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RESUMEN

Esta revision trata sobre la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune;
proporciona ia informacion referente a la posible etiologia y fisiopatologia de
la enfermedad, la importancia de genes dei complejo principal de
histocompatibilidad en humanos y en los modelos animales espontaneos de
la enfermedad ( el ratdn diabético no obeso y la rata biobreeding), asi como
de los factores ambientales desencadenantes del proceso autoinmune
programado genéticamente.

Se describen las bases celulares y moleculares para el desarrollo de
la enfermedad, la importancia de los marcadores inmunoldgicos como son

algunos de los autoanticuerpos contra autoantigencs de las células de

0s
islotes pancreaticos, que son Utiles para predecir y diagndsticar la
enfermedad. Ademas se plantea el uso de la inmunoterapia para la
prevencion del desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune en
pacientes con factores de riesgo como un mecanismo de prevencion

primaria aspecto al cual debe dedicarse particular atencion.



OBJETIVOS

Los objetivos de esta revision son actualizar y relacionar los
conceptos referentes a la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, permitiendo
plantear nuevas hipdtesis de trabajo para poder contribuir en la mejor
comprensidn de los conceptos fisiopatoldgicos actuales, a través del
conocimiento de los mecanismos desencadenantes medioambientales y
factores de riesgo genético para el desarrollo de la enfermedad. También se
pretende hacer conciencia de que la prevencion primaria por medio de
inmunoterapia es una alternativa importante y en la que el uso de
marcadores inmunoldgicos para el diagnéstico preclinico es importante para

la intervencion terapedtica.



1. INTRODUCCION Y CARACTERIZACION CLiNICA
1.1 Antecedentes historicos

La diabetes mellitus fue reconocida hace mas de mil anos, pero fue
hasta el siglo pasado que la investigacidn en la caracterizacién bioquimica
de esta enfermedad se inicid y se reveld la asociacion entre insulina y los
niveles de glucosa sanguinea. Después del descubrimiento de la insulina, se
demostré que era necesaria para mantener los niveles normales de glucosa
en sangre.

Varios procesos patogénicos son involucrados en el desarrollo de la
diabetes mellitus, una de estos es la destruccién autoinmune de las células
beta del pancreas, con la pérdida de la secrecidén de insulina; seguida de
sus consecuencias metabolicas como resultado de la resistencia a la accion
de la hormona, por lo que se presenta el sintoma caracteristico de
hiperglicemia, y en estas condiciones la administracion de insulina es
esencial (1). _

A este tipo de Diabetes se clasifica como diabetes mellitus tipo 1
(diabetes mellitus insulinodependiente). Esta enfermedad fue denominada
autcinmune en el afo de 1974, cuando en suero de pacientes con
enfermedad poliendécrina  autoinmune incluyendo diabetes mellitus
insulinodependiente, se encontraron anticuerpos contra celulas de islotes
pancreaticos (ICA), que reaccionaron con los islotes de Langerhans en
cortes congelados de pancreas humano; ademas, se observd la presencia
de infiltrado linfoide en los islotes pancreaticos ilamandose a este proceso
inflamatorio "insulitis” (2, 3).

En el afio de 1981 se describio el primer autoantu’éeno aislado de
células beta denominado proteina 64 K, que en 1990 se identificd como la
enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD) y en 1983 se identificaron

los anticuerpos contra insulina, presentes antes de la administracion

10



exdgena de insulina (4). En los Ultimos anos se han identificado los
autoanticuerpos contra las proteinas fosfatasas de tirosinas, que
actualmente son el principal marcador de prediccidon para diabetes
autoinmune (68).

El desarrollo de esta enfermedad tiene definitivamente implicado un
antecedente poligenético, primariamente caracterizado por una asociacion
con moléculas del MHC: HLA-DR3 y DR4. El desarrollo de la inmunidad
contra los islotes es confirmado en las siguientes dos caracteristicas:
Primero, el tejido blanco es restringido a las células beta, el componente
principal de los islotes de Langerhans del pancreas, demuestra que la
diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad autoinmune organo especifica.
Segundo, modelos animales para DM tipo 1, asi como estudios terapéuticos
en humanos diabéticos sefalan fuertemente el papel predominante de las
células T en el proceso de la enfermedad (5).

El desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1, es conceptualmente
dividida en varias etapas comenzando con: susceptibilidad genética, evento
desencadenante, desarrollo de actividad autoinmune, pérdida progresiva de
la secrecién de insulina, establecimiento clinico de la enfermedad
(hiperglucemia) y la completa destrucciéon de las células beta pancreaticas.

La manifestacion de la hiperglicemia se presenta como un evento
tardio que pude ser de varios meses o afnos, después que se inicid la
reaccion inmune especifica y en ese momento la mayoria de las células beta
ya han sido destruidas (6).

Como la diabetes mellitus tipo 1 puede presentarse preclinicamente
durante varios afios antes de la completa destruccién de las células beta, las
perspectivas clinicas son dos: diagnosticas y terapéuticas.

La deteccion de autoanticuerpos circulantes dirigidos contra
antigenos de las celulas de los islotes se puede utilizar como marcador
inmunologico preclinico de la enfermedad en individuos asintomaticos, que

serian candidatos para producir tolerancia inmune contra sus propias células
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beta. La inmunoterapia podria prevenir la enfermedad, por lo que optimar la

prediccidn de la enfermedad es requisito indispensable para la intervencion
terapéutica (7, 8).

1.2 Homeostasis de la glucosa

Las fuentes de glucosa sanguinea son principalmente: 1) los
carbohidratos de la dieta; 2) de varios compuestos glucogénicos que
experimentan gluconeogénesis, tales como aminoacidos giucogenicos,
propionato, factato, glicerol y 3) del glucdgeno hepatico por glucogendlisis.

La concentracién de glucosa en sangre (glucemia) en el hombre, en
estado de posabsorcidn varia entre 80 a 100 mg/di. Después de la ingestién
de una comida con carbohidratos, puede elevarse a 120 6 130 mg/dl (6.6 6
7.2 mmolft). Durante el ayuno, el valor cae alrededor de 60 a 70 mg/dl (3.3 a
4.0 mmol/l). En condiciones normales estos valores son controlados dentro
de estos limites. La regulacion de los niveles sanguineos de glucosa es uno
de los mecanismos homeostasicos méas finamente regulados y en el cual
toman parte el higado, los tejidos extrahepaticos y varias hormonas.

Cuando no se dispone de fuentes exteriores de alimentos, los
requerimientos energeticos del organismo deben ser cubiertos mediante |a
oferta selectiva de calorias almacenadas en tejidos especificos. Cuando el
alimento se encuentra disponible, éste debe ser almacenado en un sistema
compacto que utilice un minimo de energia y permita una movilizacion
rapida.

El principio de control del almacenamiento de los alimentos y de su
liberacién es la hormona insulina. Otras hormonas que intervienen en este

control son: glucagén, catecolaminas, glucocorticoides, tiroxina, hormona del

crecimiento y la hormona adenocorticotropica (11).
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1.2.1 Regulacién hormonal de la glucemia

A través de la sangre la glucosa es distribuida a todas las células del
organismo, para que la utilicen segin sus necesidades. La glucemia
depende principalmente de dos tipos de factores hormonales: 1)
hipoglucemiante, que permite el paso de glucosa hacia las células y provoca
su disminucidn; 2) hiperglucemiantes, aportan glucosa hacia la sangre (11,
14).

1.2.2 Factor hormonal hipoglucemiante

En condiciones normales del estado alimentado, el tnico factor
hipogiucemiante conocido es el paso de glucosa a las células y es
controlado por la hormona insulina, que es el Unico compuesto con esta
accion. Junto con los receptores de insulina y los transportadores de
glucosa, el papel desempefiado por la insulina consiste en transferir la
glucosa extracelular hacia los sitios de almacenamiento intracelular en la
forma de macromoléculas como: glucégeno, lipidos y proteinas. Por
consiguiente la glucosa es almacenada en condiciones de abundancia y

reservada para los momentos de necesidad.

1.2.3 Insulina

La insulina es una hormona producida por las célula beta de los
isiotes de Langerhans del pancreas. La insulina con un peso molecular (PM)
de 6,000 daltones, es un polipéptido constituido por dos cadenas, A y B
unidas por dos puentes disulfuro. la insulina es sintetizada como una
preprohormona (PM 11,500 ) compuesto por cuatro partes: un péptido sefal,
la cual es una secuencia hidréfoba de 23 aminoacidos: la cadena A con 21

aminoacidos; la cadena B con 30 aminoacidos y un péptido C conector con
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31 aminoacidos.

