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Autoanticuerpos anti ZnT8 en pacientes

con Diabetes Mellitus

>>> La presencia de autoanticuerpos en pacientes adultos define un subtipo de
diabetes denominada diabetes autoinmune latente del adulto (LADA) lo que significé

el advenimiento de nuevos conceptos fisiopatolégicos y clinicos. La determinacion de
anticuerpos anti ZnT8 puede ser considerado como un marcador adicional que aumenta
la sensibilidad de detecciéon de autoinmunidad en pacientes con DM1.
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INTRODUCCION

La autoinmunidad frente a la célula beta
pancreatica es caracteristica de la DM1y diversos
autoanticuerpos se utilizan como marcadores para
el diagndstico: IAA (anti-insulina), GAD (anti-
descarboxilasa del acido glutdmico) e 1A-2 (anti-
tirosina fosfatasa IA2). El transportador de Zinc 8
(ZnT8), ha sido identificado recientemente como
uno de los blancos de la autoinmunidad en este
tipo de diabetes.

El transportador de Zinc

Laisoforma 8 del ZnT8 es especifico de las
células pancreaticas, es una proteina de 369
aminodcidos codificada por el gen SLC30A8
localizado en el cromosoma 8 enla posicion g24.11.
Presenta seis dominios de transmembrana y un
dominio rico en histidina entre la cuarta y la quinta
hélice (es uno de los sitios conocidos a los que se
unelamoléculade zinc).

Su sobreexpresion en cultivos de islotes
de células conduce a la secrecién de insulina.
Luego se ha demostrado la presencia de anti-
cuerpos anti-ZnT8 en el 60-80% de los pacientes
con diabetes mellitus tipo | (DM1) de reciente
diagndstico, y los estudios preliminares parecen
indicar que son buenos predictores de la enferme-
dad.(1,2)
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El ZnT8 participa en el transporte de Zn++
desde el citoplasma hacia el interior del granulo de
secrecion de insulina. La presencia del cation es
esencial para el almacenamiento de la insulina, y
para la secrecién de la hormona frente al estimulo
deglucosa.(3,4)

Lainsulina se sintetiza en el reticulo endo-
plasmico de las células betas de los islotes pan-
credticos como una preprosinsulina, con la cadena
A, el péptido de conexidn, la cadena By un péptido
sefal, el cual va ser hidrolizado, transformandose
la molécula en la proinsulina luego de un cambio
conformacional en donde se forman los tres puen-
tes disulfuros que van a mantener unidas las
cadenas Ay B. La proinsulina luego de pasar por el
aparato de Golgi, ingresa al granulo de secrecidon
de insulina, alli 6 moléculas de proinsulina se unen
con dos iones Zing, para formar el hexamero de
proinsulina.

Esta proinsulina hexamérica se convierte
en el hexamero deinsulina por escision del péptido
Cporlaaccion de enzimas proteoliticas, conocidas
como PCi1/3 (prohormona convertasa 1/3), PC2
(prohormona convertasa 2) y CPE (Exoproteasa
CarboxipentidasaE).(5)

En relacidn con los epitopes reconocidos
por los anticuerpos anti-ZnT8, se ha descripto que
el 80% de los sueros de pacientes con DM tipo 1y
anti-ZnT8 positivos reconocen el domino C-termi-
nal de ZnT8 (residuos 268-369) resultando muy
poco frecuente la presencia de anticuerpos que
reconozcan al fragmento N-terminal (residuos 1-

74)-

El polimorfismo genético en la poblacién
humana en el codén del aminoacido 325 lleva a la
expresion de tres variantes proteicas: Arginina (R)
325, triptéfano (W) 325 y muy raramente gluta-
mina (R)325.(6)

La ausencia experimentalmente provo-
cada del ZnT8 en ratones knock out produce dis-
minucion de las concentraciones del cation en la
célula B, generando granulos de almacenamiento
atipicos, vacios e inmaduros y un aumento de la
relacion plasmatica proinsulina/insulina. En efecto,
el ZnT8 es la principal herramienta con la que
cuenta la célula 3 pancreatica para proveer el zinc
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destinado al procesamiento, maduracion y alma-
cenamiento de la insulina, y en consecuencia,
presenta un rol activo en la regulaciéon de la
homeostasis de la glucosa.(7)

