encontraron
diferencias significativas en los niveles de expresion de CD19 en las diferentes localizaciones
anatémicas estudiadas (Fig. 23). Mientras que los niveles de expresion de CD19 se mantienen
mas o0 menos constantes a lo largo del tiempo tanto en muestras de bazo como de ganglios
linfaticos, siendo ademas similar en todos ellos, en los linfocitos B infilirantes de islotes se
observé una disminucion significativa en la expresion de CD19, a medida que avanza la
insulitis. Esta diferencia no es tan evidente en las fases iniciales de la insulitis, donde el nivel
de expresiéon de CD19 en células B infiltrantes es en algunos casos similar al encontrado en
otros 6rganos del mismo individuo. En cambio, si es especialmente significativa a partir de las
9 semanas de vida, momento en el cual se ha observado una reduccién de un 60% en la
expresion de CD19, respecto a los niveles detectados en los érganos linfoides secundarios.
Tanto en el caso de animales NOD como en los resistentes F1(NOD X NOR), se ha observado

esta disminucién de CD19, a niveles similares, sin mostrar diferencias aparentes entre sexos.

Asimismo, también se observé un efecto similar en la expresion de IgD: la expresion de IgD en
la superficie de los linfocitos B infiltrantes, en los individuos mas jévenes de la cepa NOD (5-7
semanas) presenta una amplia variabilidad, siendo en ocasiones similar a la observada en los
linfocitos B esplénicos de los mismos animales, pero a medida que avanza la edad se hace
evidente que los niveles de expresion de IgD se ven disminuidos en los linfocitos B infiltrantes,
contrariamente a lo que se observa en linfocitos B de bazo (Fig. 24-A y B). De nuevo, este
efecto es exclusivo del infiltrado pancreatico, y no se ve reflejado, de manera similar en otras
poblaciones linfocitarias periféricas como las de ganglios linfaticos (Fig. 24-C). Esta baja
expresion de IgD en la membrana celular es también detectable, en la misma medida, en los
individuos de la cepa F1(NODxXNOR), con insulitis benigna.
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Figura 23. Anédlisis cuantitativo, mediante citometria de flujo, de la variabilidad en los
niveles de expresion de la molécula CD19 en la superficie de los linfocitos B, en funcién
de la cepa, sexo, edad y 6rgano estudiado. Se representa la mediana de la intensidad de
fluorescencia en la poblacidn de linfocitos B. En cada punto se muestra la media y error
estandar, representativos de al menos 3 animales. A. Expresiéon de CD19 en linfocitos B
esplénicos de machos y hembras de las cepas NOD y NOR. B. Nivel de expresion en
superficie de CD19 en linfocitos B infiltrantes de islotes pancreaticos, en machos y
hembras NOD y F1(NODxNOR). C. Figura comparativa del nivel de expresion de CD19 en
linfocitos B en las poblaciones linfocitarias procedentes de bazo, ganglios linfaticos
mesentéricos, ganglios linfaticos pancreaticos e infiltrado pancreatico, de hembras NOD.

H=hembras, M=machos
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Figura 24. Analisis cuantitativo, mediante citometria de flujo, de la variabilidad en los niveles
de expresion de IgD en la superficie de los linfocitos B, en funcién de la cepa, sexo, edad y
o6rgano estudiado. Se representa la mediana de la intensidad de fluorescencia en la
poblacién de linfocitos B. En cada punto se muestra la media y error estandar,
representativos de un minimo de 3 animales. A. Expresion de IgD en los linfocitos B de bazo
en machos y hembras de las cepas NOD y NOR. B. Niveles de IgD en los linfocitos B del
infiltrado linfocitario de islotes pancreaticos, en machos y hembras NOD y F1(NODxNOR).
C. Figura comparativa del nivel de expresion de IgD en linfocitos B en las poblaciones
linfocitarias procedentes de bazo, ganglios linfaticos mesentéricos, ganglios linfaticos

pancreaticos e infiltrado pancreatico, de hembras NOD. H=hembras, M=machos
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2. CARACTERIZACION FENOTIPIC°CA DE LOS LINFOCITOS B
INFILTRANTES EN ISLOTES

Los resultados obtenidos en el analisis de la evolucion de la poblacion de linfocitos B, a lo largo
del curso de la diabetes autoinmunitaria, sugieren que los linfocitos B infiltrantes podian tener
un papel especialmente importante a las 12 semanas, justo en la etapa pre-diabética, cuando
son mas abundantes en el infiltrado, tanto en hembras NOD como F1(NODxNOR). Asimismo,
la peculiaridad fenotipica que representa la reducida expresion de IgD y del co-receptor CD19,
se habia visto que era una caracteristica exclusiva de la poblacion de linfocitos B infiltrantes de
islote, no compartida por otras poblaciones de linfocitos B, procedentes de bazo o de ganglios
linfaticos. Este conjunto de resultados nos llevd a focalizar el estudio sobre hembras de 12
semanas de edad, para realizar una caracterizacion fenotipica mas amplia de los linfocitos B
infiltrantes de islote, mediante un estudio comparativo en el que se tomé como referencia la

poblacion de linfocitos B esplénicos.
2.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS LINFOCITOS B ESPLENICOS

En la bibliografia existen numerosos estudios que han descrito peculiaridades en las
poblaciones linfocitarias periféricas de cepas murinas con susceptibilidad a enfermedades
autoinmunitarias. Puesto que en nuestro estudio estas poblaciones periféricas iban a ser
tomadas como referencia, se realizé una primera caracterizacién fenotipica de la poblacién de
linfocitos B presentes en organos linfoides secundarios en ratones NOD, en comparacién con

otras cepas.

Con este objetivo se llevé a cabo el analisis de los niveles de expresion de diversos antigenos
de superficie, en linfocitos B esplénicos de ratones NOD (susceptibles a diabetes), NOR (con
background genético de predisposicion a desérdenes de tipo autoinmunitario, pero resistentes
a diabetes) y BALB/c (controles sanos). El estudio se realizé6 en hembras de 12 semanas de
edad, analizandose un minimo de cinco individuos por grupo. En cada una de las muestras se
analizé el porcentaje de positividad y el nivel de expresion de los siguientes antigenos de
superficie: el marcador especifico de linfocitos B CD45R/B220, las inmunoglobulinas de
membrana IgM e IgD, los co-receptores CD19 y CD21, el marcador de madurez CD24, la
molécula de MHC de clase | (H-2k%), los marcadores de activacion CD40 y CD44, las
moléculas coestimuladoras CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2), y los marcadores de subpoblacion
CD11b (Mac1) y CD5. No se llevdé a cabo un analisis comparativo de la expresion de
moléculas de MHC de clase Il, debido a que el haplotipo presente en la cepa BALB/c, es
diferente al de los animales NOD y NOR, y por tanto no hubiese podido utilizarse el mismo

anticuerpo para el analisis de las diferentes muestras.
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Los resultados obtenidos reflejan diferencias significativas, a nivel de linfocitos B esplénicos,
especialmente entre las dos cepas con background de autoinmunidad, NOD y NOR, y la cepa
control BALB/c (Fig. 25).
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Figura 25. Caracterizacion fenotipica de los linfocitos B esplénicos de los ratones NOD, en
comparacion con las cepas NOR y BALB/c. A. Proporcion relativa de las subpoblaciones de

low (

linfocitos B esplénicas IgM®"IgD™®" (células B maduras), IgM™®"IgD"" (células B de la zona

marginal y transicionales T1) e IthighlgDhigh (transicionales T2), respectivamente. B.
Porcentaje de células B positivas para los marcadores de superficie CD86 y CD5,
respectivamente. C. Nivel de expresion de las moléculas CD19, CD45R/B220, CD40, CD21,
CD24, CD44 y MHC de clase | (haplotipo H-2k). MFI= mediana de la intensidad de
fluorescencia. Cada dato es el promedio de al menos 5 animales; los asteriscos indican

diferencias significativas (p<0,05).

Cabe destacar que se observaron diferencias significativas en cuanto a la proporcién relativa
de las diferentes subpoblaciones de linfocitos B esplénicos: en la cepa NOD se presenta una
mayor proporcion de los linfocitos B con fenotipo IgM"®"IgD"®" (caracteristico de células B de la
zona marginal y de células B transicionales T1), en detrimento de la proporcion de linfocitos B
maduros (IgM°"IgD"®") (Fig. 25-A). Esta desviacion probablemente sea debida al incremento

en el numero de células B de zona marginal de la cepa NOD, puesto que eran expresan CD21
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en superficie. En los animales NOR, también se observa una tendencia a presentar menor
proporcién de linfocitos B maduros en el bazo. No obstante, en este caso, esta caracteristica

se ve compensada por un aumento en el compartimento de células B transicionales T2.

Aunque la expresion de ciertos antigenos de superficie como CD80 (indetectable en todos los
casos), CD86, CD45R/B220, CD40 y CD21, no presenta diferencias entre las diferentes cepas
estudiadas, las células B procedentes de NOD y NOR presentan mayores niveles de expresion
de algunos marcadores de activacion como CD24, CD19, CD44, y moléculas del MHC de
clase | (Fig. 25-B y C).

Se ha observado también que el porcentaje de células B CD5+ es significativamente mayor en
el caso de los animales NOD y NOR que en los controles BALB/c, siendo préximo a un 25-
30% en el caso de los primeros, mientras que en las muestras control sélo representa un 7%
de la poblacién total de linfocitos B (Fig. 25-B). Se descartd la posibilidad de que esta
poblacion corresponda a células del tipo B-1, tipicamente localizadas en la cavidad peritoneal,
ya que no coexpresan el marcador Mac1, distintivo de este subtipo de linfocitos B. Esta
poblacién, con toda probabilidad, corresponde a células B-2, que son inducidas a expresar
CDS5 tras la interaccion con un autoantigeno; la expresion de CD5 en estas células B seria

mediadora de sefiales inhibidoras para las propias células.

Ya que las diferencias fenotipicas son menos acusadas entre las cepas NOD y NOR, éstas no
parecen estar necesariamente correlacionadas con el desarrollo de la diabetes tipo 1. Mas
bien, estos resultados son el reflejo del desarrollo de una respuesta autoinmunitaria activa en
estas cepas, como sugiere la hiperexpresion de CD19.

2.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS LINFOCITOS B INFILTRANTES EN
ISLOTES

El objetivo de esta fase del estudio era la caracterizacion fenotipica de los linfocitos B
infiltrantes en islotes en hembras NOD y F1(NODxNOR) de 12 semanas de edad, utilizando
una serie de anticuerpos dirigidos contra distintos marcadores de superficie para su
cuantificacion mediante citometria de flujo. Como ya se habian encontrado evidencias
suficientes de que esta poblaciéon celular presentaba un fenotipo diferente al observado en
otros organos linfoides, aqui también se analizé la poblacién de linfocitos B esplénicos como

muestra de referencia.

Para analizar la expresion de antigenos de superficie en las muestras de linfocitos infiltrantes,
el pancreas fue perfundido con una solucion de enzima colagenasa, tras sacrificar los
animales, y digerido durante 20 minutos a 37°C. Tras una disgregacion mecanica del tejido

digerido, los islotes fueron recogidos manualmente, antes de ser disgregados y analizados
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mediante citometria de flujo. De esta manera, solo los linfocitos procedentes del infiltrado (y no

los circulantes por los vasos o localizados en tejido intersticial pancreatico) fueron evaluados.

De la misma manera, también se analizé la poblacién de linfocitos B infiltrantes de islotes en
hembras de 12 semanas de la cepa F1(NODxNOR). En este modelo, que no suele desarrollar

diabetes clinica, el infiltrado es considerado de tipo “benigno”.

En cada una de las muestras se evaluo el nivel de expresion, a nivel de membrana celular, de
las inmunoglobulinas de membrana IgM, IgD, 1gG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3 e IgA; los
componentes CD19 y CD21 del correceptor; el marcador especifico de linfocitos B
CD45R/B220; el marcador de madurez y/o activacion CD24; las moléculas de MHC de clase |
(haplotipo H-2k%) y clase Il (haplotipo I-Ag’); los marcadores de activacion CD69, CD40 y
CD44; las moléculas coestimuladoras CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2); y los marcadores de
subpoblaciéon CD11b (Mac1) y CD5.

2.2.1. Controles de la digestién con colagenasa

Como se ha comentado anteriormente, la metodologia empleada en el aislamiento de islotes
pancreaticos, incluia una digestion previa del pancreas con la enzima colagenasa. En este
estudio, la preservacion de los antigenos de membrana era imprescindible para la correcta
interpretacion de los resultados, obtenidos mediante citometria de flujo. Puesto que las
preparaciones comerciales de colagenasa pueden contener trazas de otras enzimas
proteoliticas como tripsina o pepsina, el lote de colagenasa utilizado en este estudio fue
previamente testado, sobre muestras de linfocitos esplénicos, para conocer el potencial efecto

que la digestion tenia sobre cada uno de los marcadores que se pretendian analizar.

Con esta finalidad, se sobredigirié con colagenasa una alicuota de esplenocitos; para estos
controles se siguieron digestiones de 45 minutos, mas del doble de lo indicado en la digestion
del pancreas (20 minutos). Posteriormente, se realizé la tincion para cada uno de los
marcadores estudiados sobre esta muestra sobredigerida, en paralelo con una muestra de

esplenocitos sin digerir.

Los resultados obtenidos (Fig. 26) evidenciaron que la digestién con colagenasa afectaba de
manera especifica a las moléculas CD21, CD44 y CD45R/B220, de tal manera que la
expresion de estos antigenos en la poblacion linfocitaria procedente del infitlrado intrainsular no
podria ser evaluada. Por el contrario, para el resto de marcadores (lg, CD5, CD69, CD19, MHC
clase | y Il, CD40 y CD24), el tratamiento de digestion con colagenasa no afectaba a su
correcta deteccion. En el caso de CD80, CD86 y CD11b, cuya expresiéon era muy escasa en los
linfocitos B esplénicos, se realizé el mismo tipo de control de digestion, utilizando lineas

celulares con una mayor expresion constitutiva de estas moléculas coestimuladoras; el
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resultado obtenido verific6 que éstos marcadores tampoco se ven afectados tras la digestién

con colagenasa.
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Figura 26. Controles de digestion de esplenocitos con colagenasa.
Comparativa de los resultados obtenidos en esplenocitos sobredigeridos con
colagenasa (45 minutos), respecto a muestras de bazo sin digerir, y linfocitos
procedentes de infiltrado pancreatico (tras 20 minutos de digestion con
colagenasa). La grafica muestra un experimento representativo. A. Efecto de
la digestion con colagenasa en el porcentaje de células B positivas para los
marcadores IgM, IgD, CD68, CD69 y CD5, respectivamente. B. Afectacién de
los niveles de expresion detectados, tras la digestién con colagenasa, de los
marcadores CD19, CD21, CD45R/B220, MHC de clase | (haplotipo H-2kd) y
clase Il (haplotipo I—Ag7), CD40, CD44 y CD24. Las flechas sefialan los
marcadores cuya afectacion por la digestién con colagenasa anula por

completo la fiabilidad de los resultados obtenidos en pancreas.

2.2.2. Caracteristicas fenotipicas de los linfocitos B infiltrantes en islotes en el modelo
NOD

La caracterizacion del isotipo de inmunoglobulina expresada en la superficie de los linfocitos B
aporta informacién relativa al origen y estado funcional de los propios linfocitos B. En este
estudio se utilizaron anticuerpos para detectar los diferentes isotipos de inmunoglobulina (IgA,
IgD, 1gG1, 19G2a, 1gG2b, IgG3 e IgM), para determinar su abundancia relativa en cada una de

las poblaciones de linfocitos B estudiadas.
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En las muestras de infiltrado pancreético, al igual que se habia observado en las muestras
procedentes de bazo, se presenta una clara predominancia de los isotipos IgD e IgM (Fig. 27);
casi un 90% de los linfocitos B expresan IgD e IgM, mientras que so6lo un 3% presentan el

isotipo IgG1. El resto de isotipos se encuentran muy poco representados (alrededor de un 1%).

En conjunto, el fenotipo mayoritario de linfocitos B infiltrantes corresponde a linfocitos B
maduros (IgM°*IgD"®") ya que, de forma similar a lo que ocurre en ganglios linfaticos (datos no
mostrados), apenas se detectan linfocitos B en estadios inmaduros o transicionales (IgM™").
Este hecho, que es comun en érganos linfoides secundarios, es sorprendente a nivel del
infiltrado pancreatico, ya que hace descartar la posibilidad de que esté formado en su mayoria
por linfocitos B memoria procedentes de una reaccion clasica de centro germinal, ya que en
ese caso presentarian cambio de isotipo 0 al menos ausencia de IgD en superficie. Como ya se
ha comentado anteriormente, en los linfocitos B infiltrantes se detecta una disminucion,
progresiva con la edad, en el nivel de expresion de IgD, aunque continta siendo claramente

positivo, mientras que se presentan pocos cambios en los niveles de IgM.
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Figura 27. Dot blots representativos de la expresion en membrana de IgD e IgM, en las
poblaciones de linfocitos B de bazo e infiltrado pancreatico, respectivamente, en hembras
NOD de 12 semanas de edad.