El péptido sefial dirige a la molécula a las cisternas del reticulo
endoplasmico y posteriormente es eliminado. Esto produce la molécula de
proinsulina (PM 98,000), la cual se acumula en el aparato de Goigi de modo
que es posible almacenar un gran nUmero de moléculas en el interior de una
vesicula de secrecion.

Las vesiculas de secrecién comienzan a migrar hacia la interfase de
las celulas beta y los capilares que las irrigan siempre que exista un
estimulo secretor mediante mecanismos nerviosos, alimentarios y
hormonales. Durante la secrecidn el péptido C es separado de las cadenas
combinadas A y B. Cuando se produce Ia ruptura de estos grénulos y la
descarga de su contenido en la circulacion y se liberan cantidades iguales
de insulina y péptido C, asi como una pequefia cantidad de proinsulina.

El péptido C no tiene una actividad bicldgica conocida y la proinsulina
tiene menos det 5% de la actividad de la insulina. El gen de la insulina

humana se ubica en el brazo corto del cromosoma 11 (14, 73).

1.2.3.1 Regulacion de la secrecién de insulina

El pancreas humano secreta de 40 a 50 unidades de insulina al dia,
que representan aproximadamente del 15 a 20% de la hormona almacenada
en la glandula. La secrecidn de insulina es un proceso que requiere energia
en el que interviene el sistema de microtibulos y microfilamentos en las
células beta.

El regulador fisiolégico méas importante de la secrecidn de insulina es
el aumento de la concentracién de glucosa sanguinea. El umbral de esta
concentracion para la secrecién es el valor de la glucosa sanguinea en
ayuno de 80 a 100 mg/dl (4.5 a 5.5 mmol/l) y la respuesta maxima se obtiene
a concentraciones de 300 a 500 mg/d (16.5 a 27.5 mmol/I).

La secrecion de insulina en respuesta a la glucosa es bifasica. Hay

14
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una respuesta inmediata que corresponde a la primera fase, que comienza
en un minuto y dura entre cinco y diez minutos, sucede aun antes de que los
alimentos sean absorbidos y es responsable aproximadamente del 2% de la
secrecion total.

El polipéptido inhibidor gastrico (PIG) es la hormona que estimula la
secrecion de insulina y que, cuando es elaborado por las células del
intestino delgado en respuesta a la absorcidon de glucosa, provoca una
liberacién de insulina. El pico mayor de la secrecion de insulina se produce
durante la absorcidén de glucosa tardia, que corresponde a la segunda fase,
y su estimulo principal es el ingreso de glucosa en las células beta.

Ciertos aminoacidos como : leucina, arginina, histidina y fenilalanina,
representan potentes estimulos para la liberacion de insulina, los agonistas
beta adrenérgicos, agentes farmacolégicos como la tolbutamida son otros
estimuladores de la secrecidn de insulina. La insulina no tiene una proteina
plasmatica transportadora; por lo tanto bajo condiciones normales su vida
media plasmatica es menor de cinco minutos.

La manifestacidn més importante de la deficiencia de insulina en el
matabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas es la hiperglucemia,

principal caracteristica de la diabetes mellitus.(14)

1.2.3.2 Mecanismos de accién de la insulina

La accidn de la insulina comienza cuando se une a un receptor
glucoproteinico especifico en la superficie de la célula blanco. Las diversas
acciones de la hormona pueden ocurrir en segundos 0 minutos, tales como:
el transporte de glucosa, efectos metabdlicos, activacién e inhibicidn
enzimatica; o después de algunas horas como son: la sintesis de acidos
nucleicos, de proteinas y el crecimiento celular.

El receptor de la insulina es un heterotetramero formado por dos

subunidades designadas como alfa y beta, en la configuracion alfa,-beta,,



unidas por puentes disulfure. La subunidad alfa {PM 135,000) es
enteramente extracelular y fija a la insulina. La subunidad beta (PM 95,000)
es una proteina transmembranal. La porcion citoplasmica de la subunidad
beta tienen actividad de tirosincinasa y un sitio de autofosforilacion. Se cree
que ambos intervienen en la transduccion de la sefal y en la accion de la
insulina.

