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Introduccion

Background: 4 genetic polymorphism called C1858T of protein tyrosine phosphatase, non-receptor
type 22 (PTPN22) gene has been associated with autoimmune diseases Aim: To describe the asso-
ciation between two autoimmune diseases, namely type 1 diabetes (T1D) and celiac disease (CD)
and tyrosine phosphatase gene polymorphisms (variant C1858T of PTPN22). Subjects and Methods:
C1858T single-nucleotide polymorphism within the PTPN22 gene was genotyped in 209 patients with
T1D, 43 celiac patients and 100 healthy controls. Results: CC gene frequency was 0.906 and 0.790 in
CD patients and controls respectively(p < 0.01). All analyzed groups had a low frequency of the TT
genotype. Compared with the other study groups, patients with T1D had a low frequency of CC geno-
type (0.636). Also, in these patients, there was a non-significant association between CC genotype
and islet cell I4-2 auto antibodies (p < 0.065). Among CD patients, CC genotype was significantly
associated with anti-transglutaminase or anti endomysial antibodies (p < 0.03). Conclusions: These
results confirm the association of the genetic variant C1858T of PTPN22 with CD. In contrast to
published data, this association was not found in T1D patients.
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anti-insulina (AIA), la isoforma 65 kDa de la decarboxilasa
del acido glutamico, auto-anticuerpos (GADG65) y los anti-

dirigido a la B-células en el pancreas resultante de un

proceso autoinmune mediado por células T'. Corres-
ponde a una de las enfermedades pediatricas mas complejas
desde la perspectiva epidemiologica y genética*?. Muchos
estudios y recientes revisiones han demostrado que la mayo-
ria de los paises muestra un incremento progresivo y sosteni-
do de la DM1 en los tltimos afios*. La explosion epidemiolo-
gica de nuevos casos ha centrado la atencion en los multiples
factores de riesgo involucrados tales como: la predisposicion
genética, la dieta, la estacionalidad, los agentes virales, la
geografia, la autoinmunidad y la higiene ambiental®®. Des-
de el punto de vista inmunologico, la presencia de auto-
anticuerpos contra epitopes pancreaticos como anticuerpos

l a diabetes tipo 1 (DM1) es un trastorno autoinmune

cuerpos asociados a insulinoma (IA-2) son indicadores alta-
mente predictivos del riesgo para desarrollar DM1 cuando se
presentan con titulos altos’. Se postula que la seroconversion
podria ocurrir a edades tempranas (< 10 afos de edad), sin
embargo, se ha demostrado que la autoinmunidad puede ocu-
rrir a cualquier edad'®!",

En relacion a la enfermedad celiaca (EC), esta correspon-
de a una alteracion inmune intestinal cronica con un fuerte
componente genético. Su manifestacion esta gatillada por la
ingestion de gluten, proteina que se encuentra en trigo, ce-
bada y centeno. Las manifestaciones clinicas que la caracte-
rizan son sintomas gastrointestinales, tipicamente sindrome
de mala absorcidn intestinal (presentacion clinica clasica) y
manifestaciones extraintestinales (presentaciones atipicas).



Estas tltimas a menudo son secundarias a un sindrome de
mala absorcion subclinico, como por ejemplo, episodios re-
petidos de anemia ferropriva u osteopenia y osteoporosis en
edades tempranas, baja talla u otras en las que predominan
los procesos autoinmunes'>'4.

Desde el punto de vista genético, la DM1 y la EC com-
parten la gran mayoria de los marcadores genéticos clasicos,
principalmente los marcadores HLA de clase II'>. En Chile,
la susceptibilidad genética de enfermos celiacos se ha asocia-
do con la conformacion DQ8. Esto es concordante con la alta
frecuencia de los alelos DR4 (en desequilibrio del ligamiento
con DQB1*0302) detectado en los grupos de Amerindios en
Chile'®"". En otros paises de América Latina como Argenti-
na, se ha visto que un 95% de los pacientes celiacos son por-
tadores de la conformacién DQ2 versus un 40% en controles.
Tanto DQ2 como DQS corresponden a conformaciones HLA
de clase II también muy frecuentes en poblacion chilena con
DM1 y con EC™.

