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REstJREN

La Diabetes Mellitus Tipo  1  es rna enfermedad de base autoinmune que se manifiesta

debido a la progresiva destrucci6n de las c6lulas P pancreaticas productoras de insulina.

La etiologia de esta enfermedad es muy amplia e incluye diversos factores anbientales y

geheticos  lo  qu concuerda  con  su  divergente  prevalencia  en'  distintas  poblaciones

etnicds.  Diversos  polimorfismos  del  gen  del  receptor  de  vitamina D  (VDR)  ham  sido

asociados en la etiologia de enfemedades de origen autoinmune, entre ellas este tipo de

Diabetes. Desde hace pocos afros el papel inmunosupresor de la vitanina D ha generado

importantesdiscusionesrelacionadasalaproducci6ndecitoquinasyalaregulaci6nde

la  secreci6n  insulinica,  y  se  ha  determinado  tanbien  que  estas  funciones las  ejerce  a

trav6s de su receptor. El prop6sito del presente estudio fue analizan la frecuencia de tres

polinorfismos   del   gen  VDR-(Taq  I,  Apa  I,   Bsm  I)   por  PCR-RFLP,   estimar  la

concentraci6n   s6rica   de   25-hidroxivitamina   D   y   detectar   la   presencia   de   dos

autoanticuelpos marcadores de Diabetes tipo  1, anti-Descarboxilasa del acido glutinico

(anti-GAD)  y  anti-Insulina.  (IAA),  ®or  Radioirmunoanalisis)  en  nifios  diab6ticos  de

reciente diagn6stico y nifios  controles de  la poblaci6n Chilena. Los genotipos bb  a =

0,0282)  y  TTbb  a  =  0,0115)  se  presentaron  de  manera mds frecuente  en controles,

mientras que los genotipos TTBb to = 0,0014) y AABbTT to = 0,0056)  en cant)io, se

presentaron mds frecuentes en los diab6ticos. Los dos autoanticuerpos se relacionarm

positivamente con la presencia de Diabetes (42,02% de anti-GAD y 53,78% de IAA en

casos, todos los controles negativos). Los niveles serol6gicos detectados de vitamina D
'. - , '
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en el estudio en general no presentaron diferencias significativas entre casos y controles

(p = 0,6637), solo se observaron bajas en su concentraci6n en algunos genotipos aislados

(AABbTr y aabbTT; p = 0,0056 y p = 0,0990 respectivamente vs.  controles) y en el

grupo de diabeticos de menor edad (casos de 0 -4 afros vs. casos de  10 -14 afros, p =

0,0337).  Se observ6 tambien rna relaci6n entre mayores tfulos de IAA y el grupo de

menor edad de los casos (68,4 % de casos de 0 -4 afros vs. 37,5 % de casos de  10 -14

afros, p = 0,05). Los resultados sugieren rna relaci6n marginal de los polimorfismos del

gen del  VDR con la enfermedad para nuestro  grupo de estudio.  Tanbien sugieren que

los autoanticuerpos anti-GAD e IAA califican como marcadores de Diabetes Tipo  1  y

que  parece  presentarse  un  grado  de  insensibilidad  respecto  a  la vitanina D,  salvo  en

aquellos pacientes  que presentaron un inicio clinico temprano de la enfermedad.  Este

dltimo  hecho  podria  indicar  que  la  homona  se  encuentra  ligada  en  algth  nivel  a

irmunosupresi6ndeunadestrucci6nautoinmunendsagresiva.

XVII



ABSTRACT

Type  1  Diabetes Mellitus is an autoimmune disease that it manifested by the progressive

destruction of insulin prodrcers pancreatic P cells. The Etiology of this disease is wide

and  includes  diverse  envirormental  and genetic  factors,  this  match with the  divergent

prevalencefoundindifferentethnicpopulations.Diversepolymorphismsofthevitamin

Dreceptorgene(VDR)havebeenassociatedwiththeetiologyofautoimmunediseases,

includingthistypeofdiabetes.Inthelastyears,theimmunosupressorroleofvitaminD

it  has  generated  important  discussions  related  with  cytokine  production  and  insulin

secretion regulation,  and also  it has been determined that this functions are executed

throu8htheirreceptor.TheaimofthisstudywastoanalyzethefrequencyofthreeVDR

gene  polyporphisms  qaq I,  Apa I,  Bsln  I)  by  PCR-RFLP,  estimate  the  serological

conc;ntration  of 25-hydroxyvitanin  D  and  detect  the  presence  of Type  1  Diabetes

marker  autoantibodies,  against  glutamic  acid  descarboxylase  (anti-GAD)  and  against

insulin  (IAA)  (by radio-immuile-assay)  in  diabetic  children with  recent  diagnosis  and

healthy controls from Chilean population. The bb a = 0.0282) and TTbb a = 0.0115)

genotypes were  more  frequent in healthy  subjects,  meanwhile the TTBb  (p =  0.0014)

and AABbTT a = 0.0056) genotypes were more frequent in the diabetic patients. Both

markers  autoantibodies  chosen were  positively related with the  disease  (42.02%  anti-

GAD y 53.78°/o IAA in cases, all  controls negative). The vitamin D serological levels

detectedinthisstudyingeneraldidnotshounsignificantdifferencesbetweencasesand

controls   a  =  0.6637).   We  observed  low  serological   concentrations  just  in  some
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genotypes  (AABbTT  y  aabbTT;  p  =  0.0056  y  p  =  0.0990  respectively  vs.  healthy

controls) and in the youngest group of diabetics (cases from 0 -4 years of age vs.{cases

from  10 -14 years of age, p = 0.0337). Also we observed a relationship between high

titlesofIAAandtheyoungestgroupofthecases(68.4%incasesfroi0-4yearsof

age vs.  37.5  %  in  cases  from  10 -  14 years  Of age,  p  =  0.05).  The results  suggest a

marginal  relationship between the  polymoxphism  and the  disease for our  study  group.

Also, suggest that the anti-GAD and IAA autoantibodies qualified as a Type 1 Diabetes

markers and it seems it could be present an insensitivity de.gree related to vitamin D, but

notinthosepatientsthatpresentedaneadydebutofthedisease.Thisfactcouldindicate

that  the  hormone  it  is  linked  indeed  in  some  level  to  immunosupression  of a  more

aggressive autoimmune destruction.
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INTRODUCCION

1. Antecedentes Generales

La Diabetes Mellitus Tipo  1  (DM1) es rna enfermedad compleja caracterizada por la

destrucci6n  autoirmune  y  progresiva  de  las  c6lulas   P   pancreaticas  productoras  de

insulina,  generando  iusulinopenia e  hiperglicemia caracteristicas  de la enfemedad lo

que posteriomente deriva en el inicio clinico de la enfemedad y que provoca una total

dependencia  al   suministro   de   insulina  para  la  sobrevida.   Diversos   factores  tanto

gerfeticos (como  numerosos  genes  involucrados en la respuesta immune),  como  medio

ambientales  (Virus,  dicta,  por  ejemplo)  ban  sido  generalmente  aceptados  como  los

principales  participantes  en  este  proceso  autoinmune  que  desencadena el  inicio  de  la

diabetes (Atkinson  1994).  Como resultado de esta etiologia multifactorial, las tasas de

incidencia  de   la  enfemedad  varian  cousiderablemente  entre   distintas   poblaciones

etnicas (Serrano-RIos 1999).

La DMl es rna de las dos fomas mayoritarias conocidas de Diabetes y se diferencia de

la  Diabetes  Tipo  2  (DM2)  debido  a  que  posee  como  caracteristica  principal  rna

necesidad  obligatoria de administraci6n de iusulina ex6gena (insulino-dependiente). La

DM2 o Diabetes no-insulino-dependiente en canbio, se manifiesta por la imposibilidad

del  organismo  de  un respuesta adecuada a la acci6n de  la insulina  secretada por el

pancreas  y  no   directanente  a  la  destrucci6n  de  las  celulas   P   (WHO  2002).  La



sintomatologia en ambos tipos de Diabetes tambi6n es distinta. La DMl  se desarrolla

con  mayor  frecuencia  en  nifios  y  adolescentes  de  hast?   19  afros  de .edad  lo  que

representaentreel10%yel15%deloscasostotalesdeDiabetes,mientrasquelatipo2

se  manifiesta mayoritariamente en adultos y abarca a casi  la totalidad del resto de los

diabeticos.   A   pesar   de   lo..ultimo,   los   gdstos   socioecondmicos,   psicol6gicos   y

comunitariosparalelosalaenfermedad,detectadosenEuropa,sontantoomasaltosque

los calculados para la DM2 (Songer 1992). Debido al ascenso que ha experimentado la

incidencia de  la enfemedad en nuestra poblaci6n,  se  esta volviendo  mss necesaria la

investigaci6n   con   miras   a  la   optimizaci6n   de   los   tratanientos   vigentes   y   a  la

implementaci6ndenuevasmetodologiasmaseficacesdeprevenci6n.

La gama de marcadores de susceptibilidad caracterizados en la actualidad y el abanico

de  e.stinulos  ambientales  conocidos,  no  predicen  con  total  exactitud  el  inicio  de  la

sintomatologia.  Este  hecho  se puede  notar  de  acuerdo  al  siguiente  ejemplo:  existen

individuos a los que se les atribuye predisposici6n para desarrollar DM1, de acuerdo a

la  presencia  de  algunos   macadores  geheticos   de  riesgo  ya  conocidos  e  incluso

marcadores   de   autoirmunidad,   y   que   no   obstante   nunca  llegan   a  manifestar  la

enfermedad  (Serrano-RIos  1996,  P6rez  1998).  Esto  demuestra lo  dificil  que  continth

siendo  hasta  el  dia  de  hoy  la  detecci6n  de  signos  claves  previos  al  desarrollo  de  la

enfermedadquepermitanlaidentificaci6ndeindividuosquesonsusceptibles.



2_. Incidencia Geografica

2.1. Intemacional

El patron global de incidencias de la DMl  se encuentra ampliamente caracterizado en

los  registros  generados  por  la  investigaci6n  en  cada  poblaci6n,  1o  que  ha  pemitido

observarqueestaspresentanunaimportantevariaci6nentrelosdistintospalsesygrupos

etnicos (Figura  1).  Se ha constatado rna mayor ocurrencia de la.enfermedad en parses

europeos(Caucasoides),concentradaprincipalmenteenlaspoblacionesdelnortedeese

continente; y a su vez la evidencia recopilada sugiere que es baja en la mayon'a de las

otras etnias, dentro de las cuales se incluyen la raza negra y paises tales como China y

Jap6n. Estos dltimos poseen incidencias de hasta 60 veces menores que las presentes en

poblacioneseuropeasdealtoriesgo.Asi,esinteresanteelhechodequepalsesdeorigen

asiatico u otras etnias de America (Mexico, Chile, Perd) y las poblaciones con ancestro

negroide (Colombia, Venezuela y Brasil)  I)resenten incidencias considerablemente mds

bajas.  Especificanente  en  la  figura  1,  se  destacan las  altas  incidencias  detectadas  en

paises  de  origen. caucdsico  como  Finlandia  (~35),  Suecia (~25),  Dinanarca  (~22) y

Noruega (~21), y las bajas incidencias correspondientes a palse.s coms la Repdblica de

Corea (~1), Mexico (~1), Jap6n (~2) y Cuba (4).



0            5           10          15          20          2j          30          33          40

Iflcidencia / 100.tloo / aria

Figura 1. Patron Global de Incidencia de DM1 (Karvonen 1993, Hua 1994, Laporte
1995)

Esta disparidad en la incidencia de DMl  entre paises y 6tnias podria indicar la presencia

de   fen6menos   tales   como:   la   contribuci6n   indiscutida   del   componente   gen6tico

inherente  a  cada poblaci6n,  y  segundo,  tras  un  analisis  exhaustivo  de  las  diferencias

geograficas,    la   contribuci6n   de   las   condiciones   fisicas   de   cada   area   o    de   las

pe6uliaridades   del  estilo   de   vida   de   cada  poblaci6n,   lo   que   modularia  al  primer



componente. De esto  se extrae, por ejemplo,  las diferencias estacionales que ocasionan

mayor   ninero   de   diagn6stico   de   casos   nuevos   en   inviemo,   y   aquellas   que   se

maniflestan en paises que se encuentran lejanos al ecuador (como Finlandia y Noruega)

a diferencia de los que se localizan cerca de 61 (como Cuba y Perti).

.   Por otra parte, diversos trabajos.llevados a cabo en numerosas poblaciones alrededor del

mundo  ham sugerido  que  la DMl  se  encuentra en un  claro  y sostenido  incremento. Un

estudio que recolect6  informaci6n a partir de 37 investigaciones realizadas en 27 paises

desde   1960   a   1996   apoya   este   hecho   (Onkamo   1999).   Este   analisis   demostr6   la

presencia de un incremento promedio de 0,3°/o al afro en la ocurrencia de la enfermedad,

observandose un aumento  significativo  en 24  de las 37 poblaciones,  indistintamente de

si presentaban  caracteristicas de baja o  alta incidencia poblacional.  Incluso  los  autores

predieen que para el afro  2010  en Finlandia se van a alcanzar los  50  casos For  100.000

habitantes y que incluso se exceder5 de los 30 por 100.000 en muchas otras poblaciones.

