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Niveles plasmaticos de citoquinas IL-18,
IL2 e IL-4 en nifios diabéticos tipo 1 de
diagndstico reciente y su asociacion con
anticuerpos 3 pancreaticos

Francisco Pérez B18 Amaya Oyarz(n AP, Elena Carrasco P2°,
Barbara Angel B19, Cecilia Albala B, J Luis Santos M2,

Plasma levels of interleukin-113,
interleukin-2 and interleukin-4 in recently
diagnosed type 1 diabetic children and
their association with [3-pancreatic
autoantibodies

Background: Type 1 diabetes is an organ specifc autoimmune disease whose
incidence is increasing worldwide. A functional imbalance in cytokine production resulting in dominance of
T helper (Th1) over Th2-type response has been suggested to play a critical role in the pathogenesis of type 1
diabetes. Aim: To measure serum concentrations of interleukin (IL)-13, IL-2 and IL-4 in children with recently
diagnosed type 1 diabetes and to evaluate the autoimmune response measuring glutamic acid decarboxylase
(GADG65) and tyrosine phosphatase like (1A-2) autoantibodies. Patients and Methods: 120 diabetic children
and 118 age and gender matched control children, were recruited for this study. Circulating levels of IL-183,
IL-2 and IL-4 were measured by ELISA. GAD65 and 1A-2 were measured by RIA. Results: Circulating levels of
IL-1R were elevated in type 1 diabetic children as compared to the control group (9.347.3 and 4.943.8 pg/ml
respectively, p=0,01). Serum concentration of IL-2 was also higher in diabetic patients (19.8+13.1 and
11.3+9.1 pg/ml respectively, p=0,01). No differences in serum IL-4 were observed between diabetics and con-
trol. Diabetic children with one or two positive autoantibodies (IA-2 and/or GAD65) had significantly higher
levels of IL-18 and IL-2 and lower levels of IL-4 than diabetic children without positive autoantibodies. High
concentrations of IL-113 were associated with an early onset of the disease. Conclusions: High levels of IL-18
and IL-2 were found in diabetic children with recent diagnosis of the disease. Diabetics with positive antibod-
ies against GAD65 and 1A-2 had higher levels of IL-113 and IL-2 and lower levels of IL-4 than their counterparts
without positive antibodies (Rev Méd Chile 2004; 132: 413-20).
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a diabetes tipo 1 es una enfermedad multifac-

torial, de etiologia heterogénea, en la cual, en
la mayoria de los casos, la célula beta pancreética
es destruida por un complejo mecanismo inmune,
determinado principalmente por la actividad del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y
en forma particular, por algunas moléculas del
sistema HLA, genes DRB1 y DQ en clase 111, En la
diabetes tipo 1, los padres transmiten a sus hijos
una predisposicion para adquirir la enfermedad
en algin momento de la vidal2.

En la dltima década, las investigaciones inmu-
noldgicas acerca de la herencia y los eventuales
mecanismos de autoagresion involucrados en la
diabetes tipo 1, asi como la implicancia de
diversos factores ambientales (virus, toxinas y
dieta), han revolucionado el concepto de la
enfermedad y plantean nuevas estrategias tera-
péuticas para el futuro3+4.

No se conoce con certeza el mecanismo
responsable de la destruccion de las células B
pancreaticas, pero existe amplia evidencia que
relaciona la respuesta autoinmune, con una serie
de eventos celulares, tales como la infiltracién
celular en el islote, la aparicion de autoanticuer-
pos (entre ellos: ICA+, GAD+ o IA-2+) y una
alteracion del equilibrio inmunolégico Th1/Th25,

En la diabetes tipo 1 se puede describir una
alteracion central y periférica en la tolerancia de la
célula B frente a determinados antigenos. El
desequilibrio Th1/Th2 es un proceso evidente
durante el fenémeno de la insulitis’. A nivel de
mecanismo, son las moléculas HLA de clase Il las
capacitadas para sefializar al linfocito la induccion
de determinadas citoquinas. Dentro de las res-
puestas Thl, es posible observar una induccion de
IL-1R, IL-2, INFy, moléculas que poseen actividad
pleiotrépica sobre la célula R. La respuesta Thl es
facilitadora del complejo celular, mientras que la
respuesta Th2 (IL-4, IL-10, etc.) favorece la res-
puesta de tipo citotoxica810.