En contraste con otros anticuerpos, los
anti-ZnT8 no parecen estar asociados con el anti-
geno leucocitariohumano (HLA) declase Il yporlo
tanto, podrian ser de especial valor en las personas
con bajo riesgo genético en aquellos donde el
perfil de otros autoanticuerpos es negativo .(8)

Diagrama esquematico de ZnT8 que muestra los
seis dominios transmembrana que forman el poro
delamembrana.(9)

Zinc Transporter 8

=@ Cytosol

Figure 2 - Schematic diagram of ZnT8 showing the six transmembrane domains
forming the membrane pore. This is flanked by N- and C-terminal domains and a
histidine loop, which binds zinc ions3

Autoinmunidad en los distintos tipos de Diabetes
Mellitus

La diabetes mellitus (DM) comprende una
serie de enfermedades metabdlicas caracteri-
zadas por hiperglucemia como consecuencia de
defectos en la secrecién y/o accién de la insuling;
cuando no es tratada puede derivar en complica-
ciones a largo plazo, disfuncién y falla de dife-
rentes drganos, especialmente ojos, riflones, ner-
vios, corazény vasos sanguineos.

La DM y sus complicaciones constituyen
la tercera causa de muerte en los paises industriali-
zados, después de las enfermedades cardio-
vasculares y el cancer. Alrededor del 5-6% de la
poblacién mundial padece alguna de las formas de
estaenfermedad, lacual muestraunatendenciade



continuo crecimiento.

Se distinguen dos tipos principales de la
enfermedad: la DM tipo 1y la DM tipo 2, aunque
existen otras categorias, entre ellas, la diabetes
autoinmune latente del adulto (LADA) para identi-
ficar a un subgrupo de pacientes adultos que
sufren un proceso autoinmune e inicialmente no
requieren insulina (10-11).Se ha propuesto reem-
plazar el nombre de LADA por el de diabetes
autoinmune, ya que este proceso inmune puede
ocurrir en todas las edades, poblaciones, feno-
tipos, condiferentes cargas genéticas etc.

La principal causa de la DM tipo 2 es una
resistencia de los tejidos periféricos a la accion de
la insulina, asociada a un grado variable de disfun-
cidn secretoria. Ambas causas, a su vez, se correla-
cionan con la presencia de determinantes gené-
ticos y factores ambientales, de ahi que la DM tipo
2 haya sido definida como una enfermedad poligé-
nicay multifactorial.

La diabetes tipo 1, en cambio, es una en-
fermedad autoinmune mediada por una combi-
nacion de factores genéticos ( principalmente a
través del sistema HLA ) y desencadenantes
ambientales (probablemente relacionado con
virus, toxicos, eventos gestacionales, factores
dietéticos: déficit de vitamina Ay D o sobrepeso en
adolescentes), resultando en la infiltracion linfo-
citica de los islotes pancredticos, desarrollo de
autoinmunidad humoral, con aparicion de auto-

anticuerpos, destruccion de las células beta y
dependencia deinsulinaexdgenade porvida.(12)

En la patogénesis de la Diabetes tipo 1
(DM1) se puede diferenciar tres fases importan-
tes: la fase |, caracterizada por la presencia de
infiltrados mononucleares en los islotes pancreati-
cos; la Fase Il denominada comunmente pre-
diabetes, en donde se observa la presencia de
diversos anticuerpos dirigidos contra las células
del islote pancredtico y que son detectables en
alrededor del 70 al 90% de los pacientes en el
momento del diagndstico y que corresponde a las
primeras sefiales del comienzo del proceso autoin-
mune, cuando lamasa de células betas cae al 50%, y
lo Unico que se observa es una intolerancia a la
glucosaounaglucosaalteradaenayunas.

Y laFaselll, en donde se activan una serie
de células y moléculas que son las encargadas del
proceso autoinmune final y que controlan el meca-
nismo que produce la injuria de la célula beta pan-
creatica, es cuando la masa de células betas dismi-
nuye al 10%, y tenemos el comienzo clinico de la
enfermedad (DM tipo1).

