Inmunopatogenesis de la diabetes 1

a diabetes 1 es una enfermedad incurable,
devastadora por sus complicaciones locales y
sistémicas que no tienen tratamiento efectivo
hasia el presente, sino el riguroso control, mediante
multipies dosis diarias de insulina o bombas de infu-
sion, no sin riesgos, que detienen el progreso de las
lesiones vasculares y neurolégicas
Se considera un proceso érgano especifico

(1,2,3,4,5) enelcual las células [} se destruyen, por meca-

nismos mediados por autoanticuerpos y por productos

de célutas T auto reactivas que desencadenan inflama-
cidn y alteraciones anatémicas y funcionales en el orga-
no afectado. Asi mismo, debe cumplir con los criterios

{6} para definir a una enfermedad auto inmune que son:

1. Ser transferible por anticuterpos o células T del pa-
ciente.

2. Su curso debe demorarse ¢ prevenirse mediante
iNMuUNosSUpresores,

3. Estar ascciada a signos de autoinmunidad humoral
0 mediada por fa célula, dirigidas contra el érgango
blanco.

4, Laenfermedad debe ser experimentalmente indu-
cida por sensibilizacién contra un antigeno presente
en el organo blanco.

inmunoiogicamente hasta hoy, en la diabetes 1
hay una susceptibilidad hereditaria y se ha encontrado
una asociacion con los aletos HLA-DR3-DR4 del com-
plejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (7). Ademés
cada dia aparecen nuevos locis (8}, que se asocian
con predisposicion a [a enfermedad. Basados en la
tasa de concordancia, 35-50%, en gemelos homocigs-
Heos {9) y por los estudics epidemioclagicos,{10) facto-
res ambientales {11), infecciosos {12), quimicos (13} y
nufricionates, {14} inician o precipitan e! progreso de la
diabetes {1},

Tiene como base una falia central y periférica en
ta tolerancia de fa [} células a moléculas especificas
como ocufre en diversos procesos autoinmunes,(4) en
que hay sobreproduccian de citoguinas,{15) en el caso
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de la diabetes el inferferon ¢ {IFN-@},(16} el factor de
necrosis tumoral (TNF-a} {17), cuya fuente son los ma-
créfagos vy las células dendriticas {3,18) localizados
en el infiltrado del islote, y 1a interteuquina- 1o {IL-a3{19)
también elaborada por {a céluia presentadora dei anti-
geno (APC) Ademas hay un desequilibsio en ia res-
puestiainmune, enfre los linfocitos Th-1/Th-2 presentes
en el momenio de la insulitis {20,21).

Mecanismos del proceso autoinmune.
Coestimuiacién celular. Inmuno regulacién de las
citoquinas

Tanto los ratones NOD y BB como el hombre,
inmunopatologicamente, desarrolfan igual tipo de dia-
betes 1. La autoinmunidad se inicia {22} con una gran
invasion de linfocitos Th, especificamentie los que lle-
van en sus recepiores los anficuerpos o CD4 y CD8
{23). Los primeros se ligan a la parte invariable de las
motécutas clase ll del MHC, y son células que secretan
citoquinas, en tanto que {as CDB se unen a fas moaile-
culas clase { del MHC (24} y son ciiotdxicas. Son las
moléculas clase i del MHC las que dan la senal a los
linfocitos {25) para inducis la expresion de citoguinas
proinflamatorias. El primer grupo, Th1CD4, induce la
expresion de fas moiécuias iL1g e IFNa que fienen
acciones pieiotropicas sobre diversos tipos de células
(26} entre ellas {a célula . Ef segundo grupo Th2, se-
cretanil-4, 5, 6y 10. Las cioguinas producidas por el
grupo Th1 facilita la inmunidad mediada por {a célula
que incluye fa activacion de los macrdfagos y ia citotoxi-
cidad estad mediada por el grupo Th2, motéculas que a
su vez pueden inserlar perforinas (27} erila membrana
de la célula blanco y por los poros que originan entran las
caspasas {28} que inducen [a apoptosis de |a célula §.

Dos formas de dxido nitrico sintetasas participan
en fa formacion del NO dentro de fa célula. Una es ia
forma constitutiva {cNOS3}, la segunda ia forma induc-
ible (INOS) gue libera el NO {28). Las funciones del
NO son fas de una molécula de sefial, de accidn
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cilotoxica segun el tipo de céiulas en donde actlie y ia
cantidad de NO producido. Las Tht promueven la ex-
presion y refuerzan la actividad de ta forma inducible
INOS, con ia correspondiente elevacion del NO(30).