También el porcentaje de linfocitos B CD5+ (pero Mac1-) en el infiltrado pancreatico es similar
al observado en el bazo de las hembras NOD (Fig. 28-A). En cambio, se observé un discreto,
aunque estadisticamente significativo, aumento en el porcentaje de linfocitos B positivos para el
marcador temprano de activacion CD69 (11% en linfocitos B infiltrantes versus 5% en linfocitos
B esplénicos) asi como en el porcentaje de células B CD86+ (7% en la poblacion de linfocitos B
infiltrantes versus 2,5% en la de bazo), mientras que el nivel de expresion de CD80 en ambas
poblaciones siguié siendo indetectable. No obstante, éstas moléculas indicadoras de la
activacion de los linfocitos B son presentes sélo en una pequefia proporciéon de la poblacion

global de linfocitos B infiltrantes.
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En contraposicion, y como ya se habia observado anteriormente, el nivel de expresion de
CD19, componente del complejo correceptor, se encuentra significativamente disminuido en el
conjunto global de la poblaciéon de linfocitos B infiltrantes (Fig. 28-B y D). Aunque ésta
caracteristica, por si misma, no ha sido descrita en la bibliografia con anterioridad, nos sugirié
que pudiera ser indicativa de algun tipo de anergia funcional de los linfocitos B infiltrantes.
Desgraciadamente, este hecho no podia ser confirmado con datos referentes a la expresiéon de
CD21 en estas células, ya que la deteccion de este marcador se veia afectada tras la digestion
con colagenasa, imposibilitando asi su evaluacién. En cualquier caso, la reduccién en la
expresion de CD19 en la superficie de estos linfocitos B, bien podria conllevar un cierto grado
de insensibilidad en esta poblacién, ya que CD19 tiene una funcion clave en la regulacion del

umbral de activacion via BCR.

De la misma manera, también se observd una menor expresion del antigeno CD24 en la
poblacion infiltrante, indicativa de un mayor estado de madurez, o de un menor grado de

activacion, en esta poblacion.

Curiosamente, y aunque otros marcadores de activacion como CD40 no muestran diferencia
alguna entre las poblaciones analizadas, las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tanto de clase | (H-2k%) como de clase Il (I-Ag’) se encuentran
significativamente hiperexpresadas en la poblacion de linfocitos B que infiltran los islotes
pancreaticos (Fig 28-B, C y D). Este hecho no deja de ser paraddjico, ya que este aumento en
las capacidades de esta poblacion de linfocitos B para presentar antigenos a los
correspondientes linfocitos T, en el contexto de moléculas del MHC, no se ve acompafiado por
un incremento similar, en el conjunto de la poblacion, de moléculas con funcién coestimuladora
(CD80 y CD86).

En conjunto, estos datos indican que, aunque los linfocitos B infiltrantes no parecen provenir de
una reaccion clasica de centro germinal, posiblemente tampoco son células naive; la
hiperexpresion de moléculas presentadoras de antigeno sugiere un encuentro previo con el
antigeno, pero en cambio, ademas de no presentar en su mayoria moléculas de
coestimulacion, estos linfocitos B parecen estar reprimidos o “silenciados”, ya que sus

reducidos niveles de expresion de CD19 dificultarian su activacion.
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Figura 28. Caracterizacion fenotipica, mediante citometria de flujo, de los linfocitos B infiltrantes de
islotes, en hembras NOD de 12 semanas de edad. Comparacion con los linfocitos B esplénicos. A.
Porcentaje de células CD86+, CD69+ y CD5+, respectivamente. B y C. Nivel de expresién
(representado mediante la mediana de la intensidad de fluorescencia) de los marcadores de
superficie CD19, CD24, MHC de clase | (H-2k%) y clase Il (I-Ag”) y CD40, respectivamente. La linea
punteada en C representa la intensidad de fluorescencia correspondiente a un control negativo. En
todos los diagramas de barras, se representa la media correspondiente a seis individuos, sefalando
los asteriscos aquellas diferencias significativas (p<0,05). D. Histogramas de experimentos
representativos, donde se muestran los niveles de expresion de CD19, H-2k°, CD24 y I-Ag7 en los
linfocitos B infiltrantes (linea roja), en comparacion con los linfocitos B esplénicos (linea negra), y el

correspondiente control de linfocitos B esplénicos sobredigeridos con colagenasa (linea gris).
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2.2.3. Caracteristicas fenotipicas de los linfocitos B infiltrantes en animales
F1(NODxNOR)

Tras caracterizar la poblacion de linfocitos B que infiltran los islotes pancreaticos en las
hembras NOD, el siguiente objetivo fue la caracterizacién, utilizando la misma metodologia, de
los linfocitos B infiltrantes en las hembras F1(NODxNOR). En el caso de los animales F1,
aunque se desarrolla insulitis, se considera que se trata de un infiltrado de tipo “benigno”, ya
que rara vez acaba desencadenando un efecto destructor de la masa celular beta suficiente
como para provocar la diabetes clinica. La finalidad de esta fase del estudio fue caracterizar las
posibles diferencias en la poblacién de linfocitos B de este infiltrado “benigno”, en referencia a

los linfocitos B que forman parte del infiltrado destructivo de los animales NOD.

La determinacion del isotipo de inmunoglobulina presente en la superficie de estos linfocitos B
volvi6 a mostrar una amplia predominancia de IgD e IgM (93%), mientras que el 5%
corresponden a IgG1. De nuevo, igual que en el caso de la cepa NOD, los linfocitos B

infiltrantes que presentan cambio de isotipo son minoritarios.

Los reducidos niveles de expresion de CD19 y CD24 también son presentes en los linfocitos B
infiltrantes en las hembras F1 (Fig. 29). Asi mismo, también se puede observar la
hiperexpresion de moléculas del MHC de clase | (H-2k°) y clase Il (I-Ag’), en la practica
ausencia de moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86) en la mayor parte de esta poblacion, a
la vez que se detectan pocos cambios en los niveles de marcadores de activacion (CD69 y
CD40).

A B C
307 300+ 100+
[ NOD
754 [] F1(NODxNOR)
201 200
% < S 50
101 100
251
0 - 0-
CD86 CD5 CD19 H-2kd CD24 I-Ag7 CD40

Figura 29. Analisis de la expresién en superficie de los diferentes marcadores, estudiados mediante
citometria de flujo, en linfocitos B infiltrantes de islotes en hembras NOD y F1(NODxNOR) de 12 semanas
de edad. A. Porcentaje de linfocitos B positivos para los marcadores CD86 y CD5, respectivamente. B y
C. Nivel de expresion, expresado como mediana de la intensidad de fluorescencia de la poblacion CD19+,
de CD19, CD24, MHC de clase | (H-2kd) y clase Il (I-Ag7) y CD40, respectivamente. La linea punteada en
C representa la intensidad de fluorescencia correspondiente al control negativo. En los graficos no
aparece ningun asterisco porque no se detectaron diferencias significativas entre las dos cepas, segun el
test U de Mann-Whitney.
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En conjunto, el fenotipo que presentan los linfocitos B infiltrantes en el modelo F1(NODxNOR)
es equivalente al descrito anteriormente para el modelo NOD, puesto que no se encontraron
diferencias, estadisticamente significativas, entre los marcadores estudiados en los linfocitos B

infiltrantes de ambos grupos de animales.

3. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS LINFOCITOS B
INFILTRANTES EN ISLOTES

Hasta este punto del estudio, se habian observado ciertas caracteristicas fenotipicas,
exclusivas de los linfocitos B que forman parte del infiltrado intrainsular, tanto en el modelo
NOD como en F1(NODxNOR). Estas sugerian un estado activamente “silenciado” en esta
poblacion infilirante. En este capitulo se aborda el estudio de las caracteristicas funcionales de

esta poblacion celular.

En primer lugar, y puesto que los resultados del analisis fenotipico, en relacion a la disminuida
presencia en superficie de la componente CD19 del complejo correceptor, podian sugerir,
hasta cierto punto, alguna semejanza con un estado de anergia funcional (tipicamente
caracterizado por una disminucion en la expresion del componente CD21), esta posibilidad fue
analizada en profundidad mediante la caracterizaciéon “in vitro” de la respuesta de esta

poblacion de linfocitos B frente a diferentes estimulos activadores.

Por otro lado, para conocer la posible influencia de los linfocitos B infiltrantes sobre la poblacién
de linfocitos T, también residente en los islotes, se analiz6 la produccion diferencial de ciertas
citoquinas, por parte de los linfocitos B infiltrantes, para discriminar si éstos podian estar
influyendo en el desarrollo preferencial de una respuesta tipo Th1/Th2. Asi mismo, se llevaron
a cabo una serie de ensayos de proliferacion “in vitro”, en presencia de diferentes estimulos,
donde se evaluo la capacidad de la poblaciéon de linfocitos B para potenciar/inhibir la activacion

de los linfocitos T.

3.1. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA DE LOS LINFOCITOS B INFILTRANTES A
LA ACTIVACION “IN VITRO”

Los linfocitos B infiltrantes de islotes, tanto en el modelo NOD como en el F1(NODxNOR), se
caracterizan por una reducida expresion de CD19, en comparacién con los linfocitos B de otras
poblaciones periféricas (tanto en bazo como en ganglios linfaticos). En la bibliografia no hay
otras referencias que describan esta caracteristica, en alguna condicion fisiologica y/o
patoldlogica. Partiendo de la premisa que CD19 forma parte del complejo correceptor de los
linfocitos B, cuya funcion es la de modular la activacion de la célula B, disminuyendo el umbral
de estimulaciéon necesaria para activar la via de sefalizacion del BCR, una disminucién en la

presencia de CD19 bien podria dificultar la activacion del propio linfocito B. Esto se ha descrito
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que funciona asi, en el caso de linfocitos B anérgicos, cuando es el el componente CD21 del
correceptor el que se ve disminuido. Pero en este caso, no ha sido posible la evaluacién de la
expresion de CD21 en la poblacién celular de estudio, ya que este antigeno se ve afectado por
el protocolo seguido para la obtencién de los islotes pancreaticos (digestidon enzimatica con
colagenasa). Por otro lado, tampoco se observa en estos linfocitos B una disminucion
significativa del nivel de expresion de IgM (aunque si de IgD), también caracteristica de
poblaciones anérgicas. Con estos datos, se consider6 necesario evaluar, en mayor

profundidad, el posible estado de anergia en los linfocitos B infiltrantes de islotes.

Con este objetivo, se realizaron ensayos de estimulacion “in vitro” de linfocitos B. También en
esta ocasién, y siguiendo la linea metodoldgica utilizada en experimentos comentados
anteriormente, se analizaron linfocitos B procedentes islotes y bazo de hembras de 12
semanas de edad, es decir en el momento en que la insulitis llega a su estado mas avanzado,

justo antes de aparecer los primeros casos de diabetes clinicamente manifiesta.

Se utilizaron diferentes agentes estimuladores: algunos cultivos fueron suplementados con
LPS (lipopolisacarido de origen bacteriano), el cual activa de forma policlonal los linfocitos B,
mediante la unidon a receptores de tipo TLR (Toll-like receptors, que reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos), sin necesidad de la participacion de células T;
paralelamente otros cultivos fueron estimulados con anti-CD40 + IL-4, de manera que la
estimulacion de la célula B tiene lugar mediante las mismas vias de sefalizaciéon que se ven
implicadas en las respuestas mediadas por células T. Otros cultivos, utilizados como control

negativo, simplemente fueron mantenidos en medio de cultivo completo.

Los cultivos asi estimulados, fueron analizados a tiempo 0, asi como tras 24 y 48 horas desde
la aplicacion de los diferentes estimulos. El fenotipo de la poblacion de linfocitos B resultante
fue analizado mediante citometria de flujo, midiendo la expresion de los antigenos de
superficie CD19, CD40, CD44, CD69, MHC clase | y 1l, CD80 y CD86.

3.1.1. Control con medio de cultivo completo

En los cultivos control no estimulados, pero también analizados mediante citometria de flujo,
se observo que, ya a las 24 horas tras haber puesto las células en cultivo, se pueden detectar
cambios fenotipicos significativos, especialmente en los linfocitos B procedentes del infiltrado
pancredtico (Fig. 30): el nivel de expresion de CD19 aumenta perceptiblemente, situandose a
niveles similares a los cultivos procedentes de bazo, a las 48 horas. También se incrementa
ligeramente la expresion de moléculas de MHC de clase | (H-2k°) y CD86 en los linfocitos B

infiltrantes de islotes, aunque no haya ninguna clase de estimulo adicional en el cultivo.
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3.1.2. Estimulacién con LPS

En primer lugar, se hizo evidente que en todos los casos, ya a las 24 horas de cultivo, se
podian distinguir agregados celulares caracteristicos de proliferaciéon, en aquellos pocillos que
habian sido estimulados. Este hecho, en el caso de los cultivos procedentes de infilirado
pancreatico, hace descartar la posibilidad de que los linfocitos B se encuentren en un estado
de anergia, ya que ésta se define clasicamente por la incapacidad de responder frente a

estimulos proliferativos.

Por otro lado, aunque el LPS es un activador policlonal, cabe destacar la diversidad en la
respuesta obtenida, segun la poblacion de linfocitos B estudiada: en los linfocitos B esplénicos
se observa una mayor potenciacion de la expresion del marcador de activacion CD44 y de
CD19, en cambio, en el caso de los linfocitos B infilirantes responden con una mayor expresién
del marcador de activacion temprana CD69 y de moléculas del MHC de clase Il (I-Ag7), asi

como de la molécula coestimuladora CD86.

3.1.3. Estimulacion con anti-CD40 + IL-4

La estimulacién con anti-CD40 + IL-4, por via analoga a la mediada por células T, provoca en
linfocitos B, tanto procedentes de bazo como de infiltrado pancreatico, un aumento en la
expresion de CD19 similar al observado en los ensayos de estimulacion con LPS. Sin
embargo, tras 48 horas de estimulacién de las células procedentes de islotes, a diferencia de
los cultivos de linfocitos esplénicos, se ha observado en los linfocitos B un incremento muy
importante en la expresion de moléculas del MHC, tanto correspondientes a clase | (H-2kd)
como a clase Il (I-Ag7), asi como un gran aumento de la expresién de las moléculas CD44 y

CD69, ambas indicadoras del grado de activacion linfocitaria.

Cabe destacar también que, practicamente el 100% de esta poblacion de linfocitos B
procedentes de islotes, acaba presentando altos niveles de expresién en superficie de la
molécula coestimuladora CD86. Por el contrario, se observan pocos cambios en los patrones

de expresiéon de CD80.

Ensayos posteriores evidenciaron que este cambio fenotipico de los linfocitos B infiltrantes
puede ser obtenido, de la misma manera, mediante la estimulacién “in vitro” con sélo anti-
CD40.
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Figura 30. Analisis de la respuesta a la activacion “in vitro” de las diferentes poblaciones de

linfocitos B. Las células fueron cultivadas en medio de cultivo completo solo, o

suplementado con LPS o anti-CD40+IL-4. A tiempo 0, 24 y 48 horas, las células fueron

recogidas y analizadas, mediante citometria de flujo, para evaluar la expresion de CD19,

CD44, CD69, MHC y moléculas coestimuladoras. Los datos representan los datos

obtenidos en la poblacion de linfocitos B (CD19+). Cada experimento se realizd6 por

triplicado, utilizando muestras procedentes de diferentes animales.
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Asi pues, bajo ciertos estimulos, se hace evidente que la poblacién de linfocitos B infiltrantes
no esta constituida por linfocitos naive como la mayoria de las presentes en bazo, sino que se
trata de células que han podido tener un contacto previo con el antigeno correspondiente, y
que pueden llegar a presentar un fenotipo potencialmente activador. Sin embargo, bajo las
circunstancias existentes en el infiltrado pancreatico, estos linfocitos B infiltrantes parecen
estar reprimidos, ya que su simple cultivo en medio de cultivo completo, que facilita su
liberacion del espacio intrainsular, revierte rapidamente su fenotipo “silenciado” caracterizado

por la baja expresion de CD19.

Aunque se han realizado ensayos de estimulacion tanto de muestras procedentes de animales
susceptibles a diabetes autoinmunitaria (NOD) como de controles resistentes (F1), los

resultados obtenidos son equivalentes en ambas cepas.
3.2. ANALISIS DE LA PRODUCCION DE CITOQUINAS

Como se describe en la seccion IV/I.1., los linfocitos B se distribuyen de forma dispersa en el
infiltrado que invade los islotes pancreaticos, y en intimo contacto con los linfocitos T. Dada la
proximidad fisica entre estas poblaciones linfocitarias, hipotetizamos que la supuesta
produccién de citoquinas, por parte de los linfocitos B infiltrantes, podria influir de manera
directa sobre la poblacion de linfocitos T adyacente. Partiendo de esta premisa, el objetivo de
esta fase del estudio fue el analisis de la produccion de diferentes tipos de citoquinas, por parte

de la poblacion de linfocitos B infiltrantes en islotes.

El objetivo primordial era la deteccion y cuantificacion de citoquinas en condiciones fisioldgicas,
es decir, manteniendo el estado funcional de las células tal y como estan dentro del
microambiente (moléculas de adhesion, ligandos, quimiocinas, citoquinas,...) que existe en
interior del infiltrado pancreatico. Para ello se siguié un protocolo de deteccion intracelular de
citoquinas mediante citometria de flujo. Esta técnica permite la cuantificacion de la cantidad de
citoquina producida y del porcentaje de células productoras, monitorizando en todo momento la
poblacion de células B (CD19+). Sin embargo, como el nivel de produccion de citoquinas suele
ser discreto, por el potente efecto que producen aun en bajas concentraciones, es dificil
detectarlas en las poblaciones linfocitarias, a no ser que éstas sean activadas de forma
exdgena. Por esta razén, los islotes pancreaticos, tras ser aislados, fueron estimulados con
PMA+lonomicina durante 5 horas a la vez que se bloqueaban los mecanismos de secrecion
celulares; el tiempo necesario para que la cantidad de citoquinas acumuladas fuera suficiente
para ser detectadas mediante citometria. Este método de estimulacion con PMA+lonomicina

esta descrito que sélo potencia la activacion celular, sin desviar el tipo de respuesta obtenida.

Tras esta estimulacion, las células fueron fijadas y permeabilizadas para la deteccién de

citoquinas intracelulares. Se utilizaron anticuerpos contra 3 citoquinas diferentes: IFNy, como
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modelo de citoquina de tipo Th1; IL-4, potenciadora de respuestas de tipo Th2; e IL-10, con
funciones reguladoras/supresoras de la activacion linfocitaria (ThO). Mediante este sistema, se
pretendia conocer si los linfocitos B infiltrantes tienen la capacidad de influir “in situ”, mediante

la secrecion de citoquinas, sobre la respuesta de células adyacentes.

