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IL    Interleuquina  

iTregs    Células T reguladoras inducibles 

LADA Diabetes latente autoimmune del adulto; Latent Autoinmune 

Diabetes of the Adults 

MHC                   Complejo mayor de histocompatibilidad; Major histocompatibility 

complex 

mTECs    Células epiteliales medulares tímicas 

NOD   Ratón diabético no obeso; Non obese diabetic mice,  

nTegs    Células T reguladoras naturales 

NK      Natural killer  

NKT   Célula T natural killer  

PD-1                          Programmed death-1 

qRT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa; 

Reverse transcription polymerase chain reaction quantitative 

polymerase chain reaction 

TCR     Receptor de linfocitos T; T cell receptor   

TGF   Factor de crecimiento y transformación; Transforming growth factor 

TLR   Toll-like receptor 

TNF   Factor de necrosis tumoral; tumor necrosis factor) 

Tregs   Células T reguladoras 
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RESUMEN  

 

Resumen en castellano 

 

La molécula CD26 es una glicoproteína multifuncional transmembrana tipo II con 

actividad peptidasa intrínseca en su dominio extracelular, también conocida con 

dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV). En el sistema inmunitario, la molécula CD26/DPPIV 

desempeña importantes funciones en la activación de las células T, así como en los 

procesos de maduración y migración de los timocitos. Se ha descrito que la inhibición de 

la molécula CD26 puede prevenir e incluso revertir la diabetes autoinmune de reciente 

diagnóstico en el ratón NOD (non obese diabetic). Sin embargo, los mecanismos 

implicados en este efecto se desconocen. El objetivo de este proyecto de tesis doctoral 

fue evaluar el efecto del tratamiento con el inhibidor del DPPIV (iDPPIV), MK626, sobre la 

incidencia de diabetes mellitus tipo 1 (DM1), y analizar los mecanismos de tolerancia 

inmunológica periférica y central potencialmente involucrados en la reducción del ataque 

autoinmunitario contra la célula β pancreática.  

El iDPPIV MK626 se administró a través de la dieta a un grupo de ratones NOD en una 

etapa pre-clínica de la diabetes (a las 6-8 semanas de edad), y se comparó con un grupo 

control de ratones NOD no tratados. Por un lado, se evaluó la incidencia de diabetes en 

un grupo de ratones NOD seguidos hasta las 30 semanas de vida. Por otro lado, se 

evaluaron cambios en el infiltrado linfocitario del islote pancreático así como en el 

porcentaje y fenotipo de las diferentes subpoblaciones periféricas y centrales por 

citometría de flujo. Asimismo, se analizó si el iDPPIV inducía modificaciones en la 

expresión génica del timo a través de tecnología de microarrays, y cambios en la 

expresión genética de los autoantígenos β pancreáticos y del gen Aire en las células 

epiteliales tímicas (TECs) mediante qRT- PCR. En general, estos efectos fueron 

evaluados a las 4 y 6 semanas de tratamiento. 

El tratamiento con el iDPPIV disminuyó la incidencia de diabetes y la insulitis a la semana 

6 de tratamiento. No se observaron diferencias en el porcentaje de las diferentes 

subpoblaciones del compartimento periférico y central entre ratones tratados y controles. 

El MK626 aumentó la expresión de CD26 en la subpoblación de linfocitos T CD8+ 

memoria efectora (CD8+
EM) del bazo y ganglio pancreático, y en los linfocitos T CD8+ del 
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infiltrado linfocitario pancreático. En estudios in vitro, los linfocitos T CD8+
EM mostraron 

una mayor capacidad proliferativa y de secreción de citoquinas en presencia del MK626, 

así como un efecto inmunosupresor sobre la activación de la célula T. A nivel central, el 

tratamiento con MK626 indujo una mayor expresión de genes implicados en la respuesta 

inmunitaria incluyendo tolerancia central. No se encontraron diferencias en la expresión 

génica de autoantígenos pancreáticos ni del gen Aire en la TECs.  

En conclusión, la administración del iDPPIV en una etapa pre-clínica previene el 

desarrollo de DM1 en el modelo de ratón NOD y reduce el infiltrado linfocitario del islote 

pancreático. Este efecto se asocia a nivel periférico a un aumento de la expresión de 

CD26 en los linfocitos T CD8+
EM. Estudios in vitro sugieren un papel inmunoregulador de 

esta subpoblación, y podría estar implicada en la protección del ataque autoinmunitario 

contra la célula β pancreática observada al administrar el iDPPIV MK626. Asimismo, el 

iDPPIV MK626 altera la expresión de genes relacionados con el sistema inmunitario en el 

timo y podría contribuir a la prevención de la DM1 en el ratón NOD.  
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Resumen en inglés  

 

The type II transmembrane glycoprotein CD26, also known as dipeptidyl peptidase IV, is a 

multifunctional protein with a biologically active extracellular domain. In the immune 

system, CD26/DPPIV plays a role in T-cell function and is also involved in thymic 

maturation and emigration patterns. It has been described that DPPIV inhibition delays the 

onset of type 1 diabetes and reverses the disease in non obese diabetic (NOD) mice. The 

aim of the present doctoral thesis project was to assess the effect of the DPPIV inhibitor 

MK626 in type 1 diabetes incidence (T1D), and to evaluate the mechanisms of peripheral 

and central tolerance potentially involved in the protection against autoimmunity to β 

pancreatic islets.  

MK626 was administrated through the diet in a group of NOD mice during the pre-diabetic 

state (starting at 6-8 weeks of age), and compared with a group of untreated NOD mice. 

Diabetes incidence was evaluated in a group of NOD mice followed until 30 weeks of age. 

On the other hand, we evaluated the effects of MK626 on pancreatic islet infiltrate and 

percentage and phenotyping of the T lymphocyte subsets at central and peripheral 

compartments by flow cytometry were assesed.  Moreover, we analyzed if the iDPPIV 

inhibitor modifies the expression of genes in the thymus by microarray analysis and 

changes in β-cell autoantigens and Aire gene expression in thymic epithelial cells (TECs) 

were also evaluated by using qRT-PCR. In general, these effects were evaluated at 4 and 

6 weeks of treatment.  

MK626 treatment reduces T1D incidence and insulitis after 6 weeks of treatment. No 

differences were observed in the percentage of T lymphocyte subsets from central and 

peripheral compartments between treated and control mice. MK626 increased the 

expression of CD26 in CD8+ T effector memory (TEM) from spleen and pancreatic lymph 

nodes and in CD8+ T cells from islet infiltration. In in vitro assays, CD8+TEM cells showed 

an increased proliferation rate and cytokine secretion in the presence of MK626. 

Moreover, the combination of CD8+ TEM cells and MK626 induces an immunosuppressive 

response. In the central compartment, MK626 treatment induced an increased expression 

in genes implicated mainly in the immune response including central tolerance.  No 

differences were observed in the expression of β-cell autoantigens and Aire gene in 

TECs. 
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In conclusion, treatment with the DPPIV inhibitor MK626 in the pre-clinical stage prevents 

T1D in association to a reduction of insulitis and an increased expression of CD26 in  

CD8+ TEM lymphocyte subset. In vitro assays suggest an immunoregulatory role of CD8+ 

TEM cells that may be involved in the protection against autoimmunity to β-cells  

associated to DPPIV inhibitor treatment. Likewise, the DPPIV inhibitor MK626 alters the 

expression of the immune response-related genes in the thymus, and may contribute to 

the prevention of T1D. 
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Esta tesis se presenta en forma de compendio de publicaciones según la normativa 

aprobada por la Comisión de Doctorado de la Universitat Autònoma de Barcelona.  

Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral forman parte de una línea de 

investigación iniciada en 2011, y dirigida a evaluar el efecto del tratamiento con el 

inhibidor del DPPIV MK626 en la prevención de diabetes autoinmune en el ratón NOD e 

investigar los mecanismos de tolerancia inmunológica periférica y central que podrían 

estar implicados en dicha prevención. Los resultados obtenidos han aportado información 

relevante en este campo, con un notable interés translacional a la clínica. Estos 

resultados han sido publicados en forma de 2 artículos en revistas de impacto 

internacional, en donde el doctorando es el primer firmante en todos ellos.  

El presente trabajo ha estado financiado por una beca de la European Foundation for 

the Study of Diabetes (EFSD), del Instituto de Salud Carlos III (PI 1102621) así como de 

la Sociedad Española de Endocrinología.  
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2.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1  

 

2.1.1. Generalidades 

 

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad de origen autoinmunitario, 

que se caracteriza por la destrucción selectiva de las células β pancreáticas productoras 

de insulina (1). En la historia natural de la DM1, existe un primer periodo subclínico 

asintomático (pre-diabetes) que puede durar meses e incluso varios años, durante el cual 

se produce una infiltración linfocitaria progresiva de los islotes pancreáticos por células T 

autorreactiva  que se acompaña de una destrucción de la masa de células β pancreáticas 

y, que conduce al déficit en la producción de insulina y a la hiperglucemia (2). En esta 

fase subclínica, los individuos aún mantienen un estado de normoglucemia, y es posible 

detectar anticuerpos en suero como marcadores de autoinmunidad frente a la célula β 

(3). La aparición de la enfermedad clínica se produce tras la destrucción de un 80-90% de 

la masa celular β.  Por otro lado, existe un porcentaje de individuos adultos generalmente 

diagnosticados de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) que presentan positividad para los 

anticuerpos asociados a la DM1, pero a diferencia de ésta presentan un deterioro lento y 

progresivo de la función β pancreática. El  término LADA (Latent Autoinmune Diabetes of 

the Adults) fue acuñado en 1993 para referirse a esta situación, y afecta al 5-15% de los 

pacientes que se presentan clínicamente en la edad adulta como DM2. Esta entidad 

clínica, a diferencia de la clásica DM1, puede ser controlada inicialmente con medidas 

higiénico dietéticas y/o hipoglucemiantes orales, pero debido a la disminución progresiva 

en la secreción de insulina y a la aparición de clínica de insulinopenia, los individuos 

afectados de diabetes tipo LADA precisarán de insulinoterapia a corto plazo para el 

control metabólico, que en la mayoría de los casos ocurre entre los 3 y 6 años desde el 

momento del diagnóstico (4, 5). La diabetes tipo LADA es una enfermedad con un 

fenotipo altamente heterogéneo, de base autoinmune, pero que comparte características 

clínicas, genéticas y metabólicas tanto de DM1 como de DM2 según datos recientes (6, 

7).  
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2.1.2. Etiopatogenia  

 

Pese a los avances realizados en las últimas décadas, los mecanismos exactos 

de la etiopatogenia de la DM1 no se conocen. La DM1 es una enfermedad multifactorial, 

y aparece como resultados de diversas y complejas interacciones entre la predisposición 

genética, los factores ambientales y el sistema inmunológico (8). Así, sabemos que sobre 

una base de predisposición genética, la acción de factores ambientales desencadena un 

proceso autoinmune de destrucción selectiva de las células β del páncreas mediado por 

células T y B autorreactivas (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.2.1. Factores genéticos  

 

Aunque la mayoría de los pacientes con DM1 no tienen familiares de primer grado 

afectados, existe una agregación familiar significativa, con un riesgo del 6% en hermanos, 

mientras que no supera el 0.4% en el resto de la población (9). Aun así, la concordancia 

entre hermanos gemelos monocigotos es sólo de un 30-50%. Este hecho indica que los 

factores genéticos no explican completamente la aparición de la enfermedad, sino que 

también intervienen otros factores ambientales en el inicio del proceso autoimmunitario.  

Figura 2: Interacción entre factores genéticos y ambientales sobre la respuesta 
inmunológica en la diabetes mellitus tipo 1. Adaptada de Sala. F et al. 2013 
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En la actualidad, mediante estudios de ligamiento y de asociación del genoma, se 

han identificado más de 50 loci (regiones cromosómicas) genéticos de susceptibilidad, 

denominados IDDM, para el desarrollo de la enfermedad e indican que, en la mayoría de 

los casos, la DM1 se trata de una enfermedad poligénica. La mayoría de estos genes 

codifican proteínas implicadas en la función y regulación del sistema inmunitario (10, 11). 

El factor genético de más riesgo (50%) es debido al polimorfismo de los genes de la 

región del antígeno leucocitario humano (HLA) de clase II (IDDM1) (10-17).  

 

2.1.2.2. Factores ambientales  

 

Existen evidencias que apoyan la hipótesis de que los factores ambientales tienen 

una influencia crucial en el inicio del proceso autoinmune, aunque a día de hoy no están 

del todo claros debido a que el proceso autoinmunitario se inicia años antes del 

diagnóstico dificultando así el estudio de los desencadenantes de la enfermedad. Entre 

los factores relacionados más estudiados destacan las infecciones víricas y la dieta (18, 

19).   

 

2.1.2.3. Factores inmunológicos 

 

En la DM1, los linfocitos T tanto CD4+ como CD8+, y B autorreactivos juegan un 

papel activo en la destrucción de la célula β pancreática. No obstante, tal y como se ha 

comentado con anterioridad, y al igual que ocurre con otras enfermedades 

autoinmunitarias, los mecanismos exactos que llevan a una disfunción del sistema 

inmunitario y a la pérdida de la tolerancia inmunológica, se desconocen.  

 

2.2. DIABETES MELLITUS TIPO 1 Y AUTOINMUNIDAD  

 

El presente trabajo tiene como objetivo determinar el efecto del inhibidor del 

DPPIV (iDPPIV), MK626, sobre los mecanismos inmunológicos de tolerancia central y 

periférica implicados en el inicio de la respuesta autoimmunitaria en el modelo animal de 
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DM1, el ratón diabético no obeso (NOD: non obese diabetic). Por ello, a continuación se 

resumen los aspectos más relevantes relacionados con la tolerancia inmunológica y la 

respuesta autoimmunitaria asociada a la DM1 

 

2.2.1. Tolerancia inmunológica 

 

La tolerancia se define como la incapacidad del sistema inmunitario para 

reaccionar frente a un antígeno específico. En este sentido, existe un conjunto de 

mecanismos que tienen la función de asegurar la autotolerancia, que es la tolerancia 

frente a antígenos propios del organismo. El fallo de la autotolerancia contribuye a la  

autoinmunidad. Así, las enfermedades autoinmunitarias específicas de órgano, como la 

DM1, se caracterizan por la existencia de un fallo en estos mecanismos de tolerancia a 

los antígenos propios. Los mecanismos centrales se desarrollan en los órganos linfoides 

primarios durante la diferenciación de los linfocitos (timo para linfocitos T y médula ósea 

para los linfocitos B), y su función principal es eliminar de manera selectiva los clones de 

linfocitos T y B que presentan receptores con alta afinidad para los antígenos propios 

antes de su salida a sangre periférica. Debido a que este mecanismo no es perfecto, 

algunos linfocitos autorreactivos llegan a los órganos linfoides secundarios. En este caso, 

son los mecanismos de tolerancia inmunológica periférica los encargados de la 

inactivación de estas células autorreactivas.  