2.2. Chile

La poblaci6n chilena es una mezcla de habitantes que provichen de  distintas partes del

mundo.  Esto  se  debi6  en  sus  inicios  a  las  primeras  expediciones  militares  espafiolas

acontecidas   en   el   siglo   XVI.   La   poblaci6n   mestiza   emergi6   debido   a   la   mezcla

generalizada  entre  la  poblaci6n  originaria  Amerindia  (Mapuches  y  Aimaras   en  su

mayoria)  y  los  colonizadores  ib6ricos.  En  los  siguientes  siglos,  nuevas  migraciones

desde Eufopa fueron motivadas para asentar poblaci6n en  la zona austral, provenientes



en su mayoria de Alemania e Italia, y tambien poblaci6n negroide que lleg6 al norte del

territorio. En el siglo XX, los cambios econ6micos y sociales del pats forzaron a muchas

personas a abandonar las zonas rurales y habitar el  gran  foco  urbano,  como  lo  fue  y es

adn Santiago y sus zonas aledafias. Todo esto contribuy6  al desarrollo  y distribuci6n de

la  poblaci6n   chilena  moderna,   que   en   la  actualidad   presenta  aproximadamente   las

siguientes  proporciones:  60%  de  origen  europeo,  33%  de  origen  amerindio  y  7%  de

origen Africano (Figura 2).

En el caso  especifico  de  Santiago,  es  interesante visualizar  la tendencia  socio-gen6tica

en  su  poblaci6n,  en  donde  el  grado  de  mezcla  gen6tica  varia  en  las  diferentes  clases

socio-econ6micas (Valenzuela  1987).

En relaci6n a la incidencia de la DMl, como  se expuso en la secci6n anterior, esta varia

considerablemente  entre  las  distintas poblaciones,  y especificamente  en  Chile  el  grado

de  mestizaje  generado  evidencia  la evoluci6n que  esta ha presentado.  Se  ha verificado

que   la   poblaci6n   Mapuche   posee   una   muy   baja   incidencia   de   Diabetes   infantil

(0,43/loo.000)  (Larenas  1996)  mientras  que,  por  ejemplo,   la  poblaci6n  espafiola  de

Madrid  muestra una tasa  de  incidencia de  11,3/100.000  (Dorman  1996).  La  incidencia

de  la  enfermedad  en  la  Region  Metropolitana  de  Santiago,  el  ndcleo  urbano  de  la

poblaci6n chilena,  ha mostrado  un  fuerte  incremento  en  los dltimos  17  afros,  desde 2,5

casos por  loo,000 habitantes en  1986  a 7,5  casos por  loo,000 habitantes en el perfodo

2003.  De  este  modo,  la  DMl  paso  a  ser  considerada  desde  una  enfermedad  de  baja

incidencia a una de incidencia intermedia (Tabla I).
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Tabla 1. Incremento en la incidencia de DMl  en Santiago desde  1986 hasta 2003
(Carrasco 2005)

11

11 11
I  V  .rfuccrfura  I.  .  c tC^n

Figura 2. Principales grupos 6tnicos que componen la poblaci6n Chilena. La figura
representa a los tres grupos etnicos mds importantes de nuestra poblaci6n segdn zona
geogrffica (zona nortej central, sun y austral). El grifico superior define la distribuci6n
delapoblaci6ndeorigennegro-africano,elsiguientealapoblaci6fldeorigencaucasico
y el grifico inferior define a la poblaci6n nativa. (Cruz-Ccke 1976)



Las caunles de este incremento pueden atribuirse a diversos factores detonantes, como

la  constante  mezcla  con  genes  de  etnias  mds  susceptibles  que  confieren  al  "pool

gen6tico"  en  general  un  aunento  en  la  vulnerabilided  y  una  baja  de  caracteres

protectores,    como   tanbien   a   cambios    climaticos    globales    que    determinan   la

permanencia  mas  prolongada  de  las  estaciones  frias  y  en  consecuencia  la  mayor

exposici6n a brotes de infecciones virales y condiciones de estres. Aunque la incidencia

es air menor a la detectada en paises de origen netamente Caucdsico, este incremento

de la DMl  en Chile hace que esta enfermedad tome un mayor peso epidemiol6gico por

lo que es, la enfemedad cr6nica mds importante en los infantes.



3. Susceptibilidad Gen6tica

3.1.RiesgoFamiliar

Como  ya  se  ha  vislumbrado,  en  la  actualidad  la  manifestaci6n  de  la  DMl   s6lo  es

atribuible parcialmente a factores geneticos. Ante la ausencia de un gen marcador de  la

enfermedad,  la  contribuci6n  gen5tica  de  los  genes  descritos  es  de  baja  penetrancia

debido,   probablemente   al   influjo   existente   de   factores   no-gen6ticos.   Lo   anterior,

repercute  en  el  grado   de   manifestaci6n   o   expresividad   g6nica,  pues   no   todos   l9s

individuos estan expuestos a estimulos similares, ni poseen caracteres genicos comunes

asociados a la enfermedad.

Sin embargo,  la contribuci6n g5nica presente es posible  de observar segdn la siguiente

evidencia:  cerca del  80  %  de  los casos ocurren en. individuos  sin historia familiar de  la

enfermedad  (WHO  Diamond  Project  Group  1991).  No  obstante,  el  20  %  restante  si

muestra una indiscutida agregaci6n familiar.

La  frecuencia  de DMl  a  los  30  afros de  edad  es  de  alrededor de   6  %  en hermanos de

pacientes  diab6ticos,  y  la  frecuencia  en  la  poblaci6n  en  general  es  del  0,6  0/o.  Por  lo

tanto,  un  hermano  de  diabetico  presenta  una tendencia  10  veces  mayor  a  manifestar

DMl  que un nifio  o  un adulto joven normal (Hawa 2002). Este  incremento  del riesgo

sugiere que existe una contribuci6n genetica y no-gen5tica compartida. Sin embargo,  el



grado  en  que  se  encuentra  involucrado  el  ante`cedente  gen6tico  en  la  DM1,  no   fue

posible de resolver hasta la aparici6n de los estudios realizados en gemelos.

Se  sugiera  la  existencia  de  un  efecto  gen6tico  cuando   las  tasas  de  concordancia  en

gemelos  monocig6ticos  (MC)  exceden  a  las  de  gemelos  dicig6ticos  (DC).  La tabla  2

resume  las  tasas  de  concordancia  obtenidas  en  estudios  poblacionales  realizados  en

gemelos para tres enfermedades autoinmunes`. En todos los casos se observa que los MC

son mas concordantes respecto a la DMl  que los DC,  lo  que indica que  la contribuci6n

gehetica  si  es  importante.  Otro  punto  destacable  ,es  que  las  tasas .en  DC  para  estas

enfermedades son menores que el 50  %  de aquellas presentadas en MC,  lo  que alude a

un modelo polig€nico (en el caso de un gen dominante, el riesgo para gemelos DC debe

corresponder  a  la  mitad  del  observado  para  MC.  Cuando  este  valor  no  sigue  esa

prop.orci6n y la excede,  indica un incremento en ntimero de genes afines)

G6.riel6
''',Mo•riQ%ig`6

Artritis Reumato idea                 12
`.:';`:Es`8+e'ia.i\is;.Mi:itibi€;',;:,t'

Dinbetes Tipo 1                      13

Tabla 2. Tasas de concordancia (%) en estudios poblacionales de enfermedades
autoinmunes (Aho  1986, Kaprio  1992, Ebers  1994)

Otros estudios concemientes a la DMl  corresponden a los realizados por Pyke en 1988.

Estos  mostraron  concordancias  en  gemelos  MC  de  36  %  y  en  DC  e  hijos  de  padres

diabeticos de no mas del 10 %, con una prevalencia de agregaci6n fariiliar de un 15 0/o.
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3.2.  Sistema HLA Clase 11

En   los   dltimos   30   afros,    la   contribuci6n   genetica   mss   fuertemente    ligada   a   la

susceptibilidad  de  DMl   corresponde  a   la  regi6n  g6nica  del  antfgeno  del  leucocito

humano  (HLA),  mapeada  en  el  brazo  corto  del  cromosoma  6  (Todd  1987,  Atkinson

1994,  Vyse  1996).  Esta  regi6n  se  ha  convertido  en  blanco  para  un  amplio  ndmero  de

estudios   de   asociaci6n  tanto   en  DMl,   como   en   otras   enfermedades   autoinmunes,

llevados  a  cabo  por  distintos  institutos  de   investigaci6n  en  el  mundo  entero  (Perez-

Bravo  1995, Ilonen  1996, Nejentsev  1998).

Esta region del genoma codifica para mol6culas de  superficie de tres clases distintas (I,

11 y Ill). Estas pueden encontrarse en la mayoria de las celulas nucleadas y participar en

la presentaci6n de antigenos  a linfocitos T  citot6xicos (Tc)  (clase I),  estar presentes en

linfocitos 8, macr6fagos, c6lulas T activadas y celulas dendriticas, y presentar antigenos

a  linfocitos T cooperadores (Th) (clase 11)  o  formar parte de  las  mol6culas del  sistema

del   complemento   (clase   Ill)   (Trucco   1989,   Thorsby   1992,   Jauser   1995).   Las   dos

primeras clases  son  altamente polim6rficas,  naturaleza que  ha permitido  la tipificaci6n

de    variantes    geneticas    entre    individuos,    lo    que    ha    sido    importante    para    el

establecimiento   de  patrones   de   susceptibilidad   o   protecci6n   frente   a  enfermedades

especificas.

Las  asociaciones  entre  HLA  y  la DMl  se  comenzaron  a  documentar  en  una  prmera

instancia  relacionando  genes  HLA  de  clase  I  (como  88  y 815)  con  la aparici6n  de  la

11



enfermedad O¢erup  1974). Posteriomente,   con el descubrimiento de los genes de clase

11  (locus DR  y DQ),  el  nexo  se  hizo  aparente  ya  que  estos  exhibieron una  asociaci6n

mas potente.

Aproximadamente el 95  % de los pacientes con DMl  en  la mayoria de las poblaciones

poseen  una  mayor  frecuencia  de  16s  alelos  DR3  o  DR4,  e  individuos  que  ostentan

ambos  son  particularmente  susceptibles  (esta  combinaci6n  se  da  en  el  40  %  de  la

poblaci6n no diab5tica). Tambi5n se ha considerado una asociaci6n negativa con DMl  a

la presencia del alelo DR2 en la mayoria de las poblaciones etnicas.

Respecto  a  la  regi6n  DQ,  se  ha  identificado  que  tanto  la  ausencia  de  aspartato  en  la

posici6n 57  de  la cadena HLA-DQB  (Todd  1987),  como  la presencia de  arginina en la

posi6i6n  52  de  HLA-DQA  (Khalil  1990)  estarian  fuertemente  ligadas  a DM1,  ya  sea

para   protecci6n   o    susceptibilidad.   De    esta   forma,       se   ham   realizado    estudios

comparativos  en  distintas   6tnias  donde   se   ha  demostrado   que   el  estado   de  riesgo

conferido por los alelos de la cadena DQB  (alelos *0302 y *0201)   puede ser modulado

por aquellos presentes en la cadena DQA (alelos  *0301  y *0501). Estos hechos indican

efectivamente  que  las variaciones  en  la estructura tridimensional  de  la mol5cula HLA

tendrian    importancia    a    la    hora    de    establecer    protecci6n    o    predisposici6n    y

consecuentemente ser consideradas para el establecimiento de medidas preventivas.
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3.3. Otras Regiones de Susceptibilidad

Sin  embargo,  muchas  otras  regiones  que  no  corresponden  a  zonas  MHC  han  sido

identificadas  como  factores  de  predisposici6n,  como  lo  son  la  regi6n  del  gen  de  la

insulina en el cromosoma 11  (INS) (Bell 1984, Hitman 1985), la del receptor de IL-1  en

el  cromosoma  2  (IL-1R)  (Metcalfe  1996)  y  la  del  antigeno  4  asociado  al  linfocito  T

citot6xico   (CTLA-4)   quistico    1996),   entre   otras   (Tabla   3).   Aunque   los   efectos

observados  son  de  mucho  menor  grado  que  aquellos  relacionados  al  HLA,  de  todas

formas proveen  mayor informaci6n acerca de la etiologia y`la patog6nesis de la DM1, y

podrian ser considerados para el establecimiento de genotipos de riesgo.

IELA (human leL[kocyte antigen, NIC)
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IFNG (interferon y)
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IL IRl (interleukin-I receptor type 1)
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IL6 (interleukin 6)
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SELL (L- selectin)

CA repeat, intron 1
lnEEiE`i

PstlRELP       ..

