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Los principales genes que participan en la susceptibilidad para la diabetes tipo I estdn
asociados a ciertos grupos HLA. Dentro de éstos, el locus HLA-DQ contiene alelos
fuertemente asociados al riesgo de desarrollar la afeccion y alelos protectores. Se observa
que en la diabetes tipo I existen variaciones en la presencia de alelos en las diferentes
poblaciones y etnias. Nuestro grupo estudid comparativamente poblaciones de afectados, a
riesgo y control desde el punto de vista molecular. Se realizd la amplificacién por PCR del
exdn 2 del gen DOP. Los resultados obtenidos indican que en el grupo de pacientes
diabéticos el génotipo principalinente asociado fue: DOB*0302 X DQB*0201,02 y los alelos
considerados como protectores fueron DOPB*0603,0604,0607. Estos datos coinciden con los

de otras poblaciones caucdsicas, hecho concordante con nuestro origen mayoritariamente

europeo.
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Introduccion

La diabetes mellitus tipo [ puede definirse como un tras-
torno crénico de base genética (. Comprende la gran
mayorfa de los casos debido principalmente a la destruc-
ci6n de Jas células B pancredticas . Su herencia es po-
ligénica y su caracterfstica etiopatogénica es de tipo in-
mune @, Es una de las enfermedades mds frecuentes en
clinica humana, y su incidencia global ha aumentado pro-

1. Doctora en biologia.

2. Médico genetista.

3. Licenciado en biologfa

4. Médico diabetdlogo.

5. Médico genetista

6. Médica endocrintloga-diabetéloga.

Divisién Citogenética, Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemen-
te Estable

Servicio de Medicina Hospital Pasteur

Policlinica de Diabetes “Dra. Perla Temesio”, Hospital Maciel. Mon-
tevideo, Uruguay.

Correspondencia: Dra. A. Mimbacas. Instituto Clemente Estable.
Avenida Italia 3318, Montevideo. Uruguay.

Presentado 24/3/98. Aceptado 27/11/98

216

gresivamente en las ltimas décadas como consecuencia
de factores como envejecimiento global de la poblacién,
mayor esperanza de vida en el diabético, mayor fecundi-
dad de las madres diabéticas, aumento de la obesidad y
aumento del consumo de azicares refinados, entre otros
@) En cuanto a su frecuencia, existen notables diferencias
entre distintas zonas geograficas y sobre todo entre dis-
tintas razas. Desde el punto de vista genético los princi-
pales genes que participan en la susceptibilidad a la dia-
betes tipo I estdn localizados dentro del complejo princi-
pal de histocompatibilidad (MHC) en la regién HLA ubi-
cada en el brazo corto del cromosoma 6 humano .
Los antigenos HLA constituyen el principal sistema
que determina genéricamente la compatibilidad histica
en el hombre. Se ha demostrado una asociacion clara en-
tre determinadas dotaciones antigénicas y algunas enfer-
medades hereditarias de base autoinmune dentro de las
cuales se encuentra la diabetes tipo I ®. El niimero exacto
de loci genéticos de HLA que afectan la susceptibilidad
de un individuo a la diabetes tipo I, asi como su localiza-
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Tabla 1. Frecuencia de los alelos HLA-DQ[1 presentes en pacientes diabéticos y controles positivos

DQR1 (alelos) Pacientes DMID % Control % P RR (95% Cl)
201,02 40,00 23,30 < 0,05 2,03
301 6,67 26,67 < 0,05 0,03
302 36,67 13,3 < 0,01 0,89
603 3,33 6,67 < 0,05 0,02

p: probabilidad; RR: riesgo relativo; DMID: dibabetes meliitus insulino dependiente

Tabla 2. Genotipos HLABDQ1 en pacientes diabéticos y controles

DQB1 Genotipo DMID Frecuencia %  Control Frecuencia % p RR (95% Cl)
0201/302 53,3 15,4 < 0,001 1,8
0302/X 66,7 86,6 < 0,001 7,0
0201/X 73,3 40,0 < 0,001 18,3
0201/603-04-07 6,7 20,0 NS 0,2
301/603-04-07 6,7 40,0 < 0,001 0,4

p: probabilidad; RR: riesgo relativo; DMID: diabetes melflitus insulino dependiente

cién, es atin desconocido . Sin embargo, el locus HLA—
DQ presenta marcadores de riesgo fuertemente asociados
a esta enfermedad, y alelos protectores que retlejan la re-
levancia del rol del HLA-DQ en la patogénesis de la dia-
betes tipo I ).