Las citoguinas son, en resumen, potentes me-
diadores del sistema inmune a nivel de presenta-
cion antigénica. IL-1R fue la primera citoquina que,
incubada en islotes, produjo la inhibicion en la
secrecion insulinica postestimulo de glucosall.
Otras citoquinas como TNFa INFy e IL-2, elabora-
das por el macrofago y células dendriticas generan
quimiotaxis, estimulan linfocitos, sobreexpresan

moléculas de adhesion y estimulan al macréfago
residente en el islote a la produccion de IL-1R11.12,

Dentro de las citoquinas inmunosupresoras, la
IL-4 y la IL-10 han sido utilizadas, con resultados
variables, en diferentes modelos animales como
posibles sefales protectoras de diabetes tipo 1. En
el raton NOD, la sobreexpresion de IL-10 reduce
los niveles de INFy e IL-12, retardando la apari-
cién del cuadro diabético. Particularmente IL-4, ha
generado un amplio debate y controversia en
relacion al posible papel protector que tendria
esta citoquina en la aparicién y progresion de la
enfermedad, dado que existe una serie de antece-
dentes que indican lo contrario!3.23,

Considerando que existe amplia evidencia
relacionada a un desbalance Th1/Th2 en la diabe-
tes tipo 1, el propésito de este estudio ha sido
analizar los niveles circulantes de tres citoquinas
ampliamente descritas en la patogenia de la
enfermedad (IL-1B, IL-2 e IL-4) en un grupo de
nifios debutantes con diabetes tipo 1 y en un
grupo de nifios controles. Del mismo modo,
evaluar si existe asociacién entre una mayor
agresividad B pancreatica (mediada por altos
titulos de autoanticuerpos GAD65 e IA-2) y estas
citoquinas.

PACIENTES Y METODOS

Los casos incidentes de diabetes de tipo 1 se
obtuvieron de centros asistenciales publicos y
privados. La primera fuente de informacion de
casos pesquisados, correspondié a cada Unidad
de Diabetes de los hospitales y clinicas participan-
tes y como fuente secundaria de recoleccion de
los casos, se utilizé la informacion de los registros
de la Fundacién de Diabetes Juvenil de Chile. Esta
investigacion incluye los casos nuevos diagnosti-
cados en la Regi6on Metropolitana durante el
periodo comprendido entre marzo del afio 1999
hasta octubre del afio 2002, menores de 15 afios,
que aceptaron participar. A todos ellos se les
entregd informaciéon respecto de los objetivos y
proyecciones del proyecto (Fondecyt #1000944) y
se les solicité un consentimiento escrito de partici-
pacién voluntaria. El grupo de estudio estuvo
constituido por 120 nifios diabéticos, con una
edad promedio de 8,5+3,5 afios (66 hombres y 54
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mujeres). Ademas, se considerd un grupo control
de nifios (n=118) con rangos de edad compara-
bles (9,1+£5,5 afios, 62 hombres y 56 mujeres),
situacion socioecondmica similar, sin antecedentes
familiares de diabetes tipo 1 u otras patologias
autoinmunes, provenientes de 3 colegios de San-
tiago (sector sur y centro).

METODOLOGIA

En todos los casos incidentes y controles se
recolectdé una Unica muestra de 5 ml de sangre
para la obtencion de suero y plasma. En el
momento de la toma de muestra, al menos uno de
los padres debid estar presente para firmar la
autorizacion correspondiente. En todos los casos
se aplicd una encuesta para recopilar la informa-
cién necesaria sobre antecedentes familiares de
otras enfermedades, especialmente aquellas de
origen autoinmune.

