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Naci  en  la hermosa  cindnd  de  Arica.

I,uego, a los  cinco ahos llegile con mi

familia a Santiago, donde comene6 mis
estedtos haste el din de hay. hagrese a

la Univel.sidad de Chile en el 1999 a la

carrera  de  Lieenciatura  en  Biologia,

pero  al  tienpo  me  di  cuerfea  de  que
otros inlereses se fieron desarrollando

a       medida      que       crecian      mis

conocimiertos.        Entonees ,        decidi

cambiarme a la carrera de lngehierha

en  Biotecrrologla  Molecular,  la  cunl  es  uno  carera  irmovedora  y

versdil. Em un principio, estudinba con  mueho eutusiasmo, pero luego

pasaron  cosas  e:n  mi  vida  que  Ofectaron  de  gran  rna:riera  el  dmbito

acadchico.  Pero,  estay  aqui  en  el  aha  2009,  terwinando  con  mueho

esfuerzo  lo  que un dfa decidt para rhi vida,  transformchdome  en uno

mdyer    may   trabaifadora   y   resporsable.    Par    lo   mismo,    segutr6

perfecciondndome,  porque  con  el  tiempo  aprend  que  say  capaz  de
redizar y de erear rrndras mds cosas de lo que en algin momento peus6.
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RESUREN.

Introducci6n:  ha  diabetes  mellitus  tipo  1  @Ml),  es  una  enfemeded  de  cuya

incidencia se encuentra en aumento en todo el mundo y que presenta caracteristicas

autoinmunes  que  involucra  factores  geheticos  y  anbientales.  Diversos  factores

geheticos ham sido involucrados y en particular en los receptores  de muerte celular

progranada  G'D-1)  y  CTIA4  reconocidos  como  elementos  cruciales  en  la

regulaci6n negativa en la tolerancia periferica.  Recientemente  se ha demostrado

que polimorfismos  en  zonas  reguladoras  del  gen pded-J  se  asocian  con  fuerte

susceptibilided a patolog{as autoinmunes.

Objetivo:  Explorar  la  contribuci6n  del  gen pdcd-J  en  la  DMl  y  su  posible

interacci6n con otro polimorfismo asociado a la inmuno regulaci6n negativa de las

c6lulas T como CZIL4-4.

Pacientes y m5todos: Se incoxporaron 160 casos incidentes con DMl  y 160 nifios

controles,  comparables  en  edad  y  genero.  Se  realiz6  estudio  gen5tico  para  la

variante +49A>G del gen  cf/a-4 y cuatro variantes gerfeticas para el receptor PD-J

mediante PCR y RFLP.  Se cuantifico la mol6cula de CTLA4 soluble mediante

ELISA. El analisis de haplotipos se realiz6 mediante prograna SHEsis.
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Resultados: Nuestro estudio mostr6 que los polimorfismos PD 1.5 y PD 1.6 tienen

una asociaci6n cruda mayor que los polinorfismos PD I.2, PD 1.9 y +49A>G con

la  DMl  al  compararlos  en  forma  individual.  Sin  embargo,  en  el  andlisis  de

haplotipos PD-I, la incorporaci6n del polimorfismo CTLA4 (Alelo A o Alelo G),

modifica el OR en fonna notoria: AG CT AG Tr  aunenta su asociaci6n de OR =

2,5  a OR= 3,125  y la combinaci6n GG CT AG CT modifica su asociaci6n con

DMl de un OR = 2.7 a OR= 3,333.

Conclusi6n:  Nuestros  dates  son  la  primera  evidencia  de  interacci6n  entre  dos

polimorfismos asociados a la regulaci6n negativa en la DM1, mostrando un fuerte

papel regulador del alelo G de CZL4-4 sobre las variantes PD-/.
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Abstract

Introduction:  Type  1  diabetes  mellitus  (TID)  is  a  disease  with  a  progressive

increase  around the  World  and  show  characteristic  of autoinmune  disease  that

involves  genetic  and  envirormental  factors.  Several  genetic  factors  has  been

involved and I particular the programmed death cell receptors ®D-1) and CTLA4,

recognized has  crucial  molecules  in the  negative  tolerance.  Recently,  has  been

shown that the polymoxphisms in regulatory zones of the pdrd-J gene have been

associated with susceptibility to autoimmune diseases.

Ain: To explore the contribution of the pdnd-I  gene in TID  and their possible

interaction with another negative T cell regulator as CZ:L4-4.

Patients and Methods: We incorporated 160 incident cases of TID and 160 healthy

control children, matched by age and sex. The genetic study was done to +49A>G

genetic variant of CZ:L4-4 and four genetic variants of pD-I by means of PCR and

RFLP  analysis.  We  quantified  the  serum  levels  of soluble  CTLA4  protein  by

ELISA. The haplotypes analysis was done by means of the SHEsis software.

Results:  Our study  shown that the PD  I.5  and PD  J.6 polymorphisms  have  a

hither crude association with TID  compared to PD I.2, PD  I.9 and  +494>G.

However,   in   the   PD-1   haplotypes   analysis,   the   addition   of  the   CTLA4
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polymolphisms (A allele or G Allele) modified in relevant form the OR: AG CT

AG Tr increased the association from OR = 2.5 to OR= 3.125 and the combination

GG CT AG CT modified the association with TID from OR = 2.7 to OR= 3.333.

Conclusion:   Our data is the first evidence of interaction between two  negative

regulation polymorphisms in TID, showed a strong regulator role of the G allele in

CTLA-4 ovef[ the PD-1 vziriants.
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1. Antecedentes Generales.

La Diabetes Mellitus es la enfermednd metab6lica lnds importante y frecuente que

se conoce, coustituyendo un serio problema de Salud Pdblica a nivel mundial y

particulamente a nivel nacional debido a su aunento en forma progresiva a lo

largo de nuestro pals. Mds que rna enfermedad, constitnye un verdndero sindrome

como asi lo define la Organizaci6n Mundial de la Salud (OMS), definici6n que

sufre constantes modificaciones de acuerdo a la evoluci6n del conocimiento que

genera la investigaci6n de la dial]etes a nivel mundial.  Actualmente,  el temino

Diabetes  Mellitus  se  refiere  a    un  trastomo  metab6lico  de  edologia  multiple,

caracterizado por hiperglicemia cr6nica debido a las alteraciones del metabolismo

de los hidratos de carbono, grasas y proteinas, como consecueneia de defectos en la

secreci6n de la insulina, acci6n de la holmona o de anbos (1).

La  diabetes  mellitus  ha  sido  clasificada  en  cuatro  grandes  grupos:   Ihiabetes

Mellitus  Tipo  1,  Diabetes  Mellitus  tipo  2,  Diabetes  Gestacioml  y  Otros  Tipos

Eapecfficos de Diabetes (2). A esta tltima categoria pertenecen un gran ndmero de

patologias  de  muy  diversa  etiologia,  que  tienen  en  comGn  su  evoluci6n  con

hiperglicemia.  La  OMS  orden6  este  grapo  con  sicte  subcategon'as  que juntas

representan  rna  bajisina  incidencia,  menor  al  1%  del  total  de  los  pacientes



diabeticos. Entre estas categorias se agrxpan defectos geneticos de la funci6n de la

celula beta y de la insulina, endocrinopatias, diabetes inducida por drogas, ngentes

qurfucos   e   infecciones,   y   sindromes   gendicos   ocasionalmente   asociados   a

diabetes, como son el Sindrome de Down y el de Tuner entre otros (2).

I,a Diabetes Gestacional foe definida como cualquier grado de intolerancia a la

glucosa que se inicia o se diagnostica por prinera vez durante el embanzo. Este

tipo de diabetes se origin debido a los cambios hormonales tipicos del embarazo

que  favorecen  el  desarollo  de  diabetes  entre  un  1%  y  un  5%  en  las  mujeres

embarazades. Ie Diabetes Gestacional puede desaparecer deapuds del embarazo o

I)emanecer posteriormente  como  Diabetes  Mellitus  Tipo  2,  por  lo  que  resulta

inprescindible recrduar a la paciente en el periodo de puexperio (2).

La Diabetes Mellitus Tipo 2 es la foma mds frocuente de diabetes en el mundo,

afectando  a cerca del  90%  de  los pacientes  diabedcos  y  s`xpelando  el  95%  en

nuestro pals (I). Los pacientes de este tipo de diabetes presentan dificultad pan la

acci6n de la insulina (insulino-resistencia) o bien un desbalance en los niveles de

esta homona que generan insuficiencia en su acci6n. Se asocia con frocuencia a

obesidad, dislipidemia e hipertensi6n arterial. Ira etiologia de este tipo de diabctes

ann no se conoce con certeza, aunque se sabe que tiene una fuerte prediaposici6n

genetica y que se desarrolla por lo general deapu5s de los 30 afros de edad.  Sin

embngo, en los ditimos afros se ha observado una verdndera apidemia emergente
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de diabetes tipo 2 en nifios y adolescentes obesos, I)articulannente en edad puberal

lo que ha generndo fuerte discusi6n en el mundo cientifico respecto a los factores

desencadenantes de esta patologia (1 ).

1 . I Diabetes Mellitus Tipo 1 .

La  diabetes  mellitus  tipo  1  @Ml),  tanbien  conocida  como  diabetes  j`rvenil,

constitnye  el  trastomo  endocrino-metab61ico  mds  frocuente  en  la  infancia  y

adolescencia,   caracterizandose  por   la   incapacidad   del   pancreas   de   producir

insulina,  lo  que  confiere  a  esta  enfemedad  cancten'sticas  bnicas  entre  las

patolog{as cr6ricas infantiles.

Su etiologia es extremadanente compleja, donde intervienen factores anbientales

que interacciormn con componentes de prediaposici6n genetica que desembocan en

un  irreversible  ataque  de  origen  autoinmune  contra  las  celulas  productoras  de

insulina, llaniadrs celulas P, ubicadas en el islote pancredtico (3). Dentro de estos

factores  anbientales  figuran  infecciones  virales  (4,5)  toxinas  y  dicta  (6),  entre

otros, conduciendo de alguna manera ath desconocida a la rupt`m de la tolerancia

autogenicanomala'ig.1)



Figure  1. Factores relevantes inv®lucmdas en €1 desarr®llo de mspuesfa autoinmun€
Ch

Tanbien  existe  gran  controversia  en  el  campo  de  los  factores  genetioos  que

podrian estar en juego, sin embango existe `m candidate que acapara estudios desde

hace  d6cedas  debido  al  papel  central  que juega justanente  en  el  proceso  de

tolerancia 8utogenica: la region del Andgeno del Leucocito Humano, mas conocido

como Sistema HLA. Se ha detemimdo que cerca de un 95°/a de las persons que

pedecen de DMl  presentan una alta freouencia de los alelos DR3 o DR4, siendo

particulamente  sensibles aquellas que presentan anbos alelos (8).  Sin embargo,

estas tendencias gendticas tambich se presentan en gran cantidad de la poblaci6n

no afectada,  siendo insuficientes en explicar completamente  la etiologia de esta

enfonedad, lo que ha generado una intense bdsqueda de nuevos genes o regivnes

gdicas candidatas (9).



2. Epidemiolog[a de la Diabetes Mellitus Tipo 1.

Desde hace 50 afros hasta la feeha, la DMl ha experinentado un aunento de entre

2 a 4 veces en el mundo, con rna tasa del 3% anual entre nifios de 0 a 14 afros,

estimindose que para el afro 2010 la tasa de incidencia sera un 40% mayor que la

observada en  1998. En la poblaci6n europea la situaci6n es ath mds dramitica9

observindose un aunento de mds del 5% anual en la poblaci6n infandl de entre los

0 y 4 afros de edad. En Finlandia, el par's con mss alta incidencia, se estima que un

0,6% de todos los nifios podrin desalrollar diabetes antes de los 15 afros de edad

(10).

Esta tendencia mundial tambied se ve reflejada en nuestro par's, donde la DMl ha

experimentadounalzaensuincidenciaentodoslosgruposdeednd,pasandodeser

una enfemedad de baja incidencia en Chile a rna de incidencia intemedia. Asi lo

reflejan los estudios realizndos en los tltimos 20 afros donde la tasa de incidencia

ha  aulnentndo  desde  un  valor  promedio  de  2,36/100.000  habitantes/dfio  en  el

periodo  1986-1992 a cifras cercanas a los 4,02/100.000 babs/alo entre 1993-2003

(12).

