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Frecuencia de anticuerpos anti-ZnT8 en diabéticos tipo 1

Francisca Salas P!, Ethel Codner D.2, Alejandra Avila A.2, Elena Carrasco P’ y Francisco Pérez B.

Frequency of antibodies against zinc transporter gene
(ZnT8) among patients with type 1 diabetes mellitus

Background: Zinc transporter gene (ZnT8) in pancreatic B cells plays an essential role in in-
sulin secretion. Auto-antibodies against this transporter are present in in 60 to 80% of recently
diagnosed type 1 diabetic patients. Aim: To determine the frequency of antibodies against ZnTS8,
glutamic acid decarboxylase (GAD) and islet cell autoantibodies (IA-2) in patients with type 1
diabetes mellitus. Material and Methods: Sera from 68 individuals with type I diabetes mellitus
and 122 control subjects, were analyzed. Antibodies against GADG6S5, IA-2 and ZnT8 were mea-
sured using a semi quantitative ELISA technique. Results: Positive antibodies against GADG635,
1A4-2 and ZnT8 were found in 42 (62%), 32 (47%) and 46 (68%) diabetic patients. Nineteen
diabetic patients had all antibodies present. No differences in the distribution of antibodies
according to age, were observed. The frequency of antibodies against ZnT8 was higher among
subjects in whom diabetes was diagnosed at an older age. Anti-GAD are the antibodies that last
longer during the course of the disease. Conclusions: Anti-ZnT8 antibodies are common among
patients with type 1 diabetes mellitus and their determination improves the sensitivity of autoim-
munity detection in type 1 diabetes mellitus.

Key words: Type I diabetes, autoantibodies, GAD, I4-2, ZnT8.

'Laboratorio de Genémica Nutricional.
Departamento de Nutricion. Facultad de
Medicina. Universidad de Chile. Santiago,
Chile.

?Instituto de Investigaciones Materno
Infantil (IDIMI). Hospital San Borja Arriaran.
Facultad de Medicina. Universidad de
Chile.

Correspondencia:

Dr. Francisco Pérez-Bravo
Laboratorio de Genomica Nutricional
Departamento de Nutricion.
Facultad de Medicina.

Universidad de Chile.

Av. Independencia 1027, 3° Piso
Santiago, Chile.

Teléfono: 56 2 978 62 42

E-mail: fperez@med.uchile.cl

Recibido: 01 de marzo de 2012
Aceptado: 18 de marzo de 2012

Introduccién

diferenciar tres fases importantes: la fase I, caracteri-

zada por la presencia de infiltrados mononucleares en
los islotes pancreaticos; la Fase Il denominada comunmente
pre-diabetes, en donde se observa la presencia de diversos
anticuerpos dirigidos contra las células del islote  pancrea-
tico y que son detectables en alrededor del 70 al 90% de los
pacientes en el momento del diagnostico y que corresponde
a las primeras sefales del comienzo del proceso autoinmune
y la Fase III, en donde se activan una serie de células y mo-
léculas que son las encargadas del proceso autoinmune final
y que controlan el mecanismo que produce la injuria de la
célula beta pancreatica'. El inicio del proceso autoinmune
esta marcado por la presentacion de un péptido diabetogéni-
co al sistema inmune el cual puede tener diversos origenes
y de los cuales se pueden mencionar algunos antigenos vira-
les, antigenos dietarios o la propia presentacion de autoanti-
genos. Este fenomeno produce una respuesta inmunoldgica
que se en su fase activa genera una pérdida general en la

E n la patogénesis de la Diabetes tipo 1 (DM1) se puede

tolerancia hacia el péptido diabetogénico. Los mecanismos
involucrados en la tolerancia inmunologica corresponden a
los eventos de anergia clonal, delecion clonal y supresion
clonal, la pérdida de la tolerancia puede involucrar fenome-
nos de mimetismos moleculares antigénicos como es el caso
de algunos virus (citomegalovirus, coxsackie B4), ciertos an-
tigenos dietarios (gluten, caseina y albimina bovina) o a la
produccion de antigenos modificados o por la liberacion de
antigenos que se encontraban enmascarados y que tendrian la
capacidad de generar una respuesta autoinmune?.