La obtencién de la muestra de sangre en los
casos con diabetes tipo 1, fue realizada en un
periodo comprendido entre 0 y 2 semanas poste-
rior al debut. En general, la mayoria de los casos
fue pesquisado durante el periodo de estabiliza-
cién en el estadio inicial de la enfermedad,
mientras el nifio se encontraba internado. Se
incluyen todos los nifios de debut reciente, sin
antecedente de cetoacidosis. La muestra de sangre
obtenida luego de la puncién venosa, fue proce-
sada en el Laboratorio de Epidemiologia Genética
del INTA, centrifugada a 2.500 rpm en centrifuga
convencional durante 10 min. El plasma y suero
obtenidos, fueron colectados en tubos Eppendorf
de 1,5 ml, alicuotado en 100 pl y congelado a
-80°C hasta la realizacion de las diversas determi-
naciones de anticuerpos y citoquinas. Para la
determinacion de anticuerpos anti-decarboxilasa
del acido glutdmico (GAD) y anticuerpos antitiro-
sina fosfatasa (IA-2) se empled un radioinmunoa-
nalisis (RIA) de los Laboratorios Cis Bio
International (Francia). Ambos sistemas utilizan
GAD e IA-2 humana recombinante, emplean
como trazador 125 y permiten establecer un
sistema de discriminacién de positividad o negati-
vidad frente a la curva de calibracién. El coeficien-
te de variacion intraensayo para anti-GAD fue de
2,9% y de 3,1% para anti-lA-2. El coeficiente de

variacion interensayo fue de 3,6% para anti-GAD y
de 5,1% para anti-1A-2. El perfil de citoquinas IL-
1R, IL-2 e IL-4 se realiz6 utilizando el sistema de
ELISA de los laboratorios Roche (Alemania), con
un coeficiente de variacion promedio intraensayo
de 2,3% e interensayo de 3,1%.

La validacion de los datos y su andlisis fue
realizado con el programa estadistico STATA 7.0.
Los valores se expresaron como media y desvia-
cion estandar. Para realizar las comparaciones
entre los grupos se utilizaron las pruebas de «t»
Student o Mann-Whitney.

REsuULTADOS

La Tabla 1 resume la informacion relacionada a la
concentracion de citoquinas en nifios diabéticos y
controles segin sexo y grupos de edad. Se
observaron diferencias significativas cuando se
compararon los grupos totales, estando IL-1R
aumentada, tanto en los nifios diabéticos
(p=0,006), como en las nifias diabéticas (p=0,001)
en relacion a nifios y nifias del grupo control
respectivamente. Una situacién similar se observé
para la concentracion de IL-2, la cual estuvo
incrementada en nifios y nifias diabéticas respecto
a sus respectivos grupos controles (p=0,001). IL-2
fue la Unica citoquina que mostré diferencias
cuando se realizaron comparaciones entre nifios y
nifias de cada grupo, observandose un incremento
de esta citoquina en los nifios diabéticos respecto
a las nifas diabéticas en el grupo de edad
comprendido entre 5-9 afios (p=0,031). En rela-
cion a IL-4 no se observaron diferencias significa-
tivas entre nifios y nifias con y sin diabetes, ni
diferencias al comparar los grupos totales.

La Tabla 2 muestra la concentracién sérica de
estas citoquinas, de acuerdo al perfil de autoinmu-
nidad 3 pancredtica mediada a través de GADG65 e
IA-2 en el grupo de nifios diabéticos. La concen-
tracion de las tres citoquinas determinadas no fue
diferente al comparar los grupos con la presencia
de 1 6 2 anticuerpos positivos. Sin embargo, la
concentracion sérica de IL-18 e IL-2 fue significati-
vamente menor en aquellos nifios diabéticos que
no presentaron titulos positivos para estos 2
autoanticuerpos (p <0,001 en ambos casos). Por
otro lado, aquellos diabéticos con titulos negativos
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Tabla 1. Concentracion de citoquinas IL-18, 1L-2 e IL-4 en diabéticos y controles seguin sexo y grupos de edad