I.a incidencia de DMl  en diferentes grupos etnicos y paises es extremadanente

variable,  donde el componente  genetico  y anbiental participa activanente.  Una

alta  tasa  de  incidencia,  ha  sido  observeda  en  pan'ses  n6rdicos  como   Suecia,



Dinanarca, Noruega, Finlandia e ltalia. De manera opuesta, los paises asi5ticos de

regionescomoC]rfuayKorea,sonlosquepresentanmenorestasasdeafectados.

En parses de America, existe rna gran heterogeneidad etnica en su poblaci6n. Por

ejemplo, en Estados Uridos se observa rna alta incidencia de DMl en la poblaci6n

de ascendencia caucdsica, incidencia intemedia en la poblaci6n negroide y una

muybajatasaenlapoblaci6nanerindia.

En Chile, la incidencia de la DMl es variable, ya que existe gran heterogeneidrd

etnica en su poblaci6n. Se estima que nuestra poblaci6n tiene aproxinadanente un

60% de ascendencia europea, 33% anerindia y 70/a afficana. Se ha reportado que

en la poblaci6n de la IX Regivn la tasa de incidencia es significativaniente menor

en  hifios  mapuches  (0,43/loo.000  babs/ado)  (11)  comparados  con  nifios  de  la

Regich Metropolitana de Santiago (2.3 6/100.000 hobs/ado).

ha diferencia en la tasa de incideneia de DMl en la poblaci6n chilena rapresentnda

un balance  entre  la pertenencia etnica ®oblaci6n Caucdsica y Amerindia)  y  la

diferente  frecuencia  de  alelos  HLA.  Ademas,  existen una variedad  de  factores

anbientales que estin involucrados en la incidencia de diabetes en el mundo. De

esta  manera  se  hen  considerndo  factores  fisicos  tales  como  altitud,  hunedad,

temperatura y  latitud  de  la region estudiadr o  bien cost`mbres  alinenticias  de

dicha region, a la hera de evaluar los resultndos (1).



Esta cancteristica apidemiol6gica es tanbi6n aplicable a nuestlo pats y el Registro

de Incidencia de Santiago asi lo demuestra, encontrindose rna alta frocuencia de la

erfemedrd  en comunas  de  ingresos  econ6micos  altos,  con mayor componente

caucdsico  y con un moderado canbio  en el patr6n de debut,  apareciendo casos

menores de 4 afros y lactantes (19,20).

2.1. factores Ambientales.

En  los  tltimos  afros  se  ha producido  un  a`mento  inportante  de  lan  cifros  de

incidencia  de  DM1.  Dicho  incremento  ha  sido  demasiado  acelerado  para  ser

explicado  solo por factores geneticos,  adquiriendo mds  inportancia los factores

anbientales en todrs las poblaciones estudiadrs. I.a identificaci6n de estos factores

es de gran relevancia, ya que pueden contribuir al entendimiento de ]a enfemedad.

Por  esta  raz6n,  se  ban  logrado  identificar  multiples  factores,  entre  los  cuales

destacan las infecciones virales, los factores diet6ticos y los t6xicos anbientales.

Tanbien, ham edquirido especial inportancia factores perinatales y gestacionales

debido a que cada vez es mds precoz el diagn6stico de DMl .

A pesar de lo dificil de este escenario, se hen logrado identificar varios candidates

anbientales, dentro de los cuales siguen siendo los mds citados algunos tipos de

vins, especialmente sospechosos ham resultado ser los enterovin]s, rotavinis y la

rub6ola,  entidades  que  incrementan  el riesgo  de  generar DMl  en  infantes  que



hayan sufrido alguna de estas infecciones (5,12). Existe evidencia sobre algunos

enterovius, como el Coxsackie 8, cuya prevalencia es menor en parses con altos

niveles de DM1  (como Finlandia por ejemplo) que en parses con baja incidencia

(13).  Este  hecho  supone  que     la  posibilidad  de  que  en  edades  temprana  la

exposici6n  ambiental   a  ciertos  microbios   o   sus  productos  promoven'a  una

activaci6n del sistema inmune innato que ayudarl'a a suprimir urn futura reapuesta

autoinune  ("hip6tesis  de  la  higiene")  (26).  Resultados  recientes  demuestran

tanbienquelainfecci6nproducidaporCitomegalovin]s(CMV)puedeproducirun

anticuerpo  que  rcaccionan'a  con  componentes  especfficos  de  la  superficie  beta

celular  en  el  pancreas,  lo  oval  estaria  avalando  la  hip6tesis  de  la  sxpuesta

intervenci6n de `m mecanismo de minetismo molecular el cual seria reaponsable

de la autoirmunidrd generada (14).

Debido  al dificil  acceso y a la delicadeza del pancreas resulta imposible tomar

muestras de este 6ngano prra estudiar la progresi6n de la enfermedad en pacientes

dicheticos,  por  lo  que  ha  resultndo  inprescindible  la  generaci6n  de  modelos

animales. De esta manera actualmente se cuenta con 2 modelos principales: la rata

diabetica BioBreding q3B) y el rat6n diab6tico no obeso OTOD) (22). Gracias a

estos modelos murinos existe evidencia sobre la posible participaci6n de bacterias

ysustoxinasenlapatogeriadelaDM1.Algumsespeciesdelg6neroSmepfonyces

producen  citotoxinas  como  streptozotocina y bafilomicina  Al  de  las  cuales  se

soapecha que inducen diabetes en ratlfles (6). Adicionalmente, componentes de la

microflora bacteriana tales como lipopolisacaridos de la pared celular de bacterias



gran-negatives  podrian  actuar  como  adyovantes  en  la  reapuesta  immune  hacia

antigenos solubles (15).

Desde el punto de vista nutricional, experimentos con rates 88 (susceptibles a la

DMl) hen demostrado que urn dicta rica en albdrina aumenta la incidencia de

DM1. Un p€ptido identificado como ABBOS presente en la albtimim de la leche

de vaca produce `m aumento  significativo en la proporci6n de anticuerpos anti-

BSA.  Se  piensa  que  dichos  antiouapos  pueden  estar  reacciomndo  de  manera

cruzada con proteinas de membrana en la celula 8,  lo  que junto  a un a`mento

detectado en la expresi6n de citoquinas tales como interferch T, y la expresi6n de

antigenos HLA de clase 11 sobre la membrana de la celula P, podrian precipitar su

proceso de destrucci6n (16).

Exteusos  estudios   en  modelo  aninal  donde   se  investigaron  los  efectos  de

carbohidratos,   acidos   grasos,   fibra,   proteinas   y   micronutrientes   en   dietas

semipurificadas   mostraron   efectos   significativos   de   la   fuente   de   ploteinas

contenida en la dicta (trigo, soya y leche de vaca) en el desarrollo de diabetes en

ratones NOD y ratas 88 (17). Tanbich se encontraron fuentes de aminofcidos que

cunplfan un efecto retardante en el desarrollo de la DM1, destacandose el efecto

que produce rna dicta basada en caseina hidrolizada.  Sin embargo, atn no esta

claro si esta protecei6n es debida realmente a factores retardantes de la diabctes o

sinplemente se debe a la carmcia de factores grtillantes (17).



Existe urn amplia evidencia donde se sefiala que la variabilidad estacioml estaria

relacionada con la incidencia de DMl en cada pats. De esta manera, se ha logrado

determinar que en la mayoria de los parses se registra un aunento de DMl en los

meses  mss  frios  del  afro.  Este  fen6meno  que  se  da  en  amtios  hemisferios  del

planeta,  probablemente  tenga  relaci6n  con  un  aunento  de  las  enfermedades

infectocontactosas como  causa de  alguno  de  los  casos  diabeticos  (I).  En Chile

tanbien se da esta tendencia, sin embango en los tltimos afros se ha observedo un

estrechamiento en las tasas de incidencia en el periodo otofio-inviemo comparado

con el periodo primavera-verano (18).

Ademds,  se registran factores perinatales   y gestacionales como  infecciones por

enterovinis  durante  la  gestaci6n,  ganancia  extrema  de  peso  de  la  madre  o

incompatibilidad   de   grxpo   sanguineo   e   incluso   se   discute   sobre   factores

psicol6gicos como  el  estres.  Aparte de  estos factores,  existe evidencia de otros

eventos como la velocidad de creciniento de los nifios y la obesidrd los cunles

estarian implicados en el desanollo de la diabetes. Se ha observedo que en menores

de 3  afros con tasas de creeimiento  aceleradas la enfermedad es dos veces mds

frecuente, mientras que en nifros obesos el riego aunenta entre un 20-30%. (1)

En    resunen,    se    puede    observar    que    la    DMl     es    una    enfemedrd

edopatogchicamente muy compleja, en que hasta chora no se ha encontrado ningth

factor   amt]iental   eapecffico   que   por   si   solo   ponga   en   maroha   el   proceso
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autodestructivo  de  la  celula  P,  dejando  en  evidencia  que  probablemente  rna

interacci6n entre varios de ellos sea el mecanismo mds probable. Actualmente, rna

serie   de   est`]dios  prospectivos   se  estan  llevando   a  cabo  para  resolver  esta

intern)gante, como son el "Estudio para Reducir la DMl en Poblaci6n de Riesgo"

(mlGR), el estudio de `Predicci6n y Prevenci6n de la Diabetes" @mp), el de

"Autoinmunidad Diab6tica en la Joventud" a)AISY) y el estudio conocido como

BABYDIAB.  Estos estudios fueron disefiados para investigar la real  asociaci6n

entre DMl y factores tales como vims, dicta, stress, estatus socioecon6mico, entre

otros,  en  poblaci6n  de  riesgo  versus  pacientes  de  la  poblaci6n  general.  Estos

interesantes  estudios  cuentan  con  un  seguiniento  de  rna  gran  cantidad  de

participantes y sus resultados estarin disponibles dentro de aproximadanente  10

afros mds (26-29).

2.2. Factores Gendicos`

Si  bien  existe  rna  gran  cantidad  de  factores  anbientales  involucrados  en  la

patogchesis  de  la  DM1,  las  evidencias  experimentales  muestmn  una  imegable

susceptibilidad   genedca   asociada,   que   tambien   presenta   un   alto   grado   de

complejidrd debido a su caricter poligchico (3). Estudios realizndos en gemelos

homocig6ticos diab5ticos demostraron que eriste hasta un 50% de concordancia

para que anbos presenten DM1 (30). Tanbien se ha observado que un hemano de

un diabetico tipo  i  tiene  10 veces nds probabilidad de contraer la enfemedad

comparado  con  un  individuo  de  la  poblaci6n  general  (31).  Resultados  que
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demuestran claramente la participaci6n de un componente de caracter hereditario

en  la  etiologia  de  la  DM1.  Para  idendficaci6n  del  componente  de  caricter

hereditario  se  ha  llevado  a  cabo  rna  serie  de  est`rdios  que  datan  desde  hace

decndas. Actualmente se cuenta con una lista de mds de 20 loci que se cree podrian

incremental el riesgo de contraer esta patologia. Sin embngo, no todos tienen los

mismos indices de asociaci6n (32,33).