Aceptada la existencia de estos dos mecanismos protectores, es probable que 

para que se desarrolle una enfermedad autoinmunitaria, sea necesaria tanto la presencia 

de células autorreactivas, como la existencia de una ruptura en los mecanismos de 

tolerancia periférica. Es decir, que existan varios fallos o errores en diferentes puntos de 

control del proceso de tolerancia inmunológica (20, 21).  

 

 

2.2.1.2. Tolerancia inmunológica central  

 

La tolerancia central representa el primer y más importante punto de control de la 

respuesta autoinmunitaria. El timo es el órgano responsable del establecimiento de la 

tolerancia central a través de la eliminación de clones de linfocitos T autorreactivos. Se 

sabe, que un fallo de los mecanismos centrales de tolerancia en el timo frente a 
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autoantígenos de la célula β pancreática, juega un papel crucial en la patogénesis de la 

DM1 (22). 

Las células epiteliales de la corteza tímica presentan péptidos derivados de 

autoantígenos en el contexto de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad 

(MHC; major histocompatibility complex). En el proceso de maduración de los linfocitos T 

(timocitos), aquellos cuyo receptor (TCR; T-cell receptor) no es capaz de interaccionar 

adecuadamente con las moléculas del MHC, vuelven a reordenar su TCR o mueren por 

apoptosis. Mediante este proceso de selección positiva, sólo aquellos timocitos que 

reconocen con moderada afinidad los péptidos propios logran llegar a su fase final de 

maduración en la médula tímica. En la médula, las células epiteliales tímicas y las células 

dendríticas (CDs) son las responsables de la presentación de autoantígenos a los 

timocitos.  

 

En esta fase, los timocitos con un TCR capaz 

de interaccionar con gran afinidad ante los 

antígenos propios son eliminados por 

apoptosis, mecanismo conocido como 

selección negativa (Figura 3). La selección 

negativa es el mecanismo más importante del 

proceso de la autotolerancia (23). Así pues, 

tras los procesos de selección positiva y 

negativa, sólo maduran y salen del timo 

aquellos linfocitos que pueden interactuar con 

moléculas del MHC pero no reconocen 

autoantígenos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Tolerancia inmunológica central. 
Mecanismos de selección positiva y negativa de los 
timocitos. Adaptado de Kuby Inmunology, 6th Edicion. 
2007. 
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Por otro lado, se sabe que el timo es fundamental en el establecimiento de 

tolerancia central a antígenos ubicuos. No obstante, recientemente se ha observado que 

en el timo también se genera la tolerancia frente a muchos antígenos periféricos de baja 

expresión (24). Así, se ha demostrado que las células epiteliales medulares tímicas 

(mTECs) tienen capacidad para presentar de forma “promiscua” antígenos, en principio, 

restringidos a otros tejidos, como la insulina. Esta presentación está regulada por el 

cofactor de transcripción AIRE (Autoimmune Regulator), expresado por las mTECs, y es 

imprescindible para la inducción de tolerancia de los linfocitos T frente a autoantígenos 

específicos de tejido (25).  

 

 

2.2.1.3. Tolerancia inmunológica periférica 

 

En cualquier individuo puede considerarse normal la presencia en circulación de 

un porcentaje bajo linfocitos T maduros con capacidad autorreactiva. Esto puede suceder 

si el reconocimiento del autoantígeno es de baja afinidad, por lo que no es eficientemente 

delecionado a nivel tímico. Alternativamente, es posible que el autoantígeno reconocido 

sea de expresión restringida a un tejido, y no hay sido presentado en el timo. Por esta 

razón, resulta necesaria la existencia de mecanismos, fuera de los órganos linfoides 

primarios, que mantengan la autotolerancia. Estos mecanismos de tolerancia periférica se 

desarrollan a nivel de órganos linfoides secundarios (ganglios linfáticos, bazo, sistema 

inmunitario cutáneo y mucosas) y en tejidos no linfoides. La tolerancia periférica de 

linfocitos T se lleva a cabo mediante diferentes mecanismos descritos: deleción clonal, 

anergia, ignorancia inmunológica y supresión (26).  

Uno de los mecanismos de tolerancia inmunológica periférica lo llevan a cabo las 

células T reguladoras (Tregs). Las células Tregs actúan suprimiendo la activación del 

sistema inmunitario mediante su influencia sobre otras poblaciones de linfocitos T CD4+ y 

CD8+ y sobre células presentadoras de antígenos (APCs; antigen presenting cells), y 

tienen un papel relevante en el mantenimiento de la tolerancia inmunológica y la 

homeostasis inmune (27). Se sabe, que alteraciones en el desarrollo o en la función de 

las Tregs causa enfermedades autoinmunes tanto en humanos como en animales (28). 

La familia de las células Tregs es heterogénea y compleja. Su caracterización a 

nivel de marcadores de superficie específicos ha sido históricamente controvertida debido 

a la falta de marcadores exclusivos para su identificación. La gran diversidad de 



 
 

24 
 

marcadores descritos hace pensar que existen distintas poblaciones de células Tregs las 

cuales presentan diferentes fenotipos y origen, así como distintos mecanismos de acción. 

El marcador más específico de Tregs es el factor de transcripción Forkhead box P3 

(Foxp3) que resulta imprescindible tanto para su desarrollo como para su funcionalidad 

(23, 29). No obstante, existe controversia sobre la exclusividad en la expresión de Foxp3 

por las Tregs, ya que datos recientes apuntan a que las células T CD4+ activadas 

también expresan Foxp3 (30). Los dos principales tipos de linfocitos CD4+ Tregs son las 

células T reguladoras naturales (nTreg) y las células T reguladoras inducibles (iTreg) a 

partir de células CD4+ naïve. Los linfocitos nTregs, con fenotipo CD4+CD25+Foxp3+, se 

originan en el timo y migran a los ganglios linfáticos regionales. Estas células, tras ser 

activadas por el antígeno específico, poseen la capacidad de suprimir la proliferación y 

diferenciación de las células T naïve, así como la capacidad efectora de las células T 

diferenciadas CD4+ y CD8+, las CDs, las células B, natural killer (NK) y otros grupos 

celulares.  

Se han propuesto diferentes mecanismos de acción por los cuales las células 

CD4+ Tregs median la supresión de las células efectoras (Figura 4). Dentro de los 

principales mecanismos descritos están: a) mecanismo dependiente de las citoquinas 

inmunosupresivas, especialmente de la interleuquina (IL) 10 y del factor de crecimiento β 

(TGF-β; transforming growth factor); b) un mecanismo citolítico directo por medio de la vía 

de las granzimas-perforinas sobre células T efectoras y sobre APCs; c) un mecanismo de 

competencia, en el que las células Tregs consumen los factores de crecimiento y 

supervivencia tales como la IL-2; d) un mecanismo de inhibición de la maduración y 

función de las APCs. Las Tregs pueden disminuir la expresión de las moléculas co-

estimuladoras CD80/CD86 en las APCs a través de un mecanismo dependiente del factor 

4 asociado a linfocitos T citotóxicos (CTLA-4; Cytotoxic T lymphocyte-associated factor 4) 

(27, 31).  

 

 

 

 

 

Figura 4: Mecanismos de supresión de 
células efectoras mediados por células 
T reguladoras CD4+CD25+. Adaptado 

Limón-Camacho L et al.
29 



 
 

25 
 

Desde un punto de vista clínico, se han estudiado las células CD4+ Tregs de 

sangre periférica de pacientes con enfermedades autoinmunitarias específicas de órgano, 

entre ellas la DM1. En la mayoría de estos estudios, no se han hallado diferencias 

cuantitativas entre las Tregs de sangre periférica de pacientes y de individuos sanos (32-

34). En cambio, sí se han descrito, en la mayoría de ellos, alteraciones en la función de 

las Tregs de los pacientes con enfermedades autoinmunitarias al compararla con la de 

los sujetos sanos (35, 36). 

Las células T CD4+ no son las únicas con propiedades reguladoras, pues existe 

otras subpoblaciones con actividad inmunosupresora, que incluye a los linfocitos T 

supresores CD8+, así como NK  o linfocitos B reguladores. En relación a los linfocitos T 

CD8+, se sabe que presentan un papel dual en las enfermedades autoinmunes: efectores 

y supresores de la respuesta autoinmunitaria (37-40). Defectos en la función y/o en el 

número de células Tregs CD8+ se correlaciona con un aumento en la incidencia y 

gravedad de las enfermedades autoinmunitarias (34, 41). Dentro de las células Tregs 

CD8+, se han descrito, tanto en humanos como en modelos animales, varias 

subpoblaciones con distintos marcadores fenotípicos y distintos mecanismos de acción, 

lo que da lugar a una subpoblación altamente heterogénea y de difícil caracterización 

puesto que no existe un marcador específico para su identificación (39, 40, 42). La 

mayoría de las células Tregs CD8+ son inducidas tras una estimulación antigénica, y las 

más estudiadas son aquellas con fenotipo CD8+CD28- (39, 40). Se ha descrito una 

disminución significativa de esta subpoblación en paciente afectos de DM1 comparado 

con controles sanos (34). Los mecanismos de acción propuestos a través de los cuales 

estas células Tregs CD8+CD28- suprimen la respuesta inmunitaria incluyen: supresión 

mediada por contacto célula-célula, secreción de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10, 

TGFβ) y citotoxicidad directa sobre las células diana (Figura 5) (42). 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Mecanismos propuestos de 
supresión por las células T supresoras 
CD8

+
. (a) CD8+CD28-Foxp3+ aumentan la 

expresión de receptores inhibidores (ILT3 
and ILT4 immunoglobulin-like transcript 3 y 
4) y disminuyen la expresión de moléculas 
co-estimuladoras (CD80/CD86) en las 
APCs, induciendo un estado tolerogénico 
en las APCs. (b) Supresión sobre APCs o 
CD4+ efectoras mediada por citocinas 
como IL-10, TGF-β, IFN-γ y CCL4 
secretadas por Ts CD8+. (c) Citotoxidad 
contacto célula-célula sobre linfocitos T 
CD4 que expresan Qa1 (molécula del MHC 
clase Ib). (d) Citotoxicidad directa sobre 
células diana a través de granzimas y 
perforinas. Adaptado de Suzuki,M et al.

40 
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Además en el modelo murino se ha identificado una subpoblación de células 

reguladoras con fenotipo CD8+CD122+, que podrían ser equiparables a las Tregs 

CD4+CD25+Foxp3+, pero cuya caracterización fenotípica ha sido menos estudiada y no 

está del todo establecida (43, 44). Y aunque los mecanismos de su capacidad supresora 

no se conocen con exactitud, parece que estos linfocitos Tregs CD8+CD122+ suprimen la 

autoinmunidad principalmente a través de la producción de IL-10 (43, 45, 46).  

 

2.2.2. Inmunopatogenia de la diabetes mellitus tipo 1    

 

En la DM1, el sistema inmunitario deja de tolerar a las células β productoras de 

insulina y las ataca selectivamente. La autoinmunidad contra la célula β es un proceso 

altamente dinámico que conlleva una compleja interacción entre las células β 

pancreáticas y diversos componentes del sistema inmunitario todavía hoy no bien 

conocidos, destacando un proceso inflamatorio que contribuye a la cronificación de la 

DM1. En esta compleja interacción participan los linfocitos T, las APCs, la inmunidad 

innata, los linfocitos B y otras células inmunitarias como las NK o linfocitos T de tipo NK 

(NKT) (47). 

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ autorreactivos son los principales responsables del 

inicio y progresión de la destrucción de las células β pancreáticas. Ambas subpoblaciones 

son necesarias para el inicio de la diabetes, pero existen controversias sobre su papel 

específico en la patogénesis de la destrucción de la célula β (48). Existen datos que 

apuntan a que la citotoxicidad sobre la célula β pancreática está causada principalmente 

por linfocitos T CD8+, pero éstos necesitan la colaboración de los linfocitos T CD4+. No 

obstante, se desconoce con exactitud si el reclutamiento de linfocitos T CD8+ precede, 

acompaña o sigue al reclutamiento de linfocitos T CD4+ (49). Diferentes estudios en el 

modelo animal NOD apuntan a una captación inicial de autoantígenos procedentes de 

células β por las APCs del islote, coincidiendo con la apoptosis masiva de células β 

característica de la maduración fisiológica del páncreas endocrino en este modelo o tras 

una daño celular. Estas APCs se activarían y migrarían a los ganglios linfáticos donde 

presentarían los autoantígenos unidos a moléculas del MHC de clase II a linfocitos T 

autorreactivos CD4+ y de clase I a CD8+ que han escapado de la selección negativa del 

timo. Los linfocitos T CD8+ citotóxicos migrarían a los islotes e iniciarían la destrucción 
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directa de las células β a través del receptor Fas y mediante la secreción de perforinas y 

granzimas. Así pues, los linfocitos T CD8+ son considerados los responsables del primer 

ataque contra la célula β. En una segunda fase, los autoantígenos liberados en el primer 

ataque serían de nuevo captados, procesados y presentados por APCs en el ganglio 

linfático o a nivel insular a linfocitos T CD4+ colaboradores y citolíticos, que juntamente 

con los linfocitos T CD8+ infiltrarían los islotes y a través de citoquinas y quimiocinas 

procedentes de la inmunidad innata, reclutarían más leucocitos, amplificando la respuesta 

autoinmunitaria y contribuyendo al proceso destructivo de la célula β pancreática (47, 50). 