IL-18 (pg/ml) IL-2 (pg/ml) IL-4 (pg/ml)
Nifios Nifias Nifios Nifias Nifios Nifias
Casos (n=120)
0-4 afios 9,447,5 11,8+10,1 242411,8  21,7+11,7 7,5+5,3 7,9+4,1
5-9 afios 8,8+7,0 5,5+4,6 24,3+17,3  13,1+10,3* 8,1+7,5 10,0£4,1
10-14 afios 8,316,9 12,1+11,0 16,7+13,1  22,3+14,6 6,9+3,8 9,6+6,6
Total 8,7+7,2% 10,1£7,4%  20,5+14,9% 18,9+12,9X 7,415,6 9,257
Controles (n=118)
0-4 afios 9,3+7,3 3,6+2,3 7,6%3,9 10,4+5,8 9,316,2 7,737
5-9 afios 5,1+2,9 4,9+3,1 11,9+9,8 9,3+7,3 9,4+7,6 10,5+6,1
10-14 afios 3,9+2,7 4,6+2,1 11,9495 16,1+11,8 8,9+3,7 7,6+4,3
Total 5,3+4,9% 4,642, 7% 11,249,5%  11,4+8,8% 9,2+6,4 9,0+5,3
*p=0,031 (nifios versus nifias en el grupo diabético para el rango 5-9 afios).
#p=0,006 (IL-18 nifios diabéticos versus nifios controles).
Xp=0,001 (IL-18 nifias diabéticas versus nifias controles).

(IL-2 nifios diabéticos versus nifios controles).
(IL-2 nifias diabéticas versus nifias controles).

Tabla 2. Concentracion de citoquinas IL-1R8, IL-2 e IL-4 de acuerdo a la presencia de autoanticuerpos 3
pancreaticos GAD,, e IA-2 en nifios diabéticos recién diagnosticados

2 anticuerpos 1 anticuerpo 2 anticuerpos
positivos positivo negativos
(GADg; e 1A-2) (GADgg 0 1A-2) (GADg; e 1A-2)
(n=43) (n=52) (n=25)
IL-18 (pg/ml) 9,9+3,1 8,4+3,9 4,742,1*
IL-2 (pg/ml) 24,9+8,4 26,1+9,2 13,246,2*
IL-4 (pg/ml) 6,8+3,5 6,3+2,9 10,9+2,1*

* p <0,01 perfil negativo versus presencia de 1 ¢ 2 anticuerpos positivos.

IA-2 y GAD65 mostraron niveles significativamen-
te mayores de IL-4 (p <0,001).

Finalmente, en relacién a la edad del diagnds-
tico, aquellos nifios con bajos niveles de IL-1} (2-
5 pg/ml) presentaron un debut mas tardio, a una
edad promedio de 9,3+3,1 afios, cifra estadistica-
mente diferente a aquellos nifios con altos niveles
de esta citoquina, quienes debutaron en promedio
a los 6,8+3,8 afios (p <0,009). No se observo
ninguna correlacion de este tipo al comparar la
edad al debut con los niveles de IL-2 o IL-4.

Discusion

La liberacion de citoquinas y la movilizacion de
linfocitos desde las células presentadoras de anti-
genos, parecen tener un papel clave en la modu-
lacion de la respuesta autoinmune que media la
destruccion de la célula beta pancreética®.

Existe una clara evidencia que demuestra una
alteracion en el patrén de distribucién de ciertas
citoquinas en los pacientes diabéticos, sin embar-
go no hay un consenso absoluto respecto a cuales
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citoquinas representan el mejor indicador que se
correlacione con el dafio pancreatico’8. Dentro
de los estudios en humanos, como en aquellos
realizados en los modelos animales, se ha podido
apreciar que la IL-1B corresponde a una de las
citoquinas que mayor efecto ejerce a nivel pan-
creatico, principalmente reduciendo la produccion
de insulina. Por el contrario, IL-4 e IL-5 parecen
ser las citoquinas que muestran un mayor efecto
sobre la produccion de preproinsulina en ciertos
cultivos celulares812,

Nuestros datos muestran una importante varia-
bilidad en la concentracion de las citoquinas 1L-18
e IL-2, al comparar pacientes recién diagnostica-
dos con nifios controles, siendo este un fenémeno
ya descrito por otros estudiosl%-13. Por otra parte,
se observé que la IL-4, citoquina asociada contro-
versialmente con proteccion contra la diabetes
tipo 1, no varié significativamente al comparar a
los nifios controles respecto al grupo diabético.