La IL-1x fue fa primera citoguina({19} gue incuba-
da en isiotes, produjo inhibicidn de la secrecion de
insufina por el estimulo de ia glucosa. Las moléculas
como el IFN-¢ elaborado por los mononcnucleares du-
ranie fa insulitis y el TNF-a eltaborado por el macro-
fago y as células dendriticas, son citoquinas proinfla-
matorias que producen quimiotaxis, activacion de los
leucocitos, sobre-regulacion de las molécula de adhe-
sion en ias células endotetiales y maduracion y migra-
cion de las células dendriticas (31). Estas citoquinas
actlan sobre el macréfago residente en el isjote, para
preducir IL-1ex gue luego se liga al tipo de receptor de
sefal 1 IL-1 que es expresado en las células (32} v
media en la sefial de produccion de -1 (33).

La induccicn en la praduccion de NO porla IL-1a,
en la supetrficie de la célula P es simuitdnea con la
expresion de una molécuta de transmembrana (34} que
perlenece & ia familia de de los receptores del TNF y
del facior de crecimienio del nervio (NGF),(35) el
antigeno APO1 denaminado Fas, proteina de super-
ficie que tiene actividad de inducir ta apoptosis {(36) de
ta célula P y que no la expresa la célula normal. Este
hecho se demuestra (37) en células § de raton NOD,
que expresan el Fas y se ligan con anticuerpos huma-
nos que actuan como antagenistas de la proteina Fas.
Su estructura sugiere que puede set un receplior para
una citoguina aun no establecida {38).

ki procesc de identificar cdmo se liga el Fas a su
anticuerpo monoctonal,(39) se ha hecho en linfocitos
citotdxicos {(CTL} en un hibridoma generado por union
de un linea de CTL {d103) con un linforma de rata que
pudiera matar las células Fas positivas pero no las
celulas Fas negativas. Lo interesanie de este modelo
es que se emplearan formas solubles de Fas (Fas-Fc}
y del recepior TNF (TNF-Fc) creadas por fusion de las
regiones exiracelulares de estas motéculas con las me-
léculas de ia fraccion constante (Fc) de fa IgG. Asi se
ltegd a demostrar (36} que lo que se puede flamar Fas-
Fc, pero no el TNFR-Fc, inhibié la actividad de la linea
original de células d105, lo cual dejd en claro que estas
células expresaban un “figando” para el Fas, denomi-
nado FasL.,

Esta molécula humana es 77% similar a la muri-
na en la identidad de los aminoacidos que !a cormn-
ponen{40}. Tampoco liene sefal de secuencia en el
N-terminal, pero tiene un dominio de amino acides
hidrofébicos en el centro de la motécuia {40}, lo cual
significa que es una proteina de membrana con el C-

terminal del fado extraceluiar de la misma. Finaimenie
el FasL recombinante expresado en la superficie de
células COS{41) linea como fibroblastos derivada del
rinon, induce ia apoptosis en las céluias que expresen
el Fas indicando que ef Fasl es un factor de muerte y
et Fas es su receptor. Estas dos molécuias son indis-
pensables para la homeostasis y autefolerancia de jos
finfocitos humanos y murinos.

Terapia génica y prevencion de! dafio del islote.
induccién de {a tolerancia

Es un primer sistema para preservar el dafio del islole
en ratones NOD y BB, en los cuales la inmuncpatoicgia
de la diabetes es similar a l[a humana. En e NOD ia
expresion de jos transgenes de proinsuiina, contrclados
por ef promator del MHC molécuias clase i, expresaron
en el imo la insulina y se previno la diabetes{42}. Sila
induccidon de la tolerancia y fa supresion de la inmunidad
ocurre en el imo por eliminacion de fos timocitos{43},
que reconocen antigenos, antiislotes o anticéiula beta,
es posible plantear la fransferencia en individuos de alto
riesgo, la transferencia en e} timo de genes que codifiquen
autoantigencs. Asi se obtendrian ia tolerancia a la
induccion y supresion de la autoinmunidad.

Modificacidn en la presentacion del antigeno

Las células APC gue esian presentes en la
mayoria de los tejidos del organismo que estan en re-
poso e inactivas, toman el antigenc y producen moié-
culas inflamatorias, quimioquinas, etc. que migran y
activan los linfocifos. Entonces son candidaios para
transferir genes, sea al macrdfago o a la célula dendri-
tica, patra prevenir la activacion, el procesamiento del
antigeno, limitar la produccicn de molécutas de adhe-
sion y promover la ruerte del linfocito.