Como en los capitulos anteriores, el estudio se realiz6 utilizando muestras de hembras NOD y
F1(NODxNOR) de 12 semanas de edad. Comparando siempre los resultados obtenidos en las

células B infiltrantes, con células B procedentes de bazo.

En el andlisis de las muestras, mediante citometria de flujo, se detecté que aproximadamente
un 3% de los linfocitos B infiltrantes son productores de IFNy, mientras que solo un 1%
corresponde a células productoras de IL-10 (Fig. 31). En cambio, la capacidad de produccién
de IL-4 es practicamente indetectable, o al menos no cuantificable con fiabilidad. Aunque estas
poblaciones productoras de citoquinas son minoritarias, podrian indicar una potenciacién de la
respuesta de tipo Th1. Sin embargo, los porcentajes referidos son similares a los obtenidos en
poblaciones de linfocitos B procedentes de bazo. De la misma manera, tampoco se aprecian

diferencias entre las muestras de la cepa NOD y F1.

En funciéon de los datos obtenidos, en referencia a estas tres citoquinas, los linfocitos B
infiltrantes de islotes no presentan un patron de produccién de citoquinas diferente al que

puede encontrarse en linfocitos B esplénicos.

3.3. EFECTO DE LOS LINFOCITOS B INFILTRANTES SOBRE LA PROLIFERACION DE
LINFOCITOS T

Para caracterizar, en un aspecto diferente, las capacidades funcionales de los linfocitos B
infiltrantes de islotes, se evalud el efecto potencial de estas células, sobre la activacion y

proliferacion de los linfocitos T adyacentes.

Con este objetivo se purificaron mediante sorting las poblaciones de linfocitos B (CD19+) y
linfocitos T (CD3+), procedentes de islotes pancreaticos, asi como los respectivos controles de
bazo, de hembras NOD y F1(NODxNOR) de 12 semanas de edad. La poblacion de linfocitos T
fue marcada intracelularmente con CFSE, para poder realizar posteriormente el seguimiento de
su proliferacién. A continuacion, las poblaciones B y T respecitvas fueron cocultivadas, con la
adicion de diferentes agentes estimuladores. Tras tres dias de cultivo, la proliferaciéon de las
células T fue evaluada, mediante el andlisis por citometria de flujo de los niveles de
fluorescencia (CFSE) en esta poblacién, ya que en cada divisién celular el nivel de
fluorescencia disminuye a la mitad. También en este caso los resultados fueron comparados

con los obtenidos en cultivos paralelos, con células procedentes de bazo.
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Figura 31. Patréon de expresion de citoquinas en células B (CD19+) esplénicas e
infiltrantes en islotes, procedentes de hembras NOD de 12 semanas de edad. La
primera fila corresponde a una muestra de linfocitos B esplénicos, incubados con un
anticuerpo control del mismo isotipo que los utilizados en el marcaje de las citoquinas
(lgG1 para IFNy e IL-4; 1IgG2b para IL-10). Para cada muestra, a partir del control de
isotipo se ajustd el umbral de positividad (<1% de células positivas en el control
negativo). Posteriormente se evalud el porcentaje de células positivas, para cada una
de las citoquinas analizadas, tal como se indica en cada uno de los diagramas. Se
muestran los resultados de un experimento representativo de 3 experimentos

independientes.

En ningun caso la poblacién de linfocitos B, por si sola, fue capaz de promover la proliferacion
policlonal de los linfocitos T, en ausencia de otros estimulos (Fig. 32). Tampoco la adicion de
anti-CD40 al cultivo (que habiamos visto que potenciaba las capacidades presentadoras y
coestimuladoras de los linfocitos B infiltrantes) o extracto de islotes (como fuente potencial

antigeno), fueron capaces de conferir a los linfocitos B esta capacidad.
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Cuando se afadié anti-CD3 soluble al medio, los linfocitos B infiltrantes, igual que los
esplénicos, funcionaron como células accesorias, sustentando la interaccion de los linfocitos T
con el anti-CD3 y promoviendo asi su proliferacién. Sin embargo, el nivel de proliferacién de los
linfocitos T fue el mismo, tanto si se utilizaban linfocitos B infiltrantes o de bazo, aunque se

suplementase el cultivo con anti-CD40 o con extracto de islotes.

Por otro lado, en cultivos donde la proliferacién policlonal de linfocitos T fue activada mediante
anti-CD3 unido a placa (sin necesidad de células accesorias), los linfocitos B no fueron

capaces, en ningun caso, de inhibir total o parcialmente esta proliferacion.

Asi pues, los resultados fueron similares tanto si se complementaba el cultivo con linfocitos B
infiltrantes o esplénicos. Las respuestas proliferativas obtenidas en cultivos con linfocitos T
infiltrantes tampoco se mostraron diferentes de las observadas en los cultivos de linfocitos T

esplénicos.

Parece, por tanto, que la poblacién de linfocitos B infiltrantes, tanto de hembras NOD como F1,
no presenta ninguna peculiaridad “in vitro” en su influencia sobre la proliferacién policlonal de

los linfocitos T.
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La mayor parte del conocimiento de que se dispone actualmente sobre los autoantigenos
reconocidos por los linfocitos B, implicados en la diabetes autoinmunitaria, procede de la
caracterizacion de autoanticuerpos circulantes, presentes en el suero de los pacientes de T1D.
Aunqgue no se conoce con certeza su funcién y/o efectos, lo cierto es que estos autoanticuerpos
son una herramienta fundamental en el diagndstico diferencial, e incluso en el prondstico de

desarrollo, de la diabetes de tipo 1.

Se ha estudiado también la especificidad antigénica de los linfocitos B autorreactivos,
implicados en la diabetes autoinmune, mediante la produccion de hibridomas. Sin embargo,
hasta la fecha, en todos los casos se habian utilizado linfocitos B procedentes de poblaciones

linfocitarias periféricas, es decir, linfocitos circulantes o esplénicos.

Como se ha comentado anteriormente, nuestro grupo tiene un especial interés en la
caracterizacion de la poblacién de linfocitos B que infiltra los islotes pancreéaticos en el modelo
murino de diabetes NOD. Con el objetivo de conocer su especificidad antigénica, en nuestro
laboratorio se generaron hibridomas derivados de linfocitos B infiltrantes. Los hibridomas
obtenidos fueron clasificados segin el patrén de tincion que presentaban los anticuerpos
monoclonales que producian, en estudios de inmunofluorescencia sobre criosecciones de
pancreas de raton. Curiosamente, los resultados obtenidos revelaron que, en contra de la
esperada abundancia de anticuerpos monoclonales especificos para antigenos propios de
islote pancreético (ICA), se presentaba una clara prevalencia (53%) de hibridomas productores
de anticuerpos monoclonales que reconocian elementos del sistema nervioso; este
reconocimiento no era exclusivo de tejido pancreatico, ya que también eran positiva, en los
estudios de inmunofluorescencia, la inervacion de otros érganos exocrinos y endocrinos, asi

como algunas estructuras del sistema nervioso central [Carrillo et al., 2005].

Dada la relevancia que parecia tener la respuesta contra elementos del sistema nervioso
periférico en la T1D, nos propusimos el objetivo de identificar el/los antigeno/s reconocidos por

estos anticuerpos monoclonales.

Disponiamos de un total de 21 clones diferentes de hibridomas con patrén neuronal (Tabla 11,
apartado 111.7.1). En una primera fase, se eligié el hibridoma 228E1 para realizar las primeras
determinaciones, al ser uno de los que mostraban mayor intensidad en las tinciones de

inmunofluorescencia sobre tejido.
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1. SELECCION DE LINEAS CELULARES PRODUCTORAS DE ANTIGENO

Para poder identificar a nivel molecular el antigeno reconocido por un anticuerpo monoclonal,
es necesario poder aislar previamente dicho antigeno. En este caso, nos encontrabamos ante
un antigeno que se localiza en estructuras del sistema nervioso. Aunque previamente habia
sido detectado en tejido pancreatico, el sistema nervioso periférico que inerva el pancreas
representa sblo una pequefia proporcién del total del tejido, como puede observarse en la
figura 12 (apartado 1.3.3.). Por esta razén, el aislamiento del antigeno de interés a partir de
tejido pancreatico resultaba poco viable, puesto que éste habria quedado demasiado diluido.
Por otro lado, como mostraban las tinciones por inmunofluorescencia que se habian realizado
con anterioridad, este antigeno en cuestion tampoco parecia ser especialmente abundante en
el sistema nervioso central, como se comprobd en las tinciones sobre secciones de cerebro y
cerebelo. Bajo estas premisas, se optd por buscar una linea celular, como fuente de antigeno

para este estudio.

Con este objetivo, se analizaron lineas celulares de origen neuronal. Se utilizaron técnicas de
inmunofluorescencia indirecta sobre células cultivadas sobre portaobjetos, utilizando el
sobrenadante de cultivo del hibridoma 228E1, conteniendo el anticuerpo producido por el
propio hibridoma, para detectar la presencia del antigeno en la muestra. Ademas las células
fueron fijadas y permeabilizadas para permitir el acceso de los anticuerpos a través de las

membranas, y poder acceder asi a las estructuras intracelulares.

Mediante esta técnica, se pudo detectar la presencia constitutiva del antigeno especifico en la
linea N1E-115, una linea celular derivada de un neuroblastoma de origen murino, asi como en
la linea SK-N-SH derivada de un neuroblastoma humano. Sobre las células en cultivo, la
deteccion del antigeno, como se observa en la figura 33, muestra claramente un patrén
reticulado en el citoplasma. Esta distribucion indica que el antigeno es, con toda probabilidad,

un elemento constitutivo del citoesqueleto celular, o asociado a éste.

Las tinciones control, en las que se us6 un anticuerpo primario no relevante pero con el mismo
isotipo que el anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 228E1 (IgG2b), dieron
resultado negativo, lo que corrobord6 que el patron reticular anteriormente descrito es

consecuencia de una interaccién especifica antigeno-anticuerpo.

Por el contrario, mediante estas técnicas de inmunofluorescencia, no se detectd la presencia
del antigeno especifico para el hibridoma 228EL1 en la linea de insulinoma NIT-1, ni en la linea

de fibroblasto SV-T2 (control negativo).

Con estas observaciones se pudo concluir que el antigeno reconocido por el anticuerpo

monoclonal 228E1 es un elemento del citoesqueleto celular expresado, de forma especifica,
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por lineas celulares de origen neuronal. Este antigeno también se encuentra, y con suficiente
homologia molecular, en otras especies, como demuestra la reactividad cruzada del anticuerpo

con lineas de neuroblastoma humano.

[gG2b control

228E1

Figura 33. Inmunofluorescencia sobre un cultivo de neuroblastoma murino N1E-
115. Las células fueron cultivadas sobre portaobjetos; tras los procesos de
fijacién y permeabilizacion, las muestras fueron incubadas con el sobrenadante
del hibridoma 228E1, o con su correspondiente control de isotipo 1gG2b. Se
utilizé un anticuerpo anti-inmunoglobulina de raton, marcado con Alexa480, para
su visualizacion. En la tincién con 228E1 se puede observar un marcaje con
patron reticular citoplasmatico.

2. CARACTERIZACION DEL ANTIGENO

Una vez seleccionada la linea de neuroblastoma murino N1E-115 como fuente de antigeno, el

siguiente objetivo fue la caracterizacién y aislamiento del mismo.

Inicialmente, se habia previsto purificar el antigeno mediante inmunoprecipitacién. Esta técnica
consiste en la purificaciéon del antigeno, a partir de un extracto de proteinas del cultivo celular,
mediante un primer paso de union al anticuerpo a estudiar, seguido de una incubacién con
bolas de sefarosa recubiertas de Proteina G o Proteina A. De esta manera, los
inmunocomplejos formados por la unién antigeno-anticuerpo son adheridos a la superficie de

las bolas debido a la afinidad de la Proteina G/A por la region constante de los anticuerpos,
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facilitando asi su posterior aislamiento mediante precipitacién. Esta técnica ademas, es
compatible con la conservacién de los posibles epitopos conformacionales de los antigenos, ya
que se puede realizar en condiciones no desnaturalizantes. Sin embargo, en nuestro caso, al
encontrarnos ante un antigeno asociado a citoesqueleto, el uso de esta técnica experimental
tuvo que ser descartado; el citoesqueleto es una estructura proteica altamente insoluble, que
s6lo puede ser solubilizada mediante la utilizacion de detergentes desnaturalizantes (SDS). En
esta situacién, se dificulta el mantenimiento de unas condiciones experimentales que
favorezcan la solubilidad de estas proteinas, a la vez que permitan la eficiencia de la
interaccién antigeno-anticuerpo, necesaria para la correcta inmunoprecipitacion. Por esta razén
se optd por recurrir a técnicas de inmunoblot para caracterizar el antigeno reconocido por los

anticuerpos monoclonales.

Para caracterizar la localizacién subcelular del antigeno estudiado se siguié un protocolo de
extraccion fraccionada de proteinas, a partir de los cultivos de lineas celulares, que permitio la
obtencion secuencial de diferentes fracciones proteicas, en funcion de su solubilidad; de esta
manera se obtuvo una fraccion rica en proteinas solubles en el citosol (F1), una fraccién
conteniendo aquellas proteinas asociadas a membrana (F2), una fraccion enriquecida en
proteinas asociadas a cromatina (F3), y una fraccion de proteinas altamente insolubles (F4)
basicamente compuesta por elementos procedentes del citoesqueleto. De esta manera, se
consiguio recuperar las proteinas de todos los compartimentos celulares por separado, a la vez
que se enriquecio la representacion de proteinas dentro de cada fraccién, al disminuir la

diversidad. Asi se facilita la deteccion de proteinas poco abundantes.

2.1. CARACTERIZACION DEL ANTIGENO RECONOCIDO POR EL ANTICUERPO
MONOCLONAL PRODUCIDO POR EL HIBRIDOMA 228E1

Para detectar la presencia del antigeno en las diferentes fracciones celulares derivadas del
cultivo de neuroblastoma N1E-115, las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en
geles SDS-PAGE y posteriormente tranferidas a membranas de nitrocelulosa. Sobre las
membranas se realiz6 la inmunodeteccion utilizando, una vez més, el sobrenadante de cultivo
del hibridoma 228E1.

El resultado de los Western blots indicoé claramente que el antigeno en cuestién se encontraba
mayormente representado en la Fraccion 4 del extracto proteico de la linea N1E-115 (Fig. 34-
A), confirmando asi los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia, que ya sugerian
que el antigeno era un componente del citoesqueleto celular. Concretamente, se trata de una
proteina de unos 56 kDa que, a juzgar por la positividad del marcaje tras la desnaturalizacion
de la muestra (en la propia extraccion de proteinas y en la electroforesis), esta siendo
reconocida por el anticuerpo monoclonal 228E1 mediante de un epitopo lineal (no

conformacional).
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De nuevo, y ya utilizando Unicamente la fraccion de proteinas de citoesqueleto (F4), se volvio a
analizar la presencia del antigeno en otras lineas celulares mediante Western blot. Como se
puede observar en la figura 34-B, la linea celular control, correspondiente al fibroblasto SV-T2,
sigue mostrando negatividad con esta técnica. Por el contrario, se detecté la presencia del
antigeno de 56kDa en la F4 correspondiente a la linea de insulinoma NIT-1, aunque resulta
evidente que la abundancia relativa es significativamente menor que en el extracto de
neuroblastoma. En el extracto de islotes la deteccién del antigeno, aunque positiva, fue muy
deébil; en este caso cabe tener en cuenta que el extracto proteico obtenido de islotes recogidos
manualmente corresponde a una mezcla de tipos celulares endocrinos, contribuyendo asi a la

dilucién de la proteina de interés en la muestra final.
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Figura 34. Western blots revelados con el sobrenadante del hibridoma 228E1. A. Deteccion

= 51 kDa

del antigeno sobre las diferentes fracciones subcelulares obtenidas de neuroblastoma N1E-
115: F4 = citoesqueleto, F3 = proteinas nucleares, F2 = proteinas de membrana y F1 =
fraccion citosolica. B. Deteccion del antigeno en extractos correspondientes a 10 ug de
proteina de la fraccién de citoesqueleto (F4) de la linea celular de insulinoma (NIT-1), de la
linea de fibroblasto (SV-T2) y de neuroblastoma (N1E-115), asi como de islote pancreéticos

aislados de ratones NOD (3 ug).

Estos datos aportan una nueva orientacion a la concepcion que teniamos, previamente, sobre
este hibridoma. Mediante las técnicas de tincién indirecta e inmunofluorescencia, que
habiamos utilizado anteriormente, sobre secciones histoldgicas y cultivos celulares, habiamos
caracterizado este hibridoma con un patrén restringido para elementos del sistema nervioso.
No obstante, a la luz de estos nuevos resultados obtenidos mediante técnicas de inmunoblot,
cuya sensibilidad es mayor que las técnicas de inmunofluorescencia, podemos confirmar la
presencia del antigeno, aunque en menor cantidad, también en células de origen endocrino
derivadas de insulinoma. De esta manera, este hibridoma que habia sido clasificado dentro del

patrén neuronal, podria ser reclasificado ahora con patron neuroendocrino.
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2.2. CARACTERIZACION DEL CONJUNTO DE HIBRIDOMAS CON PATRON NEURONAL

Una vez caracterizado, a grandes rasgos, el antigeno reconocido por el anticuerpo producido
por el hibridoma 228E1, se planteé la disyuntiva de si este hibridoma seria realmente, o no, un
buen representante del conjunto de hibridomas que se habian clasificado dentro del patrén
neuronal. Para resolver esta duda, se realizaron Western blots, utilizando como muestra comun
el extracto proteico de la fraccion de citoesqueleto (F4) de cultivo de neuroblastoma N1E-115, y
llevando a cabo la inmunodeteccion con los sobrenadantes de cultivo de cada uno de los

hibridomas clasificados con patrén neuronal.