Los principales autoantigenos identificados en la DM1
corresponden a ICA (islet cell antibodies), GAD (4cido glu-
tamico descarboxilasa), IA-2 (proteina tirosina fosfatasa),
e insulina (IAA). Los estudios realizados en familiares de
primer grado de pacientes con DM1 indican que la determi-
nacion aislada de los anticuerpos ICA no resulta ttil para el
pronostico de la enfermedad, a pesar de ser el autoanticuerpo
utilizado como “gold estandar’.

En la actualidad se sabe que alrededor del 90% de los
pacientes con diagnostico reciente de DM1 poseen autoanti-
cuerpos positivos para al menos uno de los cuatro antigenos
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antes mencionados. A pesar de que existe variabilidad en el
patrén de la inmunidad, los anti-IAA son mas frecuentes en
nifios pequefios, en cambio los autoanticuerpos para IA-2 a
menudo disminuyen después del diagndstico y los anti-GAD
tienden a persistir mayormente en el tiempo*.

Recientemente ha sido descrito el transportador de zinc
(ZnT8) en las células B pancreaticas™. Su sobreexpresion
en cultivos de islotes de células f conduce a la secrecion
de insulina. También se ha descrito la presencia de autoan-
ticuerpos anti-ZnT8 en el 60-80% de los DM1 de reciente
diagnoéstico y los estudios preliminares, parecen indicar que
son buenos predictores de la enfermedad’®. En contraste con
otros anticuerpos, los anti-ZnT8 no parecen estar asociados
con el antigeno leucocitario humano (HLA) de clase II y por
lo tanto, podrian ser de especial valor en las personas con
bajo riesgo genético en aquellos donde el perfil de otros au-
toanticuerpos es negativo’.

Hasta la fecha, la prevalencia de ZnT8 en pacientes chile-
nos con DM1 no se ha informado y por lo tanto, nos parecio6
interesante evaluar la frecuencia este anticuerpo en pacientes
con DM1 y compararlo con los clasicos marcadores de auto-
inmunidad como [A-2 y GADG65.

Sujetos y Método

El estudio incluyé un total de 68 pacientes con DM1
de edad promedio 12,3 + 5,14 afios, con una edad de debut
de 7,91 + 4,53 afios y una antigiiedad de la enfermedad de
4,37 £ 0,62 afios. El grupo control estuvo compuesto por 122
sujetos sanos cuya edad promedio fue de 20,4 + 6,2 afios,
todos sin antecedentes familiares de diabetes tipo 1 y otras
enfermedades autoinmunes. Se tabularon mediciones antro-
pométricas de peso, talla e indice de masa corporal. El pro-
tocolo de esta investigacion fue aprobado por el Comité de

Anti-GAD6S5 (n = 42)

N-diabéticos = 68
N-controles = 122

Anti-IA2 (n =32)

ANti-ZnT8 (n = 46) Sin anticuerpos
(n=1)

Figura 1. Diagrama de Venn para la distribucién de auto-anticuerpos en la po-
blacién estudiada.
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Etica del Hospital San Borja Arriaran y todos los pacientes y
controles entregaron su consentimiento por escrito.

Analisis serolégico de anticuerpos

Los anticuerpos anti-GAD65, anti-IA2 y anti-ZnT8 fueron
determinados mediante inmunoensayo enzimatico (ELISA)
con el uso de kits comerciales (Medizym® Diagnostic, Ber-
lin, Alemania). La deteccion de anticuerpos se llevd a cabo
de manera semi-cuantitativa tomando como referencia de po-
sitividad el valor de 5 Ul/mL para GAD65 y 10 Ul/mL para
[IA2 y ZnT8. Aquellas muestras con un titulo mayor o igual
a dicho valor fueron consideradas muestras positivas. Se ob-
tuvo una sensibilidad y especificidad del 92,3%, 98,6% para
anti-GAD65,85% y 98% para anti-IA-2 y 94% y 98,2% para
anti-ZnT8. Todas las muestras fueron tratadas en duplicado
y los valores detectados se encontraron dentro de los rangos
esperados para un ELISA de acuerdo al programa DASP,
Diabetes Antibody Standardization Program'.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron como porcentajes. Se utilizaron
test de comparaciones para analizar las diferentes frecuen-
cias de anticuerpos en el grupo con DM1. Se consideré un
p < 0,05 para significancia estadistica.