Dentro de los marcadores genéticos no-HLA que se han
estudiado tanto en la EC como en la DM1 se encuentra el
gen de la tirosina fosfatasa linfoide (PTPN22). Este gen se
ubica en el cromosoma 1pl13 y codifica para la proteina ti-
rosina fosfatasa linfoide también conocida como “Lyp”. La
proteina Lyp inhibe la transduccion de sefiales del receptor
de células T (TCR) por desfosforilacion de quinasas impor-
tantes para la sefializacion del receptor'. Existe un polimor-
fismo genético denominado C1858T (Arg620Trp) en el gen
PTPN22, el cual ha sido extensamente estudiado en diversas
patologias autoinmunes®*?!. La interaccion que se produce
en la region de Lyp que contiene el polimorfismo genético
C1858T interactia en forma distinta de acuerdo a la carga
alélica del portador, lo que produce como resultado una ma-
yor o menor eficiencia en la supresion de la sefializacion del
TCR. Se postula que esta ganancia de funcion puede predis-
poner a la DM1 a través de un aumento de la superviven-
cia de las células T auto-reactivas durante la seleccion en el
timo. Dado que la DM1 y la EC comparten algunos rasgos
genéticos, pero no existe un conocimiento acabado de ellos,
el proposito de este estudio fue estimar la frecuencia del po-
limorfismo C1858T y evaluar la posible asociacion entre este
polimorfismo del gen PTPN22 y el componente autoinmune
en estas dos patologias.

Pacientes y Metodologia

El estudio fue realizado en Santiago, Chile con pacientes
diabéticos tipo 1 diagnosticados a través de métodos estan-
darizados (WHO DiaMond Project) durante el periodo com-
prendido entre enero de 2007 a diciembre de 2010. Se inclu-
yeron 209 casos diagnosticados durante este periodo (edad
promedio 9,5 + 4,2 afios, rango de edad 4 a 17 afios). La edad
de diagnoéstico de los pacientes con DM1 fue de 6,2 + 3,5
afios. Ademas se incluyeron 43 pacientes con EC diagnosti-
cada a través de los criterios internacionales vigentes (que in-
cluyen biopsia intestinal), con edad promedio 25,8 + 8,5 afios
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(rango de edad 15 a 41 afios) y 100 controles, sin diabetes, ni
antecedentes de patologias autoinmunes (edad promedio 14,8
+ 3,2 afios, rango de edad 10 a 19 afios). Las muestras de san-
gre pertenecientes a los pacientes diabéticos fueron obtenidas
dentro de un periodo de tiempo cercano al debut (2-20 dias).
Todos los pacientes, controles y sus padres firmaron un con-
sentimiento informado para participar en esta investigacion.
Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facul-
tad de Medicina, IDIMI e INTA de la Universidad de Chile.

Analisis de anticuerpos

Se realizd un screening serologico para los auto-anti-
cuerpos en las muestras obtenidas de los pacientes DM1 y
celiacos y controles). Los autoanticuerpos medidos fueron:
anti-acido glutdmico descarboxilasa (65KD) (anti-GAD,,)
y anti-tirosina fosfatasa (anti-IA2), realizados mediante
ELISA comercial (MEDIPAN, Medizin, Alemania). La de-
terminacién de anticuerpos anti-transglutaminasa (TTG) y
anti-endomisio (EMA) se realizé en suero de pacientes celia-
cos, mediante ELISA, a través de un kit comercial (IMMCO
DIAGNOCTICS, USA). Los coeficientes de variacion in-
traensayo e interensayo para estas determinaciones estuvie-
ron todas dentro de los rangos especificados por el fabricante
(intraensayo < 2%; interensayo < 4%). La determinacion de
todos los anticuerpos se realizd en muestras de suero reco-
lectadas con posterioridad al diagnostico una vez que el pa-
ciente ya se encontraba estabilizado desde el punto de vista
glicémico y con dosificacion de insulina.

Analisis de polimorfismo genético

De cada paciente y control se obtuvo una muestra de san-
gre periférica de 3 ml. El suero sobrenadante y los residuos
solidos fueron separados por centrifugacion. Se utilizaron
500 ml de sangre para obtener ADN gendmico usando un
protocolo estandar.

El polimorfismo C1858T se determiné utilizando un mé-
todo previamente descrito??. Un fragmento de 218 pb que con-
tiene la sustitucion de nucledtido simple (SNP) se amplifico
utilizando como partidor F1: 5'-ACTGATAATGTTGCTT-
CAACGG y el partidor reverso R1: 5'-TCACCAGCTTCCT-
CAACCAC. La reaccion de amplificacion se realizé con 20
ng de ADN genomico, buffer MgCl,, desoxirribonucleotidos
trifosfato (ANTP) (1,25 mmol/L), partidores (20 pmol/ml),
dimetil sulféxido (DMSO) y Taq polimerasa. Las muestras
fueron inicialmente desnaturalizadas durante 2 min a 94° C
seguido por 35 ciclos de 94° C durante 30 s, 30 s en 60° C, y
30 s en 72° C, y una extension final de 2 minutos a 72°C. Los
productos amplificados fueron digeridos con 10 unidades de
Rsal (New England Biolabs, MA, EE.UU.) en una reaccion
de 3 horas a 37° C. Los productos digeridos fueron sometidos
a electroforesis en un gel de agarosa al 2,5% y visualizados a
la luz UV con bromuro de etidio. El alelo 1858 T mutante no
puede ser digerido y produjo un fragmento tnico de 218 pb,
mientras que para la presencia del alelo 1858C se obtuvieron
dos fragmentos, de 176 pb y 46 pb.
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Analisis estadistico