-174C/G
A.^',^±-rf`±+.I:i:I..-.`

WFS 1 (wolframin)                                                                      Arg456Hi's

T688C

B'.s`as.:ah`dL,I,A£`a`|

Tabla 3. Locus con evidencia de asociaci6n a DMI (Hirschhom 2003)

Cabe destacar de este grupo, un locus que en los riltimos afros se ha convertido en eje de

motivaci6n para un gran ndmero  de  estudios. Estas  investigaciones se ham enfocado  en

analizar  una  posible  relaci6n  entre  la  DMl  y  polimorfismos  del  gen  d61  receptor  de

vitamina D (VDR).
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3.4. VDR

El  gen  del  VDR  hunano  fue  descubierto  en  1969  (Haussler  1969)  y  fue  clonado  y

secuenciado  en   1987  (MCDomell   1987,  Baker  1988).  Se  ubica  en  el  brazo  q  del

cromosoma   12,   especificamente   en   la  region   12cen-ql2   (Taymans   1999).   Es   de

aproximadanente  75  kb  de  largo y se encuentra confomado  por  11  exones  con sus

intrones intemos respectivos. Tres exones (1a,  10 y  lc)  se encuentran en la region no-

codificante5',ylos8restantes(2-9)codificanparalaregi6nestructuraldelproducto.

Laregi6npromotoradelgenesricaenresiduosGCynocontienecajaTATA.Taint)i6n

presenta sitios de uni6n para Spl  y variados factores de transcripci6n. Este promotor

dirigelasintesisdeporlomenos3transcriptosdistintosdeARNmresultadodesplicing

alternativo en los exones 5'  no¢odificantes (Miyamoto  1997, Crofts  1998). El ex6n 2

contiene  2  pares  de  bases  de  secuencias  no-codificantes,  el  cod6n  de  inicio  de  la

traducci6n y el dominio N-teminal para un primer dedo de zinc. Un segundo dedo de

zinc  se  codifica  a  partir  del  ex6n  3.  Los  exones  4  y  5  codifican  para  rna  region

denominadr "bisagra" entre los dominios de union a DNA y de uni6n a la homona, el

ex6n  6  para  el  resto  de  la  "bisagra"  y  para  la  primera  porci6n  del  sitio  de  union  a

esteroides,  y  por ultimo,  los exones  7  a 9  codifican para la porci6n  C-teminal y la

region 3 ' no-traducida (Miyamoto 1997).

ElgendelVDRseencuentrareguladoaniveltranscripcionalypost-transcripcionalpor

los  sistemas  protein  kinasa  A  y  protein  kinasa  C.  Los  niveles  del  receptor  estin
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determinados por la estabilizaci6n  inducida por el  ligando.  La regulaci6n  diferencial  a

nivel  del  promotor  del  gen  y  el  splicing  altemativo  podrian  estar  involucrados  en  las

funciones  especificas  de  la  vitamina  D  en  los  distintos  tipos  celulares  que  poseen  el

receptor (Christakos  1996, Miyamoto  1997, Jones  1998, Kato 2000).

Estructuralmente  este   gen   es   miembro   de   la   superfamilia  de   receptores   nucleares

esteroidales  activados  por  factores  de  transcripci6n  (MCDonnell   1987,  Baker   1988),

compuesta por cerca de  150 miembros dentro  de  los cuales  se incluyen receptores para

glucocorticoides,   mineralocorticoides,   hormonas   sexuales,   hormona   tiroidea   y   para

metabolitos de vitamina A o retinoides.  Sin embargo, el VDR exhibe diferencias dnicas

y especificas respecto a este grupo (Horst  1997, Jones  1998).

Numerosos polimorfismos ham sido descritos para este gen,  los que a trav6s de los afros

se  ham  asociado  a  distintas  enfermedades  a  trav6s  de  diversos  estudios  poblacionales

(Carling  1997,  Kohama 2000, Ozaki 2000,  Simmons 2000,  Okita 2002). En relaci6n al

presente    trabajo,    muchas    investigaciones    se    han    enfocado    especificamente    en

asociaciones  con  DMl.  Esto  se  ha  concebido  como  consecuencia  de  las  cuantiosas

propiedades  funcionales atribuidas a la vitamina D,  las que  se discutiran en un capitulo

posterior.

Dentro  de  estos  polimorfismos  del  gen  VDR,  cuatro  han  sido  bien  caracterizados  y

estudiados   extensamente.   Estos   corresponden   a   variaciones   en   los   sitios  de   corte

especfficos para cuatro  enzimas de restricci6n:  Fok I, Apa I,  Bsm I  y Taq  I  (Figura 3).
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El  sitio  de  restricci6n  Fok I  se  localiza en  el  codon de  inicio  del  exon  2  y es el tinico

polimorfismo  de  estos  cuatro  que  se  traduce  en una  diferencia estructural debido  a  su

presencia o no en el gen, asi el VDR se conforma de 424 aminoacidos cuando el sitio no

se  encuentra  presente  (genotipo  F)  y  de  427  aminoacidos  cuando  si esta  (genotipo  I).

Otros dos polimorfismos se encuentran en el intron comprendido entre los exones 8 y 9,

y  corresponden   a   los  revelados  por   las  endonucleasas  Apa  I   y  Bsm   I.   El  dltimo

polimorfismo  del  grupo   se   ubica  en  las   secuencias  3'   no   codificantes  del  exon  9,

especificamente  en  el  codon  352  silente,  y  rue  caracterizado  por  medio  de  la  enzima

Taq   I.   Al   igual  que  para   Fok  I,   los   genotipos   obtenidos  para   estos  tres  tiltimos

polimorfismos    son   designados   por   letras   mindsculas   cuando   existe   un   sitio   de

restricci6n y con letras maydsculas cuando no, en este caso,   "b" y "8", `1" y "T", "a" y

"A" para Bsm I, Taq I y Apa I, respectivamente.

Human VDFt Gene

Figura 3. Polimorfismos del Gen del VDR (Haussler 1998)
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4. Factores Ambienta]es de RIesgo

Los estudios  en gemelos  expuestos  anteriormente  sefialan que el  componente gen6tico

es necesario en la etiologia de la DM1, pero no suficiente. Es ?si como se postula que el

inicio  del  proceso  autoinmune  en  la  DMl   se  podria  suceder  mediante  un  complejo

mecanismo    inmunol6gico    que    involucra   ruptura   de    la   tolerancia,    mediante    la

presentaci6n   de   un   p6ptido   diabetog6nico,   o   a   trav5s   de   mimetism'o   molecular

antig5nico  (Xiao,  1997,  Dosch  1999). Numerosos  estimulos medio  ambientales  se  ham

propuesto como  factores importantes en la destrucci6n P-celular,  conduciendo ya sea en

forma litica o por medio de inducci6n autoinmune la ruptura de tolerancia en individuos

gen6ticamente susceptibles (Tabla 4).

Infecc iones virales.

:`;I.Fadto`rS:,'`d.i:taft.ps".:`:\.:..:I,?.`,  .-`t`i.:.+``:v. `:,,::-u'`,'t`;,,;,'.-., =`.`.``   '``,:,`<,....a-:.::.I,±` `:i.:t,,   +'`;.::  ,  ``  `:`:,   .I;.v£      .`.    .: ,,,`,        -

creciniiento

Factores ante- y perinatales

Combinaci6n de factores ambientales

Tabla 4. Principales factores ambientales putativos en la etiopatogenesis de la DM1
(Akerblom 2002)

4.1. Virus

Muchos  estudios  ham  sugerido  que  ciertas  infecciones  virales  pueden  jugar  un  rol

importante  en  la patog6nesis  de  la DM1. La rub6ola cong5nita corresponde  al ejemplo

clasico  de  Diabetes  generada por  infecciones,  pero  esta  debido  a  los  rigurosos  planes
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inmunol6gicos  en  paises  occidentales  fue  practicamente  eliminada.  Hoy  por  hoy,  los

candidatos mas fuertes corresponden al grupo  de los enterovirus. Entre estos se destaca

el  virus  Coxsackie  8,  el  cual  ha  sido  aislado  desde  suero  de pacientes  de  diagn6stico

reciente   (Wagenknecht   1991,   King,    1983),   asi   como   tambien  .se   han   detectado

anticuerpos  contra  este  virus  de  manera  mas  frecuente  en  diab6ticos  que  en  controles

sanos (Gamble  1969)..Todo esto se comprob6 definitivqmente en el afro  1979 al aislar el

virus Coxsackie 84 desde el pancreas de un nifio  que muri6 por cetg.ae.idosis diab5tica,

y al observar que al transferirlo  a una cepa de rat6n  susceptible  caus6  Diabetes (Yoon

1979).  Se  propone  que  el  mecanismo  de  inicio  de  este  proceso  se  podria  generar por

medio  de  mimetismo  molecular en donde  el virus  induce  la fabricaci6n de  anticuexpos

que  llevarfa  a  la  destrucci6n  de  las  c6lulas  P  a trav6s.  de  una reacci6n  cruzada  con  el

autoantigeno  GAD 65  kD,  que es una proteina que se  encuentra tanto  en  la superficie

del  Virus  como  en  la  de  las  c6lulas  P  pancreaticas  (Jones  1995,  Solimena  1995).  Lo

mismo  ocurrirla en  el  caso  de  otros virus,  como  el  citomegalovirus  (CMV),  donde  se

generan anticuerpos que reaccionan contra otro componente de superficie (autoantigeno

38  KD)  (Ward   1979).   Otros  como  el  de   la  encefalomiocarditis  (EMC)  y  el  de  la

parotiditis,   actuarian   ya   sea   modificando   antigenos   de   superficie   de   las   c6lulas

pancreaticas,  provocando  desbalances  en  el  sistema  immune  al  atacar  a  linfocitos  T

cooperadores  o  supresores,  o  del  mismo  modo  sefialado  anteriormente  por  medio  de

mimetismo  y reacci6n cruzada.  Sin embargo,  es importante destacar que la mayoria de

los casos de DMl  no muestran evidencias de infecciones virales recientes al momento

del diagn6stico (Yoon  1986).
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4.2. Nutrici6n

Distintos  factores  dietarios  ban  sido  asociados  con  el  desarrollo  de  DM1.  Dentro  de

estos  se  incluyen proteinas  de  la  leche  de  vaca,  como  la  albtimina  bovina  (BSA),  que

presenta    homologfas    secuenciales    entre    una   secci6n   propia   de    17    aminoacidos

denominada  peptido  ABBOS  y  el  antigeno  ICA69  de  la  superficie  de  las  c6lulas  del

islote, y otras como  la P-lactoglobulina y la P-caseina (Karjalainen  1992, Cavallo  1996,

Vaarala  1996).  Del mismo  modo, el gluten y  las gliadinas del trigo  (Elliot  1984), y por

dltimo  deficiencias  en  la  ingesta  de  vitamina  D.  Todas  estas  indagaciones  ham  tenido

como   soporte   principalmente   experimentos   llevados   a   cabo   en   modelos   animales

(ratones 88  y NOD).  Son claves para el presente  estudio  los trabajos realizados por el

grupo  de  Mathieu  y  uno  muy  importante  efectuado  en  1999  que  involucr6  a 7  centros

investigativos  de  Europa.  Ambos  indicaron  que  tanto  en  modelos  animales,  como  en

grupos  de  nifios  diab6ticos  (al  compararlos  a  su  contraparte  sana),  los  bajos  niveles

corporales de la homona contribuyen a un riesgo incrementado a DMl  (Mathieu  1992,

Mathieu  1994, The EURODIAB Substudy 2 Study Group,1999).

4.3. Otros

Existen  otros  factores  ambientales  que  han  sido  en  alguna  instancia  relacionados  a

DMl:  el  crecimiento  (una  alta  velocidad  de  creciniento  en  la  nifiez  en  poblaciones

Europeas podria estar ligado a la enfermedad) (Hypp6nen  1999, Bruining 2000), toxinas

como   los  compuestos  N-nitrosos  (ingestas  de  nitratos  y  nitritos  en  comidas  y  agua
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potable tambi6n podrian estar relacionadas) (Virtanen  1994), el antibi6tico Bafilomicina

A1   (Myers   2001),   factores   ante   y   perinatales   (se   postula  probablemente   por   una

incompatibilidad    de    grupos    sanguineos    madre-hijo     lo    que    desencadenaria    la

autoinmunidad,   y  tambien   por  una   edad   avanzada  de   las   madres   al   momento   de

concebir)  (Dahlquist   1992,  Bingley  2000),  eventos  de  estr6s  (factores  psico-sociales)

(Akerblom 2002) y por supuesto la combinaci6n de estos.
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5. Autoanticuerpos

El  proceso  de  desarrollo  de  la  DM]   es  gradual,  pudiendo  ser  necesarios  varios  afros

antes de  que  esta enfermedad  se manifieste  clinicamente.  No  se  conoce  con certeza el

mecanismo  de  este proceso  de destrucci6n de  la c6lula  P,  pero  existe  amplia evidencia

que  relaciona  esta  reacci6n  autoinmune  con  una  serie  de  eventos  celulares,  como  la

presencia  de   infiltrados  mononucleares  en  el  islote  pancreatico  (Gepts   1965,  Gepts

1978,   Foulis   1986),   y  tambi6n  eventos  humorales  reflejados  principalmente   con   la

aparici6n    de     marcadores    de    autoinmunidad    caracteristicos.    Estos    se    refieren

especificamente  a  anticuerpos  contra  proteinas  de  superficie  de  la  c6lula  P,  como  la

descarboxilasa  del  acido  glutamico  (GAD65)  (Baekkeskov  1982),  tambi6n  a  aquellos

dirigidos  contra  una  tirosina  fosfatasa  presente  en  el  interior  de  las  c5lulas  8  (IA2)

(Rabin  1994)  y  con  anticuerpos  contra  la  propia  insulina  (IAA)  (Palmer  1983).  En  el

momento   del   diagn6stico   estos   anticuerpos   se   encuentran   presentes   en   una   alta

frecuencia en los casos diab6ticos: IAA en 30-40%, anti-GAD en 80-90% y anti-IA2 en

alrededor de 65% (todos con una muy baja positividad en controles sanos) a3aekkeskov

1982,  Arslanian  1985,  Betterle  1987,  Kaufinan  1992,  Pietropaolo  1998,  Leslie  1999).

