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Resumen

Introduccion: Lainsulitis es un evento patol 6gico que precede ala diabetesdetipo 1 (DT1), en e quelas
célulasinmunes infiltran los islotes, llevando ala destruccién progresiva de las células beta productoras de
insulina. El receptor de cannabinoide 1 (CB1R), presente en células betay en células inmunes entre otros, es
un regulador del metabolismo y la respuestainmune, y datos de secuenciacion lo identifican como el mayor
regulador activado en pancreas de donantes positivos para autoanticuerpos. Previamente describimos que la
ablacion génica de CB1R en células beta es suficiente para prevenir lainsulitis en raton.

Objetivos: Investigar €l papel del CB1R en €l proceso de insulitis en humanosy la capacidad de la
intervencion farmacol 6gica para prevenir este proceso patol6gico mediante € blogueo de CB1R.

Material y métodos: Se extrgjo ARN de linfocitos T CD4+ aislados de células mononucleares periféricas de
sangre (PBMCs) de pacientes debutantes en DT1 o0 sanos (n = 11-16/grupo). La expresion de CB1R se
analizé mediante PCR atiempo real. | slotes humanos de donantes cadavéricos se cultivaron en 3D en
Matrigel. PBMCs del mismo donante se tifieron con Cell-Trace-CFSE. |5lotes solos o en co-cultivo con
PBMCs seinsultaron con citoquinas (IL1b, TNFa, IFNg) durante 24-48h en presencia de vehiculo o JD5037,
un inhibidor de CB1R. Se determinaron las actividades de proteasas de muerte celular y caspasa 3, la
produccion de especies reactivas del oxigeno (H,0O,) y del nitrogeno (NO) (con MitoSOX, DAF-FM) y la
funcion mediante secrecién de insulina estimulada por glucosa (GSIS) por perifusion. Lainfiltracion de
células inmunes en losislotes se determinG por conteo en microscopio de fluorescencia

Resultados: Linfocitos CD4+ de pacientes en debut de DT1 expresan 1,52 veces mas CB1R que los de
control (p 0,05). Enislotes, el insulto con citoquinas indujo la produccion de H,O, y NO, procesos de muerte
celular y disfuncion del islote, con unareduccion de la GSIS del 20%. Las citoquinas indujeron lainfiltracion
dirigida de células inmunes especificamente aislotes. Tratamiento con 10-100 nM de JD5037 previno la
produccion de NO pero no de H,O, ni el incremento de actividad caspasa 3, y 10 nM previno lamuerte
celular inducida por citoquinas. JD5037 10 nM no solo previno la pérdida de funcién del islote por
citoquinas, sino que aumentd la GSIS un 52%. JD5037 a 10 nM redujo significativamente un 43% la
infiltracién de células inmunes, y a 100 nM previno lainfiltracién por completo hasta 6 dias después del
insulto.



Conclusiones: Lainhibicion de CB1R previene lainsulitis en humanos, protegiendo la viabilidad y funcion
del islote. Nuestros datos describen, por primeravez, a CB1R como dianaterapéuticaparalaDT1, y elucidan
el mecanismo de regulacion de lainsulitis.
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