Existe claridad en la literatura en relacion a
que los mayores niveles de IL-18 e IL-2 se
asociarian a una respuesta autoinmune incremen-
tada, pero no se ha descrito ningiin mecanismo
que pueda dar cuenta de esta relacion. Nuestro
estudio, sélo encontré asociacion entre altos titu-
los de IL-1R8 y menor edad al debut, situaciéon no
observada para IL-2 o IL-4. Tampoco se observa-
ron diferencias importantes en la concentracién
de estas citoquinas segun sexo para los rangos de
edad preestablecidos.

Son diversos los estudios que relacionan varia-
bilidad en los niveles de ciertas citoquinas con
susceptibilidad al desarrollo de diabetes tipo 1.
Investigaciones de los Ultimos afios han mostrado
evidencias contradictorias respecto del potencial
rol de la IL-4 como posible «target» para terapia
génica en la diabetes tipo 18. Existe una serie de
trabajos que indican que el uso de plasmidios
recombinantes (por ejemplo GADG65-1gGfc-1L-4)
podrian tener un eventual papel protector!4-20, Sin
embargo, también hay fuerte evidencia respecto a
lo inapropiado que puede resultar un posible
enfoque terapéutico con esta citoquina?-23,

En relacién al perfil de anticuerpos GAD65 e
IA-2, datos de nuestro laboratorio publicados en
el afio 200124, reflejaron que ambos anticuerpos
se distribuyen en forma diferente entre los diabéti-
cos con periodos variables de lactancia materna.

En este sentido, es reconocido que la lactancia
materna efectiva, potencia claramente la disminu-
cion de ciertas citoquinas alergenas y podria, en
este caso, tener alguna relacién con el perfil de
autoinmunidad mas agresivo que se presenta en
algunos nifios que comparten un alto titulo de IL-
1R y un reducido periodo de lactancia materna2®.

Respecto a otras citoquinas asociadas a la
patogenia de la diabetes tipo 1, recientemente se
ha demostrado que IL-18, TNFa e IFNy son
capaces de ejercer un fuerte papel inhibitorio
sobre la expresion del autoantigeno 1A-225, Por
otra parte, IL-8 ha sido asociada a diagndsticos de
nifios con diabetes tipo 1 poseedores de altos
indices de masa corporal, probablemente por una
sobreproduccion de IL-8 adipocitaria, capaz de
desestabilizar el circuito inmunorregulador a nivel
pancreéticol3.

Recientemente, se ha planteado el papel po-
tencial que tendria IL-1213 como blanco de preven-
cion de la diabetes tipo 1. El locus genético de
IL-12R ha mostrado una fuerte asociacion con los
clasicos HLA clase Il de riesgo. Lo mas novedoso
de esta citoquina, esta dado por el hecho que sus
niveles de expresion responden rapidamente a
determinadas intervenciones de la dieta, entre
ellas el contenido de PUFA, vitaminas liposolubles
y consumo de alcohol?’. Tanto los PUFA como los
complejos vitaminicos liposolubles, son capaces
de reducir los niveles de IL-12%8 probablemente
via modulacién de PPARy y NF-kB. Esta nocion
surge, dado que elementos de NF-kB han sido
encontrados en el promotor de IL-123. En mode-
los animales que reciben suplementos de vitamina
A, D3 y E, se reducen significativamente los
niveles de IL-12B8 y la expresién de su ARN
mensajero, reduciéndose claramente la incidencia
de diabetes tipo 1 en estos modelos animales
condicionados genéticamente al desarrollo de
diabetes?’.

Resulta importante destacar que, en todo estu-
dio que involucre la cuantificacion de citoquinas
plasmaéticas, existe un gran nimero de factores
criticos que pueden alterar su concentracién en
forma temporal y que, por lo tanto, pueden
inducir a una interpretacion equivocada. En nues-
tro estudio, se excluyeron del analisis final aque-
llos pacientes que debutaron con cetoacidosis,
puesto que existen informes en la literatura que
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indican que la inestabilidad metabdlica del pa-
ciente diabético debutante altera el patrén serolé-
gico de ciertas citoquinasl328,

Resulta evidente considerar, que cualquier
componente asociado a infeccidn recurrente, tam-
bién alterard la concentracion de las citoquinas
circulantes. Si bien es un aspecto dificil de
controlar, una de las formas de seleccion de
nuestras muestras séricas, fue la consideracion de
proteina C reactiva negativa.