Las comparaciones de frecuencia alélicas y genotipicas
entre casos y controles fueron analizadas mediante las pruebas
de 2 y Prueba exacta de Fisher utilizando el programa SHE-
SIS (URL: http://202.120.7.14/analysis/myAnalysis.php). Se
evalud la concordancia de las frecuencias genotipicas con

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antropométricas de ambos grupos

Grupo DM1 Grupo EC  Grupo control

n 209 43 100
Edad (anos) 17,5+4,2 23,8+8,5 15,8 + 3,2
Edad Diagnéstico (anos) 10,5+7,5 18,3 5,1 -
Hombres/mujeres 89/120 15/28 61/39
IMC (kg/m?) 239+1,4 22,7+2.2 25,6 + 3,4
Autoanticuerpos positivos (%) 75,72 45,8° 0,0

2GADG65 e IA-2. °TTG y EMA.

Tabla 2. Distribucion de alelos y genotipos para el polimorfismo C1858T
del gen PTPN22 en pacientes con DM1, pacientes celiacos y

controles
PTPN22 DM1 Celiacos Controles
(n = 209) (n =43) (n = 100)
n % % %
CcC 133 63,6 39 90,6** 79 79,0
CcT 75 35,9* 2 4,6 17 17,0%*
T 1 5,0 2 4,6 0 0,0
Frecuencia Alelo C 341 81,6 80 93,0 175 87,5
Frecuencia Alelo T 77 18,4 6 7,0 17 8,5
CcC 133 63,6 41 95,4 79 79,0
CT+TT 76 36,4 2 4,6 17 21,0
Equilibrio HW (p-value) 0,81 0,93 0,90

*p < 0,001 genotipo CT DM1 versus controles; **p < 0,036 celiacos versus con-
troles (ambos genotipos).

Tabla 3. Asociacion entre genotipos PTPN22 y perfil autoinmune en
pacientes con DM1y EC

GAD65+ 1A-2+ TTG+ EMA+

n % n % n % n %
DM1
CcC 99 74,4 91 68,4*
CT+TT 52 68,4 39  51,3*
Celiacos
CcC 18 41,9* 18 41,9*
CT+TT 2 4,2 1 2,3

*p =0,065 CC versus CT + TT en pacientes con DM1; p < 0,01 CC versus CT + TT
en pacientes celiacos.
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respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg mediante la prueba
exacta de x> Las comparaciones de las variables continuas del
estudio se realizaron mediante prueba t de Student y la compa-
racion del perfil de anticuerpos se realiz6 a través de analisis
de proporciones. Un valor de p menor de 0,05 fue considerado
como estadisticamente significativo.

Resultados

La Tabla 1 muestra las caracteristicas de los pacientes
con DM1 y EC desde el punto de vista de su edad de diagnos-
tico, IMC y porcentaje de autoanticuerpos. No se observan
diferencias al comparar los grupos y el titulo positivo de an-
ticuerpos, como se observa en la tabla alcanza al 75,7% entre
los pacientes con DM1 y al 45,8% en los pacientes con EC.
La poblacion control fue negativa para los cuatro anticuerpos
analizados.

La Tabla 2 resume la informacién relacionada a la dis-
tribucion genotipica y alélica de la variante C1858T del gen
PTPN22 en los tres grupos estudiados. En todos los grupos se
observa una muy baja frecuencia del genotipo TT, fenémeno
que es comun en todas las series publicadas para este gen en
diversas poblaciones y grupos étnicos. Se observé una eleva-
da frecuencia del genotipo CC en pacientes con EC (90,6%),
lo que se encuentra dentro de las frecuencias reportadas en
la literatura. Respecto al grupo con DMI, se observd una
menor frecuencia para este genotipo, lo cual difiere de los
trabajos publicados para la variante C1858T en pacientes con
DM, principalmente de origen caucasico. La distribucion de
frecuencias genotipicas en el grupo control, se situdé dentro
de los valores descritos en individuos sin patologias autoin-
munes.