Ademas,  estos  anticuerpos  pueden  ser  detectados  en  el  suero  de  los  pacientes  en  un

periodo  de  meses  y  hasta  afros  antes  del  desarrollo  de  la  enfermedad  lo  que  los  ha

convertido en marcadores de un estado conocido como prediabetes.
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6. Vitamina D

. 6.1. Historia

Antes  del descubrimiento  de  la vitamina D,  un alto  porcentaje  de  nifios  que  vivian  en

zona§ templadas urbanas presentaban raquitismo. Algunos  investigadores cretan que  se

debia  una  falta  de  aire  fresco  y  de  luz  solar,  y -otros  sugerian  que  esto  depend]'a  de

factores  ausentes  en  la  dieta.  En  1920  se  demostr6  que  ambas  tesis  eran  correctas  al

adicionar aceite de higado  de bacalao  a ]a comida de  los nifios y al aumentar el tiempo

de  exposici6n  a  la  luz  solar,  1o  que  prevenia y curaba  la enfermedad.  Estos fueron  los

primeros pasos  para  el  descubrimiento  de  esta hormona  que  hoy en  dia' es  encasillada

dentro   del  grupo   de  hormonas  esteroidales  y  es  de   conocimiento   general   su  bien

es.ta61ecido rol en la salud de los huesos, y ademas los nut;vos efectos ben6ficos para el

organismo  que poseeria junto  a la regulaci6n en  la homeostasis de  calcio  sugeridos  en

los dltimos afros (Holick 2004).

6.2. Biosintesis

La forma bioactiva de la vitamina D es la lei,25-dihidroxivitamina D3 (1,25-(OH)2 D3) y

es  obtenida  en  el  organismo  por  hidroxilaciones  secuenciales  de  la  vitamina  D3,  un

precursor  que  es  obtenido  desde  la  dieta  (aceite  de  pescado,  salm6n,  sardinas,  leche,

jugo  de  naranja,  suplementos  vitaminicos)  o  desde  la  exposici6n  a  los  rayos  del  sol

(Holick  2004),  siendo  la  segunda  la  fuente  mas  importante  de  esta  homona  para  el
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organismo.  La  vhamina  D3  (colecalciferol)  es  sintetizada  en  la  piel  a  partir  de  su

precursor,  el  7-dihidrocolesterol  (7-DHC)  por  medio  de  la  exposici6n  a  la  radiaci6n

UVB (Figura 4)

7-o.6drericol.st-rol
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I,25 .Oihidroxivitamina  E>.

Figure   4.   Fotobiog6nesis   y   vias   metab6licas   para   la   producci6n   de
vitamina D y su metabolismo (Marcus 2001 )
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Luego la vitamina D3 sufre ha prinera de dos hidroxilaciones en el higado por medio de

la  enzima  vitamiun  D-25-hidroxilasa  para  producir  la  25-hidroxivitamina  D3  (25-OH-

D3)   que  es   la  forma  preponderante  en   la  circulaci6n  y  tambi6n   la  estructura   de

almacenamiento de la vitamina D en mamiferos, y que refleja el status de la ingesta de

la  hormona en  el organismo.  Y  finalmente  la 25-OH-D3  es  el sustrato  para el segundo

paso de hidroxilaci6n en el rifron por acci6n de la  lerhidroxilasa (estimulada por la PTH

via  AMPc),  que  conlleva  a  la  producci6n  de  su  forma  principalmente  activa,   1,25-

(OH)2D3

6.3.-Mecanismo de Acci6n

Las acciones biol6gicas de  1,25-(OH)2 D3  son mediadas a traves del VDR,  un receptor

nuclear de aproximadamente 50-60 KDa (dependiendo de la especie) y que pertenece a

la superfamilia de factores ligandos activados de transcripcidn qigura 5).
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Figura S. Dominios funcionales del VDR (Sutton 2003)

4P  427

Este receptor posee un dominio amino-terminal A/B  hipervariable relativamente corto

en relaci6n a la mayoria de los otros receptores esteroidales.  Posee tambien rna region
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de uni6n a DNA a)BD)  (que si es similar al resto  la superfamilia de estos receptores)

que  se  caracteriza por  la presencia  de  dos  dedos  de  zinc  que  son  los  median  la  uni6n

secuencia-especifica del receptor a los elementos de respuesta a vitamina D rvDRE) en

el DNA  (que  consisten  en  dos  secuencias  AGGTCA  repetidas  separadas  por pares  de

bases no especificos)  (MCDonnell  1989). Tambien posee una regi6n de uni6n a lJigando

(LED)  (que  tambi5n  presenta  semejanzas  rest)ecto  a  esta  superfamilia),  que  es  la  que

media  la  union  con  la  vitamina  D,  formaci6n  de  heterodimeros  con  otros  receptores

(como  los receptores de  retinoides),  y con  factores de transcripci6n  (MCDonnell  1989,

Nakayima  1994, Masuyama  1997). Ademas, esta regi6n contiene un dominio AF-2 que

se reconoce como critico para la transcripci6n, ya que la remoci6n de este resulta en una

disminuci6n de  la afinidad  de union a ligandos y p5rdida de activaci6n transcripcional.

Ademas, posee una regi6n que funciona como bisagra (que conecta los dominios LBD y

DBD y que se denomina "linkage") que ]e confiere flexibiljdad rotacional a la mol6cula

lo  que  permite  su  dimerizaci6n  e  interacci6n  con  el  DNA  (Mangelsdorf  1995),  Por

tiltimo,  posee  un dominio  de  inserci6n  en  la region LBD  entre  los  aminoacidos  157  y

220, aunque se ha demostrado que su ausencia no altera la uni6n normal a ligandos y no

distorsiona sus propiedades de transactivaci6n I.7! iJz.fro (Rochel 2001).

La  uni6n  de  la  hormona  al  receptor  aumenta  la  afmidad  de  este  con  el  receptor  de

retinoides  (RXR)  (formaci6n  de  un  heterodimero),  uni6n  que  da  como  resultado  un

cambio   conformacional   del   dominio   C-terminal   del  VDR,  permitiendo   asi  que   el

dominio  AF-2  reclute  e  interactde  con  otros  factores  de  transcripci6n,  tales  como  los

coactivadores  de  receptores  esteroidales  (SRC)  y  CBP/p300.  En  caso  de  regulaci6n
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positiva, provoca ha union del heterodimero al VDRE por una parte y la acetilaci6n de

histonas  (por  cofactores  como  el  CBP/p300)  que  permiten  la aparici6n  del  templado

abierto de cromatina por otra, lo que induce un plegamiento en la region promotora y la

union  del  complejo  de  proteinas  de  interaccidn  al  receptor  de  vitamina  D  (DRIP),

hechos que abren el paso para la entrada de la maquinaria trauscripcioral (Figura 6).

Figura 6. Asociaci6n temporal de los coactivadores durante la transcripci6n mediada
por VDR (Sutton 2003)
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6.4. Funci6n Ligada al Metabolismo de los Huesos

La vitamina D acttia directamente en el intestino  delgado  para incremental la absor`ci6n

de  calcio  y  fosforo  al  lumen  (rol  conjunfo  con  la hormona  pituitaria,  PTH).  Tambi6n

estimula  a  los  osteoblastos  a  diferenciarse  para  que  posteriormente  estos  medien  la

formaci6n   de   dep6sitos   de   calcio   en   la   matriz   (Owen   1991).   En.  un   estado   de.

hipocalcemia,la1,25-(OH)2D3inducealosproteosteoclastosamadurar,enosteoclastos

para  la  movilizaci6n  de  calcio  desde  el  hueso  y  para  incrementar  la  eficiencia  de  la

absorci6n   de   fosfato   q3ar-Shavit   1983).   Todas  estas   acciones   son  necesarias   para

mantener una adecuada mineralizaci6n esquel5tica.

6.5. Funci6n lnmunomoduladora

Existe evidencia de que el receptor de vitamina D se encuentra en una amplia gama de

tejidos  y  c6lulas,  como  por  ejemplo  en  coraz6n,  est6mago,  pancreas,  cerebro,  piel,

96nadasyenlinfocitosTy8activados(Stumpf1979,Manolagas1985,Mathieu2002).

Por  lo  tanto,  no   es  soxprendente  que  la  vitamina..D  cumpla  una  gran  cantidad  de

funciones  biol6gicas  que  van  mss  alla  del metabolismo  de  calcio  y  fosforo  ¢igura 7)

(DeLuca 2001, Holick 2002).

La vitamina D tiene la capacidad de regular el crecimiento de c6lulas hipexproliferativas

e inducirlas a diferenciarse, asi estp hormona conduce importantes efectos sobre c61ulas

cancerosas,    generando    depresi6n    en    su    nivel    proliferativo,    como    c6lulas    de
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osteosarcoma,  melanoma,  cancer  de  mama,  colon  y  pr6stata.  (Garland  1989,  Ahonen

2000, Holick 2002,  Holick 2004).  Tambi6n tiene  un efecto  respecto  a la manifestaci6n

de  hipertensi6n  (Rostand   1979)  y  sobre   los  keratinocitos  de  la  piel  (inhibiendo  su

diferenciaci6n)   hecho   que   ha   catalogado   a   la   vitamina   D   como   una   imporfante

herramienta para combatir la psoriasis (MacLaughlin  1985, Holick  1998). Por otro lado,

esta hormona liposoluble acttia como  moduladora del sistema inmune  (Jones  1998), un

rol  ya  antes  sospechado  debido  a  la  presencia de  su  receptor en  c5lulas  inmunitarias,

como    por    ejemplo    en    linfocitos    T,    1infocitos   8    y    en   macr6fagos    activados.

Enfermedades   autoinmunes   comunes   como   la   artritis   reumatoidea,    la   esclerosis

mdltiple,   el   lupus   y   la   Diabetes   Tipo   I   ham   logrado   ser  prevenidas   en   parte   o

practicamente  en  su  totalidad  en  modelos  de  animales  que  ham  recibido  terapia  via

ingesta-controlada  de  1,25-(OH)2  D3  (Lemire  1992,  Cantoma  1996,  Cantoma  1998,

DeLhca  2001,   Gregori  2002).  Ha   sido   demostrado   que  el  tratamiento .de  ratones

diab6ticos  no-obesos  OroD)  con  analogos  de  1,25-(OH)2  D3  reduce  notoriamente  la

progresi6n de la insulinitis, y en consecuencia,  inhibe el desarrollo de diabetes tipo  1  en

dosis  no-hipercalcemiantes  (Mathieu  1994,  Gregori 2002).  Tambi5n  se  ha  demostrado

que  la deficiencia de  vitamina D  en  el  organismo    inhibe  la  secreci6n  de  insulina por

parte de las c6lulas pancreaticas (Frankel  1980) lo  que del mismo  modo  se relacionaria

con la prevenci6n del desarrollo de DM1.

Por dltimo,  es  importante destacar que  se ham  llevado  a cabo  estudios poblacionales en

humanos y los resultados indican que  la suplementaci6n de vitamina D durante la nifiez
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efectivamente  puede  prevenir  el  desarrollo  de  DM1   (The  EURODIAB   Substudy  2

Group  1999, Hypp6nen 2001).
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Figura 7. Representaci6n esquematica de las acciones fisiol6gicas de la
vitamina D respecto a salud cardiovascular, prevenci6n de cancer, regulaci6n
de la funci6n immune y disminuci6n del riesgo a enfermedades autoinmunes.
uroiick 2004)             .
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7. hmuDo]ogia de La Acci6n de la Vitamin D

La presentacien de autoantigenos especificos de c6lulas  P  por  las  APC (macr6fagos o

c6lulas  dendriticas)  a  los  linfocitos  Th  CD4+  en  asociaci6n  con  las  mol6culas  rmc

clase  11  es  cousiderado   el  primer  paso   critico  en  eL   inicio  de   la  enfermedad.   Los

macr6fafos  secretan IL-12  lo  que estimula a  las  c6lulas  CD4+ a  secretar IFN-y  e IL-2

(este dltimo  promueve  la  entrada de  linfocitos T actlvados a  la fase S).  IFN-y a su vez

estimula  a  otros  macr6fagos  para  que  liberen  otras  citoqumas  como  IL-1P,  TNF-Ch  y

radicales libres, t6xicos para las c6lulas  P pancreaticas.  Durante este proceso, se induce

la migraci6n linfocitos CD8+ citotoxicos especificos para los autoantigenos especificos

de c6lulas P, que causan dafio celular por medio de perforinas, granzimas y mediaci6n

de apoptosis  por medio  de  Fas.  Esta  destruccidn  P  celular  luego  termina  en el  inicio

clinico de la DMl  (Kukreja 1999) (Figura 8).