Mediante este analisis comparativo por Western blot se observd que toda la bateria de
sobrenadantes correspondientes a hibridomas con patrén neuronal (21 en total) parecian estar
reconociendo el mismo antigeno de 56kDa en el extracto de proteinas de citoesqueleto de la
linea celular de neuroblastoma (Fig. 35). Aunque en algun caso, en 3 de los sobrenadantes
estudiados, se detectaba mas de una banda en el Western blot, éstas correspondian a
proteinas de diferente tamafio en cada uno de los casos y siempre estaban acompafiadas de la
banda correspondiente al antigeno de 56kDa; de todas formas éstos casos, en los que es
posible que se estén dando efectos de reactividad cruzada con otras proteinas u otras
isoformas del mismo antigeno, fueron casos aislados y por tanto poco representativos del
conjunto de hibridomas estudiados.
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Figura 35. Western blot sobre extracto de proteinas de citoesqueleto (F4) de neuroblastoma N1E-115.
Se analizaron todos los sobrenadantes correspondientes a hibridomas que habian sido clasificados con
patron neuronal. En todos aparece, como minimo, una banda correspondiente a unos 56kDa, excepto en
los controles negativos: medio de cultivo completo (MCC) y anticuerpo monoclonal del hibridoma 116A1,

que no reconoce estructuras nerviosas.

Estos resultados indicaban que todos los hibridomas que habian sido clasificados dentro del
patron neuronal, en funcion del marcaje inmunohistolégico de los anticuerpos monoclonales
gue producen, estaban reconociendo el mismo antigeno, el cual presentaba una distribucion

neuroendocrina, aunque mas abundante en elementos del sistema nervioso.
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3. IDENTIFICACION MOLECULAR DEL ANTIGENO

Para poder identificar el antigeno reconocido por todos los anticuerpos monoclonales
estudiados, es necesario aislarlo primero, para posteriormente poder analizarlo mediante
técnicas de espectrometria de masas. Aungue la electroforesis unidimensional en los geles de
poliacrilamida nos habia sido muy Util en la caracterizacion inicial del antigeno, no era viable
aislar la proteina a partir de estos geles, ya que en la misma zona donde se encuentra nuestra
proteina de interés (54-60 kDa) se distribuyen también numerosas proteinas con similar peso

molecular.

Como se ha comentado anteriormente, el hecho de que el antigeno fuera una proteina que
forma parte del citoesqueleto celular, altamente insoluble, dificultaba en gran medida poderlo
purificar mediante técnicas de inmunoprecipitacion. Por esta razon se realizé la separacion de
las proteinas de los extractos F4 del cultivo de neuroblastoma N1E-115 mediante electroforesis
bidimensional. Con esta técnica las proteinas fueron separadas espacialmente, en funcién de
su punto isoeléctrico y su peso molecular, dificultando asi la posibilidad de que varias proteinas
quedasen solapadas en la misma zona del gel. Realizando posteriormente una
inmunodeteccion, sobre las proteinas transferidas a una membrana, se detecté la posicién

relativa del antigeno y fue aislado para su posterior analisis.

En una primera aproximacion, se realizé la separacion del extracto proteico mediante
isoelectroenfoque en tiras IPG con un rango amplio de pH (4-10), seguido de la separacion en
geles de poliacrilamida, en funcién del peso molecular. Tras transferir las proteinas a una
membrana y llevar a cabo la inmunodeteccion con el sobrenadante del hibridoma 228E1, se
observé que el antigeno reconocido por este anticuerpo monoclonal era la proteina mas
abundante en el extracto (la Unica mancha claramente visible al tefiir la membrana con
Ponceau S), con un punto isoeléctrico aproximado de 5.5. Con estos datos, y a partir de un gel
bidimensional tefiido con plata, se recorté la mancha correspondiente al antigeno y se digirio
con tripsina, para el posterior analisis del espectro proteolitico mediante espectrometria de

masas.

Al analizar los fragmentos peptidicos obtenidos al digerir la muestra con tripsina, se identifico la
vimentina como la proteina mas abundante en la muestra, al concordar 23 péptidos de los 41

analizados (Tabla 13).

Segun estos resultados, cabia proponer a la vimentina como el antigeno reconocido por el
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 228E1 y, probablemente, el resto de
anticuerpos con patron neuroendocrino. No obstante, este hecho era poco probable, ya que la
vimentina es un filamento intermedio expresado mayoritariamente en fibroblastos (“in vivo”), lo

cual no concordaba en absoluto con el patron neuronal obtenido previamente en las tinciones
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inmunohistoquimicas. Por otro lado, es necesario tener en cuenta que la mayoria de las lineas
celulares establecidas expresan vimentina de forma constitutitva (“in  vitro”),
independientemente de su origen tisular. Los resultados descritos en el apartado 1V/11.2.1.
demostraban claramente que el antigeno era producido por lineas de origen neuronal y
endocrino, pero no por lineas de fibroblasto, lo cual hacia ain mas improbable que fuera la

vimentina el antigeno reconocido por este anticuerpo monoclonal.

Tabla 13. Proteinas murinas identificadas mediante espectrometria de masas al analizar el spot
mayoritario en geles bidimensionales (pH 4-9). En la tabla se indica la probabilidad asociada (score)
correspondiente a cada proteina, el numero de péptidos identificados, asi como el peso y punto

isoeléctrico (pl) de dichas proteinas.

Rank MOWSE Score  Masses Matched Protein MW (kDa)/pl Protein Name
1 1.88e+011 23/41 (56%) 53.69/5.06 Vimentin
2 1.6e+006 10/41 (24%) 54.2715.40 Peripherin
3 862 4141 (9%) 51.53 / 4.90 Beclin 1
100 2003074 .
904
80
70 1189.6278
- { '1a.u. msp; )
2 gl St
S 1341.6808 G
= . { 20095070 . 23770583 )
'D\; 50 | 1.’_1—1_-!‘:‘]1:: =
bl 2545022 s
il -_'_':_-':'. 4 an_,;)
L / '—_—:_} . 19459236
201 - : T_Z?'L 06 25811540
= = -52&‘-.']',_-\-\-‘,;_ 7 o) 215,050
il -.508.3099 ) r S Itm el 31945621
04 | |HL||_|I1|-__! i ..ll.imlLu \ Lll N I T i i
749.0 1299.4 1849.8 2400.2 2950.6 3501.0
Mass (m/z)

Figura 36. Espectro proteolitico obtenido en la digestion con tripsina del spot mayoritario del gel
bidimensional (pH 4-10). En rojo estan sefialados los péptidos asignados a vimentina, y en verde los

asignados a periferina.
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Volviendo al resultado obtenido en el andlisis mediante espectrometria de masas, se identificd
también la presencia de la proteina periferina en la muestra, aunque con una probabilidad
asociada (score) mucho menor que la vimentina, ya que sélo le fueron asignados 10 de los 41
péptidos analizados (Tabla 13). Cabe resaltar que los fragmentos peptidicos asignados a
periferina no eran los mismos que ya habian sido asignados a vimentina, y de hecho eran
también significativamente abundantes en la muestra analizada, como se puede observar en la
figura 36. Estos datos sugieren que ambas proteinas, vimentina y periferina, estaban
representadas en la muestra analizada, siendo la primera mas abundante. De hecho, el peso
molecular y el punto isoeléctrico de ambas proteinas (Tabla 13) es suficientemente similar

como para que se encontraran practicamente solapadas en el gel bidimensional.

Periferina es una proteina con un alto grado de homologia estructural con la vimentina, y que al
igual que ésta también forma filamentos intermedios. Por esta razén no es extrafio que ambas
proteinas, en el extracto de citoesqueleto, se distribuyan de forma muy similar en el gel
bidimensional. Sin embargo su distribucién tisular es muy diferente; a diferencia de lo descrito
anteriormente en el caso de la vimentina, periferina se expresa tipicamente en neuronas del
sistema nervioso periférico (de ahi su nombre), aunque también se ha descrito su expresion a
nivel endocrino, en células beta pancreéticas productoras de insulina. Estas caracteristicas la
perfilan como candidata para ser el antigeno reconocido por los hibridomas con patrén

neuroendocrino.

Para evitar que, de nuevo, varias proteinas quedasen solapadas en la zona de interés del gel
bidimensional, se disefié una segunda estrategia, utilizando tiras de IPG con un rango de pH
mas restringido que las anteriores; como el punto isoeléctrico de la vimentina es 5.06 y el de la
periferina es 5.40, se utilizaron tiras con un gradiente de pH entre 4.7 y 5.9, de manera ambas

proteinas quedaban suficientemente separadas en el gel bidimensional.

Cuando se realiz6 la inmunodeteccion sobre el extracto de proteinas de citoesqueleto,
separadas de esta manera, se observo que el antigeno reconocido por el sobrenadante del
hibridoma 228E1 ya no coincidia con la proteina mas abundante en el gel (Fig. 37), sino que
correspondia a una proteina menos abundante, con un punto isoeléctrico mayor. Los dos
spots, tanto el correspondiente al antigeno detectado (spot 2), como el mas abundante en el
gel (spot 1), fueron recortados en un gel tefiido con plata, y procesados para su posterior

analisis mediante espectrometria de masas.
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N e

Figura 37. Inmunodeteccion del antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal
reconocido por el hibridoma 228E1, sobre un extracto proteico (F4) de neuroblastoma N1E-
115, separado en gel bidimensional (pH 4,7-5,9). A. Tinciéon del gel con Azul de
Coomassie. Se sefialan dos spots, el mas abundante en el extracto (1) y el detectado en el
inmunoblot (2). B. Inmunoblot, revelado con el anticuerpo monoclonal producido por el
hibridoma 228E1, sobre la misma porcidn de gel bidimensional.

Como se describe en los analisis obtenidos mediante espectrometria de masas, el spot 1,
correspondiente a la proteina mas abundante en el extracto de proteinas de citoesqueleto (Fig.
37) fue claramente identificada como vimentina (Tabla 14 y Fig. 38), siéndole asignados el 50%
de los péptidos analizados. De esta manera, quedo descartada la posibilidad de que vimentina
fuera el antigeno reconocido por el anticuepro monoclonal 228E1, ya que este spot no era
detectado en el inmunoblot.

En cambio, el spot 2, siendo relativamente menos abundante, es el que realmente corresponde
con el antigeno de interés (Fig. 37). Los datos obtenidos en el andlisis de los fragmentos
peptidicos obtenidos al procesar esta muestra (Tabla 15 y Fig. 39) demuestran claramente que
se trata de la proteina periferina. Esta fue inequivocamente identificada al haberle sido
asignados 24 de los 36 péptidos analizados. Estos 24 péptidos asignados (Tabla 16), en
conjunto, suman 220 aminodcidos; teniendo en cuenta que la secuencia total de la periferina
esta compuesta de 475 aminoacidos, los péptidos asignados cubren un 46,3% del total de la

secuencia aminoacicida de la proteina (Fig. 40).
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Tabla 14. Proteinas murinas identificadas mediante espectrometria de masas al analizar el spot 1
(Fig. 37) . En la tabla se indica la probabilidad asociada (score) correspondiente a cada proteina, el

namero de péptidos identificados, asi como el peso y punto isoeléctrico (pl) de dichas proteinas.

Rank MOWSE Score  Masses Matched Protein MW (kDa)/pl Protein Name
1 9.2e+007 15/30 (50%) 53.69/5.06 Vimentin
2 48 4/30 (13%) 57.56/5.1 OG2 homebox
3 33.33 4/30 (13%) 53.50/5.21 Desmin
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Figura 38. Perfil proteolitico obtenido al digerir la muestra del spot 1 con tripsina. En rojo
estan sefialados los péptidos asignados a vimentina.
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Tabla 15. Proteinas murinas identificadas mediante espectrometria de masas al analizar el spot 2
(fig. 5) . En la tabla se indica la probabilidad asociada (score) correspondiente a cada proteina, el

namero de péptidos identificados, asi como el peso y punto isoeléctrico (pl) de dichas proteinas.

Rank MOWSE Score  Masses Matched Protein MW (kDa)/pl Protein Name
1 1.2e+011 24/37 (64%) 54.27 1 5.40 Peripherin
2 440 5/37 (13%) 55.59/5.62 Cajalin 2
3 85.1 5/37 (13%) 57.45/5.97 Chaperonin subunit 2
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Figura 39. Perfil proteolitico obtenido al digerir la muestra del spot 2 con tripsina. En rojo estan
sefialados los péptidos asignados a periferina.
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Tabla 16. Péptidos asignados a periferina en el analisis mediante espectrometria de masas
del spot 2. De los 36 péptidos resultantes, 24 fueron asignados a periferina. La tabla incluye la
secuencia peptidica, la posicion dentro de la secuencia de la proteina y las correpondientes
modificaciones post-traduccionales. Aunque en la lista aparecen 26 péptidos, dos parejas

corresponden a posibilidades alternativas que corresponden a la misma relacion masa/carga.

Peptide sequence start end modifications
TFGPPPSLSPGAFSYSSSSR 27 46
LDFSMAEALNQEFLATR 82 98
LDFSMAEALNQEFLATR 82 98 1Met-ox
QELQELNDR 103 111
FANFIEK 112 118
FLEQQNAALR 121 130
ADQLCQQELR 144 153
REDAEHNLVLFR 194 205
EDAEHNLVLFR 195 205
KIESLMDEIEFLK 221 233
KIESLMDEIEFLK 221 234 1Met-0ox
IESLMDEIEFLK 222 233
IESLMDEIEFLK 222 233 1Met-0x
IESLMDEIEFLKK 222 234
IESLMDEIEFLKK 222 234 1Met-ox
DLQVSVESQQVQQVEVEATVKPELTAALR 242 270
NLQEAEEWYK 283 292
RQIQSLTCEVDGLR 321 334
QIQSLTCEVDGLR 322 334 pyroGlu
QIQSLTCEVDGLR 322 334
ELEEQFALEAGGYQAGAAR 346 364
EYQELLNVK 382 390
MALDIEIATYR 391 401
ISVPVHSFASLSLK 411 424
TTVPEMEPLQDSHSK 425 439
TTVPEMEPLQDSHSK 425 439 1Met-ox

MPSSASMSHH HSSGLRSSIS STSYRRTFGP PPSLSPGAFS YSSSSRFSSS
RLLGSGSPSS SARLGSFRAP RAGALRLPSE RLDFSMAEAL NQEFLATRSN
EKQELQELND RFANFIEKVR FLEQQNAALR GELSQARGQE PARADQLCQQ
ELRELRRELE LLGRERDRVQ VERDGLAEDL AALKQRLEEE TRKREDAEHN
LVLFRKDVDD ATLSRLELER KIESLMDEIE FLKKLHEEEL RDLQVSVESQ
QVQQVEVEAT VKPELTAALR DIRAQYENIA AKNLQEAEEW YKSKYADLSD
AANRNHEALR QAKQEMNESR RQIQSLTCEV DGLRGTNEAL LRQLRELEEQ
FALEAGGYQA GAARLEEELR QLKEEMARHL REYQELLNVK MALDIEIATY
RKLLEGEESR ISVPVHSFAS LSLKTTVPEM EPLQDSHSKK MVLIRTIETR
DGEKVVTESQ KEQHSDLDKS SIHSY

Figura 40. Cobertura de los péptidos asignados sobre la secuencia de periferina. Se muestra la
secuencia aminoacidica completa de periferina, y marcados en rojo aquellas zonas cubiertas por
los péptidos asignados en el andlisis mediante espectrometria de masas. Estos péptidos

abarcan 220 aminoécidos, que cubren un 46,3% del total de la secuencia de la proteina.
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En base a estos resultados, se identifico la periferina como el antigeno reconocido por el
hibridoma 228E1.

De hecho, como se puede observar en la figura 5, en los inmunoblots se detectan una serie de
spots, todos ellos del mismo peso molecular, pero con pequefias diferencias en el punto
isoeléctrico. Esto se debe, en el caso de la periferina, y como ya habian descrito otros autores

anteriormente, a modificaciones post-traduccionales de la misma proteina.

Siguiendo con la metodologia de inmunoblot, sobre extractos proteicos separados mediante
electroforesis bidimensional, se comprobé también que al utilizar el anticuerpo monoclonal
producido por el hibridoma 228E1 sobre muestras procedentes de la linea de insulinoma NIT-1,

se detectaba el mismo spot.

De la misma manera, siguiendo con los extractos de neuroblastoma separados en geles
bidimensionales, las inmunodetecciones realizadas con el sobrenadante de cultivo de otros

hibridomas del mismo grupo, en todos los casos resultaron en la deteccién del mismo spot.

Estos resultados, en conjunto, indicaban que todos los anticuerpos monoclonales estudiados,
gue ya habian sido reclasificados con patron de reconocimiento neuroendocrino, podrian estar
reconociendo especificamente periferina, un antigeno neuroendocrino, que forma filamentos
intermedios. De esta manera se explicaria también por qué en las tinciones mediante
inmunofluorescencia no se habia detectado la presencia del antigeno en los islotes
pancreaticos, ya que se ha descrito que la expresion de periferina en células beta pancreaticas

de animales adultos es muy débil.

4. CARACTERIZACION DEL RECONOCIMIENTO DIFERENCIAL DE LAS
DIFERENTES ISOFORMAS DE PERIFERINA

Periferina es una proteina que forma filamentos intermedios. Como todas las proteinas de esta
familia, esta formada por un dominio central (rod), bastante conservado entre los diferentes
tipos de filamentos intermedios, que forma la estructura denominada “coiled-coil” caracteristica
de este tipo de proteinas. Esta regién central esta franqueada por los extremos amino- (head) y
carboxi-terminal (tail), donde se localizan las zonas diferenciales entre las diferentes proteinas

de esta familia (Fig. 41).