La inhibicion tanio de la figadura de la IL-10 al
recepior en la celula §{44), como también de la pro-
duccién de NO en los islotes, pueden prevenir fa des-
truccion celular y la insulitis, por transferencia del gen
del receptor antagonista de {a IL-1[}, una moiécula
soluble de fransmembrana{45}, {a proteina antagonista
dei receptor de | iL-1 { {RAP}, que va expresar la (3
célufa y actlla como sefiuelo para bloguear un grupe
imporlante de citoquinas proinflamaterias, entre ellas,
el TNF-a potente regulador de la actividad de la APC.
Esto se ha comprobado{33} enislotes humanos cultiva-
dos en los cuales no se presentaron: Ef bloqueo de [a
produccion de insulina por el estimulo con ia glucosa,
la apoptosis inducida por el Fas y la induccion en la
produccion del NO{29;.
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interferencia en la coestimulacién

La coestimulacidon entre fos finfocitos Th y las
moléculas clase Hl del MHC requiere una segunda
sefia{46}, resulfante de la unién de la molécula CD28
presente en la superficie de las celulas T con fas molé-
cutas CD80 y CD86, denominadas B7-1 y B7-2 res-
pectivamente, que expresan en su superficie las célu-
las dendriticas {APC). La union CO28-B7, es apopldica.
Para impedir esta coestimuiacion se logro fusionar una
proteina dc dominio extracelular derivada de los linfoci-
{os cilotoxicos{47) (CTL} con otra proteina asociada
al mismo CTL gue se denomind A4, Para esiabilizaria
se la unio a una porcion (Fc) de 1gG1 y se la llamd
igG1-Fc. Asi se logra ta moiecula asociada al linfocito
citotdxico, denominada CTLA4-lg, que actua como
sefiuelo para las moléculas B7 y previene la interaccién
apoptoica de la molécuta CD28-B7. La administracion
de esta moiécula recombinante CTLA4-g previene el
rechazo de los islotes humanos en el roedor y prolonga
en el timo {a supervivencia de xenoinjertos microencap-
sutados porcinos y de conejo{48).

Citoquinas inmunosreguladoras

Las inferleuguinas son potentes mediadores del
sistema inmune ai nivel de {a presentacion del anti-
genc porta APC. La iL-4 y ia IL-10 son citoquinas inmu-
nosupresoras asi como también {as que se clonan a
iravés del virus Epstein-Barr, fo que ha llevade a usar
formas recombinantes de eslas citoguinas para preve-
nir la diabetes 1 en el ratén NOD, asi como tambien
para prolongar fa supervivencia y prevenir la insulitis
de los injerlos{49}. La IL-10 previene la produccion de
IFN 1 por las células Th1 y previene la produccion de
IL-12 por {a APC.(50) Estas y nuevas investigaciones
sugieren gue la aplicacion de la ingenieria genetica
con céjulas T islotes reactivas, gue expresen citoguinas
inmunosupresoras, puede ser un método de preven-
cton para el desarroffo de 1a insulitis. Sin embargo para
su factihilidad en et hombye, todo depende de la identi-
ficaciédn del auto-antigeno especifico y de los recepto-
res que expresen especificamente tas células T com-
prometidas en ia insulitis.

Células dendriticas

Las celuias dendriticas{31) son tas mayores cap-
tadoras de aniigenos una vez gue se produce el dario
en cualguier tejido organico, en este caso el islote, y
migrarn posieriormente a los drganos linfoides periféri-
cos para iniciar fa respuesta inmune. Por su lado el
macrofago modula su funcion. La [IL1-o y el TNF-¢

activan{51) la fupcion de la célula dendritica que
expresa antagonistas de estas citoquinas, como son
{as moléculas de adhesion intercelulares (ICAM-1} con-
tra {os receplores y sobre fa accidén funcional def
iinfocito (LFA). Estas citoquinas se compartan como
maoiéculas solubles inmunosupresoras(52} y ia
esfrategia para impedir {a migracién de ia celula
dendritica, es promover la expresion de ICAM-1 e
{CAM-3{53,54}, para lograr el bloqueo de |a interaccion
enire celula y célula y asi, prevenir ia insulitis y el
desarrolio de la diabetes en el ratdn NOD.