Cdi death

Figura 8. Mecanismo de destrucci6n P celular en DMl (Kawasaki 2004)
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Las  c6lulas  Th  son  diferenciables  entre  si  por  su  set  de  receptores  de  citoquinas  que

presentan  y por  las  que  secreta.  Muchos  estudios  con  modelos  de  rat6n  NOD  y 88

;oportan  el  concepto   de   que  la  insulitis   destructiva  de   las  c6lulas   a   se  encuentra

asociada con un incremento en la expresi6n de citoquinas proinflamatorias (IL-I,  TNF-

or)  y  citoquinas  secretadas  por  Thl   (IFN-y,  TNF-P,  IL-2  e  IL-12),   sin  embargo  la

insulitis  benigna  esta  asociada  a  expresi6n  incrementada  de  citoquinas  Th2  (IL-4  e

ILlo). Por esto se extrapola que el inicio de la respuesta autoinmune ligada al desarrollo

de DMl  se encuentra asociada al estinulo  del subset linfocitario  Thl  y una baja de  la

respuesta Th2. Una de  las formas de vislumbrar esto  fue por medio  de un estudio  en el

que se utilizaron ratones NOD  con macr6fagos depletados.  Se advirti6 una disminuci6n

de  la actividad  Thl  patogenica y un  incremento  en  la respuesta Th2  inmunosupresora,

todo debido a la falta del estinulo provocado por IL-12 que era antes secretada por los

macr6fagos.  Esto  expone  una  inclinaci6n  hacia una respuesta no-agresiva debido  a  la

falta de un estinulo ex6geno, lo que acaba en la subsistencia del stock de c6lulas P (Jun

1999).

La I er,25-dihidroxivitamina D3 i.# vz.fro inhibe la proliferaci6n de c6lulas T especificas y

eventualmente restringe la producci6n de las citoquinas IL-2 e IFNy, tipicas del perfil de

secreci6n  de  linfocitos  del subset Thl  (Lemire 2000),  y ademas  activa la expresi6n  de

IL-4 y de TGF-P (inhibe la proliferaci6n y diferenciaci6n de c6lulas T y a y antagoniza

los efectos de IL-2, TNF-or e IFN-y). Tambi6n tiene efectos sobre IL-12 (que induce-la

secreci6n  de  IFN-y  por  c5lulas  T  y NK,  se  gomporta  como  factor  de  crec.imiento  y
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mejora  la actividad citolitica de estas) y sobre GMCSF  (promotor de respuesta immune

que  estimula  la  producci6n  de  macr6fagos).  Todo  esto  debido  a  la  inhibici6n  de  la

diferenciaci6n   del   subset   linfocitario   Thl   y   la   generaci6n   de   un   aumento   en   la

reactividad de los linfocit6s T reguladores  (DeLuca  1974, Lemire  1995,  Suarez-Pinz6n

2001).    Complementariamente    este    metabolito    participa    en    la    diferenciaci6n    y

maduraci6n  de  c5]ulas  dendriticas  criticas  para  la  i.nducci6n  de  la  respuesta  inmune

(Penna  2000).  Toda  esta  evidencia  explica  los  efectos  ben5ficos  de  la  vitamina  D  en

contexto de las enfermedades autoinmunes, especificamente en el desarrollo de diabetes

tipo  1.

Las distintas ppblaciones donde se ham realizado  todos  los estudios concem`ientes a los

polimorfismos   del   VDR   ham   demostrado   la   importancia   tanto   d?I   "background"

gen6tico   como   la  de   factores  relacionados   a  cada  zona  geogrdfica  que   alteran   la

aparici6n de la enfermedad. Al igual que lo  que acontece al analizar HLA en los grupos

de  pacientes  con DM1,  los  alelos  de  proteccj6n y  susceptibilidad  varfan  dentro  de  las

distintas etnias, por lo tanto es importante considerar estas diferencias,  lidiar con ellas y

tratar de caracterizar lo mss posible a las distintas poblaciones y a un mayor conjunto de

determinantes gen5ticas para llegar a posibles tratamientos preventivos. Conjuntamente,

los  autoanticuerpos  marcadores  de  enfermedad  y  los  niveles  de  la  vitamina  D  en  el

•   organismo   constituirian   armas   importantes   al  momento   de   esta  predicci6n.   En   la

poblaci6n   Chilena  no   estan   caracterizados   ain   los   efectos   que  podrian  tener   los

polimorfismos  del  gen  del  VDR  en  grupo5  de  diab6ticos,  menos  se  han  determinado

con  certeza  cuales  seria  posiblemente  los  genotipos  o  alelos  relacionados  tanto  con
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susceptibilidad  y  protecci6n,   y  hace   interesante   la  pronta  instauraci6n  de  lineas  de

investigaci6n,  incoxporando  por supuesto  otros marcadores de riesgo  ya conocidos que

soporten esta posible predicci6n.
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8. Hip6tesis

Existe  asociaci6n entre  polimorfismos  del receptor de vitamina D  (VDR),  presencia de

autoanticuerpos  marcadores  y  niveles  sericos  de  25-hidroxivitamina D  con  una  mayor

susceptibilidad a desarrollar Diabetes Mellitus Tipo  1
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9. Objetivos

9. I . Generales

•     Realizar   un   estudio   caso-control   en   una   poblaci6n   de   nifios   diab6ticos   de

reciente  diagn6stico   y  controles  sanos  de  Santiago   de  Chile  para  analizar  si

existe    asociaci6n    entre   el   polimorfismo    del    receptor   y    la   presencia    de

enfermedad

9.2. Especificos

•     Estimar  la  frecuencia  de  los  genotipos  de  VDR  para Bsm  I,  Apa  I  y Taq  I  en

poblaci6n diab6tica y controles

•     Determinar niveles serol6gicos de autoanticuerpos marcadores de Diabetes Tipo

I  (IAA y anti-GAD65) y evaluar su asociaci6n con el polimorfismo

•     Determinar los niveles circulantes de  vitamina D  en nifios reci6n diagnosticados

y controles,  y evaluar su asociaci6n con los marcadores serol6gicos de respuesta

autoinmune y con los polimorfismos del gen del receptor
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MATERIALES Y METODOS

1. Pacientes y Controles

Un total de 312 nifros de Santiago de Chile fueron reclutados para la realizaci6n de este

estudio eqtre Mayo  del 2004 hasta Enero del 2005  desde distintos centros de atenci6n

hospitalaria (San Juni de Dios,  San Boria Arriarin,  Exequiel  Gonzalez Cortes). Este

grupo  comprendi6  a  119  diab5ticos tipo  1  (68  nifios  y  51  nifias, '9,04  ±  4,82  edad  de

debut promedio (rango 0,1  -24)) y a 193 controles sanos (100 nifios y 93 nifias, 9,19 ±

1,36  edad promedio  (rango  6 -  12)).  El diagn6stico  de DMl  fue realizado  en base al

criterio  de  la  ADA  (Silverstein  2005).  Todos  los  pacientes y  controles  o  sus  padres

dieron  su  consentimiento  por  escrito  de  ingreso  al  estudio.  El  presente  trabajo  fue

aprobadoporelcomitedeeticalocal(INTA,UniversidaddeChile).

2. Extracci6n, de DNA y Obtenci6n de Genotipos

De cada paciente y control se obtuvieron aproximadamente  1  mL de sangre periferica.

De  cada muestra, .el  suero y los residuos s61idos fueron separados por centrifugaci6n.

Unos 500 Hl extraldos de suero fueron guardados para analisis posteriores y desde otros

500  prl se obtuvo DNA gen6mico por medio de un protocolo de extracci6n utilizando

soluci6n de Chomcayuski (Winkler, Santiago, Chile). Se obtuvieron los genotipos para

los  tres  sitios  de  restricci6n  polim6rficos  del  gen  VDR  en  estudio  For  medio  de
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amplificaciones  del  DNA  de  inter6s  con  PCR  estandar  y  sets  de  primers  especificos

segrii.do  de RFLP.  Con este  fin  se  utilizaron  las enzimas de restricci6n Apa I, Bsm I  y

Taq I.  Se llev6  a cabo  la reacci6n con dos diferentes sets de primers: primer sentido  5-

CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG CGT CA`G TGA-3 y primer antisentido 5-AAC

CAG  CGG  GAA  GAG  GTC  AAG  GG-3  para Bsm I,  y primer sentido  5-CAG  AGC

ATG GAC AGG GAG CAA-3 y primer antisentido 5-GCA ACT CCT CAT GGC TGA

GGT   CTC-3   para   Apa   I   y   Taq   I.   Las   condiciones   de   reacci6n   para   los   tres

polimorflsmos  fueron:  4` minutos de  denaturaci6n a 94°C y luego  30  ciclos,  94°C For,1          .

riinuto, 60°C por un minuto y 72°C por un minuto. Terminando con una extensi6n final

a  72°C  por  5   minutos.   Al  final  de  cada  reacci6n  se   llev6  a  cabo   un  chequeo   de

ampliricaci6n  en  un  gel  de  agarosa  al  1°/o  tefiido  con  bromuro  de  etidio  visualizado

luego  por  exposici6n  a  luz  ultravioleta.  Las  digestiones  para  Bsm  I  y  Taq  I  fuel.on

proc6didas  con 2U de enzima y  8  prl  de  los productos obtenidos  de  cada PCR por dos

horas a 65°C,  mientras que la digesti6n con Apa I fue realizada con una temperatura de

restricci6n  de  25°C.  Los  resu]tados  de  los  RFLPs  fueron  visualizados  en  geles  de

agarosa al 2%. El producto de PCR para el polimorfismo Bsm I rue de 825 pb de largo,.. `.„

y cuando se encontr6 presente el sitio de corte se generaron dos fragmentos, uno de 650

pb y otro  de  175 pb. Los productos de amplificaci6n para Apa I y para Taq I fueron de

740  pb  de  largo.  Cuando  se  encontr6  presente  el  sitio  de  corte  Apa  I  se  obtvyxieron

fragmentos  de  530  y  210  pb.  El  sitio  de  restricci6n  Taq  I  se  encuentra  presel|[9  dos

veces en el amplificado, uno siempre presente que genera dos fragmentos, uno d6-'495.,,y

otro  de  245  pb  (genotipo  TT),  y cuando  se  present6  el  otro  sitio  en  el amplificado  se

generaron dos fragmentos de 290 y 245 pb (genotipo tt) (Figura 9).
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Figura 9. Patrones de amplificaci6n y restricci6n.  A. Chequeo de amplificaci6n. 8.
Patron  de  restricci6n  para  el  polimorfismo  Apa  I.  C.  Patr6n  de  restricci6n para  el
polimorfismo Bsm I. D. Patr6n de restricci6n para el polimorfismo Taq I

3. Detecci6n de Autoanticuerpos

La detecci6n de la presencia serol6gica de anti-GAD65, anti-IA2 e IAA fue realizada por

medio  de  Radioinmunoensayos  ('25I-RIA)  de  DRG  diagnostic  (Marburg,  Germany).

Para la detecci6n de los autoanticuexpos IAA consideramos "muestras positivas" cuando

el  porcentaje  de  union  entre  el  anticuerpo  y  el  trazador  radioactivo  fue  mayor  que  el

promedio  mas  3  x  SD  de  los  valores  obtenidos  para  el  grupo  control  (en  este  caso,

mayor   que   5,812%)   Para   anti-GAD65   y   anti-IA2   asignamos   positivas   a   aquellas

muestras que superaron concentraciones sobre 0.9 U/mL y 0.75 U/mL, respectivamente.
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(3,22%  y  12,280/o  CV  intra  e  interensayo  para  anti-GAD  respectiv.amente;  33,18°/o  y

20,81 °/a CV intra e inte`rensayo para IAA respectivamente). .

4. Detecci6n de Niveles S6ricos de 2S-Hidroxivitamina D

Las concentraciones s6ricas de 25-Hidroxivitamina D fueron determinadas por medio de

un Radioinmunoensayo  de Diasorin (Stillwater, MN,  USA). Este  ensayo  se encuentra

bien  caracterizado  y  reconoce  efectivamente  ambas  formas. de  la  vitamina  @2  y  D3).

Con  este  kit,  se  obtuvieron  concentraciones  s6ricas  cuantificables  de  vitamina  D  en

ng/mL. (11,5`8% y 11,07°/o CV intra e interensayo respectivamente).

S. Analisis Estadisti-co

Las diferencias en las frecuencias al5licas,  genotipicas,  de combinaci6n de genotipos y

el porcentaje de autoanticuerpos entre los pacientes con DMl  y el grupo control fueron

analizados c.on pruebas x2. Para ]as comparaciones entre ambos grupos en relaci6n a los

niveles de  1,25-(OH)2 D3 se utiliz6  la prueba t student. Para estos analisis se utilizaron el

programa      Prime      y      ei      Simple      Interactive      Statistical      Analysis      (SISA;

http:/thome.clara.net/sisao.  Para calcular el  equilibrio  de Hardy-Weinberg  se  utiliz6. el

programa   Stata   8.2.   Un   p   menor   a   0,05   fue   considerado   como   estadisticamente

significativo.
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RESULTAI)OS

1. Frecuencias Genotipicas y Alelicas

En una primera instancia se compararon las frecuencias genotipicas y al6licas obtenidas

para  los  tres polimorfismos  en  estudio  de  la totalidad  de  los  casos  y  de  los  controles

(Tablas 5, 6 y 7).