<«—— dominio central (rod)———

N YA ] R \e

Coil 1a Coil 1b Coil 2

Figura 41. Representacion gréfica de la estructura de la periferina.
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Aunque solo existe un gen que codifica para periferina, en ratén se han descrito, a nivel
proteico, tres isoformas de periferina, que se generan mediante splicing alternativo del RNA
mensajero [Landon et al.,, 1989]. La forma mas comun, denominada Per58, resultado del
correcto splicing de todos los intrones, tiene un peso molecular de 58kDa y es la que se
expresa mayoritariamente (Fig. 42-A). La isoforma Per61, originada por el splicing defectivo del
intrén 4, contiene una insercion de 32 aminodcidos, lo cual le confiere un peso molecular de
61kDa. La isoforma Per56, denominada también asi por su peso molecular, tiene una region
carboxi-terminal mas corta, debido a una delecion y cambio de pauta de lectura en el Ultimo
exoén, que origina un cambio en la secuencia final de la proteina. Estas dos ultimas isoformas,

Per61 y Per56, se expresan en menor medida [Landon et al., 2000].

En los ensayos realizados mediante Western blot, con los anticuerpos monoclonales
producidos por los hibridomas, se detectaba en general una sola banda correspondiente al
antigeno (Fig.35). Existia la posibilidad de que realmente estos anticuerpos solo fueran
capaces de reconocer una de las isoformas de la periferina. No obstante, también podia ocurrir
que la isoforma detectada fuera la mayoritaria en todas las muestras, y que el resto de
isoformas, aun siendo posibles antigenos para estos anticuerpos, no fuesen detectados a
causa de su bajo nivel de expresién. Con el objetivo de conocer si éstos anticuerpos reconocen
una o varias isoformas de periferina, se indujo la expresion de cada una de las isoformas de

forma ectodpica en una linea celular, para poderlas analizar de forma individualizada.

Se utilizé la linea SW13 vim(-) para la transfeccién de las diferentes isoformas de periferina.
Esta linea celular de carcinoma adrenal se caracteriza por un déficit de expresion de vimentina;
estas células no presentan estructura interna de filamentos intermedios, ya que tampoco
producen ningln otro tipo de proteinas de esta familia. Sobre estas células se realizé la
transfeccion transitoria de los diferentes plasmidos conteniendo la secuencia de cDNA
correspondiente a cada una de las 3 isoformas de periferina, bajo el promotor de

citomegalovirus, constitutivo y de alta expresion en mamiferos [Robertson et al., 2003].

Dos dias después de la transfeccion de la linea celular SW13 vim(-), con los diferentes
plasmidos, correspondientes a cada una de las isoformas de periferina, los cultivos fueron
recogidos y con ellos se realiz6 una extraccion fraccionada de proteinas, tal como se habia
procedido en los estudios anteriores. La fraccion correspondiente a las proteinas de
citoesqueleto (F4), de cada uno de los cultivos, fue analizada mediante Western blot, utilizando
un anticuerpo comercial policlonal contra periferina, para comprobar la correcta produccion de
las diferentes isoformas de periferina. De esta manera se comprob6 que, en cada uno de los

cultivos, se producia la isoforma de periferina esperada (Fig. 42-B).
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Figura 42. Caracterizacion del reconocimiento diferencial de las isoformas de periferina. A.
Representacion grafica de las tres isoformas de periferina, generadas por splicing alternativos.
Per58 es la forma mayoritaria; Per61 presenta una adicion de 32 aa entre los exones 4 y 5; Per56
resulta del uso de un sitio aceptor criptico en el inicio del ex6n 9, que conlleva una delecion y
cambio del marco de lectura, que modifica la secuencia C-terminal de 21 aa por una secuencia
diferente de 8 aa. B. Confirmaciéon, mediante Western blot utilizando un anticuerpo comercial
policlonal especifico para periferina, de la correcta produccion de las diferentes isoformas de
periferina, en los cultivos de SW13 vim(-) transfectados. Como control negativo, se analizé una
muestra de la misma linea celular, sin transfectar. Se utilizd6 extracto F4 de la linea de
neuroblastoma N1E-115 como control positivo, con la posible expresion de las tres isoformas de
periferina. C. Western blot de los extractos F4 procedentes de las diferentes lineas transfectantes,
revelados con el sobrenadante del cultivo del hibridoma 228E1, y un anticuerpo comercial anti-

periferina generado contra un péptido C-terminal, respectivamente.

Cuando se llevé a cabo el mismo ensayo de Westen blot, pero utilizando el sobrenadante de
cultivo del hibridoma 228E1 como anticuerpo primario en la inmunodeteccion, se detecté su
interaccion con las isoformas Per58 y Per61, mientras que la isoforma Per56 no fue detectada
(Fig. 42-C). Teniendo en cuenta las diferencias estructurales que diferencian las tres isoformas,
un anticuerpo monoclonal que pueda unirse a las isoformas Per58 y Per61, pero no a Per56,
debe estar reconociendo un epitopo localizado en el extremo carboxi-terminal de la proteina,

en la zona donde se encuentra el cambio de secuencia caracteristico de Per56.
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Siguiendo esta hipétesis, se repitid el ensayo de inmunodeteccién, esta vez incubando la
membrana con un anticuerpo comercial policlonal anti-periferina generado contra un péptido
localizado en el extremo C-terminal de la proteina. En este caso, el patron de deteccién de las

diferentes isoformas fue el mismo que se ha descrito para el anticuerpo monoclonal 228E1.

De la misma manera, se determin6 el patron de reconocimiento de las tres isoformas de
periferina, para el resto de hibridomas con patrén neuroendocrino. En total, de los 21
hibridomas estudiados, 20 reconocen solo las isoformas Per58 y Per61, mientras que solo un

hibridoma puede reconocer indistintamente las tres isoformas de periferina (Tabla 17).

Tabla 17. Lista de hibridomas con patrén neuroendocrino,
y patrén de reconocimiento, de cada uno de ellos, sobre

las difrentes isoformas de periferina.

HIBRIDOMA Per56 Per58 Per61
228E1 - + +
184F6 - + +

263B - + +
161A - + +
258A - + +
259B - + +
293A + + +
260D - + +
39C1 - + +
16 - + +
36B - + +
182B1 - + +
35A - + +
246A3AA - + +
280A - + +
186A - + +
271F3A - + +
135A - + +
170B1B - + +
1661 - + +
400A1 - + +

Con estos resultados, por un lado, se comprobd que el antigeno reconocido por todos los
hibridomas clasificados con patron neuroendocrino es la periferina; en ningdn caso se detecto
la union de los anticuerpos a proteinas presentes en el extracto F4 de la linea celular SW13
vim(-) sin transfectar, mientras que en todos ellos se detecté la banda correspondiente en los

extractos de cultivos transfectados con Per58 y Per61.
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En conjunto, estos resultados indican que la gran mayoria de los anticuerpos monoclonales
estudiados (20/21) reconocen un epitopo lineal localizado en el extremo carboxi-terminal de la
periferina. Por el contrario, sélo uno de ellos reconoce un epitopo localizado en otra zona de la

proteina, conservada en las tres isoformas.
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1. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y FUNCIONALES DE LOS
LINFOCITOS B INFILTRANTES EN ISLOTES PANCREATICOS

Numerosos estudios realizados en los Ultimos afos sugieren un papel determinante de los
linfocitos B sobre la regulacién de los linfocitos T efectores, en la respuesta autoinmunitaria
contra las células beta pancreaticas. Algunos de ellos, sefialan a la poblacién de linfocitos B
como principal responsable de la expansion de la respuesta T autorreactiva contra
autoantigenos, actuando como "segunda sefal" activadora de los linfocitos T efectores. Otras
aproximaciones experimentales, por el contrario, evidencian la capacidad de los propios
linfocitos B para inhibir la proliferacién y activacion de los linfocitos T responsables del ataque
autoinmunitario. La mayor parte de estos estudios han analizado poblaciones linfocitarias
periféricas (sobretodo bazo y ganglios linfaticos pancreaticos). De hecho, los modelos murinos
basados en deficiencias o transgenes, abarcan la poblacion global de linfocitos B de los
individuos. Sin embargo, poco se ha estudiado hasta el momento, sobre la poblacién de
linfocitos B que migra hasta el pancreas para pasar a formar parte del infiltrado que invade los
islotes. Por esta razon el objetivo principal de nuestro estudio ha sido caracterizar fenotipica y
funcionalmente la poblacién de linfocitos B que se encuentra infilirando los islotes
pancreaticos, ya desde fases tempranas de la diabetes, en el modelo murino NOD de diabetes

autoinmunitaria espontanea.

Para detectar peculiaridades fenotipicas y/o funcionales distintivas de la poblacién de linfocitos
B infiltrantes, ésta ha sido comparada, a lo largo de todo el estudio, con otras poblaciones de
linfocitos B periféricos, especialmente esplénicos. Esto podia comportar ciertos problemas de
interpretacién y comparacién de los resultados con otros autores, ya que se ha descrito que la
poblacion de linfocitos B periféricos de NOD, por ser una cepa con susceptibilidad al desarrollo
de procesos autoinmunitarios, puede presentar diferencias respecto al fenotipo descrito en
cepas control sanas. Por esta razon, en primer lugar, y para delimitar los parametros que
considerariamos “normales” dentro de la poblacion de linfocitos B en animales NOD, se ha
realizado un estudio de los linfocitos B que se encuentran en 6rganos linfoides secundarios,
tomando como referencia el bazo. Al comparar los resultados obtenidos en las cepas NOD
(susceptible a diabetes), NOR (homdlogo resistente) y BALB/c (cepa control), se han
encontrado diferencias significativas en los linfocitos B periféricos, fundamentalmente entre las
cepas con background genético de predisposicidn a procesos autoinmunitarios (NOD y NOR) y

la cepa control.

De acuerdo con lo clasicamente descrito en diferentes cepas murinas, el 95% de los linfocitos
B esplénicos presentan inmunoglobulina de membrana con isotipo IgM y/o IgD. Pero, al
analizar las diferentes subpoblaciones de células B esplénicas, en funcién de los niveles de

expresion relativos de ambos isotipos [segun clasificacion descrita en Carseti et al., 2004], se
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ha observado que en los animales NOD, se presenta un aumento significativo en el porcentaje
relativo de células con fenotipo IthighIgD"’W, que se ve compensado por una disminucién en la
proporcion de células maduras (IgM°"IgD™®"). Consideramos que este aumento corresponde
con células B de zona marginal. De hecho, otros autores ya habian descrito un aumento
relativo de linfocitos B correspondientes a zona marginal, en animales NOD, en comparacion
con la cepa B6 [Silveira et al., 2004]. Las células B de zona marginal derivan de linfocitos B
transicionales T2 y/o linfocitos B-2 maduros, y se caracterizan por la produccion de anticuerpos
naturales y capacidad de respuesta frente a antigenos T-independientes [Cariappa et al.,
2002]. Estas funciones y el bajo umbral de activacion presente en estas células las asemeja a
las células B-1, abundantes en las cavidades intraperitoneal y pleural, compartiendo asi con
ellas la funcién de primera linea de defensa humoral innata ante patégenos [Mebius et al.,
2005]. No obstante, se ha demostrado que las células B de zona marginal también tienen una
importante capacidad para estimular células T CD4+ de forma antigeno-especifica [Martin et
al,, 2002]. Se postula que las células B de zona marginal podrian originarse tras una
interaccién de baja afinidad de linfocitos B transicionales T2 con autoantigenos [Pillai et al.,
2005]; asi, un defecto en los mecanismos de tolerancia periférica en los linfocitos B de ratones
NOD, que dificultaria la delecién clonal o anergia de las células autorreactivas, podria ser el
causante del aumento de la poblacion de linfocitos B de zona marginal [Silveira et al., 2004].
En estas condiciones, podria considerarse a las células B de zona marginal como APCs
potencialmente diabetogénicas [Silveira et al., 2006]. En cambio, en la cepa NOR la
disminucién en la proporcion de linfocitos B maduros se ve compensado con un aumento en el
compartimento de linfocitos B transicionales T2. Esto podria indicar que, en estos animales, si
que estan actuando mecanismos de tolerancia como el bloqueo de la maduracién o la delecion

de clones autorreactivos.

Se ha observado también, que el porcentaje de linfocitos B esplénicos que presentan
expresion del marcador CD5 en superficie es significativamente mayor en las cepas con
predisposiciéon autoinmunitaria. Mientras que el porcentaje de células CD19+CD5+ en el bazo
de la cepa control BALB/c representa menos de un 10% de la poblacion total de linfocitos B, la
proporcién hallada en las cepas NOD y NOR es del 25-30%. El marcador de superficie CD5 es
una proteina de 67kD, perteneciente a la familia de receptores depuradores (scavenger
receptors), con funciones de sefalizacion, que ademas de encontrarse constitutivamente
expresada en linfocitos T y timocitos, se puede detectar en la subpoblacion de linfocitos B
denominada B-1a. La poblacion de linfocitos B denominada B-1 (a diferencia de la poblacién
B-2, mas frecuente en periferia) ha sido clasicamente identificada por su localizacion
intraperitoneal, por tener una aparicion temprana durante el desarrollo fetal/neonatal, y por
mantener su nimero en la vida adulta gracias a su propia capacidad de autorregeneracion.
Las inmunoglobulinas producidas por estas células, principalmente de tipo IgM, y que son

denominados "anticuerpos naturales", presentan poca variabilidad en la regién V, y reconocen
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polisacaridos de origen bacteriano, aunque también presentan reaccién cruzada con cierta
variedad de autoantigenos (principalmente de naturaleza glicoproteica). Esta poblacion B-1 se
caracteriza fenotipicamente por la expresion de CD11b (Mac-1, marcador tipico de
macréfagos) y bajos niveles de expresion de B220 en superficie. La poblacién de linfocitos B-1
se divide a su vez en las subpoblaciones B-1b y B-1a, caracterizada esta ultima por la
expresion diferencial de CD5 en superficie. Se ha observado que la capacidad de
reconocimiento de autoantigenos es especialmente frecuente en la subpoblacién B-1a, por lo
que se cree que la aparicion en superficie de CD5 podria ser inducida, tras el encuentro del
linfocito B con su autoantigeno especifico. [Hayakawa et al., 2000]. Sin embargo, la poblacion
de células B CD5+ que nosotros encontramos en el bazo de los animales NOD y NOR no
encajan dentro de la descripcion fenotipica caracteristica de las células B-1a, ya que no
presentan expresion de CD11b. De hecho, la poblacion CD19+CD5+ residente en érganos
linfoides secundarios ha sido recientemente denominada como "células B CD5+ inducidas"; se
ha visto que éstas se encuentran principalmente en la zona del manto folicular de los centros
germinales y se ha comprobado que la region V de sus inmunoglobulinas no son tan
restringidas como en el caso de las células B-1a tipicas [Youinou et al., 1999]. Segun la
hipétesis de la "expansion clonal" propuesta por Clarke et al. [Clarke et al., 1998], este fenotipo
CD5+ seria el resultante de un proceso de diferenciacion a partir de células B-2 maduras,
denominadas en este caso B-0, y que se localizan en los foliculos esplénicos, durante la
expansion clonal estimulada por el antigeno. De esta manera, se postula que, potencialmente,
cualquier célula B, recientemente generada, podria adquirir fenotipo CD5+, si el antigeno
media el entrecruzamiento de varios receptores BCR (IgM). Asi, si un autoantigeno es capaz
de unirse al linfocito B de forma multivalente, y la sefal producida es suficientemente fuerte
como para promover la supervivencia de esta célula, pero demasiado débil como para inducir
delecion, se daria un proceso de induccion de la expresion en membrana de la molécula CD5
[Wortis et al., 2001; Su et al.,, 2000]. No obstante, la molécula CD5 expresada como
consecuencia de esta diferenciacion podria tener una funcion diferente a la que presenta en
células de origen B-1a. La funcién tipicamente asignada a CD5 en células B-1a es la de
coestimulacion a través de su ligando CD72, presente en todas las células B [Youinou et al.,
1999], Contrariamente, en estas células B CD5+ inducidas, la principal accion de CD5 parece
ser la de regular negativamente la senalizacién via BCR, asi como inhibir la proliferacion,
favoreciendo en cambio la apoptosis de la propia célula [Hippen et al., 2000]. De esta manera,
éstas células CD5+ quedarian en un estado de anergia tras haber interaccionado con el
antigeno (probablemente autoantigeno). Se ha observado que el nimero de células B CD5+
esta aumentado en varias enfermedades autoinmunitarias humanas, como es el caso de la
artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, tiroiditis autoinmunitaria y esclerosis multiple [Talal et
al., 1992]. Asimismo, también se ha detectado un incremento en la proliferacion de células B
CD5+ en cepas murinas con predisposicion autoinmunitaria, como es el caso del raton NZB

[Hayakawa et al., 2000]. Nuestros datos obtenidos en bazo de ratones de las cepas NOD y
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NOR podrian pues, tener relaciéon con este aumento en el niumero de células B CD5+
"inducidas" que se ha observado en otros casos relacionados con autoinmunidad. Sin
embargo, no se ha podido confirmar el papel que podria estar desempefando esta poblacién
de células B CD5+ en las patologias autoinmunitarias, y si puede haber alguna relacién con la

pérdida de tolerancia en éstas células.

El aumento en la expresion del marcador de maduracion CD24, que se ha observado en la
poblacion de linfocitos B esplénicos de animales NOD y NOR, en comparacion con los niveles
detectados en la cepa control BALB/c, podria estar asociado con la formacion de centros
germinales [Shinall et al., 2000], dentro del proceso de desarrollo de la respuesta de tipo
autoinmunitaria. En estudios anteriores ya se ha descrito la formacion de centros germinales
en el bazo de cepas de raton con predisposicion autoinmunitaria, entre ellos el raton NOD
[Luzina et al., 2001]. La formacion de centros germinales en el bazo de estos animales, desde
el primer mes de vida, se correlaciona con la aparicion, también a edades tempranas, de
autoanticuerpos en suero. Puesto que en nuestro caso, las colonias de animales han sido
mantenidas en una unidad SPF, en los animales no se desarrollan respuestas inmunitarias
frente a patégenos. De esta manera, es razonable que la activacidon por parte de los linfocitos
B, que observamos en el bazo de los animales NOD y NOR, sea reflejo del desarrollo de una

respuesta autoinmunitaria, que no se presenta en la cepa BALB/c.