Resultados

La Figura 1 muestra una grafica de Venn para ejemplifi-
car la distribucion del conjunto de anticuerpos analizados en
los 68 pacientes con DM1. Se puede apreciar que un 27,9%
de todos los casos presentaron los tres anticuerpos positivos
(n = 19). La presencia de un unico anticuerpo positivo entre
los pacientes fue mas frecuente de encontrar para en anti-
cuerpo anti-ZnT8 el cual fue detectado en forma aislada en
17 casos (25%). Sélo un paciente con DM1 result6é negativo
para el panel de tres anticuerpos. Los 122 individuos contro-
les fueron negativos para GAD, [A-2 y ZnTS.

No se observan diferencias importantes de acuerdo a los
rangos de edad de los pacientes con DM1. La positividad de
los anticuerpos es muy similar para los tres auto-anticuerpos
entre los 0 y 15 afios. Existe un leve aumento de anticuerpos
anti-ZnT8 para los pacientes con DM1 mayores de 16 afos
(Tabla 1).

Al comparar la distribucion de los auto-anticuerpos se-
gln la edad de diagndstico se observa una cierta homoge-
neidad entre los anticuerpos anti-GAD y anti-IA-2 para los
tres rangos de edad al diagnostico utilizados. Sin embargo,
el anticuerpo anti-ZnT8 presenta una mayor frecuencia entre
los pacientes con DM1 que han sido diagnosticados por so-
bre los 11 afios de edad (p < 0,05) (Tabla 2).

Finalmente, la mas alta frecuencia de anticuerpos positi-
vos se observd para anti-ZnT8 en pacientes con antigiiedad
de la enfermedad inferior a los dos afios. El auto-anticuerpo
anti-GAD es el que perdura por mas tiempo en el suero de
los pacientes con DM1, atin después de mas de seis afios de
antigiiedad de la enfermedad (Tabla 3).



Discusion

Desde hace mas de 15 anos, tradicionalmente se han
utilizado cuatro autoanticuerpos para describir el fenomeno
autoinmune asociado a la DM, entre los que se encuentran
ICA, TAA, GAD e IA-2. Todos estos autoanticuerpos se en-
cuentran con frecuencias variables en distintas poblaciones
y es usual detectarlos en la presentacion clasica de la DM1
en nifos y adolescentes''"'2. Hace cinco afios se describio un
nuevo autoanticuerpo dirigido contra el transportador del ca-
tién zinc dentro las células de los islotes, denominado ZnT§
y el cual fue detectado con mucha frecuencia en DM1 de
diagnostico reciente®'.

Nuestros datos en esta pequena serie de casos con DMI,
demuestran que el anticuerpo anti-ZnT8 es mas frecuente
que los clasicos [A-2 y GAD. Ademas, anti-ZnT8 a en forma
similar a lo que han informado otros estudios parece declinar
mas rapidamente con los afios'* y parece presentar una mayor
frecuencia a edades mas avanzadas del diagndstico'>!®, En
forma aislada, como lo muestra la distribucion de Venn (Fi-
gura 1) el anti-ZnT8 fue mucho maés frecuente de encontrar
que GAD e IA-2 respectivamente.

La utilidad de estos cinco anticuerpos combinados ha
permitido identificar a un alto nimero de niflos con DM1 al
momento del diagndstico'”. Sin embargo, es frecuente encon-
trar nifios y adolescentes negativos para esta presentacion de
anticuerpos (diabetes fulminante) o personas adultas donde
la presentacion clinica de la enfermedad puede ser mas leve
o puede confundirse con una diabetes tipo 2 (DM2). En este
tipo de casos, disponer de un mayor nimero de marcado-
res serologicos podria ser de gran utilidad. Al respecto, se
sabe con certeza que los autoanticuerpos 1A-2 e IAA son de
muy baja frecuencia en la diabetes gestacional y en la de tipo
LADA™-20,

La determinaciéon de un nuevo autoanticuerpo como el
anti-ZnT8 permite aumentar la estrategia de combinaciones
para identificar subtipos de diabetes. Lampasona y cols?!,
encontraron un 18,6% de anti-ZnT8 en pacientes de tipo
LADA y un 1,7% en pacientes con DM2. Es por esta razon
que los autores sugieren que los anticuerpos contra ZnT8 son
bastante especificos para DM 1, donde la frecuencia es muy
alta y que al parecer podrian ser marcadores utiles de autoin-
munidad para distinguir subgrupos de pacientes con DM2 y
diabetes LADA que anteriormente eran negativos para otros
marcadores.