La Tabla 3 presenta la informacion relacionada al perfil
de autoinmunidad en pacientes con DM1 y celiacos en re-
lacion al perfil de auto-anticuerpos caracteristicos en cada
patologia. Para anti-GADG65 en el grupo con DMI, no se
observo una distribucion diferente entre los portadores del
genotipo CC versus los portadores del genotipo CT. Para la
distribucion del auto-anticuerpo IA-2, existe una tendencia
de mayor frecuencia de pacientes positivos para este anti-
cuerpo en el grupo portador del genotipo CC (68,4% versus
51,3%; p =10,065). En el caso de la EC, se observ6 una mayor
frecuencia de anticuerpos TTG y EMA en los individuos por-
tadores del genotipo CC (p <0,01).

Discusion

Este estudio confirma la posible asociaciéon del gen
PTPN22/LYP con DMI. La variante alélica T expresada
como la combinaciéon CT + TT es significativamente mas
frecuente en los pacientes con DMI1, en comparacion con
pacientes con EC y controles. Esta asociacion no se obser-
va para pacientes con EC, como ha sido publicado en otros
estudios®.



A pesar de que esta asociacion entre PTPN22 y DM1
ha sido consistente en diversos estudios poblacionales, lo
observado en poblacion chilena con EC no parece seguir el
mismo curso. La comparacion de frecuencias alélicas para
el allelo 1858T es extremadamente baja comparada con el
antecedente publicado. El papel de esta variante genética fue
abordado por primera vez por Onengut-Gumuscu y cols*
quienes secuenciaron la region codificante del gen PTPN22
¢ identificaron varias variantes nuevas. El analisis de haplo-
tipos sugirio que el alelo de riesgo 1858T esta contenido en
un solo haplotipo fuertemente asociado a DM1. En poblacion
asiatica el sitio 1858 no es polimorfico, lo que podria dar
cuenta de la baja frecuencia encontrada en nuestra poblacion.
En japoneses y coreanos, otro polimorfismo de nucleétido
simple (SNP) 21123G/C ha demostrado estar débilmente
asociado con DM1. En grupos caucasicos, este SNP también
se asocia con DM 1192325,

La DM1 y la EC son enfermedades multifactoriales, con
una contribucion genética importante. En ambas patologias,
existe un amplio numero de genes involucrados, siendo el
complejo de histocompatibilidad mayor (HLA) de clase II
el que presenta la mas fuerte asociacion en ambos casos,
contribuyendo con un OR sobre 4, tanto para DM1 como
para EC%. Dentro de los genes no HLA, ambas enfermeda-
des comparten algunos genes de predisposicion, tales como
CTLA-4 y PTPN22, pero con contribuciones mucho menores
(OR = 1,5).

Este estudio no mostré una asociacion fuerte entre la
presencia del polimorfismo PTPN22 y el perfil de autoin-
munidad en pacientes con DM1%*?’. Se observé una mayor
tendencia de asociacion entre el genotipo CC con una ma-
yor frecuencia de autoanticuerpos IA-2 positivos. Fenome-
no similar al observado con otros anticuerpos en un reciente
estudio de Kordonouri y cols, en el afio 2010%. De forma
similar, el genotipo CC mostré mayor asociacién con anti-
cuerpos caracteristicos de la EC. Sin embargo, la asociacion
descrita en otros estudios para PTPN22 y EC?, no se observo
en nuestro analisis. En términos de frecuencia alélica para la
variante menos frecuente (alelo T), las publicaciones euro-
peas'” muestran un claro gradiente este-oeste con cifras que
van desde un 15,5% en el norte de Europa (paises nordicos),
frecuencias intermedias en Francia y Espaia (7,8%) y muy
baja frecuencia en Italia (2,5%). Paradojalmente, en DM1
nuestros datos de frecuencia alélica muestran valores de un
18% para el alelo T, frecuencia bastante alta si lo compara-
mos con las frecuencias observadas en pacientes celiacos y
controles (7 y 8,5% respectivamente).

El polimorfismo C1858T del gen PTPN22 ha sido con-
siderado el tercer locus de asociacion para DM1, sin embar-
go, en nuestra poblacion de pacientes con EC y DM1 pare-
ce cumplir un papel de menor importancia. Los estudios de
polimorfismo genético involucrados en la etiopatogenia de
la DM1 y al EC han incrementado significativamente nues-
tro conocimiento de las vias del sistema inmune que se ven
afectadas en estas patologias. Es probable que una combi-
nacion de genes relacionados con el sistema HLA, sumado
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a los efectos causados por otros genes de menor impacto
como la variaciones genéticas en PTPN22 y CTLA-4, per-
mitan aproximarse al riesgo potencial de desarrollar ambas

enfermedades.
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