También se ha observado que en las dos cepas con predisposicion a procesos
autoinmunitarios (NOD y NOR) los linfocitos B esplénicos presentan un mayor grado de
expresion de la molécula CD19 en superficie. La molécula CD19 forma parte, junto con CD21
y CD81, del complejo correceptor de los linfocitos B. Dentro del complejo, CD21 es la
subunidad que se une directamente a la fraccion C3b del complemento, mientras que CD19
es la subunidad transmisora de la sefal a nivel intracelular. La funcion del complejo
CD19/CD21 es, por tanto, la de amplificar la sefializaciéon inducida a través del BCR, frente a
antigenos opsonizados por complemento [Cherukuri et al., 2001]. CD19 resulta un marcador
de autoinmunidad en otros modelos de estudio: en modelos transgénicos de hiperexpresion
de CD19 tiene lugar una elevada produccion de autoanticuerpos [Sato et al., 1996; Inaoki et
al., 1997]. Esta particularidad ha sido también observada previamente en algunas patologias
humanas como el caso de la esclerosis sistémica, en que se ha observado un incremento del
20% en los niveles de expresion de CD19 en la poblacién de linfocitos B periféricos de los
pacientes [Sato et al., 2000; Tuscano et al., 2003]. Se postula que la hiperexpresiéon de CD19
en los linfocitos B alteraria el umbral de activacion y resultaria en una hiperactivacion de los
mismos [Tuscano et al.,, 2002]. De la misma manera, esta hiperexpresién de CD19 en los

linfocitos B de animales NOD y NOR, podria ser también un marcador de autoinmunidad.

Por otro lado, se conoce que es necesaria la intervencién de la molécula CD19 para que

tenga lugar la induccion de la expresién de CD5 en linfocitos B. De hecho, se ha demostrado
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que CD19 es imprescindible para el desarrollo y mantenimiento de la poblacién B-1 [Fearon
et al., 2000]. Aunque otros grupos han estudiado la relacién entre los niveles de expresion de
CD19 y el desarrollo de procesos autoinmunitarios, tanto en modelos animales transgénicos
como en muestras de pacientes, no se ha encontrado una relacién proporcional directa con el

numero de células B CD5+ en periferia.

Ademas de estas caracteristicas, el aumento significativo de otros marcadores de activacion
como CD24, CD44 y MHC de clase |, en las dos cepas con predisposicion a autoinmunidad,
indican que en estos casos los linfocitos B estan siendo activados y éstos, a su vez, podran
potenciar la activacion de linfocitos T. Estudios de otros autores, en que comparaban
linfocitos B esplénicos de individuos NOD con animales control B6, habian encontrado una
mayor expresion de CD19, CD21, MHC de clase Il y CD40 en los primeros, con lo cual
también se les atribuyé una mayor capacidad para cooperar en la activacion de linfocitos T
[Moore et al. 2005]. También la observacién de un mayor porcentaje de linfocitos B CD69+ en
el bazo de las cepas NOD y NOR apoya la hipétesis de la hiperactivacion de los linfocitos B

en estas cepas [Hussain et al., 2004].

En conjunto, estos datos sugieren que los linfocitos B periféricos de las cepas NOD y NOR
presentan caracteristicas fenotipicas que sugieren un mayor grado de activacién que los
procedentes de cepas control como BALB/c, a la vez que muestran signos claramente
relacionados con autoinmunidad. Puesto que la mayoria de estas caracteristicas son
compartidas por la cepa NOR resistente a la diabetes, éstas estarian relacionadas mas bien
con el desarrollo de respuestas de tipo autoinmunitaria en general, aunque no estrictamente
con la destruccion de las células beta pancreaticas. No obstante, datos de otros autores
sugieren la existencia de diferencias funcionales (intrinsecas o adquiridas) entre los linfocitos
B de las cepas NOD y NOR, puesto que la reconstitucion de animales carentes de células B
NOD.Igu"”" con linfocitos B procedentes de animales NOR inducen diabetes con menor
incidencia que en los individuos reconstituidos con linfocitos B de NOD [Serreze and Silveira,
2003].

Por otro lado, en este estudio, a partir del analisis histopatolégico de muestras de pancreas
procedentes de animales NOD de diferentes edades, se ha comprobado que la poblacién de
linfocitos B no es la mayoritaria en el infiltrado pancreético. Por el contrario, y como ya habia
sido descrito en otros trabajos anteriores, la poblacion de linfocitos T CD4+ es la mas
abundante. No obstante, se ha observado que dentro de la masa celular que compone el
infiltrado, los linfocitos B y T, tanto CD4+ como CD8+, se encuentran en contacto directo unos
con otros. Este contacto célula-célula permitiria la interaccion directa entre los diferentes tipos

celulares.
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Mediante el analisis cuantitativo de la poblacién de linfocitos B realizada mediante citometria
de flujo, se comprobd que la proporcion de linfocitos B infiltrantes evoluciona a medida que
avanza la insulitis. De hecho, la maxima proporcién de linfocitos B infiltrantes (>40%) se
observa a las doce semanas de edad, y en mayor grado en hembras (tanto en la cepa
susceptible NOD como la control F1, resistente a la diabetes). Esto sugiere que en ese
momento, justo antes del debut clinico, la poblacion de células B puede estar teniendo un
papel mas destacado. Sin embargo, y aunque probablemente esté relacionado con la
susceptibilidad al desarrollo de la diabetes, puesto que se encuentra mayor proporciéon de
linfocitos B en los pancreas correspondientes a hembras, esto no parece ser un factor
determinante en la aparicion final de la enfermedad, ya que la incidencia de ésta en hembras
F1 es muy baja. Esta evolucion, no se observa de forma paralela en las poblaciones periféricas
correspondientes a bazo y ganglios linfaticos. Puesto que se ha comprobado también que el
aumento de proporcién de linfocitos B en el infiltrado no se ve acompafiado por un proceso de
proliferacion “in situ”, las variaciones observadas en las proporciones relativas de las diferentes
poblaciones linfocitarias infiltrantes son probablemente debidas a cambios en el patrén de

migracién leucocitaria en distintas fases del desarrollo de la insulitis.

Los resultados negativos obtenidos en el analisis de la proliferacion “in situ” de los linfocitos B
infiltrantes hacen descartar la posibilidad de existan estructuras de centro germinal dentro del
infiltrado. De hecho, los resultados del analisis histolégico, comentado anteriormente, ya
indicaban que no existe una localizacién diferencial de los linfocitos T y B, dentro del tejido
pancreatico. Algunos autores han descrito la presencia de vénulas de endotelio alto y la
expresion de quimiocinas propias de tejido linfoide, dentro del tejido pancreatico infiltrado de
los ratones NOD [Faveeuw et al., 1994; Hjelmstrom et al., 2000, Bistrup et al., 2004]. Sin
embargo no se ha podido confirmar la generacion ectdpica de estructuras linfoides terciarias,
caracterizadas por la generacion de foliculos de células B rodeados de zonas T, observadas
en otras patologias de tipo autoinmunitario érgano-especificas como la artritis reumatoide, la
tiroiditis o la EAE [Aloisi et al, 2006].

Ademas de estar poco representada, la poblacion de linfocitos B infilirantes en las primeras
fases del infiltrado de los islotes pancreaticos (5-7 semanas) se muestra fenotipicamente mas
variada, mientras que en etapas mas avanzadas (9-12 semanas) la poblacién presenta un
fenotipo considerablemente homogéneo. Por esta razén, en este estudio la poblacion de

linfocitos B infiltrados se ha analizado en su globalidad en hembras de 12 semanas de edad.

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de expresidon en membrana de los diferentes
isotipos de inmunoglobulina, se deduce que la poblacion de linfocitos B infiltrantes esta
mayormente formada por linfocitos B maduros (no se observan las poblaciones
correspondientes a formas transicionales y linfocitos B de zona marginal), de forma similar a lo

que se encuentra a nivel de ganglios linfaticos regionales. Este dato, ademas, se ve
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confirmado por un menor nivel de expresién de CD24 en la poblacion infiltrante. Teniendo en
cuenta, ademas, que el 90% de los linfocitos B infiltrantes son IgD positivos, cabe descartar la
posibilidad de que nos encontremos ante una poblacién de linfocitos B memoria, en su
mayoria. Se trata pues de una poblacion de linfocitos B, que no provienen de una reaccion de

centro germinal.

En cuanto a la presencia de células B CD5+ dentro del infiltrado, no se han detectado
diferencias significativas en cuanto a la proporcién hallada en poblaciones periféricas de éstos
mismos animales. Esto contrasta con los datos publicados por Kendall et al. [Kendall et al.,
2004] en los que se describia una considerable acumulacion de células B-1 (CD19+CD5+
CD11b+) en el infiltrado de los islotes pancreaticos de animales NOD, y ademas con un papel
aparentemente decisivo en el desarrollo de la insulitis y la diabetes. Nosotros, al igual que
otros grupos [Hussain et al., 2005], no hemos encontrado células que presenten en este

fenotipo formando parte del infiltrado pancreatico.

La caracteristica fenotipica mas peculiar, hallada exclusivamente en la poblacién de linfocitos
B infiltrantes de islotes, es la disminucion de la expresién en membrana de la molécula CD19,
componente del complejo correceptor. Este descenso en los niveles de expresiéon de CD19 es
mas significativo a medida que avanza la edad, encontrandose los valores minimos en
hembras de 12 semanas. El descenso de la expresidon en superficie, de CD19, es
caracteristico del proceso de diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas [Calame et
al., 2003]. Durante este proceso, se ha descrito también el descenso de otras moléculas de
superficie como CD45R/B220, CD21, CD22, CD40, MHC de clase Il e incluso el propio BCR,
[McHeyzer-Williams et al., 2005]. Puesto que estas caracteristicas no son compartidas con los
linfocitos B infiltrantes, se descartdé que el descenso de CD19 fuera indicador de un estado de
diferenciacion a células plasmaticas. No obstante, se consideré la posibilidad de que esta
caracteristica fenotipica estuviese indicando que nos encontrabamos ante células B anérgicas,
puesto que si se ha descrito la disminucién de la expresién de CD21, también componente del
correceptor, como indicador de anergia en células B [Noorchashm et al., 1999b]. La anergia es
un mecanismo de tolerancia periférica de los linfocitos B frente al reconocimiento de un
autoantigeno, mediante el cual las células quedan funcionalmente silenciadas [Rojas et al.,
2001]. De forma general, los linfocitos B anérgicos se caracterizan por la incapacidad de
proliferar y de aumentar la expresién de moléculas coestimuladoras en su superficie [Eris et al.,
1994; Rathmell et al., 1998]. Segun el autoantigeno y grado de afinidad con el que éste es
reconocido por las células B se han definido diversos fenotipos correspondientes a células
anérgicas. En un modelo murino transgénico con linfocitos B especificos anti-DNA, el estado
de anergia se describié que se caracterizaba por una disminucién de la expresion de CD21,
IgM, CD22, CD23, CD40, CD20 y L-selectina, asi como por un aumento en la deteccion de
HSA (CD24), CD44 y MHC de clase Il [Noorchashm et al., 1999b]. Desafortunadamente,
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algunos de los marcadores mencionados anteriormente, para los cuales disponiamos de un
anticuerpo monoclonal especifico para su analisis por citometria, no han podido ser
estudiados, ya que su deteccion en muestras de pancreas se veia alterada como
consecuencia del proceso de digestion con la enzima colagenasa (CD21, CD44). Sin
embargo, en los marcadores que si han podido ser analizados, como es el caso de CD40 e
IgM, no se han encontrado diferencias significativas con respecto al nivel de expresion en
linfocitos B esplénicos. Aunque si que se observé una mayor expresion de moléculas de MHC
de clase I, se detecté en cambio un descenso en la expresién de CD24. Asi pues, el fenotipo
global observado en la poblacion de linfocitos B infiltrantes no encaja con esta descripcion de

anergia.

Recientemente se ha descrito también el papel regulador de CD19 sobre la captacion y
procesamiento de antigeno. CD19 fue descrito inicialmente como parte del correceptor de
BCR, cuya funcion es proporcionar sefales que sinergizan con la via de senalizacién del
propio BCR; pero se ha visto que, debido a que la molécula de MHC de clase Il comparte con
el BCR algunos elementos de la via de sefalizacion, CD19 también puede tener influencia
sobre esta via [Bobbit et al., 2000]. De hecho, CD19 tiene un efecto regulador sobre el
proceso de endocitosis del antigeno, asi como sobre su posterior procesamiento y
direccionamiento hacia el encuentro con las moléculas de MHC de clase Il. El efecto sobre la
via de presentacion de antigeno puede ser activador o inhibidor (actuando como feed-back
negativo), dependiendo de la sefial y la intensidad que reciba el CD19 [Wagle et al., 2000]. Es
muy probable, por tanto, que el descenso en la expresion de CD19 en la poblaciéon de linfocitos
B infiltrantes tenga algun tipo de repercusién sobre la presentacion de antigeno via MHC de
clase Il.

De hecho los datos observados en las muestras procedentes de islotes pancreaticos revelan
que la poblacién de linfocitos B infiltrantes presenta, en su conjunto, un aumento significativo
en comparacioén con las células B esplénicas, en los niveles de expresion en membrana de las
moléculas presentadoras de antigeno, tanto las que corresponden a MHC de clase | (H-2kd)
como a clase |l (I—Ag7). Este aumento en la capacidad de presentacion de antigeno en esta
poblaciéon de linfocitos B, contrasta con la ausencia de moléculas coestimuladoras (B7-2) en la
superficie de la mayoria de los mismos (aunque hay mas linfocitos B que expresan CD86 en la
poblacion infiltrante, éstos representan menos de un 10% del total de la poblacién). En estas
condiciones, estos linfocitos B pueden presentar antigenos a células T, pero no aportar las
sefales coestimuladoras necesarias para su completa activacién; mas bien, al contrario, el
efecto sobre células T naive seria de tipo tolerizante [Porakishvili et al., 2001; Eynon et al.,
1993; Fuchs et al.,, 1992]. Otros grupos han sefalado la supresién de la molécula
coestimuladora B7-2 como respuesta de los linfocitos B autorreactivos que se ven sometidos a

una exposicién crénica al antigeno, resultando asi en un estado de tolerancia [Rathmell et al.,
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1998]. Es probable pues, que los linfocitos B que encontramos a nivel del infiltrado
pancreatico sean autorreactivos y hayan estado ya en contacto con su antigeno especifico, y
que como resultado de esta exposicion hayan desarrollado un fenotipo de tipo tolerizante. En
ese caso la funciéon que estarian llevando a cabo los linfocitos B en islote seria la de actuar
como freno ante el ataque de los linfocitos T a las células beta pancreaticas. Este papel por
parte de los linfocitos B podria explicar el hecho de que sea precisamente a las 12 semanas de
edad, justo antes del debut clinico, cuando se observa una proporcion mas importante de
linfocitos B dentro del infiltrado pancreatico; este momento es decisivo de cara a la destruccion
final de la poblacidon de células beta del islote por parte de los linfocitos T, o a la permanencia

de un infiltrado de tipo "benigno".

Nuestros resultados contrastan con los descritos por otros autores [Hussain et al., 2004;
Hussain et al., 2005] en que analizan mediante citometria de flujo el fenotipo de la poblacion
de linfocitos B infitrantes de islotes; en estos estudios se describié que el 80% de estas células
expresan B7-2 y el 25% CD69. Aunque en nuestros estudios también hemos encontrado que
el porcentaje de linfocitos B que expresan B7-2 y/o CD69 en el infiltrado es mayor que en la
poblacién esplénica, éstos solo representan un 10% de la poblacion total. En nuestro caso,
hemos tenido especial cuidado en mantener el fenotipo original de los linfocitos infiltrantes y
por ello se realizé el analisis fenotipico de forma inmediata tras la digestion del pancreas con
colagenasa y recoleccion de los islotes, aunque ello nos ha conllevado la pérdida de
informacion correspondiente a aquellos marcadores de superficie que quedaban afectados tras
la digestion enzimatica. En cambio, en los estudios referenciados, el analisis fenotipico se
realizé, en todos los casos, tras dejar los islotes en cultivo durante una noche; es posible que
la discordancia observada en los resultados sea consecuencia de la diferencia en la

metodologia utilizada en los diferentes estudios.

Puesto que los linfocitos B infiltrantes de islotes parecen ser células que han tenido un
contacto previo con su correspondiente autoantigeno y, aunque no muestran fenotipo
caracteristico de anergia, parecen presentar un estado funcional “silenciado”, se consideré
oportuno analizar la posible produccion diferencial de citoquinas por parte de esta poblacién.
Puesto que se conoce que el patrén de citoquinas producidas por las células B puede desviar
la respuesta hacia Th1 o Th2 [Harris et al., 2000], se analizé, mediante tincidn intracelular, la
posible produccion de IFNy e IL-4. Por otra parte, dado que se han descrito poblaciones de
células B reguladoras que producen IL-10 con funcion reguladora de la respuesta
autoinmunitaria en modelos murinos de enfermedades como la EAE vy la inflamacion intestinal
cronica [Moore et al., 2001; Fillatreau et al., 2002; Mizoguchi et al., 2002; Mauri et al., 2003], la
produccién de esta citoquina también fue analizada. Aunque un 3% de los linfocitos B
infiltrantes son productores de IFNy y un 1% lo son de IL-10, estos datos no presentan ninguna

diferencia significativa con los observados en la poblacion de linfocitos B esplénicos. Cabe
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destacar que, una vez mas, la metodologia utilizada para la detecciéon de citoquinas a nivel
intracelular fue concebida con el objetivo de mantener las condiciones naturales de los
linfocitos B infiltrantes, razén por la cual la activacion in vitro de los cultivos de islotes solo se
mantuvo durante 5 horas. Aunque éste protocolo puede limitar en cierta medida la deteccion
de citoquinas que se produzcan en baja cantidad, reproduce lo mas fielmente posible el estado
original de los linfocitos infiltrantes. Otros autores han descrito la produccion diferencial de
TNFa, una citoquina con funcién pro-inflamatoria, en la poblacién de linfocitos B infiltrantes
[Hussain et al., 2005], pero de nuevo en este caso la deteccidon se habia realizado tras al

menos 12 horas de cultivo de los islotes.