Recientes estudios sugieren que un defecto en la función supresora de las Tregs 

representa un factor importante en el desarrollo de la DM1 (51). La ablación completa o la 

disfunción de las Tregs puede provocar diabetes autoinmune. En cambio, la infusión de 

células Tregs autológas preserva la función de la célula β en niños con DM1 de reciente 

diagnóstico (27, 52, 53).  

Aunque las células responsables de la destrucción de las células β pancreáticas 

son los linfocitos T, en el desarrollo de la enfermedad también participan otros 

componentes del sistema inmunitario. En el inicio del proceso autoinmune, la inflamación 

mediada por la inmunidad innata produce y amplifica el ataque a las células β, y en 

estadios posteriores, estabiliza y mantiene la insulitis. (54). Por otro lado, las APCs 

(macrófagos y CDs) juegan un papel relevante como puente entre la inflamación y la 

autoinmunidad. Los macrófagos tienen una gran capacidad fagocítica y secretora de 

mediadores de inflamación y citotóxicos. Además, inducen la apoptosis de las células β a 

través de citoquinas (TNF-α, IFN-γ e IL-1β), lo que unido a un defecto para eliminar los 

cuerpos apoptóticos, perpetúa el proceso autoinmune. Se sabe que de manera fisiológica 

se produce la apoptosis masiva de células β tanto en humanos como en ratones NOD, 

coincidiendo con etapas de remodelación insular. Si estas células apoptóticas son 

captadas y eliminadas rápidamente por las APCs, se generan CDs tolerogénicas que 

inactivan a los linfocitos autorreactivos e inducen tolerancia. Este proceso, denominado 

esferocitosis, contribuye a la homeostasis inmunológica. En la DM1 se han identificado 

defectos en este proceso, bien por defectos en la fagocitosis o por exceso de producción  

(55). Otro grupo celular, los linfocitos B desempeñan también un papel primordial en el 

desarrollo de la DM1, tal y como ha quedado demostrado en el ratón NOD (56, 57). Se ha  

propuesto dos funciones principales para las células B en la patogénesis de la DM1. Por 

un lado, parecen tener un papel importante en la respuesta autoinmunitaria actuando 

como APCs capaces de producir la activación y expansión de los linfocitos T 

autorreativos CD4+ y CD8+. Por otro lado, los linfocitos B autorreactivos se diferencian en 
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células productoras de anticuerpos contra autoantígenos. Así pues, aunque la DM1 se ha 

descrito como una enfermedad autoimmunitaria mediada por mecanismos efectores de 

tipo celular, paralelamente se pueden detectar autoanticuerpos contra antígenos propios 

del islote pancreático en el suero de pacientes, incluso antes de la aparición de los 

primeros síntomas clínicos. Sin embargo, no se conoce con exactitud si estos 

autoanticuerpos juegan un papel directo en la patogénesis de la enfermedad o 

simplemente son meros marcadores periféricos del ataque autoinmunitario que se está 

desarrollando en los islotes pancreáticos (50, 58). De hecho, en etapas más avanzadas 

de la diabetes autoinmune, estos autoanticuerpos tienden a desaparecer, lo que traduce 

la destrucción total de los islotes pancreáticos y la consecuente atenuación de la 

respuesta autoinmunitaria. 

Un punto clave en el entendimiento del ataque autoinmunitario que origina la DM1, 

es la identificación de los autoantígenos hacia los que éste va dirigido. Los  

autoantígenos diana en la DM1 son la insulina, descarboxilasa del ácido glutámico (GAD; 

Glutamic acid decarboxylase), proteína tirosina fosfatasa (IA-2; Islet antigen-2), la 

glucosa-6-fostatasa específica del islote (IGRP; islet specific glucose-6-phosphatase 

catalytic subunit –related protein), y el transportador de Zinc8 (ZNT8; Zinc transporter 8). 

Al inicio de la enfermedad, la respuesta T es restringida contra un reducido número de 

autoantígenos del islote pancreático, aunque más adelante, y posiblemente debido a la 

propia destrucción de las células β por parte de los linfocitos T, se produce una expansión 

en la diversificación de autoantígenos disponibles (proceso denominado antigenic 

spreading). No se sabe con certeza cuál es el autoantígeno reconocido inicialmente, 

aunque existen evidencias que sugieren que la insulina y su epítopo dominante B9-23 

desempeñan un papel primordial en el inicio de la diabetes autoinmune, tanto en el ratón 

NOD como en humanos (48). Por otro lado, se sabe que un defecto en los mecanismos 

centrales de tolerancia frente a autoantígenos de la célula β pancreática, es crucial en la 

patogénesis de la respuesta autoinmunitaria en la DM1 (22). La presentación promiscua 

en el timo por parte de las mTECs de antígenos del islote pancreático promueve la 

selección negativa de clones de linfocitos T con TCR capaz de interaccionar con gran 

afinidad hacia estos autoantígenos, y da lugar a la generación de células nTegs 

específicas de estos autoantígenos. Así, en modelos animales de DM1, se ha observado 

una ausencia o descenso en la presentación de autoantígenos del islote pancreático por 

las mTECs a los timocitos durante los procesos de selección tímica, lo que conlleva la 

presencia de un repertorio de células T autorreativas con TCR capaz de interaccionar 
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contra antígenos relacionados con la DM1, así como un defecto en la generación tímica 

de células nTregs específicas (22). 

Por último, existen evidencias que confieren a la célula β un papel activo en el 

proceso autoinmune (59). Recientemente, se ha demostrado que en condiciones de 

estrés e inflamación, las células β pueden hacer modificaciones post-transcripcionales y 

post-traducionales de los autoantígenos, generando nuevos epítopos inmunogénicos. 

Así, si la nueva forma de un autoantígeno no ha sido previamente identificada en el timo y 

no ha generado tolerancia, se induce una respuesta autoinmunitaria contra el nuevo 

autoantígeno generado (54). Además, la capacidad de regeneración de las células β 

inducida por el microambiente inflamatorio insular, supondría una nueva fuente de 

autoantígenos que retroalimentaría la respuesta autoinmunitaria y la destrucción tisular 

(54, 60, 61).  

 

2.3. MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA DM1: EL RATÓN NOD  

 

Debido a la dificultad en el acceso al tejido diana en humanos, muchos de los 

conocimientos sobre la patogénesis de la DM1 se han obtenido usando modelos 

animales, siendo el más representativo el ratón NOD.  La cepa murina NOD ha sido el 

modelo animal más ampliamente utilizado en el estudio de la DM1, desde que fue 

descrito en 1980, ya que desarrolla una diabetes autoinmune de forma espontánea con 

características similares a la enfermedad descrita en humanos, con presencia de 

linfocitos T autorreactivos CD4+ y CD8+ y presencia de anticuerpos anti-islote. Además, 

este modelo desarrolla también una respuesta autoinmunitaria contra otros órganos 

(glándulas salivales, tiroides, sistema nervioso, próstata). Este hecho refleja, que al igual 

que ocurre en algunos individuos con DM1, existe un defecto en la tolerancia del sistema 

inmunológico. Asimismo, al igual que se ha observado en humanos, el principal loci de 

susceptibilidad a la diabetes en el ratón NOD, se encuentra en los genes que codifican 

para las moléculas del MHC de clase II (Idd1), aunque existen otros loci que confieren 

susceptibilidad a la diabetes (62, 63). Así, este modelo experimental es fundamental en la 

investigación en DM1, tanto para la identificación de genes de resistencia/susceptibilidad 

y factores ambientales que modulan su aparición, como para el conocimiento de los 

mecanismos inmunitarios implicados y los autoantígenos contra los que se dirige la 

respuesta autoinmunitaria. Por otro lado, el ratón NOD ha contribuido al desarrollo de 



 
 

30 
 

nuevas estrategias terapéuticas o preventivas, especialmente mediante la utilización de 

terapias inmunomoduladoras.  

Una de las ventajas de este modelo es que se conoce en qué momento se inicia la 

respuesta autoinmunitaria, y se dispone de una amplia ventana de tiempo durante la cual 

el infiltrado leucocitario (insulitis) se desarrolla de forma subclínica (fase pre-clínica). El 

infiltrado leucocitario comienza a invadir los islotes pancreáticos a partir de las 3-5  

semanas de edad, aunque los efectos clínicos de la enfermedad (glucosuria e 

hiperglucemia) se manifiestan a partir de las 12 semanas de edad. Si bien todos los 

individuos pertenecientes a la cepa NOD son genéticamente iguales y todos presentan 

insulitis, no todos acaban desarrollando la diabetes clínica, lo que sugiere la existencia de 

factores estocásticos implicados, como el repertorio linfocitario. Las condiciones 

ambientales de estabulación (temperatura, humedad, dieta, etc.) en las que se mantiene 

una colonia de ratones NOD, es crucial en la incidencia y en la edad de aparición de la 

diabetes en la misma (64). Bajo las condiciones ambientales adecuadas (en condiciones 

libres de patógenos específicos), aproximadamente el 80% de las hembras y un 20% de 

los machos NOD acaban desarrollando una diabetes autoinmune antes de las 30 

semanas de edad. En nuestra colonia desde 2000, la incidencia de DM1 en las hembras 

es del 70-99%.   

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 DM1. El desequilibrio entre las células T efectoras y las células Tregs es 

un factor clave que conduce al inicio de la diabetes en el NOD (65). Y, al igual que ocurre 

en humanos, los linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+, son los principales responsables de 

la destrucción de las células β pancreáticas. Se han descrito diversos defectos en el 

sistema inmunitario de estos ratones que podrían afectar al correcto funcionamiento de 

los mecanismos de tolerancia, tanto central como periférica (66, 67). A nivel de tolerancia 

central, se han descrito alteraciones en el proceso de selección negativa de linfocitos T 

autorreactivos en el timo (68), así como un defecto en la expresión del gen Aire (69). 

Como se ha comentado anteriormente, el gen Aire es un factor de transcripción que 

controla la expresión ectópica de numerosos autoantígenos en las mTECs, 

especialmente aquellos cuya expresión está restringida a ciertos tejidos periféricos. A 

nivel periférico, se han descrito deficiencias en el número y/o funcionalidad de diversas 

poblaciones de células T con función reguladora, como las Tregs CD4+CD25+ (70) y las 

células T NK (71), así como alteraciones en el proceso de maduración y función de las 

CDs afectando a su capacidad para estimular la activación de los linfocitos T debido, en 
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parte, a deficiencias a nivel de moléculas co-estimuladoras (72, 73). Asimismo, se ha 

descrito una alteración en la función fagocítica de los macrófagos, cuya función es 

fagocitar y eliminar rápidamente las células apoptóticas resultantes del proceso fisiológico 

de apoptosis a nivel de las células β pancreáticas. De esta manera, restos de células β 

apoptópticas pueden quedar expuestas para su presentación por parte de APCs 

contribuyendo a la respuesta autoinmunitaria (74).  

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el ratón NOD presenta peculiaridades 

en el desarrollo de DM1 que no se observan en humanos: mayor incidencia de diabetes 

en hembras, insulitis de grado moderado e incluso severo, mayor predominio de células B 

y CD4+ en el infiltrado leucocitario y baja diversidad de anticuerpos anti-islote (62). La 

insulitis humana, contrariamente a lo que sucede en el ratón NOD, está formada por 

pocas células, mayoritariamente por linfocitos T CD8+ citotóxicos y también macrófagos. 

También se encuentran presentes linfocitos CD4+, linfocitos B y células dendríticas, 

aunque parece que estas células dominan en etapas iniciales del proceso autoinmunitario 

(75). Asimismo se ha de tener en cuenta la existencia de diferencias tanto en la 

inmunidad adaptativa como en la innata entre los modelos murinos y los humanos (76).  

 

2.4. ESTRATEGIAS INMUNOMODULADORAS EN LA DM1  

 

La gran dificultad para el desarrollo de estrategias preventivas o terapéuticas para 

la DM1 es su etiología aún desconocida. Como enfermedad autoinmune, uno de los retos 

de las terapias inmunomoduladoras es frenar la destrucción de las células β productoras 

de insulina (77). En el momento del debut de la DM1, casi un 30% de la masa de células 

β está preservada manteniendo una secreción de insulina residual que puede durar años, 

lo que amplia potencialmente el periodo de inmunointervención. No obstante, las 

estrategias de base inmunológica deberían aplicarse idealmente en la fase pre-diabética 

asintomática donde se inicia la pérdida de la tolerancia inmunológica a la célula β.  

En la última década, numerosas estrategias se han aplicado como inmunoterapias 

experimentales con el objetivo de prevenir, estabilizar e incluso revertir la DM1. Estas 

estrategias inmunomoduladoras se han basado en moléculas que bloquean la respuesta 

autoinmunitaria de forma no antígeno-específica (anticuerpos monoclonales, 

mayoritariamente) o estrategias antígeno-específicas (administración de autoantígenos), 

o basadas en terapias celulares, o más recientemente el uso de la nanotecnología, o 
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combinación de dos o más estrategias (77-83). Muchos de estos tratamientos han 

conseguido en el modelo NOD, prevenir la DM1, retrasar su aparición, e incluso en 

algunos casos revertirla (84). En humanos, los ensayos clínicos derivados de estas 

terapias experimentales inmunomoduladoras no han sido tan positivos y algunas han 

causado importantes efectos secundarios (85). No obstante, algunos de estos ensayos 

han conseguido incrementar la producción de insulina endógena, reflejando así la 

recuperación de la masa de células β y probablemente la disminución del ataque 

autoinmunitario, pero sin resultados permanentes. Y, evidentemente, la translación de la 

investigación en DM1 experimental a humanos ha de contemplar las limitaciones del 

modelo murino y sus diferencias en el sistema inmunológico (62).  