El locus gendtico conocido como JDDdlJ aocus 1 de la Diabetes Mellitus hsulino

Dependiente)   fue   el   primer  locus   encontredo   asociado   a  la  erfemedad  y

conesponde a la region del Antigeno del Leucocito Hunano quA) ubicado en el

cromosoma 6p21. Este locus es el mds inportante en la etiologia genetica de esta

enfemedad siendo reaponsable de cerca de la mitad del factor de riesgo hereditario

asociado  a  la DMl.  Se  ha  observado  que  existen  dos  haplotipos  de  pndcular

importancia para este locus: DR4-DQ8 y DR3-DQ2, los cuales estan presentes en

un 90% de los nifios caucdsicos con la patologia. Tanbi6n se ha encontrado un

haplotipo cousiderndo protector de DMl que se encuentra en menos del 1% de la

poblaci6n diabetics: el DR15-DQ6, el curl esti presente en un 20% de la poblaci6n

general. Desde 1992 a la fecha, se han propuesto varios modelos para  explicar este

fendmeno  de   suscqptibilidades  basadrs  en  la  moldeula  NIC  clase  11  cuya

estructura terciaria favoreceria la presentaci6n de autoantigenos a los linfocitos T,

desanollando rna reapuesta autoinmune (3, 9, 31-33). Sin embargo, a pesar de ser

uno de los marcadores mds fuertes en DMl, no ha pemitido explicar el fen6meno

de susceptibilidad en muchos poises y grupos etnicos (34).
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Dentro de los llanados genes `ho HLA" existe un ndmero considerable de genes

candidates, coda curl haciendo un aporte mds bien limitado   de la susceptibilidad

gen6tica a la DM1  (3, 33). Entre ellos destacan: el locus +DDA42 en el cromosoma

1 lpl5, con polimorfusmos de  secuencias repeddrs en tandem de ndrero variable,

1ocalizndo en el gen de insulina (ZIVS FTV7R). Segth el ninero de rapeticiones de

una  unidad  consenso  de   15pb  (ricos  en  G)  se  distinguen  3   closes  de  este

polimorfislno: Clase I (30-60 urid.) el oral de ouenta de ~10% de susceptibilidad

genetica;  Clase 11 (61-120 unid.) muy Taro en la poblaci6n, y Clase in (120-170

unid.) poco fi`ecuente al cual se le asocia un efecto protector contra DMl de 3 a 5

veces  comparado  con  un  sujeto  portador  del  haplotipo  Clase  I.  Apoyados  en

evidencias  obtenidas  a  partir  de  experimentos  en  modelos  KO  con  ndmeros

variables de copias del gen de la insulina, se post`ila que este polimorfismo estaria

modulando   la  expresi6n   de   insulina  en   el  timo,   en  donde  portadores   del

polinorfismo de Clase I generarian linfocitos T auto reactivos insulino-eapecfficos

debido a rna pobre selecci6n autogenica en el timo (35), hip6tesis que ach no ha

sido demostrada.

Finalmente  otro  locus  de  inportancia,  es  la region JDDA1/2  en  el  cromosoma

2q33, region donde se encuentra codificado el Antigeno 4 asociado al Linfocito T

Citotoxico (CZ:L4-4) que cuenta con un ELS de 32 (36,37). Este locus ha sido el

blanco de muchas investigaciones y se conoce desde hace algunos afros debido a su

gravitante rol en la regulaci6n del sistema inmune, siendo reaponsable de modular

la activaci6n  de  los  linfocitos  T.  Su  asociaci6n  con DMl  ha  sido  confimada
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mediante multiples mapeos geneticos y anflisis de desequilibrio de ligamiento, que

siempre  apuntan  a  la  regi6n  donde  se  encuentra  codificado  C7lIA4  Se  hen

encontrado  diversos polinorfesmos en este  gen con distintas  frocuencias  en las

poblaciones donde se ha estudiado, obteniendose distintos efectos de asociaci6n a

DMl dapendiendo de la etnia poblacional.

Actualmente,   la   investigaci6n   en   genes   candidates   esti   dirigida   hacia   el

descubrimiento  de  nuevas  regiones  genicas  de  susceptibilidad  a DM1.  En  este

sentido,  se  ban  identificado  dos  regiones  que  estin  siendo  objeto  de  variados

estudios poblacionales. I.a variante PTPN22 del gen que codifica para la Proteina

Tirosina-Fosfatasa (I,IT) como nuevo factor de suscaptibilidad a DMl  actuando

tanbich a traves de la regulaci6n de la reapuesta del linfocito T (38,39). Por tltimo,

trahajos de los tltimos 5 afros tanbich ban resaltado el papel de los receptores de

muerte progranada  1  trgrammed death  I, PD-/) como muy relevantes en el

reconocimiento de estructuras que regulan negativanente la relaci6n entre la celula

presentadora del antigeno (APC) y el linfocito T respectivamente.

2.3 Recaptor de muer(e progranadr (PD-J).

Las molecular  de muerte  celular progranada (Pzlj) pertenecen a   la familia de

recaptores CD28 y son expresadas en las celulas activadas T, 8 y mieloides (40). Se

ha postulado que PD-1 juega un importante rot en la inducci6n  y/o mantenci6n de la
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tolerancia perifdica. Por medio de la imeracci6n con sus ligandos Q'DLl  y PDL2),

PIll  inhibe  la estimulaci6n antigchica de  las  celulas T y 8.  Los ligandos PIILs

pertenecen a la finilia 87 y pueden ser expresados tanto en 6nganos linfoides, como

no  linfoides.  El  balance  de  estas  sefiales  inhibitorias  a'D-1   y  CTLA4)  y  de

estimulaci6n 07) provee a las interacciones en la superficie oelular de los linfcoitos

T y edlulas presentadoras de antigenos de los mecanismos cruciales de la homeostasis

celular  para el mantenimiento de la tolerancia perifdica (41). I.a disnipcidn de este

delicedo  balance  puede  conducir al  quiebre  de  la  auto-tolcmneia    y  por  lo  tanto

generar un desbalance conduoente a la  patogchesis de las enfemedndes antoinmunes

a?ig. 2).
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La fimci6n de PD-I  como un regulador de la tolerancia periferica foe inicialmente

apoyada por la observaci6n que indicaha que los modelos animates deficientes en

PILL desarrollaban enfemedades autoirmunes, a pesar de tenor distintos fenotipos o

diferente  "background"   gendico   (42).   De  esta  fomra,  rates  C57BL6     PD-lJ-

mostraron  el  desalrollo  eapontanco  de  un  sindrome  similar  al  Lupus  que  inclu'a

glomeniloneffitis   y   8rtritis   destructiva.   Ratones   BALD/c   deficientes   en   PD-1
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mostraron desarrollo de cardiomiopatia   dilatada la cual parecia estar mediada por

autoanticuezpos contra proteinas cardi'acas y dey6sitos de lgG en los cardiomiocitos

(43,44).  Estos hallazgos apoyan la idea de que PD-1  puede  sxprimir la activaci6n

immune  y prevenir la aparici6n de autoinmunidad. El gen hunano para PD-1 (pdrd/)

esti localizado en el cromosoma 2q37. Se ban identificado varios polimorfismos de

nucledtido sim|]le (SNPs) para el gen PDCD/ y se hen descrito diversas asociaciones

con   des6rdenes   autoirmunes   tales   como:   Ltxpus   Fritematoso   a,ES),   artritis

reumatoide,  tiroiditis y dial)etes tipo 1 entre otras (45).

2.4. Estudios de asociaci6n PD-1 y enfemedad autoinmune.

Los diversos polinorfismos del gen PD-/ han sido asociados a patologias eapeofficas

relacionadas  con  la  autoirmunidad  (46,47).  En  el  caso  de  Lapus  Eritematoso

Sistemico   QJ]S),   los   estudios   realizados   en   Suecia   muestran   asociaci6n   del

polinorfismo  PD  1.3  con  marifestaciones  rmales  del  LES  (48).  Tanbich  se  ha

descrito  asociaci6n  en  poblaci6n  China  (49).  Estudios  en  Talwin  muestran  rna

asociaci6n positiva (50) y otra negative para LES (51). Este fen6meno tambich se

observa en una cohorte poblacional multietnica conformada por caucdsicos, asiaticos,

hiapano y afroanericanos en USA (52) y en un estudio multipoblaciorml  europeo

(53), efecto sinilar se ha observado en poblaci6n mexicana (54). El estudio realizedo

en  poblaci6n   eapafiola,   muestra   resultados   contradictorios   (55,56).   En   artritis

reumatoide CIA) los hallazgos son similares en cuanto a asociaci6n positiva tanto en

pob]aci6n de Talw5n (57), y negativa en japoneses (58). Otras asociaciones descritas
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para  estos  polimorfumos  son:  con  Eapondilitis  Ankilosante  en  coreanos  (59),

Encefalomielitis antoinmune (60), enfermedad hepftica autoinm`me (61,62), Cimsis

biliar (63). Recientemente, la presencia del alelo A para el SNPs PD-1.6   ha sido

asociado a la presencia de p5nfigo en  poblaci6n  brasilefia con ancestro europeo (64).

Los  estudios  realizados  en  modelos  animales  con  DMl  tambien muestmn  buena

asociaci6n. En ratones NOD el polinorfismo en PD-j y su ligando PD-Ll se asocian

con diabetes autoinmune (65), fen6meno confimado tanbich por Fife y cols en el

afro 2006 (44). El modelo "knock out" PD-1 J-  muestra rna fuerte polarizaci6n hacia

la reapuesta Thl, autoinmunidad acelerada e infiltraci6n de islotes (66-68). Estudios

en pacientes con DMl  muestmn   resultados negativos en poblaci6n froncesa (69),

dates  controversiales  (70)  y  otros  que  sugieren  un  papel  positivo  de  PD-I  con

suspeptibilidnd a dichetes tipo I en poblaci6n Danesa (71) y Japonesa (72,73).

2.5. CTLA4.

El   gen antigeno 4 asociedo a linfocito T Citot6xico (CEL44 se localiza en el

cromosoma 2q33  y codifica pala molecula coestinuladora que se expresa en la

superficie de la celula T (74). CTLA4 junto con CD28 juegan un col esencial  en

la reapuesta de la celula T frente al antigeno (37,74). La activaci6n de la celula T se

inicia con el reconocimiento entre  su recaptor QCR) y las molecular  NIIC de

clase  11,  sin  embargo,  la activaci6n  completa  conducente  a  la proliferaci6n  de

c6Iulas  T y la activaci6n de citoquinas, solo se produce con esta segtmda sefial de

coestimulaci6n (CTLA4). En ausencia de esta segunda sefial, la union de TCR-
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HLA clase 11 se hace mds debit genemdo efectos refroctarios en la celula, tales

como anergia clonal o apoptosis. En estado quiescente, la mayoria de las mol6culas

CTLA4 estan almacenadas en vesiculas intracelulares. Deapuds de la activaci6n de

TCR, estas vesicular se movilizan a la superficie celular, aimentando su expresi6n

y compitiendo con CD28 por los sitios de union a la moldeula 87 (74).

2.6 Polinorfismos en C7Z,4J: Enfemedades autoinmunes y DMl .

El gen C7L4J ha sido propuesto desde hace varios afros como `m gen candidato

en diversas enfemedades autoinmunes (75-77), entre ellas la diabetes tipo I, dado

su papel gravitante en la reapuesta proliferativa de celulas T (37, 74, 77). Este gen,

denomindo JDD%T2 ha sido asociado a DMl  en diversos parses como Eapafia,

Italia, Alemania y 86lgica (79-80). No obstante, hay una seria de publicaciones en

poblaci6n japonesa, del Reino Urido y USA que no muestran el mismo grado de

asociaci6n (81, 82). Para el gen de C7L4J se ham descrito diversos polinorfismos

en disthtas zonas de su region codificante o a rivet de promotor  a]ig. 3) (83).
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Figum  3.  Po]inorrlsmos  cncontrades  en  ]as  prorimidndes  del  gen  de  C7Z.AJ:  Existen

multiples polinorfismos que flanqucan la regidr gchica de C7Z,4J. Nuestro estudio se centre en el

po]inorfismo C-318T ubicado en la region promotora del gen y en el A+49G, chico polinorfismo

encontrado en urn regi6n codificante del gen de C"J (exch I) (84).

Dentro de esta amplia gama de polinorfismos, uno de los mejores docunentados

coneaponde a la variante +49 A/G, sustituci6n que genera un cambio aminoacidico

de Thrl7Ala en el pqudo  serial  de la molecula (83).  Se ha demostrado  que la

presencia  de   esta  vinante   genetica   en   CZIL4J  produce   una   glucosilaci6n

incompleta a nivel  de  Alal7,  conduciendo  a un transporte  an6malo  a nivel  de

reticulo  endoplaLsmatico,  lo  anterior lxpeneute  en  la obtenci6n  de rna moldeula

CTLA4 (Alal7) menos madura en la s`perficie celular, lo cual podria exp]icar en

p8rte, la menor funci6n irfuibitoria de CTLA4 en los individuos portadores de este

polinorfismo (37). Por otra parte, otro de los polinorfismos que ha demostrado un

buen grado de asociaci6n con diabetes tipo 1 coneaponde a la variante +6230 G/A

19



en la region 3' que afectaria la estabilidrd del RNA mensajero de CTLA4. Otra

varfute descrita mds lecientenente coneaponde a la mutaci6n -318 C/I que se

encuentraenlapr6ximaalpolinorfismo+49A/Genelpromotordelgen.