Las probables combinaciones alélicas no son exacta-
mente las mismas para todos los grupos étnicos e incluso
varfan de acuerdo a regiones geogréficas, lo que sugiere
la interrelacion entre factores genéticos y ambientales .
En nuestro pafs no se conocian cudles eran los alelos in-
volucrados con esta enfermedad, por lo que se plante6 el
estudio de una muestra piloto para establecer en base a
los marcadores HLA DQp las asociaciones de alto riesgo
tanto en individuos afectados por diabetes tipo I, indivi-
duos considerados poblacion en riesgo, como en indivi-
duos controles.

Material y método

El objetivo de este trabajo fue analizar los alelos del sis-
tema mayor de histocompatibilidad (HLA) relacionados,
en nuestro pais, con la diabetes tipo 1. Para ello se analizé
el grupo de alelos HLA clase II y dentro de éste, se es-
tudiaron los loci DQ (cadena B) con técnicas de tipificado
de alta resolucién. Se emplearon un total de 42 indivi-
duos para dicho estudio: 15 de ellos (controles) indivi-
duos sanos (sin antecedentes) para la afeccién, 15 pacien-
tes afectados y sus correspondientes familiares de primer
grado provenientes de la Policlinica de Diabetes del Hos-
pital Maciel “Dra. Perla Temesio”, Montevideo, Uru-
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guay. Se realizd la extracci6n de sangre periférica para
la obtencién de ADN gendmico a partir de linfocitos.
Con dicho ADN se realiz6 la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) amplificando el exdn 2
del gen DQP1 (158 pb). Posteriormente se realizé la re-
accién de hibridacién con secuencias alelo especificas
(ASO reverso) disefiadas segin el 11° y 12° Workshop
Internacional de Histocompatibilidad. Con los resultados
obtenidos se realizaron las pruebas estadisticas de chi’,
se estimd el riego relativo mediante la férmula (a x d)/(b
x c), en la cual a y b son los nimeros de pacientes que
fueron positivos y negativos para un marcador respecti-
vamente y ¢ y d los respectivos nimeros de los indivi-
duos controles.

Resultados

La frecuencia de los alelos DQB presentes en los pacien-
tes diabéticos, grupo control y de riesgo se muestran en
la figura 1. La distribucidn de los genotipos definidos por
la deteccién de los alelos se muestra en la figura 2. El
andlisis estadistico mostré una diferencia significativa
entre los genotipos encontrados en el grupo de pacientes
diabéticos y el grupo control. El andlisis de varianza mos-
tré una F=20,9778 con una p < 0,05.

En las tablas 1 y 2 pueden observarse los diferentes
grados de susceptibilidad y proteccién entre los distintos
alelos. El mayor riesgo fue asociado con la forma hetero-
cigota para DQB*0201 y DQB*0302, pero también es de-
tectado un riesgo elevado con la sola presencia del alelo
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Figura 1. Alelos HLA-DQB1

DQB*0302 (RR=5,5). A su vez, el alelo DQB*0201 pre-
senté una asociacién moderada (DQB*0201/X RR=
2,19). Los alelos asociados a bajo riesgo fueron
DQB*0603,0604,0607 ain en presencia del marcador
DQp*0201 (RR=0.08). No se observé entre los pacientes
diabéticos la asociacion entre el alelo DQB*0302 (de alto
riesgo) y alelos protectores. El alelo DQP*0301 daria
proteccién pasiva ya que el riesgo relativo de este alelo
fue 0,19 y sélo se encuentra asociado en los pacientes
diabéticos cuando se presenta junto con los alelos
DQB*0302 y DQB*0201. Similares patrones fueron en-
contrados entre los familiares considerados como pobla-
cién de riesgo.