Así pues, hasta la actualidad las estrategias de base inmunológica no han 

obtenido resultados positivos ni en la prevención ni en tratamiento de la DM1 en 

humanos, acompañándose en muchos casos de importantes efectos secundarios. La 

terapia inmunomoduladora utilizada en este proyecto, el MK626 pertenece a la familia de 

inhibidores de la enzima DPPIV. Los iDPPIV representan un grupo farmacológico ya 

comercializado y ampliamente utilizado para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 

desde 2006. El péptido similar al glucagón (GLP-1; glucagon like peptide-1) y el 

polipéptido insulinotrópico glucosa-dependiente (GIP; gastric inhibitory polypeptide) son 

péptidos secretados a nivel intestinal por las células enteroendocrinas, y que participan 

en la secreción pancreática de insulina dependiente de glucosa. Las formas 

biológicamente activas de GLP-1 y GIP tienen una vida media plasmática corta, al ser 

rápidamente inactivadas por la actividad proteolítica de la enzima DPPIV. La 

administración de iDPPIV prolonga la vida media de estos péptidos y estimula la 

secreción de insulina por la célula β pancreática, mejorando así la tolerancia a la glucosa. 

Con los fármacos iDPPIV se tiene una elevada experiencia clínica, presentan buena 

tolerancia y un perfil de seguridad aceptable. Como se comentará más adelante, datos 

pre-clínicos utilizando terapias con iDPPIV en el modelo murino NOD, han demostrado 

efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios así como resultados positivos en la 

preservación y regeneración de la masa de célula β, con un impacto en la prevención de 

la DM1, incluso, revirtiendo la diabetes autoinmune de reciente diagnóstico en este 

modelo experimental. 
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2.5. MOLÉCULA CD26/DPPIV  

 

2.5.1. Estructura y función  

 

El antígeno CD26 es una glicoproteína transmembrana tipo II con actividad 

peptidasa intrínseca en su dominio extracelular, también conocida con dipeptidilpeptidasa 

IV (DPPIV). Fue descrita por primera vez en 1996 por Hopsu-Havu y Glenner. Tiene un 

peso molecular de 110 kDa y su secuencia está codificada en el cromosoma 2. La 

molécula CD26 humana está formada por 766 aminoácidos, incluyendo un dominio 

citoplasmático de 6 aminoácidos, una región transmembrana de 23 aminoácidos, y un 

dominio extracelular (86) (Figura 6). La molécula CD26/DPPIV se expresa ampliamente 

en la superficie de muchos tipos celulares de manera constitutiva (pulmón, cerebro, 

páncreas, riñón, vasos sanguíneos, próstata, útero, timo, ganglios linfáticos y bazo), 

incluyendo células epiteliales y endoteliales. En las células de estirpe linfoide, se expresa 

de manera regulada en timocitos maduros, células T y B activadas, monocitos y linfocitos 

NK. La molécula CD26/DPPIV puede ser considerada una proteína housekeeping (87).   

 Inicialmente se creyó que su única función era la de hidrolizar los dipéptidos a 

péptidos de aquellas proteínas que presentaban la prolina o alanina en su penúltima 

posición (actividad serina proteasa) a través de su actividad catalítica DPPIV presente en 

el dominio extracelular. Sin embargo, posteriormente se ha demostrado que CD26 ejerce 

otras funciones además de la proteolítica a través de su unión a proteínas en la 

membrana celular o en la matriz extracelular, y por este motivo se la considera una 

proteína multifuncional. Dicha funcionalidad puede modificarse según su localización 

(intra o extracelular), el tipo celular que la expresa, su estado poli u oligomérico así como 

las concentraciones de su ligando. Entre sus funciones destacan: a) Actividad proteolítica 

múltiple: son muchos los péptidos biológicamente activos, como neuropéptidos, 

hormonas, citoquinas y quimiocinas, que actúan de sustrato para CD26/DPPIV. Esta 

hidrólisis supone la inactivación de la actividad biológica de estos péptidos y contribuye 

así la regulación de numerosos procesos biológicos; b) Actúa como receptor funcional del 

colágeno y la fibronectina, desempeñando un papel como molécula de adhesión; c) 

Función co-estimuladora en el sistema inmunitario tal y como se describe en el siguiente 

apartado; d) También está implicada en los mecanismos de apoptosis y adhesión celular 

(87, 88).  
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Asimismo existe una forma soluble de la molécula CD26/DPPIV (sCD26) con 

ausencia de la región intracelular y transmenbrana. sCD26 también posee actividad 

proteolítica DPPIV, y puede modular in vitro la proliferación de las células T (89).  

 

2.5.2. Molécula CD26/DPPIV y sistema inmunitario 

 

  Son numerosos los estudios que apoyan el papel inmunomodulador de la molécula 

CD26/DPPIV desempeñando importantes funciones en la activación de las células T y el 

sistema inmunitario, aunque los mecanismos exactos se desconocen. Se ha demostrado 

que CD26/DPPIV participa en la regulación del desarrollo, maduración y migración de las 

células T, en la producción de citoquinas y de anticuerpos dependientes de células T. Es 

por ello que a la molécula CD26/DPPIV se le atribuye un importante rol en la patogénesis 

y desarrollo de las enfermedades autoinmunitarias (90).  

 

 

Figura 6: Estructura de la molécula 
CD26/DPPIV. Adaptado de De Meester. I et al.

85 

Figura 7: Adaptado  
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2.5.2.2. CD26/DPPIV y linfocitos T  

 

La molécula CD26/DPPIV se expresa de manera constitutiva en aproximadamente 

el 56% de las células T CD4+ y en el 35% de las células T CD8+ en la periferia (91). Se la 

considera un marcador de activación de la célula T, ya que la expresión de CD26/DPPIV 

en las células T se incrementa después de su activación, tanto en la subpoblación CD4+ 

como CD8+. De tal forma que las células T activadas presentan una mayor expresión de 

CD26, lo que se correlaciona con aumento de la respuesta proliferativa de estos linfocitos 

T (92). Existe una subpoblación de linfocitos T humanos CD4+ con fenotipo memoria 

(CD45R0+) que presenta una elevada expresión de CD26/DPPIV y que inducen: a) 

Proliferación de linfocitos T en respuesta al antígeno; b) Producción de citoquinas Th1 

(IFN-γ, IL-2); c) Una mayor producción de inmunoglobulinas por las células B y 

diferenciación de las células B en células plasmáticas; d) Una mayor capacidad de 

migración transendotelial in vitro de estas células T CD26high hacia regiones de 

inflamación, sugiriendo un papel de CD26/DPPIV en la migración de los linfocitos T. De 

hecho, en las enfermedades autoinmunes, existe un elevado número de células CD26+ 

en los sitios de inflamación (Figura 7) (86, 88). Por tanto, CD26/DPPIV es un marcador de 

activación, memoria y migración de los linfocitos T (92).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Funciones biológicas de las células T CD26+ humanas in vitro. Adaptado Ohnuma, K 
et al.
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En los linfocitos T, la expresión de CD26/DPPIV ejerce una función co-

estimuladora, aunque los ligandos y el mecanismo exacto por el cual las señales 

iniciadas por CD26 en la superficie celular son traducidas al interior de la célula no están 

del todo aclarados. Existen datos in vitro que sugieren que la actividad enzimática DPPIV 

juega un papel importante pero no es esencial para ejercer su función de co-estimulación 

(93, 94), aunque esta cuestión es controvertida (86). En modelos experimentales, se ha 

demostrado que CD26/DPPIV interacciona con moléculas como la adenosina deaminasa 

presente en las CDs, e induce la proliferación de los linfocitos T (88). La unión directa 

entre CD26 con otras moléculas presentes en la superficie celular como CD45 y ciertos 

componentes del complejo TCR-CD3 parece ser necesaria para la participación de CD26 

en la activación de la célula T (92). Recientemente se ha descrito in vitro que la 

caveolina-1, una proteína de membrana expresada en las APCs, es un ligando de 

CD26/DPPIV presente en las células T memoria activadas. Dicha interacción podría 

resultar en un aumento de la expresión de la molécula co-estimuladora CD86 por las 

APCs, lo que daría lugar a la activación y proliferación de la célula T vía CD28. 

Adicionalmente, la unión de caveolina-1 y CD26 resulta en el reclutamiento de la 

molécula CARMA1, una caspasa, que participa en la proliferación de la célula T y la 

producción de IL-2 a través de la activación de NF-kB (86, 95). Asimismo, estudios in vitro 

han demostrado la existencia de una interacción funcional entre CD26 y ciertos 

componentes de la matriz extracelular, como el colágeno y la fibronectina, promoviendo 

así la migración celular. Además, la molécula CD26/DPPIV actúa como receptor funcional 

del colágeno e induce la activación de la célula T humanas (90).  

 

2.5.2.3. CD26 y citoquinas/quimiocinas 

 

Como se ha comentado con anterioridad, la expresión de CD26 en las células T 

es un marcador de respuesta Th1. Sin embargo, a pesar de la existencia de una mayor 

expresión de CD26 en las células Th1 respecto a las Th2 tras su activación, existen datos 

que sugieren que ambas poblaciones muestran similar actividad DPPIV debido a 

modificaciones post-translacionales (87, 93). Estudios in vitro utilizando inhibidores 

competitivos de la molécula CD26/DPPIV, han demostrado una supresión en la 

producción de IL-2, IL-10, IL-12 e IFNγ en linfocitos T estimulados y un incremento en la 

secreción de TGFβ, sugiriendo que la citoquina inmunoinhibidora TGFβ juega un papel 

en la inmunosupresión inducida por los inhibidores de CD26/DPPIV (88).  
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Por otro lado, la actividad proteolítica DPPIV inactiva o altera la especificidad de 

una serie de quimiocinas que son sustrato de DPPIV como el CCL5, el SDF-1 (stromal 

cell-derived factor 1), la CCL11 (o eotaxina), CXCL11, CXCL12, neuropéptido Y, CXCL10 

o CCL22 (o quimiocina derivada de macrófagos) (96).  

 

2.5.2.4. CD26 y timo  

 

 El desarrollo y posterior migración de los timocitos en el timo es crucial en la 

selección de un repertorio de células T, y requiere una compleja interacción entre 

receptores celulares y otras moléculas accesorias y el microambiente circundante. 

Aunque existen pocos estudios, se ha descrito que la molécula CD26/DPPIV está 

implicada en la diferenciación y maduración de los timocitos (97). Asimismo, algunos 

estudios sugieren que CD26 participa en la migración intratímica de los timocitos 

posiblemente a través de su función como receptor funcional del colágeno 

interaccionando con la matriz extracelular y mediante la modificación de la actividad 

biológica de quimiocinas. De tal manera, se han descrito efectos en la composición y 

migración de los linfocitos, así como modificaciones en la citoarquitectura del timo en 

modelos murinos deficientes en la molécula CD26; ratas deficientes en CD26 presentan 

menor densidad de linfocitos T en la médula ya en etapas precoces de la vida. Asimismo, 

también se ha observado una disminución en el número de células proliferativas y mayor 

tendencia a la apoptosis en el timo, y un descenso de los llamados recent thymic 

emigrants (RTE) en sangre periférica y bazo, lo que traduce cambios en la maduración y 

funcionalidad de los linfocitos T en el timo. Estos últimos cambios se observan 

fundamentalmente en ratas adultas (> 6 meses de edad) (98).  

 La expresión de la molécula CD26/DPPIV ha sido estudiada en varias 

subpoblaciones de timocitos y, al igual que ocurre en otras células de estirpe linfoide, la 

expresión de CD26 se encuentra estrechamente regulada, tanto en humanos como en 

ratones (98). Se ha descrito que la expresión de CD26 varía entre las diferentes 

subpoblaciones de timocitos. De tal manera que existe una mayor expresión de CD26 

cuanto mayor es la maduración de las células tímicas, y que dicha expresión se reduce 

en las poblaciones de timocitos programados para su muerte celular; las células T CD4+ y 

CD8+ simples positivos son los que presentan una mayor expresión de CD26 dentro del 

timo. Estos hallazgos permiten sugerir que la molécula CD26 podría modificar su 

expresión de forma ontogénica durante la maduración de las células T y que podría estar 
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implicada en la deleción tímica de clones emergentes (99). Sin embargo, se desconoce si 

CD26 participa en los mecanismos de disfunción tímica que conducen a la 

autoinmunidad. La inhibición de CD26/DPPIV mediante compuestos específicos como el 

MK626 puede aportar información clarificadora en este sentido, aunque hasta la 

publicación de nuestros resultados de este proyecto de tesis, no existen estudios que 

evalúen el efecto de la inhibición de CD26/DPPIV sobre los mecanismos de tolerancia 

inmunológica central.  

 

2.5.3. Enfermedad autoinmunitaria e inhibición de la molécula CD26/DPPIV  

 

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que la inhibición de DPPIV ejerce un 

papel inmunosupresor y un efecto anti-inflamatorio tanto en modelos animales como 

humanos. La utilización de iDPPIV inhibe la proliferación de linfocitos T estimulados con 

mitógenos o de manera antígeno-específica, así como la producción de citoquinas (92). 

Por otro lado, el tratamiento con iDPPIV ha demostrado aumentar la producción de la 

citoquina inmunosupresora TGF-β por las células mononucleares de sangre periférica y 

células T purificadas (86). Estos efectos supresores observados al inhibir CD26/DPPIV 

sobre la activación y función de la célula T, sugieren una aplicación potencial de los 

iDPPIV como terapias inmunomoduladoras en las enfermedades autoinmunitarias. Así, el 

efecto inmunosupresor del tratamiento con iDPPIV ha sido recientemente evaluado en 

varios modelos animales de enfermedades autoinmunitarias, como la esclerosis múltiple, 

la artritis reumatoide o la DM1 (100-104). Por ejemplo, se ha demostrado que la 

administración de un iDPPIV induce mejoría de la encefalomielitis autoimmunitaria 

experimental, modelo animal de esclerosis múltiple. Esta mejoría se asoció a una 

supresión de la secreción de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-α e IFN-γ, así como a 

una mayor secreción de la citoquina antiinflamatoria TGF-β (100).  

 En relación a la DM1, datos pre-clínicos en el modelo de ratón NOD, revelan que el 

uso de terapias con iDPPIV tiene un efecto inmunomodulador que se asocia a una 

reducción del infiltrado linfocitario del islote pancreático, y es capaz de prevenir o retrasar 

el inicio de la enfermedad e incluso revertir la diabetes de inicio reciente (65, 105-108). 