2.7  Antecedentes Serol6gicos de DMl.

I.a destrucci6n de las celulas P es un proceso que puede tomar mucho tiempo antes

de que aparezcan  los primeros sintomas de la diabctes. Se estima que estos tienen

lugar deapues de que un 80% de las c6lulas del islote pancredtico estin destmidas

(7, 21, 22). Esta destrucci6n celular mediada por linfocitos T se desanolla a partir

de  la  acci6n  de  diversas  mol6culas  citotoxicas  como  citoquinas,  perforinas  o

mediante  sefiales  apopt6ticas  a  traves  de  la  via  Fas.    De  esta  manera,  se  ha

determinado que las citoquinas IL-1 e INF-T son capaces de inducir la expresi6n de

Fas  en  la  superficie    de  la  celula  P  (21,22).  Existen  ademds,  otras  citoquinas

producidrs por un grtxpo de linfocitos T helper  1  (Thl) capaces de exacerbar la

autoinmunidad  celular,  entre  ellas  destacan  IL-2,  IL-12,  IL-18  y  TNF-a  (23).

Ademds,  se ham dctectado  citoquinas producidas por linfocitos  Th2  y  Th3  que

protegen al islote pancredico de la destrucci6n B celular, tales como IL4, IL-5, IL-

10 y TGF-P. Estas citoquims clean un balance inmunol6dco el cual podria verse

Ofectndo por un eventual aunento en la poblaci6n de linfocitos Thl, evento que

precipitaria )a reacci6n autodestmctiva de la DM1 (21) Q'ig.4).
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Cell death

Figt]ra 4. Mecatiismos de destruccl6I] de fa c€Iuh B en la diabetes tipo I. (21)

In destrucci6n de la celula P conlleva la apndci6n de anticuerpos contra proteinas

del  medio  intemo  celular.  Hace  mfs  de  30  afros  se  conoce  la  existencia  de

anticuelpos  en  el  suero  de  pacientes  diabdicos  que  son  capaces  de  unirse  a

diferentes   secciones   del   islote   pancredtico.   Los   3   principales   autoantigenos

concoidos  son  la descarboxilasa del  foido glutinico  (anticue]po  GAD-65),  uno

proteina Tirosina-fosfatasa aA-2) y la insulin (IAA). Se ham realizndo n`merosos

esfuelzos  por  estandarizar  los  ensayos  de  deteoci6n  de   dichos  antiouerpos,

describichdose que ceroa de un 90% de los pacientes de rociente diagndstico tienen

anticuexpos  de  al  memos  I  de  los  3  autoantlgenos  seflalados  (24).  Existe,  sin

embngo,  cierta  variabilidad  en  tales  patrones  himorales,  encontrindose  mayor

prevalencia de anticuelpos contra insulina aAA) en los pacientes mds j6venes; un

decrecimiento  en  el  titulo  de  anticuelpos  IA-2  despues  del  diagn6stico,  y  rna
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mayor persistencia del anticuexpo GAD-65 (24). Sin embargo, a pesar de que estos

auto-antiouerpos se encuentran en un alto porcentaje de los pacientes diabeticos

recich diagnosticados, existe un porcentaje no despreciable (del 22% hasta el 40%)

de pacientes que no presentan un patron positivo de autoinmunidad al debut (25),

lo cual muestra la complejidrd de la patologia aproxinindola a la presencia de

fen6menos apoptoticos en su inicio (21).
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rm6TEsls

De acuerdo a los antecedentes antes mencionados mos hemos planteado la siguiente

hip6tesis: "Existe asociaci6n entre polimorfismos del antigeno 4 asociado al linfocito

T   Citot6xico   (C7:L4-4)   y  valantes   genedcas   del  lecaptor  de  muerte   celular

progranada PD/ y la DMl en la poblaci6n chilena".

OBJIITIV0 GENERAI.

•    Analizar la frocuencia alelica y genotipica de los polimorfismos PD  1.2; PD

1.5; PD I.6 y PD I.9 en pacientes diab5ticos tipo 1 de Santiago.

OBJETIVOS ESPEciFICOS

•    Estimar la frocuencia de las variantes PD  I.2; PD  1.5; PD  1.6 y PD  1.9 en

pacientes con DMl y poblaci6n control no diab6tica a3studio Caso-Contl`ol).

•    Deteminar mediate ELISA el perfil de auto-inmunidad de anticuerpos anti-

IA-2,  anti-GAD65  en  muestras  de  sueros  de  pacientes  diabeticos  y  en

controles.

•      Determiner mediante ELISA la concentraci6n serol6gica de la moldeula

CTLA4 soluble en pacientes diabeticos y en controles.
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MATERIAI,ES Y METODOS

3.1 Participantes del Estudio.

En este estudio participaron 160 nifios debutantes con diabetes tipo 1 de ]a Regi6n

Metropolitana con un rango de edad de 2 - 14 afros provenientes del Hospital Sam

Boria Arriarin, mfs el CEDINTA asociado a la Fundaci6n de Diabetes Juvenil. El

diagn6stico de DMl  fue realizado en base al criterio utilizndo por la Asociaci6n

Americana de mabctes (ADA) (Silverstein 2005). Las muestras de sang[e fueron

colectadas en coda centro hoapitalario, previa fima de cousentimiento informado

por los prdres del probando y/o aserfuiento infomedo por parte de los nifios

mayores de 10 afros. Ademds, en este estudio se utlizaron 160 muestras de nifios

sanos (grupo control) cuyo rango de edad y estrato socioecon6mico fue sinilar al

grqu de nifios diabeticos.

3.2 Disefio de Estudio.

Para estudiar la posible  asociaci6n entre polinorfismos  de  C7lL4-4 y variantes

geneticas del recaptor de muerte progranada PD/ y la DMl se realiz6 un estudio

del tipo caso-control con el fin de estinar la posible diferencia en el patron de

desequilibrio  de  ligrmiento  entre  el  grxpo  de  nifios  enfermos  versus  el  grupo

contol.  A partir  de  este  estudio  tanbich  se  realiz6    un andlisis  de  asociaci6n

directa pan establecer la posible existencia de haplotipos de riesgo.
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3 .3 Extracoi6n de DNA.

De cada uno de los participantes de este estudio se colectaron aproxinadamente 5

mL de sangre periferica, la cual fue centrifugada a 275 x g en centrifuga clinica

para  separar  el  suero  de  las  pardculas  en  suapensich  (chtrocitos,  1infocitos  y

plaquetas principalmente).  Se almacenaron 500 iJL del suero de cada muestra para

andlisis  posteriores,  mientras  que  las  celulas  preciphadas  fueron  sometidas  al

proceso de extracci6n de DNA con el mctodo de Chomczynski. Para ello se mezcl6

el residuo  o `]ellet" con tamp6n de lisis  (sacarosa 0,32M;  Tris  10mM pH7,  5;

Mgc12  5mM;  Trit6n X-100  1%) en proporci6n  1:5 y centrifugando a  1900 x g

durante  10 minutos.  Deaputs de repetir este proceso  3  veces  se resuspendi6  el

residuo  lisado  con  1  mL  de  soluci6n  Chomczynshi  (CH5N3  x  HSCIN  +  H20;

Winkler Ltdr., Chile).

Deapues de 1 hora se agregaron 4 mL de etanol fi{o absoluto y se centrifug6 a 1900

x g  durante 3 minutos. Deapu6s de rapetir 3 veces este proceso el residuo se sec6

para luego rehidratarlo con 150 pL de NaoH 8mM.

EI DNA obtenido fue cuantificado a 260 nm, longitud de onda en la cual absorben

las bases nitrogenadas; y tambich fue cuantificado a 280 rm lugar del eapectro

donde absorben  las proteinas.  I.a raz6n entre  ambos valores  de absorvancia da
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cuenta  de  la  pureza  de  cada  muestra.  Las  medidas  fueron  reali2ndas  en  un

GeneQuant a'hanacia Biotech, Cambridge, England).

3.4 Genofpificaci6n.

Para deteminar el genotipo  del gen de PD-1  y coda uno  de los polinorfismos

estudiados PD 1.2; PD 1.5; PD 1.6 y PD 1.9 en coda rna de las muestras se utiliz6

la tecnica de reacci6n en cadem de la polinerasa a'CR) y posterior andlisis de

frogmentos de restricci6n auLP). EL detalle de cada polinorfismo se presenta en

la tabla siguiente con su reapectiva seouencia de analisis experimental.

Tabla I. Mctodo PCR-RFLP, partidores PCR y enzinas d€ restricci6n are)

SNP LIBICACION METODO FtE PAf"DOFRES

PD 1.2 6438 G/A Infron 2 PCR-RFLP Msp'
F: 5'AecGGCAcerAcFt5`-G      crTerGe`

PD 1.5 7785 CIT Ex6n 5 PCR-RFLP Alul
F: 5`- ACIACGGAGTATGCCACchTT3`FL-5`-cIACTCTeeGCAnGAGACAT3`

PD 1.6 8fl;fl3fl;flGl^ 3'LJTR PCR-RFLP Nla Ill
F: 5`-TenGAAGA                             T3`Fi.5.-GGGGAACGccTerAccTT3`

PD 1.9 7625 CIT Exert 5 PCR-RFLP Bpu 101
F: 5`- GGACAGCTenGGGTIAGCIAcO`R:5`-AGAACACTGGTL3`

Cada reacci6n de PCR fue realizada en 25 prL de soluci6n conteniendo 5 pmoles

de cada par de partidores, 50 ng de DNA de cada rna de las muestras, 200 |iM de

cada dNTP y 0,5 U de Taq-Polinemsa. ha reacci6n de PCR se estandariz6 en un

26



periodo de 3 minutes a 95°C para la activaci6n de la enzima, seguido de 35 ciclos

que consistieron en un periodo de denattmci6n del DNA a 95°C por 15 segundos,

un periodo de union de los partidores a   64°C 0D  I.5; PD  1.2), 54°C OD  I.9),

56°C ®D  1.6) y   por 15 segundos y un pedodo de extensi6n de la polimerasa a

72°C por 15 segundos. Para realizar el PCR se ocipo un Termociclndor BiometraR.

Para llevar a cabo el anflisis RFIP se tomaron 6 LIL de coda prnducto de PCR que

foe incubado a 37°C durante  1 hora con 0,5 U de la endonucleasa de restricci6n

apropiada para cada polimorfismo. El producto de digesti6n fue visunlizado en un

gel de ngarosa al 2 a/o 1:effdo con bromuro de etidio aTig.5).

Flgum 5. Fotogram de t]n g€1 de agarosa con I)roductos de cortes de distintas muestms come

ejemp[o de  los polimornsmos A a'D 12) y 8 QD I.9) estudindos.
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3.5. Analisis Serol6gico.

La presencia de   anticuerpos anti-GAD65  y anti-IA2 fue dcteminada mediante

inmunoensayo  enzimdtico  a3LISA)  con el uso  de kits  comeroiales  de  la marca

BiosoureeR(California,USA).Ambosensayosestinbasadosenlahabilidaddelos

anticuelpos de fomar un puente entre el antigeno reapectivo unido a la placa de

ELISA  (GAD65  e IA2) y un segundo  antiouerpo biotiniledo.  ha uni6n de este

segundo  anticuexpo  se conelaciona  con la cantidrd  de  anticuerpo  a deteminar

presente  en  el   suero   estudiado,   siendo   cuantificado  mediante   la  adici6n  de

straptavidina-peroxidasa      mds      un      sustrato      colorogenico      (3,3',      5,5'-

tetranetilbencidim; TMB). Deapues de inoubado durante el tiempo indicado por el

fabricante la placa fue leide en un lector 6ptico ASYS ffitech GmbHR (Austria) a

450 nm y a 620 nm a modo de control. Ia dctecci6n de anticuexpos se llev6 a cabo

de manera semi-cuantitativa tomando como leferencia el valor de 5 UI/inL para

GAD65 y  10 UI/inL pan IA2. Aquellas muestras con un titulo mayor o igunl a

dicho   valor  fueron   cousideradas   `inuestras   positivas"   o   con  presencia  del

anticuexpo en cuesti6n.