Los ensayos de estimulacion "in vitro" de linfocitos B procedentes de infiltrado pancreatico aqui
descritos, se realizaron con el objetivo de conocer el estado funcional de esta poblacién
celular, con la intencién de discernir la posible existencia de un estado funcional “silenciado”
similar a la anergia. En este punto, es destacable la observacién de variaciones en el fenotipo
adquirido por los cultivos no sometidos al efecto de agentes estimuladores; el fenotipo de los
linfocitos B en cultivo sb6lo con medio de cultivo completo (MCC) presenta ciertas
modificaciones ya a las 24 horas de cultivo, especialmente en el caso de los linfocitos
procedentes de islotes, en que los niveles de CD19 se ven aumentados hasta asemejarse a
los detectados en células esplénicas. También se detectan cambios, en especial en los
linfocitos que proceden del ambiente intrainsular, en cuanto a la expresion de MHC de clase | y
B7-2. Teniendo en cuenta estos cambios, ésta puede ser, en parte, una explicacion al hecho
de que otros autores habian descrito un fenotipo claramente activador en los linfocitos B
infiltrantes de islotes [Hussain et al., 2005]; como se ha comentado anteriormente, en esos
estudios las muestras eran cultivadas toda una noche para revertir los efectos de la digestion
con colagenasa. Nosotros hipotetizamos que, dentro del infiltrado intrainsular, existe un
microambiente influenciado en alto grado por la secrecién local de citoquinas, que mantiene a
los linfocitos B en un estado “silenciado”, caracterizado principalmente por la reducida
expresion de CD19. Cuando los islotes son puestos en cultivo, aun en ausencia de estimulos
activadores, las células tienden a salir del espacio intrainsular y quedan en suspension en el
medio de cultivo. En esta situacion es posible que se pierda el efecto que el microambiente
pudiera ejercer sobre las células infiltrantes. Precisamente por esta razén, en este estudio se
ha realizado siempre el fenotipado de los linfocitos B lo méas rapidamente posible, tras el
aislamiento de los islotes. Mediante esta metodologia, el fenotipo analizado mediante
citometria de flujo, en lo que en este estudio se ha denominado tiempo “cero”, es mas fiel al

que realmente se encuentra en las células dentro del infiltrado.

Los resultados obtenidos en la estimulacion con LPS hacen descartar la posibilidad de un
estado funcional similar a la anergia en las poblaciones celulares estudiadas, ya que tanto

sobre linfocitos B esplénicos o procedentes de infilirado pancreatico, se ve favorecida la
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proliferacion en todos los casos y, a mas largo plazo, la diferenciacion de estas células hacia
un fenotipo secretor de anticuerpos (datos no mostrados) [Noorchashm et al., 1999b]. De
hecho, incluso algunos autores han descrito que los linfocitos B infiltrantes de islotes
pancreaticos tienen mayor capacidad de proliferacion que los linfocitos esplénicos,
procedentes de animales NOD, cuando son estimulados “in vitro” [Hussain et al., 2004].
Nuestros resultados también evidenciaron que los linfocitos B infiltrantes, al igual que los
procedentes de bazo, pueden responder a la estimulacion con LPS aumentando la expresion
de moléculas coestimuladoras (B7-2), lo cual tampoco es propio de linfocitos B anérgicos [Eris
etal., 1994].

Por otro lado, la reversion del estado de tolerancia en células B, en presencia de anti-CD40+IL-
4, ya habia sido descrita anteriormente por otros grupos, siendo especialmente concluyente la
potenciacion de la expresion de B7-2 [Rathmell et al., 1998; Eris et al., 1994; Acevedo-Suarez
et al., 2005]. De hecho, algunos autores han demostrado que las células B anérgicas, en el
modelo murino NOD son especialmente reversibles frente a la estimulacién con anti-CD40
[Silveira et al., 2004]. Sin embargo, segun nuestros resultados, mientras que los linfocitos B
esplénicos han respondido al estimulo con anti-CD40+IL-4 de forma similar que lo hacian al
estimulo con LPS, los linfocitos B procedentes del infiltrado pancreatico han mostrado un
fenotipo activado especialmente destacable en el caso de la estimulaciéon con anti-CD40+IL-4.
De hecho, los linfocitos B infiltrantes de islote responden, tras un estimulo de 48 horas con
anti-CD40+IL-4, con un aumento significativamente superior en la expresion de moléculas
presentadoras de MHC de clase | y I, asi como de la molécula coestimuladora B7-2, de los
marcadores de activacion CD69 y CD44, implicado también éste ultimo en fendmenos de
migraciéon. Estos resultados, por un lado, apoyan la hipdtesis de que estos linfocitos B
infiltrantes, en efecto, no son equivalentes a los que encontramos en periferia a nivel de bazo,
sino que ya han estado en contacto con su antigeno. Por otro lado, se ve confirmada la
existencia de un estado de “silenciamiento” de estos linfocitos dentro de los islotes, que puede
ser revertido con LPS e incluso se puede potenciar un estado de hiperactivacion mediante la
estimulacion con anti-CD40+IL-4, obteniendo asi un fenotipo de tipo APC. Aunque no se
muestra en los resultados, se comprobé que este efecto también se obtenia tras la
estimulacién sélo con anti-CD40. Aunque ya se ha descrito que la activacién in vitro de
linfocitos B naive con anti-CD40 es capaz de promover la adopcion de capacidades
activadoras de antigeno, como la hiperexpresion de moléculas del MHC y de moléculas
coestimuladoras [van Kooten et al., 1997], se conoce también que es necesario la adicion de
otros estimulos (citoquinas, ligandos de TLRs) para que el fenotipo presentador de antigeno
sea completamente activado [Schultze et al.,, 2004]. El hecho de que los linfocitos B
procedentes del infiltrado tengan una mayor capacidad para ser activadas mediante CD40
sugiere que éstas células no son células B naive, sino que, al contrario, ya han tenido algun

encuentro con su antigeno, lo cual las ha condicionado. Estos ensayos de estimulacion in vitro
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con anti-CD40 fueron reproducidos utilizando muestras de linfocitos B previamente purificadas
mediante sorting (datos no mostrados): en este caso también se observd la mayor
susceptibilidad de los linfocitos B infiltrantes para activarse y adoptar capacidades
presentadoras de antigeno. Estos resultados confirman que las diferencias observadas no se
deben al efecto de otros tipos celulares presentes en los cultivos (linfocitos T, macréfagos,
células dendriticas, células beta pancreaticas portadoras de potenciales autoantigenos), sino
que es una caracteristica intrinseca de los propios linfocitos B.

Para poder tener un mayor conocimiento sobre la verdadera funcionalidad de los linfocitos B
infiltrantes de islotes, se llevaron a cabo una serie de ensayos en los que, tras la purificacion de
las diferentes poblaciones celulares mediante sorting, se analizé la capacidad de los linfocitos
B para estimular la proliferacién policlonal de linfocitos T. Para ello se marcaron los linfocitos T
a nivel intracelular con CFSE, de manera que la pérdida de fluorescencia en cada division
celular sirvié para monitorizar la proliferacion en esta poblacion celular. Esta técnica permite el
seguimiento de la proliferacion policlonal de una poblaciéon seleccionada aunque esta ultima
sea poco abundante, pero no seria indicada para registrar el crecimiento lento de lineas
monoclonales. En primer lugar, se observdé que los linfocitos B por si mismos, tanto
procedentes de islotes como de bazo, son incapaces de inducir la proliferacién policlonal de los
linfocitos T. Por otro lado, tampoco son capaces de inhibir una proliferacion inducida mediante
anti-CD3 ligado a placa. Estos resultados hacen descartar la posibilidad de que estas
poblaciones de linfocitos B estén produciendo alguna citoquina con efecto directo sobre la
estimulacién policlonal de los linfocitos T. Por otro lado, también se estudié la posible
capacidad de las diferentes poblaciones de linfocitos B para actuar como células accesorias: se
conoce que los linfocitos B esplénicos, al igual que otras poblaciones celulares con funcién
APC, pueden inducir la proliferaciéon policlonal de linfocitos T si se afiade al medio anti-CD3
soluble (el anti-CD3 soluble por si mismo no es capaz de activar a los linfocitos T, ya que es
necesario que esté anclado a una superficie). En este caso, se ha observado que los linfocitos
B procedentes de infiltrado pancreatico también muestran la misma capacidad para funcionar
como células accesorias facilitando la proliferacién de los linfocitos T, en la misma medida que
lo hacen los linfocitos B esplénicos. Este resultado no mostrd diferencias aun con la adicién de
anti-CD40 al cultivo, aunque ya habiamos comprobado que este estimulo conferia a los
linfocitos B procedentes de infiltrado un fenotipo claramente presentador-activador, lo cual hace
pensar que, definitivamente, el posible efecto de los linfocitos B infiltrantes sobre la poblaciéon
de linfocitos T no debe tener caracter policlonal. Por esta razén se suplementaron también los
cultivos con extractos de islotes, para facilitar la interaccién directa entre las células By T a
través del acoplamiento de la molécula de MHC y el TCR, respectivamente. Aun asi, no fue
posible observar ninguna diferencia significativa, entre las poblaciones de linfocitos B
infiltrantes y esplénicos, y tampoco utilizando linfocitos T procedentes de infiltrado pancreatico

o de bazo. Esto podria estar indicando que el extracto de islotes aplicado al cultivo no funciona
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como antigeno para la mayor parte de la poblacion celular; lo cual sugiere una diversidad en el

reconocimiento antigénico, dentro del infiltrado, mayor de la esperada.

Estos resultados contrastan con los datos reportados por el grupo del Dr.Delovitch en los que
se describe una mayor capacidad estimuladora de los linfocitos B infiltrantes, para estimular la
proliferacion de los linfocitos T [Hussain et al., 2005]. Esos estudios de proliferacion se
realizaron también sobre cocultivos (linfocitos B + linfocitos T), analizando la proliferacion
mediante la medicion de la incorporacién de timidina tritiada. En ese caso, y puesto que no
indica que se haya sometido la poblacion de linfocitos B a irradiacién, es posible que parte de
la proliferacion detectada mediante el contaje radiactivo se deba a la proliferacion de la propia
poblacion de los linfocitos B. En nuestros ensayos, en cambio, monitorizamos especificamente
la proliferacién de los linfocitos T (purificados mediante sorting antes de ser marcados con
CFSE).

Asi pues, mediante las técnicas utilizadas para la deteccién de produccion de citoquinas y para
analizar la capacidad de estimulacion de la proliferacion policlonal de linfocitos T, no hemos
podido detectar ninguna caracteristica funcional diferencial en la poblaciéon de linfocitos B
infiltrantes de islotes en los animales NOD estudiados, aunque el fenotipo a tiempo cero, y tras
la estimulacion in vitro con anti-CD40, muestra claramente que se encuentran en un estado
funcional “silenciado” que puede ser revertido para convertirse en un fenotipo claramente

presentador y activador.

Finalmente, cabe destacar que no hemos encontrado diferencias significativas, ni a nivel
fenotipico ni a nivel funcional entre las poblaciones de linfocitos B infiltrantes entre individuos
NOD y F1, lo que hace pensar que esta poblacién celular no es definitoria de un infiltrado con

caracter “efector” versus “benigno”.
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2. IDENTIFICACION DE LA PERIFERINA COMO EL AUTOANTIGENO
NEUROENDOCRINO RECONOCIDO DE FORMA PREDOMINANTE POR
LOS LINFOCITOS B INFILTRANTES EN ISLOTES

En este estudio se han caracterizado 21 hibridomas, que habian sido generados mediante la
fusion de linfocitos B infiltrantes en islotes pancreaticos con células de la linea de mieloma NS-
1. Estos hibridomas habian sido clasificados, segun resultados previos obtenidos mediante
inmunofluorescencia sobre tejido, con un patrén de reconocimiento neuronal, representando el
patrén mayoritario (53%) en el total de hibridomas obtenidos. Sin embargo, mediante la
utilizacion de técnicas con mayor sensibilidad como la inmunodeteccion mediante
quimioluminiscencia, hemos podido comprobar que todos estos anticuerpos reconocen

periferina, una proteina de distribucion neuroendocrina.

Periferina es una proteina que forma filamentos intermedios [Portier et al., 1983-84]. Como
todas las proteinas de esta familia, consta de una regién central muy conservada que forma la
estructura denominada coiled-coil, mantenida por conformaciones de hélice-B, y que es la
responsable de la polimerizacion necesaria para formar la estructura de filamento intermedio
[Lariviere et al., 2004]. Esta regién central esta flanqueada por los extremos amino y carboxi-
terminal, que es donde se localizan las diferencias estructurales que diferencian los diversos
tipos de filamentos intermedios. A nivel estructural la periferina se clasifica dentro de los
filamentos intermedios de clase Ill, junto a la vimentina y la desmina, pero su patrén de
expresion tisular es exclusivo: periferina se expresa tipicamente en neuronas del sistema
nervioso periférico, y en algunos grupos de neuronas del sistema nervioso central, como
motoneuronas de la médula espinal, nervios de origen sensorial y pequefias interneuronas en
la corteza y el hipocampo. No obstante, también se ha descrito su expresion a nivel endocrino,
en células beta pancreaticas productoras de insulina, y especialmente en lineas celulares
derivadas de insulinoma [Escurat et al., 1991]. Sin embargo, mediante técnicas de
inmunofluorescencia no es posible detectar la presencia de periferina en islotes pancreaticos
de individuos adultos, lo cual se ha interpretado como un reflejo del bajo nivel de expresion “in
vivo” en el tejido maduro. Esto explicaria el hecho de que los hibridomas aqui estudiados
hubieran sido clasificados previamente con patron estrictamente neuronal, en funciéon de los
resultados obtenidos mediante técnicas de inmunofluorescencia, cuando en realidad

reconocen un antigeno de origen neuroendocrino.

De hecho, periferina fue caracterizada como autoantigeno neuroendocrino asociado a diabetes
tipo 1 en ratones NOD en 1992 [Boitard et al., 1992], cuando se demostré que estos animales,
a partir de las 6 semanas de edad presentan niveles detectables de autoanticuerpos en suero

y respuesta de tipo T contra periferina, mientras que esta circunstancia no se presenta en otras
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cepas no susceptibles a la diabetes autoinmunitaria. A partir de este estudio, fue generada una
linea monoclonal de hibridoma especifica también para periferina, que mostraba evidencias en
la regién V de la inmunoglobulina que delataban una maduracién de la afinidad y seleccion via
antigeno [Pleau et al., 1993]. Pero, en ese caso, el hibridoma habia sido generado mediante la
fusion de células esplénicas de animales NOD con células de mieloma. Sin embargo nadie,
hasta el momento, habia descrito la presencia de esta especificidad, y menos aun en tan alta
proporcién, en los linfocitos B que infiltran los islotes pancreaticos. De hecho, segun nuestros
resultados, esta es la poblacién mas representada en el infiltrado, incluso mayor que la
poblacion de linfocitos B anti-insulina o anti-GAD. Estos resultados abren la incégnita de por
qué los linfocitos B especificos para periferina son preferencialmente atraidos al foco de

inflamacion intrainsular.

Se ha descrito que la molécula de periferina puede ser reconocida por anticuerpos especificos
para moléculas de MHC de clase I, concretamente los que reconocen el haplotipo I-AY,
caracteristico de la cepa NOD [Boitard et al., 1992]. Esta circunstancia sugeria la existencia de
un epitopo, compartido por la molécula I-AY y periferina, responsable de la reactividad
cruzada. Este fendmeno también ha sido descrito en el caso de otro autoantigeno
neuroendocrino, GAD-65, para el cual se ha identificado un epitopo para células T que
presenta un alto grado de semejanza aminoacidica con un péptido de I-AY [Xu et al., 1999].
Esta particularidad ha sido propuesta como posible causante de la seleccion positiva, a nivel
timico, de células T autoreactivas, gracias a su interaccién con moléculas del MHC de clase I
que pueden presentar mimetismo molecular con autoantigenos. Sin embargo, a nivel de
respuesta de linfocitos B autorreactivos no se ha demostrado que se esté produciendo el
mismo fendmeno de mimetismo molecular. De hecho, nosotros también hemos realizado
pruebas de inmunodeteccién con los 21 anticuerpos monoclonales estudiados para detectar el
posible reconocimiento cruzado con la propia molécula de MHC de clase Il (datos no
mostrados) pero en ningin caso se ha observado un resultado positivo. De hecho, la mayoria
de los hibridomas caracterizados (20/21) parece que reconocen un epitopo lineal que se
localiza en el extremo carboxi-terminal de la secuencia peptidica de la periferina, y esta zona
no muestra ninguna homologia secuencial con I-AY, ni con ningun otro filamento intermedio.
Cabe destacar, por otra parte, que la respuesta T contra el autoantigeno GAD65 se ha descrito
que también, en las fases iniciales, esta restringida a la regién C-terminal [Kaufman et al.,
1993].