En este mismo modelo murino, el tratamiento con el MK0431 previo al trasplante del 

islote pancreático, prolonga la supervivencia del injerto mediante un posible mecanismo 

de modulación de la migración de las células T CD4+ esplénicas y del ganglio linfático 
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hacia el islote pancreático a través de vías independientes así como dependientes de 

incretinas. Además, el tratamiento previo al trasplante con el iDPPIV se asoció a una 

disminución en la incidencia de diabetes y a una disminución del grado de insulitis (107, 

108). En relación con los mecanismos de tolerancia inmunológica periférica, y más 

concretamente por lo que respecta a las células Tregs, en el estudio publicado con Tian 

et al., el tratamiento con el iDPPIV, NVP-DPP728, puede revertir la diabetes de reciente 

diagnóstico en el ratón NOD. El tratamiento en el ratón diabético en remisión se asoció a 

una disminución del grado de insulitis, a un incremento en el porcentaje de linfocitos 

Tregs CD4+CD25+Foxp3+ principalmente en el ganglio pancreático, y a una estimulación 

de la replicación de las células β. Conjuntamente con la expansión de células Tregs, 

también se observó un aumento de la citoquina inmunosupresora TGF-β. (65). En otro 

estudio, el tratamiento combinado con el iDPPIV MK626 y un inhibidor de la histona 

desacetilasa (vorinostat) administrado en una fase de prediabetes en el ratón NOD, se 

asoció a una reducción de la insulitis score y a un aumento en el porcentaje de linfocitos 

Tregs CD4+CD25+Foxp3+ en el ganglio pancreático. Estos efectos también se objetivaron 

en el subgrupo de ratones tratados con MK626 en monoterapia (109). Más 

recientemente, el tratamiento combinado con una dosis baja del anticuerpo monoclonal 

CD3 y el iDPPIV MK626 en el ratón NOD con diabetes de inicio reciente, también se ha 

asociado a una expansión de las células Tregs CD4+CD25+Foxp3+ en los ganglios 

pancreáticos y localmente en el páncreas. Asimismo, el tratamiento combinado también 

se asoció a cambios en el porcentaje de algunas subpoblaciones linfocitarias como los 

linfocitos T memoria efectora y memoria central (105).  

 Además, el uso de terapias con iDPPIV ha demostrado tener un efecto de 

preservación y aumento de la masa de célula β promoviendo la regeneración y posible 

neogénesis de la célula β (65, 105-114). Estos efectos citoprotectores en la función de la 

célula β pancreática podrían ser debidos en parte, al aumento de los niveles circulantes y 

en el tejido diana del péptido incretínico GLP-1, cuyo beneficio en la diferenciación, 

proliferación y regeneración de la célula β ha quedado demostrado en varios estudios en 

modelos experimentales de diabetes (111, 115-118). Pero por otro lado, existen 

evidencias que sugieren un papel directo de los iDPPIV en la preservación e incremento 

de la masa de células β, posiblemente a través de la modulación de péptidos implicados 

en los procesos de señalización celular y/o bien a través de su efecto en reducir la 

respuesta autoinmunitaria y anti-inflamatoria dirigida sobre la célula β pancreática (96). 

En estudios experimentales, el tratamiento prolongado con el iDPPIV isoleucina 

thiazolidida obtuvo una mejoría del control glucémico en ratas con diabetes inducida por 
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estreptozocina. Esta mejoría se asoció a un incremento en la supervivencia de la célula β 

y a una estimulación en la neogénesis del islote pancreático (111). Además, en este 

mismo modelo se ha demostrado que el iDPPIV MK0431 (sitagliptina) prolonga la 

supervivencia del islote pancreático trasplantado (112). Otro estudio mostró que el 

tratamiento prolongado con el iDPPIV DA-1229 mejora la diabetes inducida por 

estreptozocina a través del incremento en la replicación y neogénesis de la célula β (113). 

Así pues, estos estudios en modelos experimentales apoyan el posible papel de los 

iDPPIV en la preservación e incremento de la masa de células β.  

 Existen varios estudios clínicos que han evaluado los efectos clínicos del 

tratamiento con iDPPIV en el control glucémico en pacientes con DM1 con resultados 

heterogéneos. La administración de 100 mg al día del iDPPIV sitagliptina durante 4 

semanas se asoció a una mejoría significativa en el control glucémico global y a una 

reducción en los requerimientos de insulina prandial (119). En otro estudio, la terapia 

combinada de insulina con metformina y sitagliptina administrada durante más de 8 

semanas disminuyó las necesidades diarias de insulina, aunque la mejora del control 

metabólico se obtuvo únicamente de manera temporal (120). En estudios pre-clínicos, el 

tratamiento con un inhibidor de la bomba de protones combinado con un iDPPIV se ha 

asociado a una mayor supervivencia y regeneración de la masa de células β a través del 

aumento del GLP-1 y la gastrina (121, 122). Sin embargo, el tratamiento combinado 

(lansoprazol y sitagliptina) administrado durante 12 meses a individuos afectos de DM1, 

no se asoció ni a una mejora en el control glucémico ni a cambios en la concentración del 

péptido C en respuesta a una comida mixta (123). En otro estudio, la adicción de 

sitagliptina a individuos con DM1 durante 16 semanas no se asoció a cambios en el 

control glucémico ni en la dosis de insulina (124). El efecto del tratamiento con varios 

iDPPIV también ha sido evaluado en ensayos clínicos con pequeñas cohortes o casos 

clínicos, en individuos afectos de diabetes tipo LADA (125-129). Esta forma de diabetes 

representa un buen modelo para evaluar los efectos de la inhibición de DPPIV en la 

función de la célula β, ya que la destrucción autoinmunitaria es progresiva y mantienen un 

porcentaje de células β funcionantes en los estadios iniciales. En un estudio 

randomizado, el tratamiento con sitagliptina añadido a insulina durante 12 meses se 

asoció a un retraso en la pérdida de la función de la célula β evaluada a través del 

péptido C tras la ingesta de una comida mixta, a pesar de no encontrar diferencias en el 

control glucémico (125). Además parece que este efecto en la preservación de la función 

de la célula β se mantendría a largo plazo (128). 
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3. HIPÓTESIS  
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La hipótesis general de esta tesis es que la inhibición de la molécula CD26/DPPIV 

previene la aparición de diabetes en el ratón NOD, al menos en parte, por su efecto sobre 

los mecanismos inmunológicos de tolerancia periférica y central. Dicho efecto se ejercería 

durante la fase previa a la aparición clínica de diabetes (pre-diabetes) a nivel de 

diferentes puntos de control del proceso de la tolerancia inmunológica, protegiendo a la 

célula β pancreática del ataque autoimmunitario.  

Concretamente se evaluarán en el presente trabajo doctoral las siguientes hipótesis 

específicas:  

 

HIPÓTESIS 1 

 

El tratamiento con el iDPPIV MK626 administrado en una fase pre-clínica previene la 

diabetes en el ratón NOD. Esta prevención se ejerce a través de la modificación del 

porcentaje, cambios fenotípicos y/o funcionales de las diferentes subpoblaciones 

linfocitarias a nivel tanto del compartimento inmunológico periférico como del central. 

 

HIPÓTESIS 2 

 

La modulación inhibitoria de CD26/DPPIV en una fase pre-clínica de la diabetes, induce 

cambios en la expresión génica global del timo. Más específicamente, el tratamiento con 

el inhibidor MK626 afecta a la expresión de genes implicados directamente en el 

establecimiento de tolerancia a nivel central. La modificación de la expresión de estos 

genes en el timo se asocia a un efecto en la prevención de la evolución a la fase clínica 

de la diabetes en el ratón NOD.   

 

HIPÓTESIS 3 

 

El tratamiento con el iDPPV MK626 modifica la expresión del gen Aire y de antígenos 

pancreáticos en las células epiteliales tímicas, proceso que representa un punto clave en 
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la tolerancia central a autoantígenos periféricos. Dichos cambios asociados a la 

modulación inhibitoria de la molécula CD26/DPPIV reducen la respuesta autoinmunitaria 

contra la célula β pancreática, y ejercen un efecto preventivo en el desarrollo de diabetes 

en el ratón NOD.  
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4. OBJETIVOS 
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Objetivo principal:  

 

- Valorar el efecto del tratamiento con el iDPPIV MK626 administrado en la fase pre-

clínica, en la prevención de diabetes autoinmune en el ratón NOD y, en su caso,  

analizar los mecanismos de tolerancia inmunológica periférica y central por lo cuáles 

se protege a la célula β pancreática del ataque autoinmunitario.  

 

Objetivos específicos: 

 

1- Evaluar el efecto del tratamiento con el iDPPIV MK626 sobre la incidencia de diabetes 

autoinmune en un grupo de ratones NOD.  

 

2- Valorar el efecto del tratamiento sobre el grado de infiltración linfocitaria (insulitis) en 

los páncreas de los ratones NOD tratados con el iDPPIV MK626 y no tratados. 

 
 

3- Analizar las modificaciones porcentuales y cambios en la expresión de CD26 en las 

subpoblaciones linfocitarias periféricas (bazo, ganglios linfáticos y tejido pancreático) 

y centrales (timo) en ratones NOD tratados y compararlos con ratones NOD no 

tratados.  

 

 

4- Analizar los cambios en la expresión génica global en el timo inducidos por la 

inhibición de CD26/DPPIV, así como valorar el efecto del tratamiento con el IDPPIV 

MK626 sobre la expresión de antígenos pancreáticos y del gen Aire en las células 

epiteliales tímicas en los timos de ratones NOD tratados y en los de los no tratados.  
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Los resultados de los objetivos 1 a 3 de esta tesis han sido publicados en el artículo:  

 

Alonso N, Julián MT, Carrascal J, Colobran R, Pujol-Autonell I, Rodriguez-Fernández 

S, Teniente A, Fernández MA, Miñarro A, Ruiz de Villa MC, Vives-Pi M, Puig-Domingo M. 

Type 1 Diabetes Prevention in NOD Mice by Targeting DPPIV/CD26 Is Associated with 

Changes in CD8⁺T Effector Memory Subset. PLoS One. 2015 Nov 10;10(11):1-

22;e0142186. doi: 10.1371.  

 

Los resultados del ojbjetivo 4 han sido publicados en el artículo:  

 

Julián MT, Alonso N, Colobran R, Sánchez A, Miñarro A, Pujol-Autonell I, Carrascal 

J, Rodríguez-Fernández S, Ampudia RM, Vives-Pi M, Puig-Domingo M. CD26/DPPIV 

inhibition alters the expression of immune response-related genes in the thymi of NOD 

mice. Mol Cell Endocrinol. 2016 May 5;426:101-12.  
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5. ARTÍCULOS PUBLICADOS 
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Con la finalidad de responder a las hipótesis y objetivos planteados con anterioridad, 

se administró el iDPPIV MK626 a través de la dieta a un grupo de ratones NOD de 

género femenino de 6-8 semanas de vida (etapa pre-clínica del desarrollo de diabetes). 

Un grupo de ratones NOD no tratado se utilizó como control. En diferentes momentos del 

inicio del tratamiento, concretamente a las 2, 4 y 6 semanas (n=5), los ratones tratados y 

no tratados fueron sacrificados. Se obtuvieron y procesaron los diferentes órganos (timo, 

bazo, páncreas y ganglios linfáticos peri-pancreáticos) sujeto de estudio para su posterior 

análisis. Por otro lado, con el objetivo de conocer el efecto de la inhibición de la molécula 

CD26/DPPIV en el desarrollo de diabetes, otro grupo de ratones NOD (n= 15), al que se 

administró el MK626 a través de la dieta, fueron seguidos hasta las 30 semanas de edad. 

La incidencia de DM1 se determinó al final del seguimiento, y se comparó con un grupo 

de ratones NOD no tratados.  

 

Los resultados obtenidos han sido publicados en dos artículos.  
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5.1. ARTÍCULO NÚMERO 1 

 

Type 1 Diabetes Prevention in NOD Mice by Targeting DPPIV/CD26 Is Associated with 

Changes in CD8⁺T Effector Memory Subset.  

 

La prevención de la diabetes tipo 1 en el ratón NOD al inhibir CD26/DPPIV se asocia  a 

cambios en la subpoblación de linfocitos T CD8+ memoria efectora.  

 

Alonso N, Julián MT, Carrascal J, Colobran R, Pujol-Autonell I, Rodriguez-Fernández 

S, Teniente A, Fernández MA, Miñarro A, Ruiz de Villa MC, Vives-Pi M, Puig-Domingo M 

 

PLoS One. 2015 Nov 10;10(11):1-22;e0142186. doi: 10.1371.  

Factor de impacto 2015: 3.057 
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S1 Fig. The effects of MK626 on plasma DPPIV activity and plasma active GLP-1 

levels  
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S2. Fig. Effects of MK626 on thymocytes subsets 

 

 

 

 

 

 



 
 

75 
 

S3. Fig. Effects of MK626 on splenic T-lymphocyte subsets from spleen after 4 and 

6 weeks of treatment in control and treated mice.  
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5.2. ARTÍCULO NÚMERO 2 

 

CD26/DPPIV inhibition alters the expression of immune response-related genes in the 

thymi of NOD mice.  

 

La inhibición de C26/DPPIV altera la expresión de genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria en el timo de los ratones NOD. 

 

Julián MT, Alonso N, Colobran R, Sánchez A, Miñarro A, Pujol-Autonell I, Carrascal 

J, Rodríguez-Fernández S, Ampudia RM, Vives-Pi M, Puig-Domingo M. 

  

Molecular and Cellular Endocrinology. 2016 May 5;426:101-12.  

Factor de impacto 2016: 3.754 
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6. RESUMEM GLOBAL DE LOS RESULTADOS 
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6.1. ARTÍCULO NÚMERO 1 

 

Los resultados principales de este artículo son:  

 

- El tratamiento con el iDPPIV MK626 redujo la incidencia de diabetes en el ratón NOD. 