Frecuenci.is Genotipicas

Frecuencias A16Iicas

(      ntr(I                        p

(1]              I              I

n        O/o        ,,     n         `%

6.§::{`:;£=J.i.3,I?;:I;:.=S?:L':.;;:-:;i..`|i`[`:.'::;S?:':59`;',6.',`.;a;{v.;=£i;_I:':':`fy.§t??:*'u:i;

38`     31,9           66       34,2            NS

3,;?i.;;S-,;;`1!'49.`.,..,:i':i;::`!*?=1:.;:,ijl,:`6:;2:rl:,`:!A::,::}§i5;;i;fy§'t.i:`:;?`::;,

aleio`T`;:'`<`.`,.I;!``<;i;i:':_:'''`.'.`::a.7`/*:`;t;T7-3:.;1.``^``~+.irz,€;`i4:8:`:``i-.,76,`?`

Alelot                          32      26,9          4.5       23,6

Tabla 5. Distribuci6n del polimorfismo Taq I en pacientes con DMl y c6ntroles sanos

Frecu encias Genotipicas

Aa

Frecu encias A16Iicas

; ?--^1`' i-i-. `. ` ,`.:,``.  -.'+`.I

Alelo a

[lcl   in                           ,      nt,,I                              1]

(1111,)                                        ln               1[11

n%n%

63        t52,9              103        53,4               NS
;1.-,`:``;;::``-42T}'.i:;f;i`:i:,3,`251-;4``:',1,:`fS?::".`.;Ei``;.ftys:.;€r!',:`;,'

54,5      45,8           loo,5        52,I

Tabla 6. Distribuci6n del polimorfismo Apa I en pacientes con DMl y controles sanos
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Pacienles
tn - 119)

Frecuencins Genotipicas          n         %

Bb

bb
Frecu encias A16licas

Alefo a
Alelo b

13          6,7              NS
71         36,8                 NS

109       56.S          0,0282

40,5     34,0           48,8     25,I              NS
78,5     66,0           144,5      74,9

Tabla 7. Distribuci6n del polimorfismo Bsm I en pacientes con DMl  y controles sanos

Los   resultados   indican   que   en   general   no   existen   grandes   diferencias   en   las

distribuciones   genotipicas   y   alelicas   para   los   tres   polimorfismos,   exceptuando   el

genotipo bb que se manifest6  significativamente de manera mis frecuente en el grupo

de controles comparado con los diabeticos (56,48°/o versus 43,70°/o, respectivamente; p

= 0,0282) (Tabla 7 y Figura  10).

Figura 10. Distribuci6n porcentual de casos y controles para cada uno de los genotipos
simples
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Tanto     las     frecuencias    observadas     en    casos    como     en    controles    no     varian

significativamentedeaquellasesperadasporelequilibriodeHardy-Weinberg(Tabla8).

Apal           Bsm I

Controles        0,5471            0,3880            0,7060

Tabla 8. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

2. Autoanticuerpos

En  relaci6n  a   los   autoanticuexpos  marcadores   de   autoinmunidad   si   se   observaron

grandes  diferencias  al  comparar  el  grupo   de  personas  diab6ticas  con  el  grupo   de

personas  sanas  (Tabla  9).  Se  advirti6  una  alta |iresencia  de  muestras  positivas  en  los

casos  para  ambos  autoanticuexpos,   en  especial  IAA+   ®resente  en  el  53,78%).   En

contraste,  de  los  sujetos  sanos  no  se  detect6  a  ninguno  que  manifestara  positividad

s5rica para alguno de los dos.

Autoanticuerpos        n %-n%

2,¢.y,£`'ti'.I;.?;;,`Or;J`=:lt..:V;it.J~:..;-;.i}.`S, ;Q \Q`9.0_*-,i:..,I,r`:;`;;`;.

'       IAA+                    64       53,8              0            0                0,0000*

Tabla 9. Prevalencia de los autoanticuexpos anti-GAD e IAA en pacientes con DMl  y
contro les               '
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3. Vitamina D

Las  concentraciones  s5ricas  de  25-hidroxivitamina  D  detectadas  por  los  ensayos  po

presentaron   difere.ncias   significativas   al   comparar   la  totalidad   de   los- casos   y   los

controles (Tabla 10)

25-(OH) D3           26,19 ± 9,67
(ng/mL)

t.:I-`:~`:;';cdfiti6le3

i::,=:r.;i`53

26,64 ± 7,38               NS

Tabla 10. Concentraci6n s5rica de 25-Hidroxivitamina D en casps y controles

4.  Genotipos  Simples  y  Combinados  mfs  Frecuentes:  Relaci6n  con  Niveles  de

Aufoanticuerpos y Vitamina D

Al analizar todos  los  genotipos  simples  sefialados en  las tabla's  5,  6  y  7 respecto  a las

concentraciones de vitamina D se comprob6  que para el grupo de estudio esta variable

no present6  en ningdn caso una diferencia estadisticamente significativa entre los casos

y los controles (Tabla  11).
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Niveles Sdricos de 25-{OH} D3 {ng/mL}

Genotipos Cases

24,3 ± 10,2

29,0 ± 8,3

28,0 ± 8,9

25.0 ± 9,8

27,5 ± 9,9

24,I ± 8,6

26.8 ± 7.6

26,7 ± 10.I

25,5 ± 9.8

Controles

26,a i 7,4

27,0 ± 7,3

25.7 i 8,0

24,8 ± 7,6

2:I ,I ± 1 ,3

25,9 ± 7,I

25,5 ± i,7

26.8 ± 7.5

26,6 i 7,3

5.=m..E.E5f.jEEEj..Egg.E,

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Tabla 11. Concentraci6n s6rica de 25-Hidroxivitamina D en casos y controles en los
genotipos simples

Figura 11. Distribuci6n porcentunl de los autoanticuerpos anti-GAD e IAA en cada
uno de los genotipos simples de los casos con DM1
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Sin embargo, si fueron posibles de observar en el grupo de pacientes DMl  importantes

variaciones en los porcentajes de positividad de anti-GAD e IAA para cada uno  de los

genotipos  expuestos  en  la  Tabla  11.  S6lo  dos  genotipos  (tt  y  88)  presentaron  mayor

porcentaje de anti-GAD que de IAA (Figura 11).

Al  analizar  genotipos  combinados  del  gen  VDR  se  observ6  un  patr6n  de  similares

caracterist.icas  respecto  a  los  genotipos  simples  en relaci6n a  los  niveles  s6ricos  de  la

vitamina  y  de  los  autoanticuerpos  (Tabla  12  y  Figura   12).  Por  otra  parte  se  logr6

identificar   a  cuatro   genotipos   especificos   los  cuales  presentaron  una  tendencia   de

frecuencia, dentro de los cuales dos presentaron diferencias significativas importantes al

momento  de  realizar el  analisis  caso-control (TTBb  mas  frecuente  en  diab6ticos,   p  =

0,0014; TTbb mss frecuente en controles,  p = 0.0115).

lIBb              _I           17, 12                 (`.2             rl.(11114

Trbb          46      38;6       io3       53,4

_17_I,)                      _<8       7`               NF:

0,0115          25,3,± 10,.0              26,6 ± 7,4           NS

iib|)                lR          1511               .                   (HIX                  _4|       88                    _tl)       74               NS

Tabla 12. Distribuci6n de los genotipos dobles mss frecuentes y niveles de`concentraci6n s5rica de 25-Hidroxivitamiria D en pacientes con DM 1  y controles
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Figura 12. Distribuci6n porcentunl de los autoanticuerpos anti-GAD e IAA en

genotipos dobles de los casos con DM1

En general los autoanticuerpos segdn lo expuesto por el gr5fico siguen la relaci6n de los

casos totales al presentar mas porcentaje de IAA que de anti-GAD,  salvo  lo observado

para  el genotipo TrAA

Como dltimo paso se compararon las distribuciones genotiplcas,  los niveles de vitamina

y autoanticuerpos  en genotipos  combinados  de  los  tres  polimorfismos  (Tabla  13).  Los

resultados  indican que en general  no existe una relaci6n marcada de cualquiera de los

dos grupos con un genotipo, salvo en dos casos:  el genotipo aabbTT presenta una leve

inclinaci6n de frecuencia hacia los controles (p = 0,0990), y el genotipo AABbTT, hacia
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los  diab6ticos  (p  =  0,0056).  Este  dltimo  caso  coincide  con  una  leve  baja  (aunque  no

significativa, p = 0.1466) en.Ios niveles de vitamina D respecto a los controles.

•`'' Distribuci6n de
Genotipos `

>`,

Casos                Contro[es
(n = 105)              (n= 182)

. Niv`eles S6ricos de
2S-(OH) b3 (ng/mL) .''

Casos Controles

AabbTT                25            21.1          52         26.9            N$               26`4±11.2                28`0±6.7                NS

1111                                  IX                       I          I                         I                                                                                                     ,                  XX

AaBbTt                22            i8,5         41,        21`2           NS               30.9±-7.4                28`0±7.8               NS

AABBtt                 12             10.I           12          6.2             NS                .26.8 ± 8` I                  25.7 ± 8`0

18111                      a                                                                                     * ±',)8            I -,--   N

AabbTT                3'             2.5           7          3,.6            NS               20.9 ± 5.9                20.6 ± 9.4              NS

81'1..I.                        X                     ,..?                  I                  !."              ,:.,`.,S: ..-.  i.I  -I  :.,,                        J',..i    `..:  -I

Tabla   13.   Distribuci6n   de   los   genotipos   triples   mss   frecuentes   y   niveles   de
concentraci6n s6rica de 25-Hidroxivitamina D en pacientes con DMl  y controles
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Figura  13.  Distribuci6n  porcentual  de  los  autoanticuerpos  anti-GAD  e  IAA  en  los
genotipos triples mas frecuentes de los casos con DM1

El anticuerpo  anti-GAD  se  present6  en mayor porcentaje  en  casos  para  los genotipos

AaBbTt,  AABBtt  y  AABbTT.  Lo  contrario  ocurri6  para  el  resto  de  los  genotipos

representados en ha Tabla 13` (Figura 13)

5.  Positividad  de  Autoanticuerpos  y  su  Relaci6n  con  Distribuci6n  Genotipica

Especifica y Nive]es de Vitamina D

Para tratar de identificar con claridad si en los pacientes en estudio existian genotipos

relacionados  con  niveles  bajos  o  altos  de  los  dos  autoanticuerpos  selecciorados,  se

compararon las frecuencias genotipicas dividiendo los casos en tres grupos:

I.    Uno que present6 muestras positivas para ambos anticuerpos

11.    Otro que present6 s6lo uno de los dos anticuerpos
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Ill.    Un hltimo grupo con muestras negativas para los dos (Figura 14)

Figura 14. Distribuci6n porcentuel genotipica de los casos DMl  seghn presencia
de los dos, cunlquiera de los dos o ninguno de los autoantlcuerpos

La figura 14 muestra que en general no existe una relaci6n entre la presencia de ambos,

cualquiera de  los dos  o ninguno de  los autoanticuerpos y una mayor frecuencia de un

genotipo especifico en los casos con DM1.

De   la   misma   manera,   al   analizar   si   los   niveles   s6ricos   de   vitamina   D   estaban

relacionados con estos grupos de casos positivos para los dos, para uno o para ninguno

de  los antiouerpos,  se observ6  que no  existi6  ninguna diferencia significativa asi como

tampoco  alghn  patron  caracteristico  entre  la  concentraci6n  sdrica  de  esta  hormona  y

estos grupos de casos establecidos (Tabla 14).
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frospan      Positives pare
anti-GAD

Positivos para
IAA

nobles
Negativos

(n -\3 i)

Vitamina D
(ng/mL)

{n= 19}                   {n=33)                   {n= 35)

29,14±10,86         25,70±7,90           23,95±8,71          26,07±10,12

Tabla 14. Niveles s6ricos de 25-Hidroxivitamina D seghn grupos de casos con
presencla de los dos, de anti-GAD, de IAA o de ninguno de los autoanticuerpos

6. Relaci6n entre Edad de Diagn6stico y Sexo con Distribuci6n Genotipica, Niveles

de Vitamina D y Presencia de Autoanticuerpos

Por otra parte al analizar el grupo de casos en base a la edad de diagn6stico de DM1, no

se  observaron grandes  diferencias respecto  a  la distrlbuci6n genotipica para cualquiera

de los tres polimorfismos (Figura 15).

Figura 15. Distribuci6n porcentunl genotipica segdn grupo de edad en casos DM1
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No  obstante,  si  fue  posible  observar  en  la  distribuci6n  de  los  dos  autoanticuerpos

marcadores en cases DMl  una diferencia respecto al porcentaje de IAA (Figura 16), el

que present6 una baja notable en el grupo de los mayores de  10 afros en relaci6n al resto

de los nifios (68,42 % en el grupo de 0-4 afros, 70 % en el grupo de 5-9, y en 37,5 % en

el grupo de mayores de 10 afros). Las mayores diferencias se registraron al comparar los

grupos de 0-4 y 5-9 afros de edad versus el grupo de mayor edad de los casos (p = 0.05 y

p = 0.036, respectivamente).