Elinicio del proceso autoinmune esta mar-
cado por la presentacion de un péptido diabeto-
génico al sistema inmune el cual puede tener
diversos origenes y de los cuales se pueden men-
cionar algunos antigenos virales, antigenos dieta-
rios o la propia presentaciéon de autoantigenos.
Este fendmeno produce una respuesta inmu-
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noldgica que en su fase activa genera una pérdida
general en la tolerancia hacia el péptido diabeto-

génico.(13)

En definitiva la diabetes autoinmune re-
sulta de una pérdida progresiva de células del
islote pancreatico, en donde los linfocitos T ad-
quieren fundamental protagonismo. Es una enfer-
medad tejido-especifica, en la cual la autoinmu-
nidad se limitaaunaserie de moléculas expresadas
en las células B pancreaticas. La identificacion de
esas moléculas, blanco del sistema inmune, pro-
porciona informacidn relevante acerca del meca-
nismo patogénicoy abre el panorama para el desa-
rrollo de futuros agentes terapéuticos.

Utilidad de la determinacion de los distintos auto-
anticuerpos

Los antigenos reconocidos por estos anti-
cuerpos incluyen: ICA (islet cell antibodies), GAD
(acido glutdmico descarboxilasa), 1A-2 (proteina
tirosina fosfatasa), e insulina (IAA) .La incorpo-
racion de ZnT8A, en combinacidn con los marca-
dores clasicos, incrementa la sensibilidad diagnds-
tica de autoinmunidad de un 84% a un 93%, ratifi-
cando que ZnT8A constituye un marcador humoral
adicional a la triada ya existente. Ademas, a dife-
rencia de lo que ocurre con GAD e |A-2,ZnT8 esun
antigeno especifico de célula beta por lo que la
deteccion de ZnT8A pone en evidencia un dafio
especifico de dichas células.(14)

Cabe destacar que es de sumo interés la
inclusion de la determinacidon de ZnT8A en pacien-
tes con comienzo dudoso de DM tipo 1 ya que
permite disminuir el porcentaje de DM tipo 1B o
idiopatica. Asimismo, lainclusion de este marcador
enindividuos de riesgo (familiares en primer grado
de pacientes con DM tipo 1) es esencial, en los
ensayos terapéuticos de predi-ccion y prevencion
delaDMtipo1.(15)

En la actualidad se sabe que alrededor del
90% de los pacientes con diagndstico reciente de
DM1 poseen autoanticuerpos positivos para al
menos uno de los cuatro antigenos antes mencio-
nados. A pesar de que existe variabilidad en el
patron de la inmunidad, los anti-IAA son mas
frecuentes en nifios pequefos, en cambio los auto-
anticuerpos para IA-2 a menudo disminuyen
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después del diagndstico y los anti-GAD tienden a
persistirmayormente en el tiempo.(16)

Se ha debatido sila presencia de autoanti-
cuerpos en pacientes adultos define un subtipo de
diabetes, que a comienzos de la década de 1990,
Tuomi y Zimmet denominaron diabetes autoin-
mune latente del adulto (LADA, sus siglas en
inglés) y que significé el advenimiento de nuevos
conceptos fisiopatoldgicos, clinicos y terapéu-
ticos.

Los resultados de los estudios en general
han demostrado que los pacientes diabéticos
adultos con autoinmunidad positiva: 1) son mas
jovenes que los diabéticos tipo 2 (DM2) con auto-
anticuerpos negativos; 2) presentan un menor
indice de masa corporal; 3) tienen un deterioro
mds rapido delamasa R celular; 4) mayor presencia
de otras enfermedades autoinmunes especial-
mente hipotiroidismo; 5) mas elevada prevalencia
de complicaciones microangiopaticas.

El tipo y el titulo de autoanticuerpos tam-
bién se vincularian con las caracteristicas de Ila
enfermedad, ya que la presencia de mdas de un
autoanticuerpo o el alto titulo de alguno de ellos se
asocia a una situacion clinica similar a la diabetes
tipo 1 (DM1) mientras que la presencia de un sélo
anticuerpo vy titulos bajos cercanos al punto de
corte se relacionan a una situacion clinica similar a
laDMa.

La interpretacion de la autoinmunidad en
pacientes diabéticos adultos mayores es compleja
y la evolucién de la DM luego del diagndstico
puede ayudar a identificar grupos cuya presenta-
cidnfisiopatoldgicay clinica es diferente.