Nuestro analisis también excluyé de su tamafio
muestral original (tanto en casos como en contro-
les), nifios con diagnoéstico dudoso de diabetes
tipo 2 y nifios con obesidad. Desde el punto de
vista metabolico, el exceso de tejido adiposo
produce concentraciones elevadas en determina-
das citoquinas (caracteristicas de un proceso de
adipogénesis aumentada) tales como la IL-6, IL-8 y
TNFal328, En estos casos, un desbalance de
cualquiera de ellas es capaz de modificar el
equilibrio Th1/Th2, generando un patréon de dis-
tribucion distinto, el cual no tendria relacién con
un mecanismo inmunolégico clasico, sino mas
bien seria una alteracién generada por el exceso
de tejido adiposo. En este sentido, la acumulacion
de grasa abdominal en el paciente diabético tipo
1, se asocia ademas a un pobre control metaboli-
co, a mayores necesidades insulinicas y a un perfil
lipidico alterado?®.

Existe controversia respecto del mecanismo
por el cual estas citoquinas generadas por el
tejido adiposo serian capaces de desestabilizar a
la célula B pancreética, sin embargo, evidencias
preliminares indican que dichas citoquinas in-
ducirian la sobreexpresién de Fas en la célula
beta, evento independiente de la presencia o no
de susceptibilidad genética a la enferme-
dad2&3q

Aln no existe consenso para plantear un
mecanismo Unico que relacione el patron de
citoquinas con la destruccion del islote pancredti-
co, sin embargo, desde el planteamiento visiona-
rio de Nerup en 1990, la tecnologia molecular en
estudios de interleuquinas (gen-scan y mi-
croarrays) han ido aproximando cada vez més a

estos mediadores inmunolégicos al proceso des-
tructivo de la célula R521.30-31,

Nuestro estudio ha confirmado el potencial
papel patogénico que podria tener principalmente
IL-1R3. Diversos estudios han demostrado, en
forma concluyente, que la IL-1R puede inducir la
expresion de la éxido nitrico-sintetasa (iNOS) y la
produccion de radicales libres NO, los cuales
estan capacitados para inhibir la actividad de la
aconitasa mitocondrial, suprimir la secrecion de
insulina y causar dafio al ADN, agravando el
ambiente B pancreatico32:33, Sin embargo, eviden-
cias recientes, en el modelo animal BB, indican
que IL-1R seria una citoquina necesaria, pero no
suficiente para completar el proceso de destruc-
cién de la célula R34,

Finalmente, se debe sefialar que todos los
estudios que cuantifican perfiles seroldgicos, ya
sea de citoquinas o anticuerpos circulantes,
deben ser interpretados con cautela, puesto que
no necesariamente una alteracion periférica de-
tectada a nivel plasmatico pueda tener un
correlato fisiolégico exacto con lo que sucede
en forma particular en el entorno de la célula
R35, Esta situacion, ha sido incluso evidenciada
en nuestros estudios previos de anticuerpos
antialbumina bovina (BSA), donde un alto titulo
de este anticuerpo detectado en el paciente
recién diagnosticado puede, incluso, no tener
ningun papel esencial en la declinacién funcio-
nal de la célula R3S,

Al igual que otros estudios, nuestros datos
confirman que ciertas citoquinas, consideradas
diabetogénicas, podrian aumentar la antigenici-
dad incrementando la expresién de autoantige-
nos. Sin embargo, el efecto mas sobresaliente de
estas citoquinas, estaria dado por el dafio directo
que éstas podrian generar en el islote37:38, Es
probable que en un futuro cercano, estos media-
dores sean factores claves a considerar para
establecer un diagnostico en fase de prediabetes,
donde aun sea posible modular niveles de
expresion y asi prevenir, reducir o atenuar el
proceso inmunolégico que gatilla la destruccién
de la célula .
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