Al final del período de seguimiento (30 semanas), la incidencia de DM1 en el grupo de 

tratamiento fue del 37% frente a un 68% en el grupo control no tratado. Por tanto, la 

inhibición de la molécula CD26/DPPIV obtuvo una disminución de la incidencia de 

DM1 del 31% en nuestra colonia de ratones NOD.  

 

- El grado de infiltrado linfocitario pancreático, evaluado a través de la insulitis score, 

fue significativamente menor en el grupo tratado a las 6 semanas de tratamiento. No 

se encontraron diferencias en el grado de insulitis a las semanas 2 y 4 de tratamiento 

entre ambos grupos de ratones.   

 

- No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos de ratones NOD en 

el porcentaje de las diferentes subpoblaciones evaluadas tanto periféricas como 

centrales a la semana 4 y 6 de tratamiento.  

 

- El tratamiento con el iDPPIV MK626 se asoció a un aumento de la expresión de CD26 

en la subpoblación de linfocitos T CD8+ memoria efectora (CD8+
EM) del bazo a 

semana 4 y 6 de tratamiento y ganglio pancreático en semana 4. Estudios de 

proliferación in vitro, mostraron que los linfocitos T CD8+
EM de los ratones tratados 

tenían una mayor capacidad proliferativa y de producción de citoquinas tras ser 

estimuladas con anti-CD3. Asimismo, los linfocitos T CD8+
EM por ellos mismos y en 

presencia del MK626, inducían una respuesta inmunosupresora sobre la activación de 

la célula T en el  ensayo de supresión in vitro.  

 

- A nivel del infiltrado linfocitario del islote pancreático, no se encontraron diferencias en 

el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ entre ratones tratados y controles, pero sí 

se observó una aumento de la expresión de CD26 en los linfocitos T CD8+ al inhibir la 

molécula CD26/DPPIV.  
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- El tratamiento con MK626 aumentó la expresión de genes de regeneración de la 

célula β pancreática por qRT-PCR,  aunque la diferencia no fue estadísticamente 

significativa.  

 

6.2. ARTÍCULO NÚMERO 2 

 

Los resultados principales de este artículo son:  

 

- El tratamiento con el iDPPIV MK626 se asoció a cambios en la expresión génica 

global en el timo. Mediante tecnología de microarrays, 58 genes presentaban una 

mayor expresión en el timo en los ratones tratados a la semana 6 de tratamiento 

comparado con los ratones no tratados. La mayoría de estos genes están 

relacionados con el sistema inmunitario, participando en la inmunidad innata, 

quimiotaxis, presentación antigénica e inmunoregulación. Asimismo, varios de estos 

genes sobre-expresados participan en los mecanismos de tolerancia inmunológica 

central.  

 

- Se observó una tendencia biológica a una mayor expresión tanto de autoantígenos 

pancreáticos como del gen Aire en las células epiteliales tímicas de ratones tratados 

con el inhibidor MK626 respecto al control, pero la diferencia no fue estadísticamente 

significativa.  
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7. DISCUSIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

95 
 

En la última década, numerosas estrategias de base inmunológica se han aplicado 

como terapias experimentales en modelos animales de DM1, con el objetivo de 

restablecer la tolerancia, detener el ataque autoinmune y frenar la destrucción de las 

células β pancreáticas productoras de insulina. Sin embargo, estas estrategias 

inmunomoduladoras no han obtenido resultados positivos ni en la prevención ni en el 

tratamiento de la DM1 en ensayos clínicos realizados en humanos, acompañándose en 

muchos casos de importantes efectos secundarios.  

La molécula CD26, también conocida como DPPIV, representa un marcador de 

activación de la célula T, y participa en la co-estimulación de la célula T, así como en los 

procesos de migración y producción de citoquinas (90). El potencial papel de la molécula 

CD26/DPPIV en la modulación de la respuesta inmune y su efecto ante un iDPPIV, se ha 

puesto de manifiesto en estudios en los que se han utilizado modelos animales con 

enfermedades autoinmunitarias específicas de órgano (100-104). En relación a la DM1, 

los datos obtenidos en estudios experimentales, han demostrado que el tratamiento con 

iDPPIV ejerce efectos inmunomoduladores, y puede prevenir e incluso revertir la diabetes 

autoinmune de reciente diagnóstico en el ratón NOD (65, 105-114). Por esta razón, uno 

de los objetivos iniciales del presente trabajo de tesis fue analizar el efecto del 

tratamiento con el iDPPIV MK626 sobre el desarrollo de diabetes en un grupo de ratones 

NOD pre-diabéticos seguidos durante 30 semanas, y se comparó con un grupo control 

NOD no tratado. El tratamiento con el iDPPIV disminuyó la incidencia de diabetes en el 

ratón NOD en un 31%, resultados que concuerdan con datos publicados en la literatura 

(106-108). Este efecto en la prevención de la diabetes, se acompañó de una reducción 

del infiltrado linfocitario alrededor de los islotes pancreáticos, tal y como se ha descrito en 

estudios anteriores (65, 105-109).  El grado de insulitis fue significativamente menor en el 

NOD tratado a las 6 semanas respecto al grupo control. De tal manera que, a las 6 

semanas de tratamiento, un elevado porcentaje de los islotes permanecía intacto o con 

perinsulitis, mientras que en el grupo control no tratado, un elevado porcentaje de los 

islotes presentaba una insulitis score   2. No se encontraron diferencias en el infiltrado 

linfocitario a semana 2 ni 4 de tratamiento entre los dos grupos. Es posible que se precise 

de un mayor tiempo de exposición al iDPPIV MK626 para observar cambios en el 

infiltrado linfocitario, así como optimizar las condiciones del ensayo. Y, tal vez la 

administración del fármaco en una fase precoz de la pre-diabetes, incluso ya en el 

periodo perinatal, hubiera dado lugar a cambios en la insulitis en los diferentes momentos 

del tratamiento evaluados.  
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Nuestros resultados confirman el efecto anti-diabetogénico de los iDPPIV y su papel 

en la prevención de la diabetes debido a la mejoría de los parámetros de inflamación 

autoinmune de las células β pancreática. No obstante, los mecanismos exactos por los 

cuáles la modulación inhibitoria de CD26/DPPIV reduce la respuesta autoimunitaria 

contra la célula β se desconocen. Se sabe que existen unos mecanismos de tolerancia 

inmunológica central y periférica que tienen la función de asegurar la autotolerancia a 

antígenos propios. Los datos publicados en la literatura se han centrado 

fundamentalmente en evaluar los efectos de los iDPPIV sobre los mecanismos de 

tolerancia inmunológica periférica. Es por ello, que los trabajos realizados en esta tesis, 

se han centrado en analizar tanto los mecanismos de tolerancia inmunológica periférica 

como central que podrían estar implicados en el efecto preventivo que la inhibición de 

CD26/DPPIV ejerce sobre el desarrollo de diabetes autoinmune en el ratón NOD en una 

fase pre-clínica de la enfermedad.  

 

A continuación, se discuten los resultados más relevantes. 

 

1. Efecto del tratamiento con el iDPPIV MK626 sobre los mecanismos de tolerancia 

inmunológica periférica  

 

Existen escasos datos sobre el efecto que la inhibición de CD26/DPPIV ejerce sobre 

las subpoblaciones linfocitarias en el ratón NOD, y en general, los resultados son 

heterogéneos entre los diferentes estudios (65, 105, 107-109). Los resultados de nuestro 

estudio en relación a las subpoblaciones linfocitarias periféricas evaluadas (bazo, ganglio 

linfático y tejido pancreático), mostraron que el tratamiento con el iDPPIV MK626 no 

modificó el porcentaje de ninguna de ellas. En la literatura se ha descrito que el 

tratamiento con iDPPIV induce un aumento en el porcentaje de las células Tregs con 

fenotipo CD4+CD25+Foxp3+, principalmente a nivel de los ganglios pancreáticos junto con 

un incremento de los niveles plasmáticos de la citocina TGF-β (65, 105, 109). Nuestros 

datos discrepan con estos hallazgos previos, ya que no se encontraron diferencias en el 

porcentaje de las células Tregs CD4+CD25+Foxp3+ ni en las Tregs con fenotipo CD8+ 

CD122+PD-1+, hasta ahora no evaluadas. Y aunque existió una tendencia biológica al 

aumento de los niveles plasmáticos de TGF-β, la diferencia no fue estadísticamente 

significativa entre ambos grupos de ratones. Hay que remarcar que en la mayoría de los 
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estudios previos con iDPPIV, la evaluación se ha realizado en ratones NOD con diabetes 

de reciente diagnóstico, y no en una fase pre-clínica (65, 105, 109) como es nuestro 

caso. Asimismo, son varios los estudios que utilizan terapias combinadas por lo que es 

difícil concluir si el efecto observado sobre las Tregs se debe propiamente al iDPPIV 

(105, 109). Por tanto, a la vista de nuestros resultados, no podemos concluir a priori que 

la prevención de la diabetes observada al inhibir la molécula CD26/DPPIV con el iDPPIV 

MK626 se deba a una expansión de las células Tregs ni a cambios en el porcentaje del 

resto de subpoblaciones linfocitarias periféricas.  

Respecto a la caracterización fenotípica de las subpoblaciones linfocitarias,  

evaluamos si el iDPPIV inducía cambios en la expresión de CD26. El principal hallazgo 

de este estudio fue el aumento de la expresión de la molécula CD26 en la subpoblación 

de linfocitos T CD8+ memoria efectora (CD8+
EM: del inglés effector memory) a nivel del 

bazo y ganglio pancreático en los ratones tratados, así como en la subpoblación de 

linfocitos T CD8+ del infiltrado linfocitario pancreático. Existen pocos datos que hayan 

evaluado la expresión de CD26 en las subpoblaciones linfocitarias, con resultados no del 

todo consistentes (130-132). Concretamente se ha observado una disminución de la 

expresión de CD26 en los linfocitos T CD8+ de sangre periférica en pacientes afectos de 

DM1 (132) y un descenso en el porcentaje de linfocitos T memoria central y memoria 

efectora, tanto CD4+ como CD8+, que expresan CD26 (131). Recientemente, se ha 

sugerido que una elevada expresión de CD26 en los linfocitos T CD8+ representaría un 

marcador de eficacia a largo plazo de la formación de células T memoria (133). 

Tras estos hallazgos se procedió a realizar varios ensayos in vitro con el objetivo de 

caracterizar funcionalmente a esta subpoblación de linfocitos T CD8+
EM que presentaban 

una mayor expresión de CD26 al administrar el iDPPIV, y conocer su posible implicación 

en la prevención de la DM1 observada en el ratón NOD. In vitro, los linfocitos T CD8+
EM 

de los ratones tratados con MK626 mostraron una mayor capacidad proliferativa y de 

secreción de citoquinas. Por tanto, los datos obtenidos muestran que el tratamiento con 

MK626 induce en los linfocitos T CD8+
EM  una mayor expresión de CD26 in vivo y una 

mayor tasa de proliferación in vitro de dicha subpoblación. Se sabe que la molécula 

CD26/DPPIV es un marcador de activación de la célula T (90), y en tumores como el 

mesotelioma, las células con mayor expresión de CD26 presentan una actividad 

proliferativa elevada comparado con las células que no expresan CD26. Así pues, 

podemos hipotetizar, que el aumento observado de la expresión de CD26 en esta 

subpoblación de linfocitos T CD8+
EM, les podría conferir un mayor estado de activación, 

incrementando su capacidad proliferativa y de secreción de citoquinas. 
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En el ensayo de supresión realizado, los linfocitos T CD8+
EM de ratones NOD tratados 

exhibieron por ellos mismos un efecto inmunosupresor sobre la proliferación de las 

células T estimuladas de manera antígeno-específica. Pese a observar una tendencia 

biológica relevante, el efecto no alcanzó la significación estadística probablemente por el 

número limitado de experimentos. Al añadir el iDPPIV MK626 al medio de cultivo, se 

observó una discreta supresión adicional sobre la célula T. Cabe destacar que la sola 

presencia del iDPPIV MK626 mostró una capacidad supresora sobre la proliferación de la 

célula T, tal y como apuntan datos previos (51, 92, 134).  

Si analizamos detalladamente el perfil de citoquinas secretadas por los linfocitos T 

CD8+
EM de los ratones tratados tras la estimulación in vitro, destaca una secreción 

variable que incluye tanto citoquinas anti-inflamatorias como pro-inflamatorias, lo que 

podría sugerir la posible diferenciación tras su activación de varias subpoblaciones dentro 

del pool de linfocitos T CD8+
EM con un efecto supresor-regulador. Por un lado, el aumento 

observado de la producción de la citoquina IL-10 por parte de los linfocitos T CD8+
EM de 

los ratones tratados, podría sugerir la diferenciación de una subpoblación de células con 

fenotipo CD8+CD122+. Se ha descrito en modelos murinos que las células T CD8+CD122+ 

exhiben un fenotipo memoria pero con funciones reguladoras, y ejercen un efecto 

supresor de la respuesta de la célula T principalmente a través de la producción de IL-10 

(43-46, 135). Datos recientes en modelos animales, sugieren que esta subpoblación de 

células T pueden ser Tregs o memoria en función de su expresión de PD-1 (programmed 

death-1). PD-1 es una molécula co-estimuladora que actúa como regulador negativo de la 

respuesta inmunitaria, y es crucial en la supresión de la autoinmunidad y la inducción de 

tolerancia. Recientes estudios in vitro han demostrado que las células T murinas 

CD8+CD122+PD-1+ son Tregs, y su supresión depende de la IL-10 (43, 44). Por este 

motivo, se evaluó en nuestro estudio si el tratamiento con iDPPIV inducía cambios en el 

porcentaje de la subpoblación periférica (bazo y ganglio pancreático) de linfocitos Tregs 

con fenotipo CD8+CD122+PD-1+, y no se encontraron diferencias entre ambos grupos de 

ratones. No obstante, estos resultados han de ser interpretados con cautela debido al 

bajo porcentaje observado de esta subpoblación en el NOD y que únicamente se pudo 

evaluar esta subpoblación en la semana 4 de tratamiento. 