3.6 Anflisis Estadistico.

Tanto el anflisis de las frocuencias alelica y genotipicas en el estudio caso¢ontrol

como el porcentaje de autoanticuexpos entre los pacientes diabeticos y el grxpo

control fueron llevndos a cabo con la pmeha estadistica de f mediante el software



SHEsis, el cual tambich se tltiliz6 para deteminar el equilibrio de Hardy-Weinbeng

en el estudio caso¢ontrol a value < 0,05 fue considerado como estadisticamente

significativo).
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RESULTADOS

4.I Caracten'sticas clinicas de los gnpos de estudio.

I.a tat)la NI 2, resume las cancteristicas clinicas del grLpo de nifios con DMl y los

nifios controles, desde el punto de vista de su distribuci6n por edad, gchero y perfil

de anticuelpos al momento de su ingreso al estudio.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas e inmunol6gicas de anbos grupos de est`idio.

Casos Controles

(n-160) (n-160)

Edad (afros) 9,5  ±   3,3 10,7  ±  3,I

Hombre"ujer 68/92 87/73

Edad de Diagn6stico (afros) 8,2  ±   3.6 -

Total de anticuexpos (%) 73,4 1,25

Anti.GAI)65 (%) 82,5 125

Anti-IA-2 (%) 64,3 0,00

Enfemedad outoinmune (%) 4,4 1.9

sCTIA4 (ng/nd) 2,99 ± 1,70** I,43 ± 0,31

(0.56 - 9.62) (0.56 -2.88)
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I.a tabla muestra resultados eaperados para la distribuci6n de anticuelpos siendo

estos altamente positivos en el grxpo con DMl. Como enfemedades autoinmunes

asociadas (enfemedad celiaca y tiroiditis), se detectaron 6 casos en el gnpo con

DMl y 3 casos en el grupo control.

4.2 Genotipificaci6n.

Para el ca§o del polinorfismo  7785  Cff el   tamafio observado  de la banda de

amplificaci6n deaputs de la electroforesis coneapondi6 con las 333 pb eaperadas.

Deapues del tratamiento con la enzima Alu I, aquellas muestras que presentchan el

SNP T en urn de sus hebras fueron digeridas dando origen a 3 bandas: ]a de 333 pb

coneapondiente al producto de amplificaci6n intacto sin el SNP, mds dos bandas

de 264 y 69 pb producto del corte enzimatico en la otra hebra. En las muestras

homocigotas   para   el   SNP   (genotipo   T/I)   anbas   hebras   fueron   cortadas

desapareciendo la banda de amplificaci6n, ocurriendo lo contrario pan el caso de

las muestras  sin el SNP en ninguna de sus hebras (genotipo C/C).

Pala el polinorfismo 7625 C/T el  tamafio observado de ]a banda de anplificaci6n

conespondi6   con   las   408   pb   eaperadas.   Deapues   del   tratamiento   con   la

endonucleasa Bpu lot, aquellas muestras que presentahan el SNP C en rna de sus

hebras   fue digerida dando origen a 3  bandas:  la de 408 pb  coneapondiente al

producto de anplificaci6n nds dos bandas de 260 y  145 pb producto  del corte
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enzinatico.  En  las  muestras  homocigotas  para  el  SNP  (genotipo  C/C)  anihas

hebras   fueron cortadrs desapareciendo la banda de amplificaci6n, ocurriendo lo

contrario  prra  el  caso  de  las  muestras    sin  el  SNP  en ninguna  de  sus  heblas

(genotipo Tin O]ig. 5b)

Para el polimorismo 6438 A/G el  tamafio observado de la banda de amplificaci6n

correspondi6   con   los   250   pb   eaperadas.   Deapues   del   trataniento   con   la

endonucleasa Msp I, aquellas muestras que presentaban el SNP G en rna de sus

hebras   fue digerida dando  origen a 3  bandas:  la de 380 pb correapondiente al

producto de anplificaci6n mds  dos bandas de  100 y  150 pb producto del corte

enzimatico.  En  lan  muestras  homocigotas  para  el  SNP  (genotipo  G/G)  ambas

hebras   fueron cortadas desapareciendo la banda de amplificaci6n, ocurriendo lo

contrndo  para  el  caso  de  las  muestras    sin  el  SNP  en  ninguna  de  sus  hebras

(genotipo A/A) a]ig. 5a)

Para el polimorfismo 8737 A/G  el  tamafio observedo de la banda de anplificaci6n

coneapondi6   con   las      410   pb   esperadas.   Deapues   del   tratamiento   con   la

endonucleasa Nla Ill, aquellas muestras que presentahan el SNP G en una de sus

hebras   fue digerida dando  origen a 3  bandas:  la de 410 pb coneapondiente al

producto de amplificaci6n mds dos bandas de 290 y  120 pb producto del corte

enzin5tico.  En  las  muestras  homocigotas  para  el  SNP  (genotipo  G/G)  ambos

hebras   fueron cortadas desapareciendo la banda de amplificaci6n, oourriendo lo
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contrario  para  el  caso  de  las  muestras    sin  el  SNP  en  ninguna  de  sus  hebras

(genotipo A/A).

4.3 Anffisis Serol6gico.

Se cunndfico la presencia de anticuerpos eapecfficos contra elementos del pancreas

como son los antiouerpos GA65  e IA2 en el gripo de prcientes diab6ticos y el

grapo control. Esta determinaci6n realizada en los casos con DMl mostr6 que los

pacientes tienen en un alto polcentaje al memos uno de los dos anticuelpos con

detecci6n  positiva,  mientras  que  en  el  gnpo  control  ]a  detecci6n  de  dichos

anticuelpos fue pricticamente nula. Esto es concordante con lo eaperado, ya que

nos  permite  al  memos  deducir  que  nuestro  gnpo  control,  no  manifiesta  un

comportamiento   serol6rico   que   pudiera   hacemos   soapechar   de   anomalias

pancredticas autoinmunes en este grtpo. El porcentaje observado en el grupo con

DMl se encuentra dentro de los porcentajes descritos.

De  la misma manera,  se  determin6  la concentraci6n  serol6gica de  la moldeula

CTLA4  soluble  en  anbos  grupos  de  estudio.  Al reapcoto,  se  observ6 que los

niveles circulantes de sCTIA4 estuvieron elevados en los pacientes diabeticos en

relaci6n al gnpo control (2,99 ± 1,70 vs  1,35 ± 0,38), p< 0.02). Le distribuci6n

serol6gica de  este mareador de regulaci6n negativa de  celulas  T muestra datos

controversiales   en   la   literature,   siendo   ]os   valores   elevados   en   patologias

autoinmunes lo mds frocuentemente descrito.
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4.4 Anilisis Gen5tico.

Los resultados de las froouencias genotipicas y alelica en el estudio caso/control en

coda uno de los polinorfismos analizados se muestran en la tabla 3 y siguientes:

Ifa tabla N°  3  muestra que  la distribuci6n del polimorfismo +49 A/G del  gen de

C7:L4-4 no foe diferente al comparm casos con DMl y nifios controles. Ademds, la

muestra  analiznda  se  encontr6  en  equilibrio  de  Hardy-Weinberg.  La  distribuci6n

alelica y genotipica para esta variante es muy sinilar a la observeda en otros estudios

realizndos en poblaciones de origen caucdsico.

Tab]a 3. Freouencia genotipica y alelica en el est`ldio caso-ontrol para la variante
tl9 A>G del gen CZL4-4.

Polimorfismo Caso Control Odds 95% IC P. value
i49A>G n      Free. n      Free. Ratio

A/A 68    0'425 62    0'473

0,614362JVG 70    0.438 SS    0,420
G/G 22    0,138 14    0,107

ValorHardyWeinbelE 0559329 0,730S86

®A alelo A
206  0'644 179  0,683

0'837891 (0.592496~1,184921] 0316921
% alelo G 114  0356 83    0317
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ha  tabla  N°  4  muestra  que  la  distribuci6n  del  polinorfismo  PD-I.2  no  mosfro

diferencias estadlsticamente releventes al comparar casos con DMl y nifios controles.

Existe una tendencia a una mayor frecuencia del genotipo G/G en el grupo con DMl .

Se puede observer una frocuencia casi nula de la variante A/A en ambos grtxpo. ha

muestra analiznda no se encontr6 en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tab]a 4. Frecuencia genotipica y alelica en el estudio casoeontrol para la variante
PD 1.2 del gen PDCD-I.

Polimorfismo Caso Control Odds 95% IC P. value
PD 1.2 n      Free. n      Frec. Ratio

A/A 1        0.06 I      0,06

0.403100A/G 69       0,431 81      Ogiv6

G/G 90     0ff2 78     0,487
ValorHrtyWeinberg

0'001646 0,0006
a/oaleloA 22£ 25P 0.814197 [0.566142~1.170937] 0267124
a/a alelo G

77.8 74'1

ha tabla NI 5 muestra que la distibuci6n del polimorfismo PD-1.5 el cual mostr6

diferencias   significativas   al    compalar   casos   con   DMl    y   nifios    controles,

demostrindose rna posible asociaci6n de esta variants con DMl . Sin embngo, desde

el punto de vista de su distribuei6n en la poblaci6n total, esta variante no muestra

estar en equilibrio de Handy-Weinberg.
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Tab]a 5. Frecuencia genotipica y alelica en el estudio caso¢ontrol para la valante
PD 1.S dct gen PDCD-1.

Polimorfismo Caso Control Odds 95% IC P. value
PD I.5 n      Free. n      Frec. Ratio

OC 27        0,169 37        0231

0.004487Cr\ 129      0.806 107      0,669

Trr 4        0,025 16        0,loo

ValorHardyWeinbem 3.04e016 5.05eun

% alelo C 572 56,6 I.025810 [O.7S0212~1.40265l) 0.873155
®/oaleloT 42,8 43,4

La tabla N° 6 muestra que la distribuci6n del polinorfismo PD-1.6  el cual mostr6

diferencias significativas al comparar casos con DMl y nifios controles, indicando una

posible asociaci6n de esta variante con DMl . Sin embngo, desde el punto de vista de

su distribuci6n en el grupo  control  esta variante no muestra  estar en equilibrio  de

Hndy-Weinberg.

Table 6. Frecuencia genotipica y ale]ica en el estudio caso¢ontrol para la variante
PD I.6 del gen PDCD-I.

Polinorfismo Caso Control Odds 95% IC P. value
PD 1.6 n      Free. n      Frec. Ratio

A/A 32       0200 25        0,156

0.001650A/G 71        0,444 102      0.637

G/G 57        0,356 33       0206
ValorHrtyWcinber=

0253396 0,000436

% alelo A 422 47i 0.806543 [0.590358~1.101895] 0.176622
% alelo G 57,8 52,5
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ha  tabla  N°  7  muestra  que  la  distibuci6n  del  polinorfismo  PD-1.9  no  mostr6

diferencias significativas al comparar casos con DMl y njfios controles. No obstante,

desde  el punto  de vista de  su distribuci6n en la poblaci6n total,  esta variante no

muestra estar en equilibrio de Hndy-Weinberg.

Tabla 7. Frecuencia genotipica y alelica en el estudio caso¢ontrol para la variante
PD I.9 del gen PDCD-j.

Polinorfismo Caso Control Odds 95% IC P. value
PD I.9 n      Free. n      Frec. Ratio

Tr\ 0 0

0.882187I/C 133       0,831 27        0.169

C/C 132      0,825 28        0,175

ValorHardyWeinbelE 2.47eJ)19 7.00eo|9

®J6 alelo T
58.4 58,8 0.987202 [0.720747~13S2163) 0.936017

a/®aleloc
41,6 412

ha tabla N° 8 muestra el andlisis de haplotipos considerando todos los polinorfismos

analizndos para el genpdrd -/.

Los  resultados  de  la  tabla  N°  8  muestran  que  los  haplotipos  CCGA  (12,2  %;

OR=1,859))  y  TTGG  (19,6  %;  OR=  2,362)  son  bastante  mds  frocuentes  en  la

poblaci6n con DMl  generando los mds altos OR en este analisis, en anbos casos

estos haplotipos podrfan llegar a constituirse en macadores de prediaposici6n papa la

enfermedad.  I.as combinaciones haplotipicas TrGA, TCGA y TCGG mostraron los
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valores mds hajos de OR, presentaron rna muy baja frocuencia en el grapo con DMl

y podrian plantearse como haplotipos de protecci6n.