Las celulas dendriticas tienen tolerogenicidad (55)
demostrada porla supresion de fa activacion de la célula
T{56), que en laboratorio se logra por irradiacion o por
modificacion genética con vectores adenovirales que
codifiquen ef TGF-¢, la IL-10 y {a molécula asociada al
linfocito citotoxico CTLAG-lg. Tales acciones permiten la
supervivencia de los aloinjertos de islotes en huespedes
no inmunosuprimidos{57}. La céluia dendritica por esta
modificacion genética puede manejarse para prevenir el
rechazo del aloinjerto al suprimir fa inmunorreactividad,
tanto del dador como de los autoantigenos{56,58,59).

En transplanies de islotes embolizados en vena
porta hechos en primates pancreatoprivos, (60,61} se
ha logrado {a insulino independencia por mas de 200
dias mediante el bicqueo selectivo de la union CD40
{40+=kD) que expresan ias células T, con el ligando del
mismo, el CD40L. La interrupcion de fa coestimuiacion,
se obtiene infectando fa célula dendritica por rmedio de
un vector que fransporte ef gen de la proteina CD40-Ig
que es la forma secretable de molecula CD40, sin com-
prometer todo ef sistema inmune del receptor del injerta,

intervencion en la apoptosis

La apoptosis, como se dijo, ocuite después de la
activacion dei linfociio, mediada por la interaccion en-
tre el antigeno Fas vy el Fas ligando en los sitios de
privitegio inmune(62} en donde se expresa el Fasl y
la razon de tal privilegio seria la eliminacion de fas T
positiva al Fas, después de la interaccidn con e tejido
gue expresa el FasL{63). En transplantes de organos,
variantes solubles del FasL protegen al fejido de ia
apoptosis y prolongan ia supervivencia del transpian-
te.(63) Muchas otras moiécutas interfieren en la apop-
{osis ¥ son candidatos para la transferencia de genes
en islotes, tales como{B4) la familia de receptores
relacionados con fa induccion de fa apoptosis inducida
por et TNF y el ligando, denominada TRAIL, en {a cual
estan identificados ios TRAE., Rl a R 4 o los heterodi-
meros R1 y R2 inducen la apoptosis, en {anto que os
R3 y R4 actuan como sefiuelos y serian candidatos
para bloquear las sefales de muerte.
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Después de ia activacion det Fas y del TNF media-
da por sus receplores, las enzimas caspasas({65) que
estdn como precursores inactivos se parlen y se activan,
rompiendo en cascada ofras caspasas, siendo la primera
activada ia caspasa 8. Se ha clonado un inhibidor de la
misma, denominado -FLICE, de estructura muy similar
pero carece del sitic calatlitico y asi inhibe la apoptosis.

Consideraciones finales

Agi planteadas tanto fa transferencia de genes
como {a inmunopatologia de ia diabetes 1, pueden vis-
lumbrarse una serie de metedes para inducir fa toleran-
cia al atoinjerto y quizas también en un futuro al xeno-
injerlo, tema de palpitante aciualidad después de la pu-
blicacion en Julio de este afic det trabajo def grupo cana-
diense, en el New Engiand Journal of Medicine en donde
se presentan 7 pacientes de extrema labilidad
terapéutica, a quienes por vena porla embolizaron con
islotes alogénicos logrando a insulinoindependencia sin
usar farmacos convencionales inmunosupresores tales
como ia Ciéiosporina y los glucocorticoides. Los diversos
grupos dedicados a ia aplicacion de la transferencia de
genes no solo tendran fa oportunidad de demostrar la
factibilidad, primer paso en esta investigacion, sino
también fa aplicacidn en la inmumodulacién ferapéutica
en el hombre, interviniendo en fa induccion de la tole-
rancia, actuando sobre el macréfagoe o la célula dendyi-
tica para medular fa presentacion del antigeno, para
bloguear la coestimutacion entre fa APC v los linfocitos
citotoxicos, aprovechande las citoquinas inmunosupre-
soras y previniendo ia apoplosis de fa célula .

La innervacion y vascularizacion del islote es un
aspecio atractivo para el alojamiento de vehiculos de
transferencia génica, 1al como el virus herpes simplex,
a fin de producir moléculas supresivas, aprovechando
de! iropismo nervioso de este vehiculo, como
reservoric en ganglios y fibras nerviosas, sin efectos
deleiéreos sobre el receptor.

En materia de transplante de islotes embolizados
en vena porla {odo depende de la disponibitidad de
pancreas, por el requerimiento de cantidades grandes
asi sea que se logre almacenamiento adecuado y
accesible. De todas maneras las vias que buscan una
solucion a la juz del modelo actuat biomolecular de la
patogénesis de {a diabetes 1 son muliiples y las investi-
gaciones esian Hegando a un punto luminoso y positive
con resultados factibles y no fejanos.
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