Por otro lado, el aumento de las citoquinas TNF-α e IFN-γ podría sugerir la presencia 

de una subpoblación de células T CD8+ dentro de las CD8+
EM con capacidad citotóxica 

directa sobre las APCs y/o los linfocitos T autorreactivos, atenuando el ataque 

autoinmunitario sobre la célula β (40, 42). Estas células T CD8+ podrían corresponder a 

Tregs con fenotipo CD8+CD28- productoras de citoquinas como IL-10, TGF-β, IFNγ o, 
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más específicamente, a la subpoblación descrita recientemente por el grupo de 

Santamaria. P et al en el ratón NOD como “low avidity memory-like autoregulatory CD8+ 

T-cells” con marcadores fenotípicos de memoria similares a los linfocitos T CD8+
EM 

(CD44hi, CD62Llow, CCR7-). Estas células Tregs CD8+ memory-like se generarían de la 

diferenciación de clones de células T autoreactivas low avidity tras una exposición crónica 

a autoantígenos. La expansión de estas células Tregs CD8+ mediante el uso de terapias 

inmunológicas con nanopartículas recubiertas de complejos MHC-autoantígenos 

pancreáticos, ha demostrado prevenir la diabetes en el ratón NOD en fase pre-clínica y 

producir la remisión en ratones NOD diabéticos de reciente diagnóstico (40, 83). Su 

efecto antidiabetogénico se basa en suprimir la presentación antigénica a través de su 

citotoxicidad directa sobre las APCs, mediada por IFN-γ, perforinas, granzyma B e IDO 

(Indolamina 2,3-dioxigenasa) (40, 83). Recientemente, se ha descrito in vitro, que los 

linfocitos T CD8+ (de adultos sanos) con elevada expresión de CD26 pertenecen a una 

subpoblación de memoria efectora temprana, y que la co-estimulación mediada por CD26 

tiene efectos citotóxicos directos preferentemente a través de granzyma B, TNF-α, IFN-γ 

y Fas ligando (134). Por tanto, CD26 parece ejercer un papel en el desarrollo de las 

funciones efectoras de los linfocitos T CD8+. 

Dentro del proyecto de investigación se llevó a cabo un ensayo preliminar de 

citotoxicidad in vitro con el objetivo de evaluar la posible hipótesis de la capacidad 

citotóxica de los linfocitos T CD8+
EM contra las CDs cargadas con insulina y, valorar 

asimismo si dicha capacidad se potenciaba en presencia del iDPPIV MK626 en el cultivo 

(Anexo 1). Aunque no se pudo confirmar un efecto citotóxico de los linfocitos T CD8+
EM 

sobre las CDs in vitro, sí parece existir un efecto dosis-respuesta, con un descenso del 

porcentaje de viabilidad de las CDs a mayor presencia de linfocitos T CD8+
EM en el cultivo. 

Sin embargo, observamos una tendencia biológica relevante a una disminución de la 

viabilidad de las CDs cuando se añadía el iDPPIV MK626 al cultivo, con un efecto dosis-

respuesta, aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa. A destacar de 

nuevo que la sola presencia del fármaco MK626 ejerce una posible citotoxicidad sobre las 

APCs sin alcanzar la significación estadística. No obstante, estos resultados han de ser 

analizados con prudencia, dado que el número de experimentos fue bajo y no se puede 

descartar la posibilidad de una acción citotóxica directa de los linfocitos T CD8+
EM 

tratados con el MK626 sobre las APCs que explique la reducción de la respuesta 

autoinmunitaria contra la célula β y la prevención de la diabetes observada en el ratón 

NOD. Así pues, se precisaría de la realización de un mayor número de experimentos, la 
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optimización de las condiciones del ensayo, así como otros estudios funcionales, que 

confirmen esta hipótesis. 

En conclusión, los ratones NOD tratados con el iDPPIV MK626 presentan un aumento 

de la expresión de CD26 en la subpoblación de linfocitos T CD8+
EM.  Los estudios in vitro 

efectuados sugieren que esta subpoblación ejerce un papel inmunoregulador/ 

inmunosupresor que podría explicar, al menos en parte, la protección de la célula β 

pancreática contra la respuesta autoinmunitaria que se asocia al inhibir la molécula 

CD26/DPPIV. Dicho efecto se vería potenciado por la presencia del MK626. 

 

7.1. Efectos del tratamiento con el iDPPIV MK626 sobre los mecanismos de 

tolerancia inmunológica central   

 

Se ha descrito que la molécula CD26/DPPIV está implicada en los procesos de 

diferenciación, maduración y activación de los linfocitos T en el timo, así como en la 

migración intratímica (97-99). Estudios en modelos murinos deficientes en la molécula 

CD26, han descrito efectos en la composición y migración de los timocitos, así como 

modificaciones en la citoarquitectura del timo (98). Estos hallazgos podrían sugerir una 

posible participación de la molécula CD26/DPPIV en el establecimiento de la tolerancia 

central. Hasta la actualidad, no existían datos que evaluaran el impacto que la 

modulación inhibitoria de CD26/DPPIV mediante el uso de iDPPIV podría tener en el 

desarrollo y maduración de los timocitos así como en los mecanismos de tolerancia 

inmunológica central.  

En primer lugar se evaluó si el tratamiento con el iDPPIV MK626 inducía cambios 

en las diferentes subpoblaciones linfocitarias del timo de ratones NOD (artículo número 

1). Nuestros resultados no encontraron diferencias ni el porcentaje ni en la expresión de 

CD26 en las diferentes subpoblaciones evaluadas entre ratones tratados y controles. 

Asimismo, en concordancia con lo hallado a nivel periférico, no se encontraron cambios 

en las Tregs naturales CD4+CD25+Foxp3+, a diferencia de lo publicado por Tian et al. 

(86). Ahora bien, en ese estudio, el iDPPIV se administró en ratones NOD diabéticos de 

reciente diagnóstico y la dosis utilizada del fármaco fue tres veces más a las de nuestro 

estudio. Por tanto, nuestros resultados sugieren que el efecto anti-diabetogénico 

observado, no se debería en principio a cambios en el porcentaje ni en la expresión de 

CD26 de las distintas subpoblaciones tímicas, incluyendo las Tregs. No obstante, no se 
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puede descartar un efecto del iDPPIV MK626 en la composición tímica ya que finalmente 

no se han evaluado cambios en la citoarquitectura del timo.  

En un segundo lugar, se investigó por primera vez en la literatura el efecto de la 

modulación inhibitoria de CD26 sobre la expresión génica del timo mediante tecnología 

de microarrays (artículo número 2). En nuestros resultados, el tratamiento con el iDPPIV 

MK626 en el ratón NOD administrado en fase pre-clínica, se asoció a un aumento de la 

expresión génica global a la semana 6, afectando principalmente a genes relacionados 

con el sistema inmunitario, inflamación y otros procesos celulares. Dentro del sistema 

inmunitario, las categorías funcionales más representadas fueron las de la inmunidad 

innata, quimiotaxis, inmunoregulación y presentación antigénica. En este artículo se ha 

realizado una descripción detallada de la función que ejercen los genes sobre-

expresados más relevantes. Cabe destacar que muchos de ellos están implicados en 

procesos relacionados con la modulación de la activación o respuesta de la célula T y/o 

en el mantenimiento de la inmunotolerancia, y por tanto, con un posible papel en la 

prevención de la diabetes asociada al iDPPIV MK626. Concretamente, nuestros 

resultados sugieren que el tratamiento con el iDPPIV aumenta la expresión de genes que 

participan en el establecimiento de la tolerancia inmunológica central a través de 

diferentes mecanismos: 1) Contribuir al proceso de selección negativa de los linfocitos T 

autoreactivos, al facilitar la migración de los timocitos del córtex a la médula (ej; genes 

Muc1, Ccl21). La migración intratímica de los timocitos es crucial en la selección de un 

repertorio de células T tolerogénicas (136, 137); 2) Facilitar al aclaramiento de las células 

apoptóticas generadas durante la selección positiva y negativa de los timocitos (ej; Ccl11, 

Ccl3, Ccl6 y Ccl9). La rápida eliminación de estas células apoptóticas en el timo es crucial 

en la prevención de la autoinmunidad (138); 3) Limitar la activación y respuesta de la 

célula T a través de la sobre-expresión de reguladores negativos de la respuesta 

inmunitaria (ej; Muc1, Fcgr2b, Lilrb4); 4) Contribuir a la tolerización de las DCs, 

principalmente a través de la sobre-expresión del receptor inhibidor LILRB4/ILT-3 

(leukocyte immunoglobulin like receptor B4/Immunoglobulin-like transcript-3), uno de los 

mecanismos de supresión de los linfocitos Tregs con fenotipo CD8+CD28-;  y finalmente 

5) Promover la expansión y función de las Tregs naturales (ej; Clec7a, Muc1).  Asimismo, 

datos procedentes del análisis de microarrays revelaron que una de las vías biológicas 

más sobre-expresadas en los ratones tratados fue la que afectaba a la citoquina 

inmunoreguladora IL-10, producida principalmente por Tregs. Este dato podría sugerir 

que el tratamiento con el iDPPIV también podría inducir cambios en la subpoblación de 

Tregs naturales con fenotipo CD8+CD122+, que tal y como se ha descrito con anterioridad 
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suprimen la autoinmunidad principalmente a través de la producción de IL-10 (43, 45, 46). 

No obstante, se precisan de más estudios que evalúen estos hallazgos ya que en el 

presente trabajo esta subpoblación CD8+CD122+ no fue analizada en el timo.  

Finalmente, se evaluó si el tratamiento con el iDPPIV MK626 afectaba a la 

expresión génica de Aire y de varios autoantígenos del islote pancreático (Gad1, Gad2, 

Ins1 e Ins2) en las TECs obtenidas a las 6 semanas de tratamiento. Las TECs tienen 

capacidad para presentar de manera promiscua un gran repertorio de antígenos 

periféricos, en principio, restringidos a otros tejidos. El factor de transcripción AIRE induce 

la expresión de muchos de estos autoantígenos en las mTECs. Existen datos que 

sugieren que esta expresión de autoantígenos por las TECs, principalmente por las 

mTECs, es clave en la delección clonal de linfocitos T autorreactivos, y por tanto, en el 

establecimiento de la tolerancia central (24, 25, 139-142). En nuestros resultados se 

observó una tendencia a una mayor expresión de autoantígenos pancreáticos y de gen 

Aire en las TECs de los ratones tratados, pero la diferencia no alcanzó una significación 

estadística. No obstante, se ha de tener en cuenta que la expresión de Aire y de 

autoantígenos varía con la edad y el inicio de la diabetes. Se ha descrito que la expresión 

de Aire es importante para prevenir la autoinmunidad durante la etapa perinatal, sin 

embargo, la disminución de su expresión precede al inicio de la enfermedad (143, 144). 

Tal vez por este motivo no hallamos diferencias en nuestro estudio, ya que la evaluación 

tuvo lugar en una fase tardía de la etapa pre-clínica correspondiente a la semana 12-14 

de edad del ratón NOD. Por tanto, se necesitan más estudios que investiguen si la 

iDPPIV afecta a la expresión génica del gen Aire y de autoantígenos en una fase más 

precoz de la etapa pre-clínica, incluso ya en el periodo perinatal.  

Así pues, el tratamiento con el iDPPIV MK626 ejercería un efecto a nivel central 

induciendo una mayor eficiencia en la eliminación de linfocitos T autorreactivos y 

modulando la respuesta de la célula T. Este efecto se traduciría a nivel periférico en una 

reducción de la respuesta autoinmunitaria contra la célula β pancreática contribuyendo a 

la prevención de la diabetes en el ratón NOD.  No obstante, son necesarios más estudios, 

incluyendo ensayos funcionales, que confirmen los presentes resultados. 
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7.2. Efecto en la supervivencia y regeneración de la célula beta pancreática x 

 

Aunque el objetivo principal de nuestro estudio no fue valorar el efecto del 

tratamiento con el iDPPIV MK626 sobre la preservación y regeneración de la masa de β 

pancreática, se evaluó la existencia de cambios en la expresión de genes que codifican 

para autoantígenos secretados por la célula β, como la insulina II (Ins II) y el polipéptido 

amiloide de los islotes (Iapp) como biomarcadores de regeneración β pancreática. El 

análisis se llevó a cabo mediante la técnica de qRT-PCR (Reverse transcription 

polymerase chain reaction) en tejido pancreático de ratones NOD obtenido a las 4 

semanas de tratamiento comparado con un grupo control NOD no tratado. Nuestros 

resultados mostraron que el tratamiento con el iDPPIV MK626 indujo una clara tendencia 

biológica a una mayor expresión de los genes que codifican para los autoantígenos Ins II 

e Iapp, aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa al comparar con el 

grupo control. Así pues, el hallazgo de la tendencia a una mayor expresión de 

autoantígenos en el tejido pancreático del ratón tratado, sugiere la presencia de una 

mayor masa o un incremento relativo de la masa de célula β pancreática. Este hecho 

podría deberse simplemente a que el tratamiento con el iDPPIV reduce el infiltrado 

leucocitario con un efecto citoprotector o a la existencia de un fénomeno de regeneración 

o a ambos procesos. No obstante, el hecho de que a la semana 4 de tratamiento no se 

encontraran diferencias en el grado de infiltración linfocitaria entre los ratones NOD 

tratados y los controles, y que tampoco existieran diferencias en la expresión de CD45 

(antígeno común leucocitario) ni de glucagón por qRT-PCR en el islote pancreático, 

podría sugerir un papel directo de los iDPPIV sobre la regeneración de la masa de célula 

β. Una de las limitaciones de nuestros resultados fue que no se pudo evaluar estos 

biomarcadores de regeneración β pancreática a la semana 6 de tratamiento donde sí 

existen diferencias en el grado de insulitis, al no disponer de tejido pancreático viable 

para ser analizado.  