Tabla  8.  Frecuencias  haplotipicas  relevantes  entre  casos  y  controles  para  los
polinorfismos PD 1.2; PD 1.5; PD I.6 y PD 1.9 del gen de PDCD-J.

Haplotipos Frecuencin Freeuencia Odds 95 a/a IC
Casos Confroles Ratio

CCGA 12.2% 7.1% 1,859 [1.080-3.202]

CCGG 27.3% 26.5% 1,069 [0.752~1.521]

CTRA 2.2% 8.4% 0250 [o.io7ro.582]

CTGA 6.0% 4.7% 1,319 [0.658~2.641]

CTGG 7 .2:Oilo 9.1% 0,790 [0.447~1.398]

TCGA 0.5% 3.5% 0,134 [O.025ro.733]

TCGG 0.1% 4.1% 0,028 [o.oo3ro.244]

TI`AA 14.9% 14.4% I,066 [0.687~1.656]

TrGA 4.9% 9.3% 0,514 [0.2731}.966]

ITGG 19.6% 9.6% 2,362 [1.485~3.758]

Frecuencias cO.03 en casos y condoles no fueron cousideradas.

ha tabla N° 9 muestra las combinaciones genotipicas para las variantes PD-/ en casos

con DMl y controles.

Se puede observer, que hay dos combinaciones genotipicas que muestran los mss

altos valores de OR al comparar casos y controles: AG CT AG Tr (OR = 2,5) y GG
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CT AG CT (OR = 2.7) ambas combinaciones mds frocuentes entre los pacientes con

DMl comparativamente a los nifios controles.

Tab]a  9.   Combinaci6n genotipica para los  polinorfismos  de PD-/  en pacientes
diab5ticos y condoles.

Combinaci6ngenotl'picaparaPD12I.51.61.9 Casos Confro]es Odds 9SO/olcn n REo
AG CC AG CT 8 10 0.800 ro.31574-2.02698T
AG CT IIA CT 12 9 1.333 ro.56i82-3.i6434i
AG CT AG CT 23 25 0.920 ro.52222 -1.62077i
AG cT AG Tr 10 4 2.500 ro.78408 -7.97io9i
GG CC AG CT 7 11 0.636 ro.24669 - I .641561
GG CC GG CT 8 4 2.000 ro.60225 -6.64i 75i
GGCTAGCT 24 9 2.667 ri .23954 -5.736891
GG CT GG CT 23 22 1.045 ro.58272 -1.87563i

Finalmente, la tabla N° 10 muestra el efeeto de "dosage"  gen6tico del polinorfismo

+49 A/G de CTLA4 sobre  los genotipos PD-I .

La tchla N° 10 pemite observer que cunndo se considera la presencia adicional de la

variante +49 A/G de CTLA4, eapecfficanente si se toma en cuenta al alelo de riesgo

"G",   las  medidas   de   asociaci6n  a  enfemedad     aumentan  considerablemente,

cousiderando este "dosage" gendtico la combinaci6n AG CT AG TT   atllnenta su

asociaci6n de OR = 2,5 a OR= 3,125 y la combinaci6n GG CT AG CT modifica su

asociaci6n con DMl  de un OR = 2.7 a OR= 3,333, indicando que la asociaci6n de

estas dos condiciones de riesgo (CTIA4 + PD-I) poch'an operar sinergicanente en

el riesgo al desarrollo de DM1.
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Tablal0.  Combinaci6n genotipiea de los polinorfismos de PD-J segdn genotipos de
la varinte   +49A>G de C7Z4J portndoras del alelo G   en pacientes diabdicos y
controles.

Combinaci6n genotipica OddsRatio 9SO/®ICPan
PD  12  1.5  1.6  I.9

AG CC AG CT
AG CT AA CT I.667 ro.4683517-5.9309661
AG CT AG CT 1.150 ro.3871984-3.4i5562i
AG cT AG Tr 3.125 ro.7069594 -13.8i356i
GGCCAGCT 0.795 ro.2109003 -3.0002241
GG CC GG CT 2.500 ro.5477749 - 1 1 .4098i
GG CT AG CT 3.333 ro.9993081 -1 1.I i88i
GG CT GG CT I.306 ro.4358022 -3.9i869i
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DISCUSI0N

ha DMl  es una enfemedad en la que interactian factores geneticos y ambientales.

Desde  el  punto  de  vista  inmunolbgico  ha  sido  descrita  como  eminentemente

antoinmune, aunque los mecanismos de origen apopt6tico cada cia adquieren mayor

relevancia en su etiolog{a.  Desde el punto de vista de ]a distribuci6n de los auto-

antiouelpos,  nuestros  resultados  mostraron  que  mss  de  la mitad  de  los  pacientes

diabeticos estndiados presentaron al memos uno de los dos antiouerpos cuantificados

(GAD65 e IA-2), mientras que en el grupo control la presencia de dichos anticuelpos

fue pricticamente nula. Estos resultados no son soxprendentes, puesto que desde hare

tiempo se conoce que la presencia de una baten'a de anticuerpos como: GAD65, IA2 e

IAA se manifiestan en el inicio de la DMl  y se hen asociado con un mayor riesgo

papa desarrollar esta patologia (24). Un aapecto importante a cousiderar, es el hecho

que  la presencia  de  alguno  de  estos  antiouelpos  por  si  solo,  tiene  un hajo  valor

predictivo papa la enfelmedad. Adem5s, se observ6 la presencia del mareador CTLA-

4 soluble en concentraciones mayores en pacientes con DMl que en controles sanos,

lo que haria pensar que se podria asociar a DM1 (8®, sin embngo este fen6meno se

muestra  controversial  en  la  literatuna,  puesto  que  hay  repor(es  que  apoyan  o

contradicen este comportamiento (8 8).

Dado el  inportante col que manifiestan tanto la mol6cula PD-1 como CTLA4 en ]a

regu]aci6n negative de la proliferaci6n de c6lulas T, estos inmuno-recaptores hen §ido
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objeto de imumeral)les estudios  con el fin de establecer su relaci6n con patologfas de

origen autoinmune (46, 47, 77). Considerando que estas proteinas son rna sefial muy

relevante  en  los  procesos  de  regulaci6n  negativa  de  las  celulas  T  (41),  se  hen

realizado   multiples   analisis   gendticos   que  evidencian  la  asociaci6n  de  varios

polinorfismos en las proxinidades del genpcJed-J (45) y ct/crL4 (83) respectivamente,

de  entre  los  cuales  figuran los polinorfismos PD  1.2,  PD  1.5,  PD  1.6,  PD  I.9 y

+49A>G, como locus importantes de asociaci6n con enfemedades autoinmunes, y en

particular con diabetes tipo 1, en distintas poblaciones a in-vel mundial. Sin embargo,

dichos estndios muestran una amplia hcterogeneidad en sus resultados, razfa por la

oral cousideranos apropiado analizar  su distribuci6n en poblaci6n chilena.

En este sentido, nuestro estudio mostr6 que los polinorfismos PD 1.5 y PD 1.6 tienen

rna asociaci6n cruda mayor que los polimorfismos PD  1.2, PD  I.9 y +49A>G con

esta enfemedad. Sin embargo, ningdn polinorfismo en forma individual alcanz6 un

nivel de relevancia como para ser cousiderado un marcador gendico de la DM1.

Ire anterior, rcafirma una vez mds el hecho de que los factores de riesgo geneticos

encontrndos   hasta   la   fecha   en   la   DMl   no   son   absolutos,   se   distribuyen

heterogcheanente entre las distintas poblaciones humanas, probablemente debido a la

activa participaci6n de factores anbientales en la edologia de la enfemedad (26-29).

En  base  a  Ios  analisis  realizados  en  este  estudio,    podemos  deeir  que  nuestros

resultados geneticos se acercan nds a los obtenidos en poblaci6n  europca que a los

observados en poblaci6n asiatica, lo cual gunrda cierta concordancia con los datos de
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composici6n pob]acional actual que indican que nuestra poblaci6n esti compuesta

principalmente  por  individuos  de  ascendencia  caucdsicaL  No  obstante,  se  debe

cousiderar  que  el  tamafro  muestral  es  ath  pequefio  para  realizar  cousideraciones

mayores.

Fh tininos generales se puede decir que la interacci6n entre los polimorfismos de

los  genes  PD-j  y  C7]L4J  en  la  regulaci6n  negativa  de  la  tolecancia  perifidica

asociedo a diabetes tipo  1 se mantiene en intensa discusi6n hasta la fecha, dado que

algunos reportes indican rna fuerte asociaci6n para tales polinorfismos en ciertas

poblaciones,  mientras que otros estudios desmienten t8l efeeto (69, 70). Uno de los

desafios pendientes  conxponde a evidenciar el papel biol6gico de estas vatantes

gen6ticas en la funcionalidad del linfocito T, particulamente para PD-1, puesto que

nuestros dates prelinimres indican que, por lo memos la variante +49 A/G del gen de

CZ]L4J existen antecedentes de que es capaz de asociarse a reapuestas difelenciales

de un efector de apoptosis como caapasa 3.

Existen evidencias que establecen que el genpd-J y sus molecules ligando son un

regulndor  negativo  eficiente  de  la  activaci6n  del  linfocito  T  (84),  ademds  se  ha

planteado  que  esta molecu]a y/o  sus  ligandos  podrian  ser cousiderados  como  un

marcador de "agotamiento" de c6lulas T,  es deeir, perdidr de regulaci6n negative,

hiperactivacion y alteraci6n apopt6tica de la c6lula T activada. (85).
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Experimentos realizados en modelos animales (ratones) deficientes del gen  pdcd-/

favorecen  ]a aparici6n de enfelmedades autoirmunes (65,66). Se ha obscrvedo que al

bloquear la interacci6n del receptor PD-I con su ligando PD-Ll existe  uno reversion

del fenotipo "agotado". Esto se llevo a cabo administrando anticuerpos anti-PD-Ll, Io

que  result6  en  la  reactivaof6n  de  las  c6lulas  T,  aumentando  la  producci6n  de

citoquinas, su proliferaci6n y su actividad citot6xica (85).

Ademds  de  la  diabetes  tipo  1  existen  otras  enfemedades  de  origen  autoinmune

asociadas con faerie suscaptibilidad a la misma red6n gchica que hemos estudindo

como  por  ejemplo:  Lupus  Eritematoso  Sist6mico  (48),  Artritis  Reunatoide  (57),

Espondilitis   Ankilosante   (59),   Encefalomielitis   autoinmune   (60),   enfemednd

hepatica autoinmune (61,62) y Cimsis biliar (63). De esta foma, los datos aportados

por este y todos los trahajos relacionndos con PD-J  ayudan a comprender mejor la

compleja etiologi'a reflejada en la mayon'a de las enfemedades autoinmunes.

Recientemente   (2008),   se  ha  demostrado   que   alteraciones   intestinales   estarian

asociadas a pacientes con diabetes tipo  1  o con individuos en riesgo de desarrollar

6sta enfemedad. Este estudio propone un modelo hipotedco acerca de la contribuci6n

de vndos componentes intestinales a la patogchesis de la diabetes tipo  1  (87). Esta

nueva forma de visualizar la enfermedrd le da un 6nfasis particular a las c6lulas T, las

cuales cumplin'an un papel central en el  equilibrio de tolerancia.  La propuesta ha

generado un extenso debate   y la concepci6n de un `intestino perforado", es decir,

cuando las paredes del intestino hen desarrolledo un orificio en todo su espesor, lo
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cual dentro del marco de esta patolog[a pemitiri'a rna mayor exposici6n del sistema

inmune intestinal a ciertos antigenos comunes, que en presencia de rna microbiota

alterada reducirfa la auto-tolerancia mediada por las celulas T reguladoras. En este

nuevo   escenario,   Ios   estudios  diriridos  a  la  cancterizaci6n  de  polinoffismos

fimcionales en la celula T adquieren una relevancia fundamental.
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CONCLUSION

Los polimorfismos PD 1.5 y PD 1.6 son mis frocuentes en el grupo de los pacientes

diabdicos en companci6n al gnxpo control, lo que indica que estos polinorfismos

estin mis asociados con esta enfemedad que los polimorfismos PD  1.2, PD  1.9 y

+49A>G,  los  cuales  no  presentan  diferencias  significativas  en  ambos  grxpos  de

estudio.