Discusion

De las enfermedades que presentan un componente ge-
nético, la diabetes es una de las mds interesantes de es-
tudiar porque su diagndstico no es ambiguo y es factible
encontrar grupos familiares que la presentan. Si bien
existe mucha informacidn sobre la relacidn existente en-
tre HLLA y diabetes tipo I, en nuestro pafs no existe nin-
guin antecedente molecular sobre ¢l tema. Estas razones
nos llevaron a plantear la determinacion, en la poblacidn
uruguaya, de aquellos alelos de HLA presentes en indi-
viduos afectados por esta enfermedad. Existen en la lite-
ratura evidencias que ciertas combinaciones de alelos
dentro del complejo HLA, particularmente dentro de
HLA-DQ, estdn asociadas con resistencia o susceptibili-
dad a diabetes tipo I ®. Especificamente se ha encontra-
do que DQP1*0302 confiere “susceptibilidad dominan-
te” mientras que DQPB1*0602 confiere “proteccién domi-
nante” 19, Nuestros datos indicarian que el alelo
DQB1*0302 se encuentra presente en los pacientes afec-
tados de diabetes tipo I en una proporcién mayor de lo
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Figura 2. Distribucidn de los genotipos

esperable, teniendo en cuenta los datos de la poblacion
control. Este alelo, por lo tanto, estarfa fuertemente aso-
ciado a dicha afeccién en nuestra poblacién, mientras que
el alelo DQB*0201 estarfa débilmente relacionado. En
los familiares de riesgo de pacientes con la enfermedad,
la presencia de los alelos DQ[3*0603,604,607 estaria in-

dicando el no desarrollo de 1a enfermedad. Esto concuer-

da con los datos de la literatura, que consideran estos ale-
los como protectores 1371517,

Segin la distribucién de genotipos, pudimos observar
que la mayor asociacién con la enfermedad estaria dada
por la forma heterocigota DQB*0201 x DQB*0302. Al
considerar estos alelos junto con los alelos protectores el
riego relativo disminuye.

El andlisis de los alelos de HLLA a través de la utiliza-
cién de la técnica de PCR-ASO, nos da la posibilidad de
estudiar los marcadores HLA por métodos de estudio del
ADN, que son mds exactos que los marcadores serologi-
cos clasicos '®. A partir de los datos presentados aqui,
estarfamos en condiciones de establecer un correcto ase-
soramiento genético en cuanto a la predisposicion a desa-
rrollar esta enfermedad en la poblacién de riesgo (fami-
liares directos de los afectados). Esto adquiere mayor re-
levancia si consideramos que la diabetes mellitus es una
enfermedad muy frecuente en Uruguay, presentindose
en 6/100 individuos %, Si bien atin no est4 bien estable-
cido qué porcentaje de estos pacientes corresponden a
diabetes tipo I, se podria estimar en alrededor de 10% de
los afectados. Esto harfa un promedio de seis individuos
cada 1.000 de nuestra poblacién (3.000.000 de habitan-
tes), que en algdn momento de su vida podrfan desarro-
liar la enfermedad, lo que har{a un total de 18.000 indivi-
duos susceptibles. De acuerdo a nuestra tasa de natalidad,
nacerfan por afio 360 nifios potencialmente diabéticos. La
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prediccion del riesgo genético individual tiene por tanto,
un consxderable interés, pamcularmente con respecto a la

gidas, en un futuro, a una correcta terapia.
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Summary

The most important genes involved in the determination
of the susceptibility to type 1 diabetes are associated to
some HLA specific groups. Among them, HLA-DQ lo-
cus presents certain alleles associated either to develop
or to prevent the onset of the disease.

Some variations related to population or ethnic diffe-
rences between such associations have been described.

From the molecular point of view our group studied a
sample of affected and risk populations as well as the
control population in a comparative way. Exon 2 from
DQB locus was analyzed by PCR amplification. The re-
sults obtained showed that in the affected individuals the
main genotype observed was: DQBB1*0302 x DQB1*
02201,02.

The protective alleles were: DWB1#603, 0604 AND
0607. These data are coincident with other Caucasian po-
pulations and are also concordant with our mainly Euro-
pean origin.

Résume

Les principaux genes qui participent au possible dévelop-
pement d’un diabéte type 1, sont associés 4 certains grou-
pes HLA.

Parmi ceux-ci, le locus HLA-DQ a autant d’alleles as-
sociés au risque de développer cette maladie, que d’alle-
les protecteurs.

Il existe, dans ce type de diabéte, des variantes 4 la pré-
sence des alleles, selon les différentes ethnies et popula-
tions,

Notre groupe de travail a comparé des populations de
malades, de risque et de contrdle moléculaire,
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On a réalisé I’amplification au moyen de la technique
du PCR de I’exon 2 du géne DQB.

Les résultats montrent que dans le groupe de malades,
le génotype le plus associé a été: DQBI*0302 X
DQB1*0201, 02; les alléles protecteurs: DQB1*0603,
0604 et 0607.

Ces données correspondent a celles d’autres popula-
tions caucasiennes, vu notre origine européen.
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