Los iDPPIV ya han demostrado preservar y promover la regeneración de la célula 

β pancreática en diferentes modelos animales de diabetes, incluyendo el NOD, 

principalmente cuando se administran de manera prolongada (> 7 semanas de 

tratamiento en general) (106, 110, 111, 113, 114, 145, 146). Es por ello, que el hecho de 

no encontrar una significación estadística en nuestro estudio podría deberse a la 

evaluación temprana (semana 4) de estos biomarcadores durante el período de 

tratamiento, o al hecho de no estar empleando técnicas cuantitativas de proliferación 

celular. Además, otros autores apuntan a la necesidad de uso de dosis más elevadas de 
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iDPPIV a la utilizada en nuestro estudio para demostrar regeneración de la célula β (105). 

Todo ello sería objeto de estudios posteriores. 

Por otro lado, tal y como se ha comentado con anterioridad en el apartado de  

introducción, aún no existe suficiente evidencia que determine si estos efectos de 

citoprotección y aumento de la masa de célula β observados con los iDPPIV en diferentes 

estudios, están mediados por el aumento endógeno del péptido incretínico GLP-1 u otros 

de su familia, y/o por mecanismos independientes no incretínicos, y atribuidos 

directamente a la modulación inhibitoria de CD26 (106). En nuestro estudio, y a diferencia 

de otros estudios previos (65, 106, 108, 109, 121, 122), el tratamiento con MK626, no se 

acompañó de una elevación significativa de los niveles circulantes de GLP-1. Estos 

resultados pueden sugerir un efecto directo de los iDPPIV sobre la célula β pancreática. 

No obstante, no podemos descartar la existencia de un efecto protector sobre la masa de 

célula β mediado por una elevación endógena de GLP-1, tal y como apuntan estudios 

previos (111, 115-118), ya que una de las limitaciones de nuestro trabajo fue que la 

determinación de los niveles de GLP-1 no se realizó en el período postprandial al 

administrarse el fármaco MK626 a través de la dieta, y siendo ésta de libre consumo por 

el NOD, ello no pudo substanciarse. Por otro lado, existen suficientes evidencias en 

modelos animales de diabetes autoinmune, incluyendo el nuestro, que demuestran que 

los iDPPIV tienen un efecto citoprotector al prevenir la destrucción autoinmunitaria y 

reducir el infiltrado linfocitario alrededor de los islotes pancreáticos. Por tanto, preservan 

la masa de célula β pancreática a través de la modulación de la función inmunitaria de la 

célula T, aunque el mecanismo exacto se desconoce (81, 120, 121, 123, 124).  

Así pues, a pesar de las limitaciones de nuestros resultados y en concordancia 

con datos previos, nuestros resultados parecen apuntar hacia un posible efecto en la 

supervivencia y regeneración de la célula β pancréatica del tratamiento con el iDPPIV 

MK626. No obstante, se precisa de técnicas cuantitativas de proliferación celular para 

confirmar estos hallazgos. 

En base a todos nuestros resultados podemos concluir que el tratamiento con el 

iDPPIV MK626 ejerce efectos beneficiosos sobre mecanismos inmunológicos de 

tolerancia tanto a nivel central como periférico que podrían explicar la reducción del 

ataque autoinmunitario contra la célula β pancreática y la disminución en la incidencia de 

diabetes autoinmune en el ratón NOD. Estos datos hacen pensar que la modulación 

inhibitoria de CD26/DPPIV puede ser una diana terapéutica interesante, y la 

administración de un iDPPIV podría resultar de utilidad en pacientes con DM1 de reciente 
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diagnóstico con reserva pancreática residual o, principalmente, en aquellos afectados de 

diabetes tipo LADA, en donde la destrucción autoinmunitaria es progresiva y se mantiene 

un porcentaje de células β funcionantes en los estadios iniciales. En este grupo de 

pacientes, el tratamiento con un iDPPIV podría contribuir a preservar la masa residual de 

células β pancreáticas y mantener una secreción de insulina endógena. Y, aunque se 

requieren de más datos en modelos experimentales antes de valorar su potencial en la 

clínica, la translación al campo de la DM1 en humanos se produciría de forma más 

facilitada, ya que la família de los iDPPIV ya están a disposición del clínico para el 

tratamiento de la DM2 con una amplia experiencia de uso en pacientes y un perfil de 

seguridad conocido. De hecho, el efecto del tratamiento con iDPPIV ya ha sido evaluado 

en ensayos clínicos con pequeñas cohortes o casos aislados en individuos afectos de DM 

tipo 1, observando una mejoría del control glucémico reduciendo las necesidades de 

insulina (119, 120), así como en diabetes tipo LADA, donde la administración de un 

iDPPIV parece preservar la función de la célula β, incluso a largo plazo (125-129). Cabe 

destacar, que a diferencia de otras estrategias terapéuticas aplicadas en diabetes 

autoinmune, estos resultados se obtuvieron con una baja incidencia de efectos adversos  

y  de hipoglucemias.  
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8. CONCLUSIONES  
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1. La administración del iDPPIV MK626 en una fase pre-clínica previene de forma 

significativa la aparición de diabetes autoinmune en el ratón NOD y disminuye el 

grado de infiltración linfocitaria (insulitis) en el páncreas del ratón NOD.   

 

 

2. El tratamiento con el iDPPIV MK626 no induce modificaciones porcentuales de las 

diferentes subpoblaciones linfocitarias del compartimento periférico y central.  

 

 

3. El tratamiento con el iDPPIV MK626 aumenta la expresión de CD26 en la 

subpoblación de linfocitos T CD8+
EM procedentes del bazo y del ganglio linfático 

pancreático, que muestran una mayor capacidad proliferativa y de secreción de 

citoquinas, y ejercen un efecto supresor sobre la célula T en ensayos in vitro. Los 

datos obtenidos sugieren que esta subpoblación podría estar involucrada en la 

prevención de la diabetes clínica asociada a la inhibición de la molécula 

CD26/DPPIV en el ratón NOD. 

 

 

4. La administración del iDPPIV MK626 aumenta la expresión de genes que 

participan en la respuesta inmunitaria, entre ellos genes implicados directamente 

en el establecimiento de la tolerancia inmunológica central. Este efecto observado 

podría contribuir, al menos en parte, al restablecimiento de la inmunotolerancia a 

los autoantígenos pancreáticos y a la prevención de la diabetes en el ratón NOD.  

 

 

5. El tratamiento con el iDPPIV MK626 no modifica la expresión génica de 

autoantígenos del islote pancreático ni del gen Aire en las células epiteliales 

tímicas, al menos en una fase tardía de la etapa de pre-diabetes.  
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9. LÍNEAS DE FUTURO 
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Los resultados obtenidos en los trabajos que forman parte de esta tesis, abren 

la posibilidad de plantearse la opción de tratamiento con un iDPPIV en diferentes 

situaciones clínicas. Una de sus posibles aplicaciones clínicas serían los pacientes con 

una DM1 de reciente diagnóstico en los cuales existe una cierta reserva de células β 

pancreáticas productoras de insulina. El tratamiento con el iDPPIV podría contribuir a 

reducir o enlentecer su destrucción autoinmunitaria, y tal vez, a promover o estimular 

la regeneración de masa de célula β. Asimismo, los iDPPIV podrían ser un tratamiento 

de utilidad en los pacientes con diabetes tipo LADA, la cual se caracteriza por una 

destrucción autoinmunitaria lenta y progresiva. En este grupo de pacientes, el 

tratamiento con un iDPPIV podría contribuir a preservar la masa residual de células β 

pancreáticas y mantener una secreción de insulina endógena más persistente en el 

tiempo. Se sabe que el mantenimiento de esta masa de célula β residual y, en 

consecuencia la secreción persistente de péptico C, se asocia a una disminución en el 

desarrollo de complicaciones crónicas de la diabetes como la retinopatía y la 

nefropatía, y la hipoglucemia. Finalmente la inhibición de la molécula CD26/DPPIV, por 

su efecto inmunomodulador, podría ser una opción terapéutica para pacientes con otro 

tipo de enfermedades autoinmunitarias específicas de órgano, como las enfermedades 

autoinmunitarias tiroideas o la esclerosis múltiple. Todo ello está pendiente de 

explorar, y no me cabe duda de la dificultad logística para organizar este tipo de 

estudios que sin ninguna duda, requerirá de proyectos colaborativos. 

Asimismo, los resultados obtenidos muestran la posibilidad de estudiar en 

profundidad la posible aplicabilidad terapéutica de los linfocitos T CD8+
EM en el 

tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias dada su capacidad de atenuar la 

respuesta de la célula T. No obstante, se precisa de una mayor caracterización tanto 

fenotípica como funcional de esta subpoblación. Por un lado, se han de incluir 

marcadores fenotípicos característicos de linfocitos T CD8+ con funciones reguladoras 

como CD28, CD122 o PD-1 y, por otro lado, realizar estudios funcionales in vitro que 

contribuyan a conocer el mecanismo exacto por el cual los linfocitos T CD8+
EM ejercen 

su efecto en suprimir la respuesta autoinmunitaria en el ratón NOD. 

A pesar de que el conocimiento científico en relación a la DM1 se ha 

incrementado notablemente en los últimos 25 años, es indudable que aún existen 

grandes lagunas de información, sobre todo, en lo referente a aspectos terapéuticos 

que están pendientes de profundizar y desentrañar. Pero cualquier cosa en DM1 es 

todo menos sencillo; de hecho cuanto más sabemos de la enfermedad y de su 

génesis, más complicado y sorprendente se va tornando el escenario operativo 

biológico en el que se desarrolla la misma, de forma perversa, silente y con escasa 
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capacidad de maniobra al detectarse mayoritariamente en fases muy avanzadas de 

pérdida de masa β celular. De hecho, a pesar de este incremento del conocimiento, y 

en particular en su patogenia, no ha sido posible conseguir una hipótesis unificadora 

que permita explicarnos de forma sólida cómo se gesta la enfermedad. En realidad, la 

DM1 es más de una enfermedad, y es muy posible que los mecanismos autoinmunes, 

al igual que los fenómenos medio-ambientales disparadores, sean heterogéneos y 

muchos pacientes llegan a autodestruir su contingente de células β, siguiendo 

diferentes caminos patogénicos. Ello dificulta, en su caso, la posibilidad de llevar a 

cabo programas de prevención primaria. El papel del microbioma, por ejemplo, en esta 

enfermedad o conjunto de enfermedades que llamamos DM1, está pendiente de 

aclarar, pero indudablemente tendrá también un papel, y que no será menor.  

Los retos y su complejidad científica y metodológica son extraordinarios; a 

pesar de ello, todas las cuestiones que he abordado en mi trabajo doctoral me parecen 

muy relevantes y me apasionan; y en la medida de lo posible intentaré poder abordar 

todos -o algunos- de los retos aún pendientes y que he explicitado en los últimos 

párrafos en un futuro inmediato, sobre todo, si puedo seguir vinculada a un grupo de 

investigación como el que me ha acogido en este trabajo. 
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11. ANEXO 1 
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Figure. Effects of MK626 treatment on CD8+ Tregs (CD122+PD-1+) lymphocytes 

from spleen and PLN after 4 weeks of treatment in control (white circles) and 

treated mice (black circles). A) Percentage B) MFI for CD26 expressión 
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12. ANEXO 2 
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Toxicity assay of effector memory CD8+ T cells  

 

To investigate the cytotoxic capacity of CD8+
EM T cells on insulin-loaded mDCs in the 

presence or absence of the DPPIV inhibitor MK626, a preliminary toxicity assay was 

performed. To that end, CD8+
EM T lymphocytes obtained from NOD at 10-12 weeks of 

age were purified as previously described [Alonso N, 2015, Plos One] and co-cultured 

with autologous antigen presenting cells (APCs) obtained from NOD mice in presence 

or absence of MK626 (10μM). APCs were cultured at different ratios (1:0.5, 1:1 and 

1:2, being APCs: CD8+
EM T cells). As source of APCs, dendritic cells were 

differentiated (1000 U/ml; Prospec, Rehovot, Israel) and matured (LPS, 100 ng/ml; 

Sigma) from bone marrow precursors cells, as previously described [Alonso N, 2015, 

Plos One]. DCs were labelled with the intracellular fluorescent dye CellTrace Violet 

(CTV, Molecular Probes, Molecular Probes, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc) to 

track them after the coculture. DCs were loaded with insulin (20μg/ml, Sigma) 

previously to maturation stimulus. After 3 days of co-culture, cells were harvested and 

stained with annexin V-PE (Immunotools) and 7aad (BD Pharmingen) in Ca2+ 

containing buffer (BD Pharmingen) for 20min at R.T. Data were acquired by flow 

cytometry (FACSCanto II) and analysed using the FlowJo software (Tree Star, 

Ashland, OR). Two independent experiments were carried out. 

 

Results  

 

The percentage of viability of insulin-loaded mDCs was not significantly reduced in the 

presence of CD8+
EM T lymphocytes at different ratios (see Figure below). However, we 

observed a slight reduction in the viability of mDCs at ratio 1:2 being mDCs: CD8+
EM T 

cells, suggesting an potential effect dose-response. Next, when MK626 was added to 

co-cultures, the percentage of viability of insulin-loaded mDCs displayed a biological 

decreased, mainly at ratio 1:2, although the difference was not statistically significant. 

Notably, the percentage of viability of mDCs also tended to reduce only in the presence 

of the DPPIV inhibitor MK626, similarly to that occured in suppression assays.  

Taking into account our results, we cannot clearly confirm a cytotoxic direct effect of 

CD8+
EM T cells in vitro against mDCs by itself but we observed a relevant biological 

effect on viability of DCs when DPPIV inhibitor MK626 was present, despite differences 
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did not reach statistical significance. However, these results should be taken with 

caution given the low number of experiments carried out. Therefore, this doesn’t rule 

out the possibility that CD8+
EM T cells may act through a cytotoxic action directed 

against cells that are involved in antigen presentation contributing to the prevention of 

diabetes. Additional and optimized experiments are needed to investigate it.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure. Cytotoxic capacity of CD8+ TEM lymphocytes in vitro. Viability of CTV 

labelled insulin-loaded mDCs in the presence of CD8+ TEM lymphocytes at different 

rations (1:0.5, 1:1 and 1:2, being mDCs : CD8 TEM) with / without MK626 for 3 days 

Plots show the mean (line) of three experimental duplicates. Graph is representative of 

two independent experiments. 
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