Ademds,  tat  asoof aci6n  pareciera  tener  un  marcado  efecto  de  "dosage"  genetico

donde se cousidera la presencia adicional del genotipo G/G de la variante +49A>G

de  CTLA4,  atribnychdole  a  este  genotipo  un  efecto  mucho  mds  agresivo  de  la

enfemedad.

ha asociaci6n de estas dos condiciones de riesgo (C7lL4J  + PD-/) podr'a operas

sinergicamente en el riesgo al desan\ollo de DM1.

Tanbien,   cabe  mencionar  que  si  bien  parte  de  estos  resultados  no  muestran

significancia  estadistica,  es  probable  que  al  aunentar  el  nthero  de  participantes

incluyendo individuos de otras locaciones, los efectos reportados en este trabajo se

tomen significativos.
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haplot}pe showhg a agnificant modified effect of G carriers o`m A^ genotype on the
scnA4 concentrations C.es ± 2.09 ng/ml versus 3.27 ± 1.30 ng/ml, p < a.03 in TL€ hapto-
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Cerdi.sion:Consiatentwhthehigiver8er`mscmA4levdsobseTvedinotheraueoimmune
diseases, our restife s`igiv that senA4 is elevated in TID. Our data g`iggest a possaftyle
gene desage effdr of ''C" CTtA4 caries on  sC"4 over the possible proeectioe  oT
soBcep"e effect confened by PDl haptotypes.

© 2009 EisewieT Ireland I.td. An richts reser`red.

1.        mtroduc6on

ThDiseTcen-mediatedautoinmunediseasechancterizedby
the self-destr`Ic6on Of the insuHn secreting (8) cells in the
pancreas  by  means   Of  intemctions  between   genes  and
environmental factors  |1-5]. Andgen plcoenting cells (APC)
present  a   ceu9   as   andgeus   to  T  cen8,   ca`ising  T  cen

p]otifeTation  and  the  inevitable  destruction  Of  B  Cells  ty
meansOfsenrmlmechonisms[6-9|.TheprogTamlmeddeath,1
0prl)moleculei8anegativereg`ilaeorOfTceus.PI)-1belongs
to the irmunodobunn recaptoT soperfemily. encodes a 55-
H)atype1transmelnhaneinhibitoryimmunoreceptor,andie
TesponsibleforthenegativeregulationofTcellactivationand
peripheral tolelunce [10L12]. Expression of PD-1 Was obeenred
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only in activated T and 8 cens` D`ding T and 8 cell activaGon,
PD-1 is acthrely expressed on the cell surface. Ineeraction Of
PD-1 with its corleaponding ngands PDL-1 and PDI.-2 (both 87
family  ligands)  actinte8  the  eytopla8mic  inmunoreceptoT
I)rdne-hasedinhibitorymotifofpD-1,andtheleforeind`ices
the inhititory signal to inhitit T and 8 cell proliferation in
order to znaintain peripheml tolemnce  [13,14]. F`iTthermoTe,
bothPD-1J-andCRA4-`-micehaveshoundevelopmentOf
sevenl autoinmune diseases [15-19|.

TherehasbeenasurpTisingincreaseofincidenceofnDin
Chfle in the last 20 years, from a tow inciderice within the
indigenous Mapuche population [2o] to the present conforms-
tion  Of the  Chilean  population.  The  incidence  of nl)  in
children <15 years old in the metropomn regivn Of Santiago
(the melting pot of Cme) was estinated to be as low as 2.36/
loo,000inhabitantsl8yearsago.howeverd`iTingthela8tyears
the  incidence  nte  has  triplicated   [21,22|.  However.  this
stronchr contrasts with the incidence rate Of "D in Spain
and other Latin-Amchcan counties Of Spenish or Portug`iese
heritage. This indicates that both PDl and CTIA4 could be
conrideed as cmdidate genes for the s`isceptibflit)I to nD in
the Chilean population. The aim Of this study was to explor`e
thecontributionofthepedymorphismsOfnon-HLAgenesPDl
and CTZA4 to Thl), as well as the relationship betttreen these
candidate genes with soluble CmA4 eerurn concentrations.

2.        Std)jectB and methods

incident cases of nD, children and adole8ccot8 younger than
lsyearsoldwithTecentdiagnosisof"D.Theyo`Ingseuswere
included only if a marimum period Of 10 days after diagnosis
had elapsed. Two hundred and 8irty-one unlelated patients
(111  male,  150 female) with "D were investigated for the
CTIA4 + 49A/G and PD-1  (1.5 alid 1.9) pobmoxphisms. nl)
was diagnceed based on the American Diabetes A8sociation
diagnosticcriteria.Throhundredandeichtyunrelatedhealthy
children a27 female, 153 male) witho`it diabetes or a family
history Of autoinmune diseases were recT`iited as controls.
Autoinmune  diseases  in  the  family  were  exchided  by  a
questionnaire that  ewiluated  the  presence  Of thyroid  dis-
orders,  Gmves'  and  rheumatoid  arthritis.  The  ple8ence  Of
ketoaddosis was evchated in the nD group, The criteria roT
diagnosis Of diabetic ketoacidosi8 were givcose 2300 m8/dL.
plasma bicafoonate <15 mequivth ptl < 7.3, ketonemia and
an elevated Onion gap. A aeTum sample for meas`izenent of P
pancreatic autcrantibodies and sCRA4 levels was obtched
within  ten  days  after  diagnosis  of TID.  The  pTotrol was
apprmredbytbeinstit`ItionalmtienrbcemdOflt\TIA/Univerdty
of Chile. All parents signed infomed coneentr

3.        DNA i8oledch and genotypin8 Of
C"4 and PD-I

From every patient and control ve emcted and obrfued
3 mL of peTipheTal blood. from each sample, ser`im super-
natant and soEd residues were sepanted try centrifiigrtfo]L A
total Of 50o i.I Of serum ttres saved for auto-antibodies and
§erIA4 analyds. Genomic DNA v`ras extracted from periph-

eTal uood. tootypes for the pofroorpec restriction sites Of
the  PD-1  gene  OD-1.5  and  PD-1.9)  were  obtained  by  DNA
ampnficationsusingstandardpcaandspecificsetsofprimers,
fedound dy the restriction  frogment length  pogivor|]higm
method  Q`HP).  The  CTIA4 + 49A/G  polymorphism,  Which
encodes a thlconine (Gce) to alanine (Ace sutistitution et
codon 17 in con 1 Of the OnA4 gene, was amplified by Pea
from genomic DNA, using the following primers: foriirard 5'-
GC.ITI^CrTCC~caccT-3';     Teveree     5'-AGltlcAC'r-
CACCTllteAG-3'.  0.25 pg  genomic  DNA  was  amplified  in
each  25-id  PCR  reaction  containing  50ul4  Of  each  d)TIP
anvitrogen, USA),  2 U Of Taq  I)N^ polymeTase  anvitrogen,
USA). 2.5 ul Of lox Pea b`iifer and 0.8 dy4 Of each pTineT. The
reaction  minire  was  first  heated  at  95°C  for  4min  and
emp]ification uns done for 40 eydes in a Pca themotydeT
0iometra quer. Gerlnany) b/ denaturation at 95 °C foI. 30 a,
anneamg at 56 °C for 30 s and extension at 72 °C for 30 a in
each cycle. The products were then kept at 4 °C until further
use.TenmicroHtresOfpcaproductswer\emixedvith5ulCU/
try  Of  Bbv]  restriction  enzyTne  OJew  fridand  Biolabs,  Ufo
sohition  and incubated  at 37 °C overnight.  DNA fragments
were resolved in 2.0% agrrcee gels at 80 V. Ethidium bromide
stching  was  used   to   reveal   the   frogments  under  UV
qu nm) ligivt. The sequences Of the primers were as follows:
PD-1.5  primes  5'AGACGGIAGI.ATcecAACCAIl?  (formrd),
5'C^Clfflt;GGCATIG^GIACA13' deverse). and PD-1.9 primers
5'ccACAGcm^oGGTAAcc^ca' (fomrd), 5'^cGGIclt;c^G-
AGGGFT{maAGAACACh€G'B'  (reverse). At the end Of each
PCR. we perfomed a checboint for ampmcation on a 1%
agr[ose ge). The ge)s were viapalised ty ethidiurn I]nomide
staining `mder UV litht. Sbtp PD-1.5Ctr `iras analyzed ty Pea-
Testiedon  fragment  length  polymorphism  (Rflp)  anabris.
The ]eaction conditions Were  as  folloms.  A 25-ul reaction
mixt`ueQmMMga2,200iiMdNrp,0.1prMpziners.1UofTaq
DNA ptrymerase Pnvitrogen) and 50 ng Of genomic DN^) iaras
amplffied try Pea The conditions v`rere initial denaturation for
3 min at 95 °C. then three eycles of: 95 °C for 15 a, 64 °C for 15 a,
and 72 °C for 15 a. For SNP PD-1.9 lyc, the reaction conditions
wele  as  fonow8.  A  2S-prl.  reaction  mimire  (12 mM  Mgiv2.
150i&M  dNIP,  a.1 (A4 primers.1U  Of Taq  DNA  polymerase
Pnvieogen])vesalnplifieddypcaTheconditiouswereiritial
denatumtion for 3 min 8t 95 °C, then three cycles Of 95 °C for
158,54°Cfor15s,and72°Cfor15s.SubsequentRHPamlysis
was performed to deeemine the PD-1.5 Ctr (dbslm rs*cluster
id.Rs2227981)andPI)-1.9T/c(dbsNpedustrid.Rs2227982)
SNPs using Ahil avew bgiv]d Biolats lnc.) and BpuloI Otew
htlend Biolabe lnc.). respectively.

4.        Senim paTametors

Saeening  for  seroloacal  anti-GAes5  and  anti-lA2  autcr
antibodies  was  peTfomed  in  duplicate by  Enzyme  linked
lmmunosafoent ABsay  QIJS^)  from  Medizym®  Diagrrostir
eerun,  Cemany).  The  Mediaym®  anti-GAD  and  ants-I^-2
o`rerecalihatedagainsttheWHOTefenenoepreparationNIBSC
97rs50.BothdeteTminationsv`rele8end,quantitativemethods.
uing a out®ff Of lo rmrful. the Medizym® anti-CAD shovp8 a
sensifty Of 92.3% and a specificfty Of 9&6%. On the other
hand.  the  anti-IA-2  assay  has  a  sensitivity  Of 75%  and  a
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nD patients                                                          Control sLipjecc
n
Sex (male/funete)
ts giv
ng 8t ore fyeer}
bet auttrantibodisa or)
Duntinofdiseaeebfty
^utoinune diseaeec ot)
sC"4 (now

261llro
9.47 ± 3J32
8J2 ± &6
73.4*
0.51 ± a.us
1.9
2.99 ± |ro- Q56Jfay

a - nd IA-2.
b AI srmpte ~uectim
C Cemc diseeee and tkyraid disease Qested ty aliti-tTG end onti-Tro antibodis).
- p < 0.un.

apecifidty  of  98*  The  values  are  in  the  medium  Tang€
Observed   for   this   technique   in   the   Diatretes   Antibody
Standardintion Program a)ASP) |23]. The screening for anti-
tran§givtaminase(t'rg)andanti-thyroidandbodiesaro)were
detemined ty means Of conventional EIJSA Ofohit, Thland
and Milenia Biotec, Gemany). Serum concentrations Of GIIA-
4 v`reTe determined by HJSA development system Oioso`irce,
Invitrogen). This assay has a linear mnge betveen 0.5 and
10 ng/ml. Each sample was analyzed in duplicate.

5.        Stati8t!cal onayse

Comparisons  of the  haplotype  end  genotype  frequendes
between cases and controls were perfomed using the chi-
square test and Fisher's exact test using the online SHrsls
package (URI: http//202.120.7.14/amlysis/myAnalysis.php).
Hardy-Weinberg equqibrium was  tested  using a  f  good-

ness®f-fit test. Comparisons Of continuous variables across
Study groups Were performed with Student's t-test and the
MarmTwhitney test, Tests chewing p < 0.05 were considered
to be significant and data are presented as mean ± S.D, and
a 95%.