Esta bien establecido que los niveles de expresion de periferina, a diferencia de otros
neurofilamentos, es inducible en situaciones de inflamacién, mediada por citoquinas pro-
inflamatorias del tipo IL-6 [Sterneck et al., 1996], asi como en situaciones de regeneracion
postraumatica [Troy et al., 1990]. De hecho ha sido demostrado que periferina tiene un papel

determinante en el desarrollo y regeneracién neuronal [Lariviere et al., 2004]. Teniendo en
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cuenta estos datos, nosotros hipotetizamos que la remodelacion del sistema nervioso
simpatico que tiene lugar, de forma fisioldgica, en el pancreas de los ratones de 3 semanas de
edad [Durant et al., 2003], puede favorecer unos altos niveles de expresion de periferina en
estas fibras nerviosas. Ademas, teniendo en cuenta que se ha descrito un defecto intrinseco
en las capacidades fagociticas de los macréfagos en animales de la cepa NOD [O’Brien et al.,
2002], que potencia la aparicion de una reaccion inflamatoria incipiente en las zonas
adyacentes a las fibras nerviosas, se podria ver potenciada aun mas la expresion de periferina.
De hecho, se ha observado que las zonas peri-insulares y ductales, precisamente donde se
localizan las fibras nerviosas pancreaticas, es donde se inicia el proceso de insulitis, y no en el
interior de los islotes pancreaticos [Durant et al., 2003; Homo-Delarche et al., 2004a]. Esta
situacion favoreceria la presentacion de autoantigenos de origen neuronal a células T
autoreactivas vy, entre ellos, la periferina. Siguiendo con la hipotesis propuesta por la de la
Dra.Homo-Delarche [Saravia et al., 2003; Homo-Delarche, 2004b], la amplificacion de la
respuesta autoinmunitaria, por parte de los propios linfocitos T autorreactivos, implicaria la
afectacion de las fibras nerviosas asi como el inicio del infiltrado intrainsular. En este punto,
resultaria crucial la presencia de linfocitos T autorreactivos contra antigenos neuroendocrinos
(I-A2, GAD, S100B, periferina), favoreciendo asi también la destruccion de las células beta
pancreaticas. En este contexto autorreactivo, se ha podido observar la hiperactividad e intento
de regeneracion, tanto por parte del sistema nervioso como de la masa celular beta. Estos
mecanismos, cuya funcion es mantener y/o recuperar la funcionalidad tisular, pueden
favorecer la liberacién de autoantigenos que normalmente no son expuestos a las células

autoreactivas, lo cual podria potenciar aun mas la respuesta efectora autoinmunitaria.

La familia de proteinas Reg, entre ellas HIP/PAP, Reg1 y Reg2, son factores de crecimiento
con accion autocrina y paracrina, implicados en la regeneracion de las células beta
pancreaticas. Al igual que periferina, los genes que codifican estas proteinas también son
inducibles por citoquinas inflamatorias como IL-6. En pacientes diabéticos, se ha descrito la
hiperexpresion de HIP/PAP a nivel endocrino [Gurr et al., 2002]. Asimismo, se ha demostrado
que la hiperexpresion de Reg2, en el pancreas de ratones NOD, presenta una marcada
correlacién con el posterior desarrollo de diabetes [Baeza et al., 1996; Baeza et al., 1997,
Sanchez et al, 2000]. Por otro lado se ha descrito que estas proteinas son moléculas diana
para respuesta autoinmunitaria, en los individuos afectados de T1D. Asi, HIP/PAP ha sido
descrita como autoantigeno para la respuesta de tipo T en ratones NOD desde las 4 semanas
de vida [Gurr et al., 2002]. En cuanto a la respuesta humoral, se ha detectado la presencia de
anticuerpos especificos para proteinas de la familia Reg en un 25% de los pacientes con T1D
[Shervani et al., 2004]. Estos datos apoyan la hipétesis de que la autorreactividad contra
elementos implicados en procesos regenerativos pueden favorecer un proceso de
potenciacion, cuando el tejido intenta recuperarse del dafio sufrido, acelerando aun mas el

desarrollo de la diabetes.
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En cuanto a la regeneracién del tejido nervioso, se ha observado la remodelacion de la
inervacion intrainsular en la fase de insulitis en los ratones NOD [Persson-Sjoégren et al., 2005].
Este proceso de remodelacion tisular implica procesos de destruccion de fibras nerviosas, asi
como procesos regenerativos. Por otro lado, en los islotes pancreaticos de ratones NOD de 4
semanas de edad, se observa una hiperexpresion de citoquinas proinflamatorias del tipo IFNy
e IL-6 [Aspord et al., 2004]. Con estos datos, nosotros hipotetizamos que, al igual que ocurre
con otros factores regenerativos de células beta, la periferina también puede encontrarse
hiperexpresada como consecuencia de esta remodelacion y del inicio de la inflamacién local.
Este hecho podria estar directamente relacionado con el desarrollo de la respuesta
autoinmunitaria dirigida contra periferina, descrita a partir de las seis semanas, en el modelo
murino NOD [Boitard et al., 1992].

De hecho, se ha demostrado que la destruccion celular durante la fase de insulitis no es
exclusiva de células beta productoras de insulina, como se habia descrito clasicamente, sino
que también se ven afectados otros tipos celulares: se ha observado que el proceso de
destruccion de la masa celular beta se ve acompanado, en la rata BB, por la desaparicion de la
inervacion simpatica de los islotes [Mei et al., 2002]. Asimismo, se ha descrito la desaparicion
de las células de Schwann que envuelven los islotes (equivalentes a las células gliales del
sistema nervioso central) en etapas iniciales de la insulitis en los ratones NOD, incluso antes
de que la destruccion de células beta pancreaticas sea evidente [Winer et al., 2003]. Se ha
descrito que las células beta son una fuente primordial de factores de crecimiento para la
inervacion, tales como NGF (nerve growth factor) [Myersen et al., 1996; Rosenbaum et al.,
1998]. No obstante, es poco probable que la pérdida de la masa celular beta sea la Unica
causa de la afectacion de la inervacion insular, puesto que éstos factores de crecimiento sélo
son requeridos tras una lesién neuronal [Donnerer, 1996]. De hecho, se ha demostrado que la
destruccion de las células beta, mediante el efecto téxico directo de la estreptozotocina, no
repercute en la inervacion pancreatica, lo cual sugiere una necesaria implicacion del infiltrado
intrainsular en esta afectacion [Mei et al.,, 2002]. Cabe tener en cuenta, en cambio, que
algunas citoquinas, propias del ambiente proinflamatorio intrainsular, como IL-1, si que pueden
tener un efecto neurotdxico directo [Zhu, 1997]. Asi, el dafo neuropatico inicial de las
citoquinas en la fase inicial de la insulitis, podria potenciar el requerimiento de factores de
crecimiento neuronales [Mei et al., 2002]. En esta situacién, si que podria ser crucial la

afectacion de las células beta en la afectacion de la inervacion insular [Teitelman et al., 1998].

Aunque no se conoce con exactitud, la implicacion directa de la respuesta autorreactiva, en la
destruccion de la inervacion de los islotes pancreaticos, lo cierto es que esta respuesta es muy
destacable por la diversidad de autoantigenos neuroendocrinos descritos, algunos de los
cuales, como GADG65, S100pB, y la propia periferina, son expresados, de manera claramente

preferencial, en elementos del sistema nervioso.
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A pesar de que en este estudio se ha descrito la prevalencia de linfocitos B anti-periferina en el
infiltrado que invade los islotes pancreaticos, no podemos concluir que éstas células estén
promoviendo la respuesta autoinmunitaria. De hecho, 15 de los 21 hibridomas analizados se
caracterizan por la produccién de anticuerpos monoclonales con isotipo 1gG2b, el cual se
asocia con respuestas inmunoreguladoras de tipo Ty3. Estos datos sugieren que estas células
B infiltrantes especificas para periferina, cuando tomaron contacto con el antigeno, recibieron
algun estimulo (posiblemente TGFB) de tipo Ty3, por parte de linfocitos T reguladores. De
hecho, cabe resaltar que la mayoria de estos hibridomas fueron obtenidos de fusiones de
células infiltrantes de islotes procedentes de animales F1(NODxNOR), resistentes a la diabetes
[Carrillo et al., 2005]. Asi, los linfocitos B infitrantes especificos para periferina aparecen de
forma preferente en insulitis benignas, en las que no se produce una destruccion de la masa
celular beta. Estos datos pueden indicar una relacion de estos linfocitos B con un efecto anti-

diabetogénico.

En contrapartida con los datos obtenidos a partir de estudios realizados con el modelo murino
NOD, no existen datos publicados acerca de la respuesta anti-periferina en pacientes
afectados de Diabetes de Tipo 1. Aunque otros autoantigenos de origen neuroendocrino como
GAD e IA-2 han sido bien descritos y, de hecho, ampliamente utilizados con aplicacion
diagnéstica, no se han realizado estudios sobre periferina en este campo. De hecho, puesto
que a principios de los anos 90 se describid que la respuesta de linfocitos T y B contra GAD,
en ratones NOD, es patente ya a las 4 semanas de edad, antes de que se puedan detectar
respuesta autoinmunitaria contra periferina y otros autoantigenos (6 semanas de edad), se
concluyé que GAD debia ser el autoantigeno inicial responsable del desarrollo del ataque
autoinmunitario en la diabetes [Tisch et al., 1993; Kaufman et al., 1993]. Ademas,
experimentos en los que la administracion intratimica de GADG65 prevenia la aparicion de
insulitis y diabetes en animales NOD [Tisch et al., 1993], contribuyeron a que la mayoria de
estudios sobre el modelo NOD y con muestras de pacientes humanos fueran orientados al
estudio de la respuesta anti-GAD, en detrimento del estudio de otros autoantigenos. Ademas,
en el caso de la periferina, la dificultad técnica de trabajar con una proteina altamente
insoluble, ha dificultado el uso de este autoantigeno en los procedimientos experimentales. En
este aspecto, el hallazgo de que la mayoria de hibridomas caracterizados en este estudio
estan dirigidos contra el extremo C-terminal de la secuencia peptidica de la periferina abre la

posibilidad de utilizar péptidos solubles, en futuros estudios.

Ademas de la respuesta autoinmunitaria contra las fibras nerviosas que inervan el pancreas,
cabe la pena destacar que en un porcentaje importante de los pacientes diabéticos (10-90%,
segun el criterio de diagnodstico utilizado) se presenta algun tipo de neuropatia [Vinik et al.,
2004]; se entiende por neuropatia diabética un conjunto variado de sindromes, que

comprenden desde afectaciones subclinicas a diversas manifestaciones clinicas que afectan a
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diferentes capacidades sensitivas y/o motoras, dependiendo del tipo de fibra nerviosa
afectada. En la mayoria de los casos, estas neuropatias son derivadas del efecto continuado
de la hiperglucemia en los pacientes, la cual afecta considerablemente a Ia
microvascularizacion tisular. No obstante, algunos estudios sugieren que elementos del
sistema inmunitario pueden estar implicados en el desarrollo de la neuropatia diabética que
afecta al sistema nervioso auténomo, ya que se ha demostrado la presencia de infiltrado
inflamatorio, compuesto por linfocitos y macréfagos, en ganglios y haces nerviosos del sistema
nervioso auténomo de pacientes afectados [Duchen et al., 1980]. De hecho, en algunos casos
se siguen con cierto éxito tratamientos con anti-inflamatorios y/o inmunoglobulina para frenar la
progresion de la patologia [Krendel et al., 1995; Barada et al., 1999]. Curiosamente, en un
modelo transgénico de NOD deficiente para la molécula coestimuladora B7-2, el cual no
presenta diabetes, se ha detectado el desarrollo de polineuropatia periférica de origen
autoinmunitario, y por tanto no derivada de la hiperglucemia crénica [Salomon et al., 2001].
Algunos grupos han descrito que existe una asociacién entre la deteccion en suero de
anticuerpos anti-ganglios simpaticos y anti-nervio vago (también reactivos contra lineas de
neuroblastoma) en pacientes diabéticos y el desarrollo de neuropatia autbnoma, mientras que
estos anticuerpos no son detectables en sueros de pacientes sin neuropatias, aunque sean
diabéticos de larga duracion, lo que sugiere una relacion directa entre ambas condiciones
[Zanone et al., 1993; Zanone et al. 2003]. Aunque no se conoce si la respuesta autoinmunitaria
contra estos elementos del sistema nervioso autbnomo son la causa o la consecuencia de la
degeneracion neuronal, si parece que al menos puede ser utilizado como marcador predictivo
en pacientes diabéticos de reciente debut con predisposicion a presentar este tipo de
complicaciones. Hasta el momento algunos grupos ya han corroborado la asociacion entre la
presencia de anticuerpos anti-GAD65 y disfunciones a nivel de sistema nervioso periférico
[Kaufman et al., 1992; Hoeldtke et al., 2000] pero, de nuevo, la posible presencia de
anticuerpos anti-periferina en el suero de estos pacientes o de individuos con alta

predisposicion, resta por evaluar hasta el momento.

Existen otros datos que relacionan la diabetes tipo 1 con la respuesta autoinmunitaria contra
elementos del sistema nervioso. Asi, se ha descrito que la T1D, dentro de las enfermedades
de origen autoinmunitario, guarda una estrecha relaciéon con la esclerosis multiple (MS). Estas
dos patologias presentan cuadros clinicos muy diferentes, puesto que la T1D deriva de la
afectacion de las células endocrinas responsables de la produccién de insulina, mientras que
la MS se desarrolla tras la afectacion de la sustancia blanca en el sistema nervioso central. Sin
embargo, el origen de ambas se encuentra en una reaccién autoinmunitaria especifica de
o6rgano, causada principalmente por una respuesta T efectora de tipo Th1. Ademas de
presentar una distribucion geografica similar, también se ha descrito la posible influencia de los
mismos factores ambientales, como el consumo de leche de vaca, en el desarrollo de ambas

enfermedades [Winer et al., 2001a]. Ademas, se ha descrito una asociacién familiar entre la
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T1D y la MS, asi como una cierta probabilidad de presentarse conjuntamente, en el mismo
individuo [Wertman et al., 1991]. Asimismo, también en los modelos animales se observa esta
relacidn; se ha descrito que el raton NOD, puede ser un buen modelo de estudio de la MS. En
otras cepas murinas, para inducir la encefalitis autoinmunitaria experimental (EAE), es
necesaria la administracion exdgena de un antigeno de mielina acompafado de un adyuvante,
para inducir la respuesta autoinmunitaria, junto a la Toxina Pertussis, la cual produce una
disfuncién temporal de la barrera hematoencefélica, facilitando asi el acceso de elementos del
sistema inmunitario a antigenos exclusivos del sistema nervioso central. En cambio, en ratones
NOD, la EAE puede ser inducida mediante la Unica administracién de Toxina Pertussis, lo cual
indica la pre-existencia de la respuesta autoinmunitaria contra los antigenos de mielina en
estos animales [Winer et al., 2001b]. De hecho, se ha descrito en el modelo NOD, asi como en
pacientes de T1D y MS, y familiares con alto riesgo a presentar estas patologias, una
activacion de la respuesta autoinmunitaria dirigida indistintamente contra antigenos endocrinos
(Insulina, ICAB9), neuroendocrinos (I-A2, GAD) y del sistema nervioso central (proteina basica
de mielina, proteina proteolipidica) [Winer et al., 2001b]. Estos datos sugieren que los mismos
mecanismos de autoinmunidad pueden ser la base de diferentes enfermedades, siendo la
susceptibilidad tisular del érgano diana el factor decisivo en la afectacion observada, en cada

Caso.

166



VI. CONCLUSIONES






VI. Conclusiones

El andlisis fenotipico, funcional y antigénico de la poblacion de linfocitos B infiltrantes en islotes

pancreaticos realizados en este estudio, permiten extraer las siguientes conclusiones:

>

Los linfocitos B en cepas murinas con susceptibilidad a procesos autoinmunitarios (NOD y
NOR), presentan caracteristicas fenotipicas diferenciales, a nivel de érganos linfoides
secundarios, con respecto a cepas control (BALB/c). Estas variaciones rebelan la
activacion de clones de linfocitos B autorreactivos, dando lugar en algunos casos a la
activacion de estas células, y en otros a un silenciamiento funcional de la propia célula B

mediante la expresion de CD5 y/o desviacion hacia un linaje de zona marginal.

Dentro del infiltrado que invade los islotes pancreaticos, los linfocitos B y T, tanto CD4
como CD8, se hallan distribuidos homogéneamente, teniendo por tanto la posibilidad fisica

de interaccionar directamente entre ellos.

La proporcion de linfocitos B que conforman el infiltrado pancreético evoluciona a lo largo a
medida que avanza la insulitis, alcanzando su maximo (>40%) en hembras de 12 semanas
de edad. Pero los linfocitos B no proliferan dentro ni forman centros germinales, dentro de

la estructura del infiltrado.

Los linfocitos B migran a los islotes pancreéticos influenciados por factores dependientes

de género.

Los linfocitos B infiltrantes en islotes son células maduras que presentan un fenotipo
indicador de un estado funcional “silenciado”. Este estado es mantenido por el

microambiente del infiltrado intrainsular.

La respuesta de los linfocitos B infiltrantes a la activacion via CD40, evidencia que éstos ya

han mantenido un contacto previo con el antigeno.

No hemos encontrado evidencias de diferencias funcionales entre los linfocitos B

infiltrantes y los esplénicos, a nivel de produccion de citoquinas.

Los linfocitos B infiltrantes en islotes, por si mismos, no son capaces de promover “in vitro”
la proliferaciéon policlonal de células T, ni aun en presencia de anti-CD40 o extracto de

islotes.

La poblacion de linfocitos B infiltrantes no tiene efecto inhibidor sobre la proliferacién

policlonal de los linfocitos T, estimulada “in vitro”

Los linfocitos B infiltrantes en islotes tienen capacidad para ejercer actividad accesoria, al

igual que los linfocitos esplénicos, sobre la estimulacion de los linfocitos T,
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Conclusiones

No hemos encontrado diferencias, a nivel de linfocitos B infiltrantes, entre NOD vy
F1(NODxNOR), lo que sugiere que la diferencia entre infiltrado “benigno” e infiltrado
“efector” no viene dada por el fenotipo de los linfocitos B infiltrantes.

Una fraccion predominante de los linfocitos B infiltrantes en islotes pancreéaticos reconocen

periferina, un autoantigeno de origen neuroendocrino.

La mayoria de linfocitos B anti-periferina reconocen un determinante antigénico
inmunodominante, localizado en el extremo carboxi-terminal de la proteina, presente
Unicamente en las isoformas Per58 y Per61.
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Portada: Corte histologico del
pancreas de un ratén NOD, tefiido
con azul de metileno. Detalle de un

islote con insulitis leve.
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