En los ultimos dos afos ha surgido importante eviden-
cia respecto a la utilidad de los anticuerpos anti-ZnT8 en
la DM1%. Recientemente, se ha demostrado que este nuevo
marcador se distribuye en forma distinta entre los niflos con
DM1 y los adultos diagnosticados con la enfermedad, esto al
menos en poblacion japonesa'®. Esto al parecer es coinciden-
te con el estudio de Vaziri-Sani y cols', quienes encuentran
que el autoanticuerpo anti-ZnT8 declina a los cuatro afios
siguientes después del diagnostico de DM1 y que por lo tan-
to, seria de especial utilidad en diabéticos jovenes. También,
muy recientemente se ha analizado el papel de este nuevo
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Tabla 1. Distribucion de auto-anticuerpos en pacientes con DM1 de
acuerdo a grupos de edad

Grupo de Anti-GAD + Anti-l1A-2 + Anti-ZnT8 +
edad (anos) n % n % n %

0- 5 6 5 11,9 4 12,5 4 8,7

6-10 20 11 26,2 9 28,1 13 28,3

11-15 24 18 42,9 13 40,7 18 39,1

> 16 18 8 19,0 6 18,7 11 23,9

Tabla 2. Distribucion de auto-anticuerpos en pacientes con DM1 de
acuerdo a la edad de diagnéstico de la enfermedad

Diagnéstico Anti-GAD + Anti-l1A-2 + Anti-ZnT8 +
(afios) n n n %
0- 5 21 13 30,9 9 28,1 11 23,9
6-10 28 18 42,9 14 43,8 18 39,1
> 11 19 11 26,2 9 28,1 17 37,0*

*p < 0,05 anti-ZnT8 en grupo = 1 anos.

Tabla 3. Distribucion de auto-anticuerpos en pacientes con DM1 de
acuerdo a la antigliiedad de la diabetes

Antigliedad Anti-GAD + Anti-IA-2 + Anti-ZnT8 +
(ahos) n % n % ] %
0-—2 28 16 38,1 14 43,8 22 47,8
3-5 16 11 26,2 7 21,9 13 28,3
> 6 24 15 35,7 " 34,3 " 23,9

autoanticuerpo para la pesquisa de nuevos casos de DM1
mostrando utilidad en los anélisis de progresion y desarrollo
futuro de DM1'".

El fenomeno de autoinmunidad que caracteriza a la ma-
yoria de los casos nuevos con DM1 ha encontrado una fuer-
te evidencia en una reciente publicacion de Dang y cols?,
donde, ademas de la alta frecuencia descrita del anticuerpo
anti-ZnT8 en DM 1°¢, se describe la asociacidon de este trans-
portador con el proceso autoinmune mediado por células T.

Estudios realizados en poblacion China con DM1 de-
muestran que este nuevo autoanticuerpo mejora la prediccion
de la enfermedad, proporcionando evidencia de autoinmuni-
dad y estableciendo una medida mas sensible de este fend-
meno cuando se combinan con GAD e TA-2%%,

En estudios muy recientes con disefio familiar, han de-
mostrado que el anticuerpo anti-ZnT8 presta gran utilidad
sobre todo en individuos con bajo riesgo genético de DM1
y en sujetos mayores siendo util en ampliar el nimero de
combinaciones disponibles para establecer riesgo de DM1°.

Finalmente, la determinacion del anticuerpo contra ZnT8
realizada en este estudio ha demostrado que su frecuencia es
alta en pacientes con DM1 y que este puede ser considerado

113



Rev. chil. endocrinol. diabetes 2012; 5 (3): 111-114

Articulo Original

114

como un marcador adicional para utilizarse en la pesquisa y
progresion de la enfermedad. La determinacion de anticuer-
pos anti- ZnT8 junto con otros marcadores clasicos como
GAD e [A-2 debiera aumentar la sensibilidad de deteccion
de autoinmunidad en la DM1.
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