Figura 16. Distribuci6n porcentual de los autoanticuerpos seghn grupo de edad en
casos DM1

Respecto a la vitamina D, el grupo de mayor edad present6 una leve diferencia respecto

a  los  otros  dos  grupos  de  menor edad.  Se apreci6  una  diferencia  significativa  entre  el

grupo de 0-4 afros de edad versus el grupo de sobre 10 afros (p = 0.0337) (Tabla 15).
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`                     ,     1,                     \`'¢

Vitamina D
(ng/mL)

23,92±7,82         24,89±10,89         29,02.±9,36

Tabla 15. Niveles s6ricos de 25-Hidroxivitamina D segdn grupo edad en casos DM1

Como  hltimos  puntos  a  analizar,  respecto  al  genero  no  fueron  detectadas  diferencias

entre   las   distribuciones   genotipicas   para   los   tres   polimorfismos   ni   se   revelaron

diferencias significativas en los niveles s6ricos de vitamina D entre hombres y mujeres.

Si   fie   posible   observar  una   leve   diferencia  en   el  ndmero   de   casos  positivos   de

autoanticuerpos, especificamente los IAA, los que se detectaron en un mayor porcentaje

en hombres respecto  a las mujeres  con DM1  (anti-GAD,  39,71  %  hombres ~ 45,10  %

mujeres, p = 0,5553; IAA, 58,82 °/o hombres -47,02 % mujeres, p = 0.0210*).

52



DISCUSI0N

Las probables  combinaciones  al51icas  de  los  genes  involucrados  en  la  etiologia  de  la

DMl   no  son  las  mismas  en  los  distintos  grupos  5tnicb's  e  incluso  varian  segdn  las

caracteristicas de cada localidad a3uzzetti 1993). Aunque se de el caso de que los alelos

implicLados  sean  los  mismos,  la  frecuencia  en  que  estos  se  exhiben  en  cada poblaci6n

tambi6n varia considerablemente. Por esto, resulta importante determinar cuales son los

alelos  asociados  a  riesgo  en  cada  poblaci6n  para  hacer  mss  viable  el  asesoramiento

genetico familiar.

1. Evidencia Bibliograflca

La a-sociaci6n entre polimorfismos  del gen VDR con  la DMl  ya ha  sido  evaluada  con

anterioridad   en   otras   poblaciones.   Por   ejemplo,    se   ha   evidenjiado   transmisi6n

preferencial  del  alelo  "b"  en  descendencia  afectada DMl  en  93  familias  del  sur de  la

India  (MCDermott   1997),  y  ademas  se  ha  logrado  demostrar  una  relaci6n  entre  la

secreci6n  insulinica  y el polimorfismo  Apa I  en poblaci6n  de Bangladesh  (pc = 0,006,

estinindose  una mayor secreci6n al genotipo  AA,  intermedia al Aa y la menor al aa)

(Hitian  1998).  Tambi6n se ha confirmado  asociaci6n con estos marcadores g6nicos en

poblaci6n Taiwanesa, donde se observaron diferencias en estudios caso-control para las

frecuencias al6licas de los polimorfismos Bsm I y Apa I, pero no para Taq I a = 0,015;

p = 0,018; p = 0,266, respectivamente). Los alelos 8 y A y los genotipos 88, Bb, AA y
-*frJu.

Aa se  mostraron  mss recurrentes  en  los  diab6ticos  que  en  los controles.  Sin  embargo,
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tras la correcci6n estadistica s61o Bsm I present6 variaciones al6licas significativas (pc =

0,045) (Chang  1999).

Asimismo,   en   poblaci6n   alemana   se   ban.  descrito   desequilibrios   de   transmisi6n

significativos para los haplotipos Bsml/Apal/Taql, Bsml/Taql y Apal/Taql.  Los alelos

"At"  y  "Bt"  fueron  asignados .a  un  mayor  riesgo.  En  contrasts,  "AT"  y  "at"  fueron

ligados a protecci6n. La combinaci6n que ,aport6 la mayor susceptibilidad,correspondi6

al haplotipo "Bat" (transmitido en un 64%, p = 0,0106). Por su parte, el analisis del sitio

Fok I no  arroj6  mayor informaci6n acerca de  susceptibilidad  y protecci6n  (Pani 2000).

Tambi6n en poblaci6n Finlandesa,  se han encontrado asociaciones con  los alelos "8" y

"F",   e   interesantemente   se   hallaron  diferencias  entre  poblaciones  de  tres  regiones

distintas   de   Finlandia,    no    obstante,   todas   estas   diferencias   desaparecieron   tras

coriecciones  para  pruebas  estadisticas  mtiltiples.   S6lo   se  observ6   una  tendencia  de

transmisi6n  del  alelo  "F"  (en  35,5  %  de  los  hijos,  p  =  0,005)  (Turpeinen  2003).  Del

mismo  modo,  en  poblaci6n  espafiola  de  Barcelona  y  Navarra  se  ham  analizado   los

genotipos Bsm  I  y Fok I  observindase  que-las  frecuencias al6licas  y  genotipicas para

Bsm I presentan una tendencia hacia una mayor presencia del alelo  "b" y del genotipo

bb en el grupo con DMl  de Barcelona, al rev6s a lo observado en el grupo de Navarra.

Paralelamente  el  analisis  de  Fok  I  present6  menor  frecuencia  de  ff  en  los  DMl   de

Navarra respecto a sus contrapartes sanas (p = 0,016). El genotipo bbffF se mostr6 mas

frecuente  en  los  diab6ticos  de  Barcelona  (p  =  0,04),  mientras  que  bb/ff  fue  memos

frecuente en. Ia poblaci6n diab6tica de Navarra a = 0,02), en relaci6n a sus respectivos
--                   .`,

controles. Por hltimo, se constat6 que la distribuci6n del haplotipo BF entre pacientes y
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controles  es  inversa  y  significativamente  diferente  entre  ambas  ciudades  (p  =  0,04)

(Marti 2004).

Otro estudio en poblaci6n Hdngara de Budapest analiz6 ademas de los cuatro genotipos

ya   descritos,   un   quinto   sefialado   como   Tru9l   (alelo   "u").   Este   estudio   no   mostr6

ninguna diferencia en el disefio caso-control para ninguno de los 5  genotipos estudiados,

sin  embargo,  se  vislumbr6  una  leve  asociaci6n  cuando  se  analizaron  simultaneamente

los alelos "b",  "a" y "u" s6lo en nifias,  estimandose una significativa mayor prevalencia

en este grupo DMl  en comparaci6n a los controles (p = 0,005) (Gyorffy 2002).

Estudios  realizados  en  Jap6n,  ham  establecido  una  mayor  prevalencia  del  alelo  "F"

(genotipo FF) del polimorfismo  Fok I en casos DMl  (44% de los pacientes) versus una

poblaci6n  de  individuos  sanos  (33°/o  de  los  controles)  (Ban 2001). Por otra parte,  otro

grupo  de  investigadores,  tambi6n en  Japoneses, detectaron   en un  estudio  que abarc6  a

108  diab6ticos y  120  controles,  que  los genotipos FF  y tt  eran mas  frecuentes y que  el

genotipo aa era memos frecuente en los casos que en los controles, pero ninguna de estas

diferencias alcanz6 significancia estadistica (Yokota 2002). En un tercer estudio de tipo

caso-control otra vez en poblaci6n japonesa,   detect6  una mayor  frecuencia del alelo 8

en  diab6ticos  (p  =   0,0010),  donde  tambi6n   se  hizo  una  distinci6n  entre   individuos

diabeticos  con  debut  agudo  de  la  enfermedad  y  otro  grupo  de  diab6ticos  con  debut

moderado  (el  primer  grupo  presentaba destrucci6n  P  celular,  como  causa  primaria  de

debut, tendencia hacia cetoacidosis y un  periodo  transcurrido  entre  el debut  y el  inicio

del tratamiento  con  insulina menor a 6 meses;  mientras que el segundo  s6lo  presentaba
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positividad  de autoanticuerpos y un perfodo  entre debut y tratamiento  insulinico  mayor

a 12 meses). Se constat6 una diferencia significativa entre los diab5ticos de debut agudo

y  controles  (p  =  0,0002),  lo  que nQ  se  observ6  al  comparar  el  grupo  de  diab5ticos  de

' .debut moderado versus controles (Motohashi 2003).

Se   ham   vislumbrado   tambi6n   diferencias  .entre   grupos   6tnicos   importantes   en   la

frecuencia de estos polimorfismos, como por ejemplo analisis para Bsm I, Apa I y Taq I

que  nan  revelado  que  el  genotino  BBAAtt  es  relativamente  comdn  en  la  poblaci6n

caucasica (16,70/o), pero raro en poblac.i6n Japonesa (1,4 °/o) (Tokita 1996).

Por tiltino, en el tinico estudio de asociaci6n familiar conducido en Chile hasta la fecha

respecto a VDR y DM1  (que abarc6  a 59 trios casos-padres),  se observ6  que no  existi6

una transmisi6n  al6lica  preferencial  significativa  respecto  a  los  polimorfismos  Apa  I,

Taq I y Bsm I del gen del VDR, ni tampoco  se detect6 alguna asociaci6n al realizar un

analisis de haplotipos (Ange|2004).

Finalmente,  un  estudio  multinacional  (Finlandia,  Noruega,  Rumania,  Estados  Unidos)

indic6  en sus resultados  que  las variaciones comunes en  la secuencia del gen del VDR

no tendrfan un mayor efecto en la DM1 (Nejentsev 2004).
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2. Distribuci6n Genotipica en Nuestro Grupo de Estudio

La  presente   investigaci6n   s6lo  dej6   ver  una  diferencia   significativa  para  un  dnico

genotipo  (bb) que se  manifest6 de manera mss frecuente en controles en comparaci6n a

los diab6ticos tipo  I.  Es  interesante  el hecho  de que  esta especial distribuci6n  solo  haya

sido detectada previamente por un dnico estudio en una poblaci6n originaria de Navarra

(Espafia) (Marti 2004) y que es tambi6n diametralmente opuesta a la registrada en otras

poblaciones,  como  por  ejemplo,   la  de   origen  hindti  (MCDermott   1997).   Al  realizar

combinaciones  genotipicas  entre  los  tres  polimorfismos,  ademas  del  genotipo  bb,  se

observaron otras inportantes diferencias, como  la presencia mss frecuente del genotipo

TTBb  en diab6ticos  y del genotipo  TTbb en controles.  Por supuesto,  la bltima de  estas

diferencias   se  encuentra   influenciada  dnica  y  exclusivamente  por  el  alelo  b.   Cabe

destacar, que  las diferencias respecto a estos genotipos en nuestros casos y controles no

se encuentran ampliamente referenciadas en la literatura.

Para los genotipos triples solo se observ6 una leve tendencia de mayor frecuencia hacia

los controles para el genotipo aabbTT y para el genotipo AABbTT en los diabeticos. La

primera  no  alcanz6  significancia  estadistica,  por  lo  tanto  el  genotipo  no  podria  ser

considerado como un posible  factor de susceptibilidad. El segundo genotipo, que si bien

presenta una  diferencia  estadisticamente  significativa para  su  distribuci6n  (p  =  0.005),

probablemente requiera de un mayor tamafio  muestral  que confirme esta tendencia.
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En resumen, la distribuci6n genotfpica preferencial de los tres po]imorfismos VDR en la

poblaci6n  estudiada,  presenta una  similitud  marginal  con  la  distribuci6n descrita  en  la

localidad espafiola de Navarra (Marti 2004). Probablemente,  las variaciones observadas

en ,el  grupo  analizado  pueden haberse  visto  afectadas  directamente por la  compo~Sici6n

gen6tica  particular  de  la  poblaci6n  chilena  nativa,  o  quizas  debido  a  un  evento  de

estratificaci6n   poblacional,    lo    que    eventualinente    puede   haber   hecho    variar    la
I

concordancia con otros estudios publicados.

I

Por dltino,  cabe  destacar que  no  existieron  v!riaciones  de  los  genotipos  simples para

cada  polimorflsmo  segtin  sexo  y edad  de  deb

bibliografia (Motohashi 2003).