6.        Resulb

Cnnied and demographic infomation is presemed in Table 1.
The age Of nD at diagnosis v`res 8.2 ± 3.6 years. 73.4% of the
petient8  Were  positive  for  auto"itibodies  CAD65  or  1^-2
(79.1%  GAes5  and  67.7%  IA-2).  Four healthy childrm  were
positive for GAI)65 (1.42%).

Senim 8CmA4 levels were hither in TII) than in controls
@99 ± 1.70 ng/ul and 1.43 ± 0.31 ng/ml. p < a.001). In the TID
patiend5, no difldences in sCIIA4 were observed bet`veen
positive and negative auto-antibodies profle (GAI)65 or IA-2).

enA4 or pD-1 polymoTphian         Patients (n = 261)

N                 Freq.

95% a              Cbntrots fyl a 280)             95% a

N             Fng.
p.Vtluee

cO Are
A/A
A/G
Cue
% A une
% a anele

PD 1.5
TA
Cut
CJC.

%Tme
% C ande

m19
TA
Cn
Cue
% I ande
% C ende

o.133                oes5+).5o3              131              o.4®               a.38ro.558
0.129                 0.360.A19B               119               a.t29                a.3360.512
o.138               a.og4alg2               so             a.io8              a.o6oni74

6&1
319

a.023rfuo8i                28              a.loo               0.0580.157
0.687LO.7S8               187               0. 669               0.5900.741
a.logo.313               65             o.231               o.i68o3oa

43.44
56S6

cO               a.175                 0.119.0242                   0`01
229             amg              a.75coJms

2             o.es              a.ooo®.®4

NS: nondgrifient.
•  Cni-squnle or Ficher'8 erect eest.
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There   Were   no   significant   differences   for   genotypie
hequencies betoreen nD cases and healthy controls in the
genetic anabrds of +49 AVG CTh^4 gable 2). For PD-1.9. the
percentage  Of  C   and  T  alleles  in  each  population  was
applorimately the sane. However, as shown in Table 2, there
is a significant (p < 0,01) gene frequeney for TIT in the PD-15
andpD.1J)geneticana)ysis.TherfequencyofTninpD-1.Swas
2tineshicherinthecontTolgroupthaninthe"Dcasegroup.

As shown Table 3, tire otser`red significant differences for
the senA4 between nD patients and healthy children in all
ut9 A/C genetic categories Of CnA4 (p < 0.001). Among nD
group ve observed a significant increase Of sCTIA4 betveeen
cazTiers and non<arriers Of a anele in C.rLA4 (AA = 2.cO ±
0.92 ng/ml; AG = 2.97 ± 0.65 ng/ml and GG = 4.01 ± 1.97 nginl,
p < 0.01).  There  8eelns  to be  a  gene  dosage  effect for the
concenutous  of  sC.nA4  among  the  different  t49  A/G
genotypes Of C"4.

in relation with the PD-1  haplotypes OZ>15+DIL9), the
mostcommonlydbeezvedhaplotypeintheOneanpopulndon
was C-T 0.498 in Thl) patents and 0.332 in healthy children.
p < a.o2). A significarit frequeney Of the haplotype T{ was
observed  among nD patients  compared wh the control
group(0.230vets`i80.041,p<0.01),andasignfficaiitfrequency
of the T-T haplotype was detected among liealthy children
compared  than  ThD  prtients  (0.139  versus  0.396,  p < 0.01).
Probably,thehigivhequencyob8ervedintheTTdistriibutionin
healthysubjectssoggestsapce8ible"proeecti`ne"eifectofthis
combination egainct nD,

AcompehenchreanelysisvlrasdonebetoreenPD-1complex
eenotypes, *9 A/C aneles Of C7IA4 and sCRA4 plasmatic
concentrations in TID cases qatile 4 summarizes the data).
The enele dosage of C]1A4 on PD-1 haplotypes, showing a
Significant  modified  effect Of G carters  over A^  grnotype
on   the   sCIIA4  concentrations   G.48±2.09nghal  versus
3.27±1.30nghal.   p<O.o3   in   TL{   haplotype   and   1.92±
O.79ng/mlversus3.41±1.10nghal,p<O,02inGLThaplotype).
The value Of sCIIA4 8eems to have a differential response in
relationtocalTier(G)ornonmrier{A^gmotype)incTIA4.)t
is possible to thick that there is a regulation effect Of this
allele over the suseepthle or protective PD-1 genotype.

7.      Ddt-®n
We obselved increased frequencies of PD-1.5 in in healthy
controls  and a nttle association for SNP PD-1,9 in patients

CRA4
polymoxphjan

rm cases            Gmtrol         p-Vahie
Oi a 261)              children

(n = 280)

2co ± a.92.              1.ce ± o.25             cocoa
2.97 ± 0.65.               1.52 ± Oes               <O.Ooi

4.01 ± 2.00-             1.48 ± 027              <0.001
2`99 ± 1.70                1.43 ±031

p < a.o3 tA^ vezs`is ^G in nD 8rco|.).- p < 0.01 (A^ `nrmi8 cO in TIDgmp).

PD 15-PD 1.9
haptotype

+49 A/G        Concentrations    Comected
enA4         of scm4       p-value

ande dosage          (ngthty

A^                         OJB ± 037
Carrier G                158 ± OJB

^^                         327 ± 1J30
Cezrier G                5.ae ± 2.og

A^                         2.71± 122
Cattier c               3.46 ± 124

A^                            1.92 ± a.79
C=rrier c                3.41 ± 1.10

regardingTID.`hthenweconstructedcomplexhaplotypes,i]re
fo`ind   that  PD1.5+]D]9   (GLT)   was   the   most   frequent
haplot]pe among the Chilean populatioTi.

In  our  "1)  papulatfon,  potymo[phians  Of  PZ>l  were
different from thcee expected `inder Hardy-Weinberg equili-
bri`m.  There  are  senrml  possible  explanations  for  the
existence of alleHc association and deviation from this law.
one possmity is that there is papulation stratification in the
samptea;thisisQtwaysaconcerninpopulation-basedstudie8.
Itisbestaddressedtryuingfamily-basedst`idies,guchesthe
transmission/distortion test. The other possthity is biesed
9amprg Of petients or nan-random mating in this popula-
lion.  The  accordance  of  our  patient  recruitment  protocol
choved  no  evideme  of  this.  The  deviation  from  Hardy-
Weinberg equllibrfum may also indieete that the markers are
near a diseaseLrdated gene. The confomation Of the Chilean
populationisamixOfCaucasi8nandAmerindiangene6witha
predominanceofE`iropeangene§asshownbythelRAdassn
t}ring studies.  In  South  America,  the incidence  Of type  1
diat>etes is usually lover than in t`toTth America and Europe,
this  may  be  d`ie   to   differences   in   lacal   genetic   pools
{^merindian and Negroid gelies). The irfuence of Ca`Icaschd
genes (Ineinly from Spain and Italy in the case Of Chile) is
re8ected b]r differences in HLA dass 11 anele distdeutions in
somecountrie8.FOTexamp]e,elnongnDcaaesthefrequeney
of DQP1" is only 29% in Chile trut 48% in Um8uay and
Argentina where the incidence of nD is higher. DQB1"02
cant in 47% Of the nD in Chile. compared to 37% in
UriJg`iay.  tt  is  posstble  that  these  genetic  differences  can
conthb`rfe to the diferential risk for mD in htin-A]nerican
peodes and irfuenaed the lcx:al gFmetic pools in Chile related
to TII).

InteFestinchr, when we compared the levels of sCTIA4
aaoss the CnA4 genotypes seem to be a gene dosage effect
among the different ut9 A/G genotypes (GG > GA > ^A). On
the other hand. when we estaursh the main PD-I haplotypes
in  nD  patients  and  healthy  children,  the  obsezved  effect
Of  the   CThA4  allele   dceage   over  sC.IIA4  was   silnilar
independentry of the  `tirotective"  or  "susceptil]le»  rue  of
the PD-1.5TPD-i.9 haplotype`

ltwouldbeinterestingtoexecutethisstudyinpopulations
with  hith  sugceptirmity  to  nD  and  populations with  low
gLiscepdiftytomD.ThesedatamaypTovideastartingpoint
for firfuer investi8atious Of whether the defect in PD-1 or
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C.ItA4expressionandfunctionplaysaninportantroleinthe
pathogen€ds of nD.

This suggests that the GITA4 ane]e negulates the suscept-
ibmty effects of the PD-1 potymoxphisms. These results are in
accordanceviththemechanismsproposedbyUedaetal.(24],
whosuggestedthatSNI>(CTcO-A/G)inthe3'UmOftheCnA-
4  gene  lnay  detemine  the  efficieney  Of the  aplicing  and
production  Of  sC'nA4  mENA.   Our  res`ilts  on  49  A/G
polymarphisms chonred a potential reduction of scmA4 in
nDcaTriersoftheGane]e.IncontngivPuTohitetal(25]found
no evidence to indicate that Cm4 levels are decreased in
patients  coznpared  to  aontrds  and  fo`ind  no  significant
conelation regardng andbody Status.

The  Tes`ile  chow  that  a  functionany  inporfant  poly-
moTphism  in  PZ>1  is  associated  with  a  s`ibset  Of nD.  A
polymorphism in these genes has previously been shown to
be  associated  with  Several  au`oinmune  diseases  [26-32].
P`ibtished observations chow that there is a large variation
in the frequencies of PD-1 potryophisn8 among different
ethnic   groups.   The   frequency  of  the  PD-1.5C  auele  in
Chinese  PIX) was  found  to be  aignificandy  greater than
in  Caucasians  COL-57%).  but  our  repor(ed  frequency  was
compamble with the frequeney in Mericans (61%) [30,32]. A
similar difference in SNP frequencies between Hong Kong
Chinese   and  E`ropeans  has  been  obser`red  for  several
cytokine genes, Such as intedeuhi-10 [32|. This discrepaney
in the hequencies Of polymoxphisms indieates that genetic
variation,  which  may  predispose  some  ethnic  groups  to
autoinmunity or, aa proposed Py our Study above, protect
some ethnic groups from autoinmunity, may not be present
in  other  ethnic  groups,  even  thouch  the  polymorphism
plays  a  functional  Tote  in  associated  diseases.  Kong  and
Ptokuninaolsson studied PD-1.5 in patients with Rheuna-
told Arthritis QA) and found that PD-1.5 had no significance
in the plogreesion of the disease |31,33], We found PD-1.9 to
have  a  lfttle  significance  in  TT  distrfoution  in  patiem8;
however, the PI)-1.5 SNP data suggest that it may have a
protective effect on ThD. The PD-1 SNP has been examined
in sevenl studies. but only in SIJ: and RA patients. Fenefros.
Vidal et a]. (27,28] Studied PD-1.1, PI)-1.2, PD-1.3, PD-1.5, PZ)-
1.6  and  PD-1.9  SNPs  in  Spanish  patients  with  SLE.  They
found  that  the  PI)-1.9  minor  allele  was  very  rare  and
reported an incidence of less than 1.1% in 186 patients with
SIJ:  and  ow  in  the  contro)  group  Of 186  individuals,  a§  a
result, there Were few studies done on PD-1.9 SNP8. Other
results as these from Lee et al. [34] suggest that the PD-1.9 T
allele  is  more  hequent  in  other  popul&tions  than  in  the
Spenish population. Recent evidences have shown that in
TID the  role  of PDl  is  contndictory in  relation iirith the
studied pop`ilation |35-39]. [n conclusion. we have provided
evidence that PD-1.5 is associaeed with decreased risk for
nD in Chilean individuals residing in Santiago, Chile. We
have also demonstmted that PD-1.9 has no association with
TII)  and  have  provided  prelininaTy  data  to  support  the
hypethesia that the carrier (G) CnA4 allele regulates the
concentrations Of scrlA4 on the s`isceptibmty Of the PI)-1
gene.  These  findings  should  direct  fut`ire  studies  toward
identification  of  the  mutation  and  under8eanding  ®f  its
functional polymorphism significant for the development Of
Thl) and other autoimmune diseases.
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