Para identificar a pacientes referidos
potencialmente como LADA se han propuesto
tres criterios diagndsticos: - Edad mayor a 30 afios
almomento del diagndstico.

- Positividad para al menos un autoanticuerpo de
los encontrados en la DM1 (ICA, GADA, IA-2A,
IAA).

- Ausencia de insulinoterapia durante al menos los
primeros 6 meses desde el debut de la enferme-
dad.(17)
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La determinacidn del anticuerpo contra
ZnT8 realizada en gran cantidad de estudios ha
demostrado que su frecuencia es alta en pacientes
con DM1y que este puede ser considerado como
un marcador adicional para utilizarse en la pes-
quisa y progresion de la enfermedad. La deter-
minacidn de anticuerpos anti-ZnT8 junto con otros
marcadores clasicos como GAD e IA-2 debiera
aumentar la sensibilidad de deteccidn de autoin-
munidad enla DM1.(18)

En nuestro pais, Ridner et al.(19), estudia-
ronuna posible subpoblacidn de pacientes diabéti-
cos con caracteristicas fisiopatoldgicas y clinicas
particulares, y concluyeron que la presencia de
autoanticuerpos en la poblacién adulta mayor con
diabetes de inicio posterior a los 65 afios no obesa
parece ser sustancialmente superior ala esperada.
No solamente existe, sino que tiene una prevalen-
cia alta. Por primera vez se incluye la determina-
cion de cuatro anticuerpos, especialmente ZnT8.
El autoanticuerpo mds frecuentemente hallado
fue el PAA, seguido del GADA y luego el ZnT8. El
IA2A parece ser un marcador de menor utilidad. La
utilizacion de los cuatro anticuerpos aumento
considerablemente el diagndstico de autoinmuni-
dad.

Por su parte, Faccinetti et al.(14), emple-
ando un ensayo de radioligando determinaron la
prevalencia de ZnT8A, calculada como el porcen-
taje de pacientes diabéticos detectados como
positivos, en forma conjunta con la de los otros
marcadores de autoinmunidad. De los 100 paci-
entes estudiados el 22% fue IAA/PAA+, el 58%
GADAH+, el 53% IA-2A+ y el 65% fue ZnT8A+ para al
menos alguna de las variantes antigénicas emplea-
das (fig. 1A). Asimismo se analizé la sensibilidad
combinada de los 4 marcadores (fig. 1B). Es de
destacar que 9 pacientes con DM tipo 1 fueron
positivos solo para ZnT8A y que la inclusidon de
dicho marcador disminuyd el porcentaje de pacie-
ntes que dieron negativo para los 4 autoanti-
cuerpos a solo un 7%, reduciendo el nimero de
casosde DM tipo 1B oidiopatica.

>> Figura 1 - A) Histograma de prevalencias
relativas paralos marcadores IAA/PAA, GADA, |A-
2Ay ZnT8A empleando los respectivos RBA en 100
muestras de pacientes argentinos con DM tipo 1.
B) Sensibilidad conjunta de los marcadores. Las
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regiones de interseccion indican el porcentaje de
pacientes positivos para las diferentes combina-
ciones de autoanticuerpos. (14)
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Cabe destacar que la determinacion de
anti-ZnT8 permite aumentar la estrategia de com-
binaciones para identificar subtipos de diabetes.
Lampasona et al.(20), 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
podrian ser marcadores utiles de autoinmunidad
para distinguir subgrupos de pacientes con DM2y
diabetes LADA que anteriormente eran negativos
paraotros marcadores.

El fendmeno de autoinmunidad que cara-
cteriza a la mayoria de los casos nuevos con DM1
ha encontrado una fuerte evidencia en una recien-
te publicacién de Dang et al.(21), donde, ademds
de la alta frecuencia descrita del anti-cuerpo anti-
ZnT8 en DM1, se describe la asociacidon de este
transportador con el proceso autoinmune media-
doporcélulasT.




>>> CONCLUSION

Todos los estudios demuestran que la de-
terminacion de este autoanticuerpo mejora la
prediccion de la enfermedad, proporcionando
evidencia de autoinmunidad y estableciendo una
medida mas sensible de este fendmeno cuando se
combina con otros autoanticuerpos como anti-
GADyanti-1A-2.
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