3. Marcadores de Autoinmunidad

t,  lo  que  tambi5n  es  consistente  con  la

Desde  el punto  de vista  inmunol6gico,  nuestr6  trabajo  es  concordante  con  una  amplia
I

serie  de  estudios  que  relacionan  los  mayores  [ftulos  de  los  autoanticuexpos  estudiados

con  el  desarrollo  de  Diabetes  Tipo  1  (Serran,o-Rfos  1996,  P5rez-bravo  2001,  Falomi

2005). A pesar de que los resultados obtenido! no estin dentro del rango de porcentajes

esperados para el grupo  de diabeticos:  80 - 90 % para anti-GAD,  30 -40 °/o para IAA

en la  literatura (50 °/a para anti-GAD,  64 % para IAA en el presente estudio)  cumplen

lasexpectativa§acabalidaddemarcadoresdeiutoinmunidadyaqueelgrupocontrolno

present6 ningdn titulo positivo (Tabla 9).
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Tambi6n, nuestras observaciones prueban que estos anticuerpos se distribuyen en forma

diferencial entre  los diab6ticos segdn edad y sexo.  Las tendencias observadas de mayor

porcentaje  de  IAA  en  los  hombres  diab6ticos  y de  una  baja del  mismo  en  el  grupo  de

mayor  edad  de   los  casos  (sobre   10  afros)  se  encuentran  bien  descritas  por  trabajos

anteriores   (Bilbao   2000,   Krochik   2001,    Borg   2002,    Williams   2003).   El   mayor

porcentaje  de  anti-GAD  presente  en  las  mujeres  diab6ticas  respecto  a  los  hombres

(aunque  no  represent6  una diferencia  significativa)  tambien  se encuentra  sefialado  con

anterioridad  por otros  grupos  de investigadores, pero  su  leve  baja respecto  a la edad es

contraria  a  lo  anteriormente  descrito  (Bilbao  2000,  Krochik  2001).  Se  sugiere  que  el

nivel de agresividad para la perdida de masa y funci6n P celular es mayor en nifios mss

j6venes  y  en  aquellos  de  inicio  temprano.  Esto  concuerda  con  los  niveles  serol6gicos

aumentados de IAA observados en esta etapa,   lo que podria reflejar que  las reacciones

autoinmunes primarias ligadas a la DMl  estarian de alguna forma determinadas por una

acci6n humoral sobre la misma insulina.

4. Niveles S6ricos de Vitamilia D

Los   niveles   s6ricos   de   25-hidroxivitamina   D   detectados   en   este   estudio   fueron

consistentes a lo sugerido por investigaciones anteriores (Rodrfguez 2001, Leiva 2003).

En  la  literatura,  se  ha  demostrado  dos  fen6menos:   1)  que  los  niveles  s6ricos  de  25-

hidroxivitamina D disminuyen en individuos con Diabetes Tipo  1  respecto  a grupos de

individuos  sanos  q3aumgartl  2001,  Scragg  2004),  2)  que  no  existen  diferencias  entre

casos  y  controles  (Hitman  1998)  (estudios  realizados  en  distintas  poblaciones).  Esto
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bltimo concuerda con lo descrito para nuestro estudio, donde no se observaron tampoco

diferencias  significativas  entre  ambos  grupos.  Esto  puede  reflejar  que  en  general  los

individuos incluidos en este estudio presentan baja sensibilidad a la vitamina D.

A pesar de esto ultimo, nuestros datos  sugieren sutiles diferencias entre los niveles de

vitamina D al comparar los casos y controles, tal vez no globalmente, pero si en el caso

de genotipos especificos. De este modo, se observaron diferencias en los niveles s6ricos

de vitamina D, que a pesar de no alcanzar rna significancia estadistica, son claramente

mds  bajos  en  los  diabeticos  que  en  los  controles,  como  es  el  caso  particular  de  los

genotipos  AaebTT y AABbTT  (20,90 ±  9,53  ng/mL  vs.  26,05  ±  9,78  ng/mL  para el

primero; 21,74 ±  13,64 vs. 29,95 ± 2,40 ng/mL para el segundo). Llama la atenci6n que

el  genotipo  AABblT  presenta  ademds  de  rna  diferencia  significativa  respecto  a  las

distribuciones  genotipcas  entre  los  dos  grupos  de  estudio,  una  disminuci6n  en  los

niveles  sericos  de  vitamina  D  observada en  los  diabeticos.  Sin  embargo,  como  ya  se

discuti6 anteriormente, el ninero muestral analizado para este genotipo especifico es

muy bajo para poder asegurar el verdadero impacto de este genotipo.

Respecto a los niveles de vitamina D, seghn edad y sexo, s6lo para la variable edad los

niveles  de  vitamina  D  se  incrementaron  significativamente  a  medida  que  el  grupo

analizado  aunent6  su  rango  de  edad,  lo  que  concuerda con  lo  descrito  previamente

(Scragg  1995).  Estos  resultados  sugieren  que  a  pesar  de  que  en  el  total  de  casos  y

controles incluidos en el estudio los niveles de vitamina D se mantuvieron constantes, la

sensibilidad   a   esta  hormona   se   encontraria   ligada  exclusivamente   a  inicio   de   la
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sintomatologi'a  a  temprana  edad  y  consecuentemente  al  nivel  de  agresividad  de   la

destrucci6n P pancreatica. Lo anterior, es concordante segtin la literatura mencionada en

]a  introducci6n respecto  a  los  niveles  bajos,de  vitamina D  en nifios  que  desarrollan  la

enfermedad tempranam`chte. Este evento estaria relacionado con un ataque mas agresivo

y  fulminante  debido  a  que  adn  no  presentan  una  barrera  defensiva  bien  establecida

contra    estimulos  externos,  lo  que  se  puede  manifestar  por  una  ac6i6n  directa  de  un

agente  pat6geno  sobre  las  c6lulas  productoras  de  insulina  o  por  la  acci6n  propia  del

organismo   debido   a  un  efecto   de  mimetismo  molecular.  La  vitamina  D   cumpliri'a

entonces, en cierto nivel, con proporcionar una barrera defensiva ligada al bloqueo de la

viaapopt6ticaquellevaaladestruc;i6ndelasc61ulasP.

5. Polimorrismos, Inmunidad y Vitamina D

Por otra parte,  nuestro  estudio  no  demostr6  una asociaci6n clara entre un determinado

polimorfismo  (genotipos  del  gen  VDR)  y  un  patr6n  especial  de  autoinmunidad  en  la

poblaci6n diab6tica que fue,analizada,  lo que es consistente con lo previamente descrito

en   la   literatura   (Chang   2000).   S6lo   se   observ6   algunos   genotipos   simples  .qt!e

presentaron   una   leve   tendencia   en   los   controles   hacia   un   mayor   porcentaje   de

positividad para IAA que para anti-GAD, salvo para el genotipo Bb que exhibi6 todo lo

contrario (Figuras  10 y  11). En los genotipos dobles no se observ6 relaci6n alguna entre

una  distribuci6n  especial  de  aquellos  que   fueron  considerados  mss  relevantes,   con

respecto  a  una  tendencia  particular  de  uno  u  otro  autoanticuexpo.  Para  los  genotipos
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triples  tampoco  esta te6rica  relaci6n  se  cumpli6,  puesto  que  los  genotipos  AaBbTt  y

AaBbTT  escapan del posible I)atr6n propuesto  (se presentan  con  mayor  frecuencia  en

controles  y  anti-GAD  en  el  primer  caso,  y  mayor  frecuencia  en  casos  e  IAA  en  el

segundo).

Tampoco  del  analisis  de  grupos  dobles  positivos,  un  positivo  y  negativos  para  los

autoanticuerpos  estudiados  en  relaci6n  a  los  polimorfismos  se  pudo  observar  alguna

caracteristica especial de  distribuci6n  (Figura  14).  Toda esta evidencia  sugiere  que  las

caracteristicas  serol6gicas  de  autoinmunidad  no  se  encuentran  determinadas  desde  un

princ.ipio  por la presencia o  no  de  alguno  de estos genotinos estudiados (Chang 2000).

Estos factores  de  autoinmunidad podrfan  estar mas  ligados  a susceptibilidad  adquirida

por algdn otro efecto del medio o ligado mas consistentemente a otro factor genetico de

mayor potencia predictiva.

No existi6 tampoco una relaci6n proporcional entre los niveles sericos de la hormona y

la  presencia  de  autoanticuapos  marcadores,  lo  que  se  observ6  del  analisis  de  estos

n`iveles en grupos de pacientes que presentaron positividad para ambos, para cada uno y

para ningdn anticuerpo  (Tabla  14).  Cabe  destacar que  en la  literatura no  existe  ningdn

estudio que relacione estas dos variables.

Como  existiria esta baja en  la sensibilidad respecto  a las propiedades de  la vitamina D

en  la  poblaci6n  en  estudio,  sus  niveles  no  reflejariari  directamente  el  status  de  los
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eventos autoinmunes, pues segdn estos datos no se encontrarian ligados con positividad

para alguno de los dos autoanticuerpos seleccionados.

6. Comentarios Finales

La  vitamina  D  entonces  cumple  en  este  estudjo,  aunque  de  manera  marginal,  con  lo

estipulado    seg¢n    lo    revisado    en    la    bibliografia.    Sus    funciones   podrian    estar

efectivamente   ligadas  a  una  baja  de   la  respuesta  Thl   (exclusivamente   en   la  fase

temprana   del   desarrollo   de   la   enfermedad),   es   decir,   los   linfocitos   Thl    no   se

estinularian  para  secretar  citoquinas  proinflamatorias  (IFN-y,  TNF-Ch,  IL-2,  IL-12),

sustancias t6xicas (granzima a  o  perforina),  o  provocar la destrucci6n  de  las c5lulas  P

mediante  la via  Fas,  ya  que  la activaci6n  y  expansi6n  clonal  de  estos  se  encontrarian

inhibidas   b{qjo   la   acci6n   inmunoreguladora   del  perfil  de   citoquinas   del   subset   de

linfocitos Th2.

En  relaci6n  a  los polimorfismos  del  gen  del  VDR,  los  resultados  indicaron  a  algunos

genotipos  que  podian  considerarse  como   factores  de  susceptibilidad  y  que  podrfan

servir  como  un  apoyo  predictivo  para  aquellos que  ya  se  encuentran  mas  establecidos

(HLA,   CTLA-4,   INS).   Sin   embargo,   la  relaci6n   entre   estos   y  la  presencia   de   la

enfermedad  no  se  aclara  completamente  a  la  luz  de  estos  resultados.  Aparentemente,

estos   polimorfismos   se   encontrarian   en   las   cercanias   de   un   posible   gen   u   otros

po]inorfismos  que  rea]mente  est6n  ligados  a  susceptibilidad  para  el  desarrollo  de  la
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DM1. De esta forma tambi6n se puede sugerir que estos polimorfismos no tendrian una

acci6n directa en las funciones ejercidas por la hormona y que tampoco  se encontrari'an

ligados a un patr6n de autoinmunidad, al contrario  de  lo  observado  entre los niveles de

vitamina D y el perfil del autoanticuerpo IAA.

La  informaci6n  detallada acerca de  estos u  otros  genes  que  se encuentren  regulados  e

involucrados en la muerte P celular abren paso para nuevas investigaciones que aborden

el  tema   desde   distintos   angulos.   La   consideraci6n   de   diversos   genes   marcadores,

permitiria  elaborar  un   cuadro  mas  completo   de  la  etiologia  de  esta  enfermedad  y

consecuentemente   llegar   a   detectar  con   mayor   seguridad   el   momento   en   que   un

individuo  empieza  a  evidenciar  dafio   a  celular  precoz.  Todo   lo  anterior  permitiria

establecer medidas de  riesgo  cuyo  objetivo  final  sea adelantarse  al  inicio  clinico  de  la

enfermedad y poder establecer medidas preventivas.
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CONCLUSI0NES

El  analisis  de  los  datos  nos  permiti6  determinar  si  existi6  o  no  una  relaci6n  entre

polim6rfismos del gen  del VDR y el  desarrollo  de  la DM1. Asi,  fue posible estab]ecer

que:

a)   La     frecuencia     de     un     genotipo     (bb)'    del     polimorfismo     Bsm     I     fue

significativamente mayor en controles que en diab6ticos;

b)   Al combinar genotipos se observ6 que las frecuencias de iTbb y aabbTT fueron

mayores   en   los   controles   y   que   las   frecuencias   de  ]os   genotipos  TTBb   y

AABbTT fueron inayores en `los diabeticos;

c)   Los   dos   autoanticuexpos   marcadores   elegidos   se   encuentran   relacionados

positivamente con la presencia de DM1 ;

d)   Existe  una relaci6n  entre  menores  tftulos  de  IAA  y-aumento  de  la  edad  de  los .

diab5ticos tipo  1;

e)   Los  niveles  serol6gicos  detectados  de  vitamina D  en  el  estudio  en  general  no

presentaron difeiencias  significativas entre casos y controles,  s6lo  en el caso  de

algunos  genotipos  aislados  (AABbTT  y aabbTT)  y  en grupos  de  diab5ticos  de

menor edad se observaron bajas en estas con6entraciones s6ricas.

Los resultados  de  este  estudio  podrian  sugerir  que  ciertos  genotipos  del VDR podrian

ser considerados como marcadores de susceptibilidad y protecci6n,  como  apoyo a otros

ya conocidos, tambi6n que los autoanticuerpos marcadores son validos como elementos
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predictivos (sobre todo IAA que se manifiesta de manera mss temprana), y que a pesar

de  que  no  se  observaron  diferencias  entre  los  niveles  de  vitamina  D  entre  casos  y

controles,    la   baja   de   estos   en   diab6ticos   de   debut   mas   temprano    sugiere   que

probablemente    esta   hormona   estaria   cumpli6ndo    en   cierto   nivel   con   sus   roles

inmunosupresores en nuestra poblaci6n.
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