El receptor de la insulina es sintetizado y degradado constantemente,
su vida media es de 7 a 12 horas, y su gen se localiza en el cromosoma 19.
Los receptores de insulina se encuentran en casi todas las células de los
mamiferos, en concentraciones de hasta 20,000 por célula y a menudo en
algunas que no son consideradas como blanco de la hormona. Debido a que
la insulina también interviene en el crecimiento, replicacidén celular,

organogénesis, diferenciacion fetal, en la reparacién y regeneracion tisular.

Mediadores intracelulares de la accion de la insulina. Durante muchos
anos se han buscado segundos mensajeros para la accidon de [a insulina; sin
embargo ninguno de ellos parece explicar a nivel molecular como ocurren
las diversas acciones de la insulina, se han propuesto a la propia insulina,
calcio, AMPc, GMPc, péptidos y fosfolipidos derivados de la membrana,
cationes monovalentes y a la propia tirosincinasa del receptor. Es importante
mencionar que si la actividad de tirosincinasa de estos receptores esta

alterada por algan medio, se altera también el efecto de la insulina.

Transporte de glucosa. La glucosa debe entrar a la célula como primer
paso en la utilizacidn de la energia. La excepcion es el higado donde no se
ha identificado un proceso transportador especifico. En las células hepaticas
la glucosa entra por difusion simple a favor del gradiente de concentracién
que es siempre excesivo, debido a la rapida conversion intracelular de
glucosa a glucosa 6-fosfato, proceso intensificado indirectamente por la

insulina, ya que produce activacion de la glucocinasa, cuyo efecto es a nivel
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de la regulacion de la tasa de transcripcidon del ARN mensajero especifico.

En otras células, en particular adipocitos y masculos, la glucosa entra
por un sistema transportador especifico regulado por {a insulina, mecanismo
conocido como difusion facilitada. La insulina incrementa el transporte de
glucosa mediante la incorporacion de transportadores desde un depdsito
intracelular inactivo en el aparato de Golgi y desplazandolos a un sitio activo
en la membrana plasmatica.

La insulina tambien promueve la entrada de aminoacidos a la célula,
en particular en el musculo, e intensifica el movimiento de potasio, calcio,
nucledsidos y fosfato inorganico. Estos efectos son independientes de la

entrada de glucosa por la accién de la insulina.

Efectos sobre la utilizaciéon de la glucosa. En una persona normal, un
50% de la glucosa ingerida es convertida en energia mediante la glucdlisis,
de un 30 a un 40% en iipidos por la lipogénesis y aproximadamente un 10%
en glucdgeno por la glucogénesis. Los efectos comprenden basicamente la
activacion e inactivacion de enzimas.

La insulina estimula la glucélisis hepatica al incrementar 1a actividad y
la cantidad de varias enzimas clave, incluyendo la glucocinasa,
fosfofructocinasa y piruvatocinasa. lo que acelera la utilizacion de glucosa y
asi reduce indirectamente su liberacion al plasma sanguineo, ademas la
insulina disminuye la actividad de la glucosa 6-fosfatasa, enzima que existe
en el higado pero no en el musculo. Puesto que la glucosa 6-fosfato no
puede atravesar la membrana plasmatica, esta accién de la insulina conduce
la retencidn de glucosa dentro del hepatocito.

La insulina ademéas estimula la Iipogéﬁesis en el tejido adiposo al (1)
proporcionar la acetilCoA y el NADPH necesarios para la sintesis de acidos
grasos, (2) mantener una concentracion normal de la enzima acetilCoA
carboxilasa, que ‘cataliza la conversion de acetilCoA a malonilCoA, y (3)

proporcionar el glicerol necesario en la sintesis de los triacilgliceroles;
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ademas, la insulina inhibe la lipdlisis.

En el higado y en el musculo, la insulina estimula la conversion de
glucosa a glucosa 6-fosfato, que después experimenta la conversion a
glucosa 1-fosfato y es polimerizada a glucdgeno por la enzima glucégeno

sintetasa, cuya actividad es estimulada por la insulina.

Efectos sobre la gluconeogénesis. La insulina ejerce un efecto inhibitorio
sobre este mecanismo metabdlico. La enzima gluconeogénica clave en el
higado es la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), que convierte el
oxalacetato en fosfoenolpiruvato. La accidén de la insulina es reducir la
cantidad de la enzima al inhibir selectivamente la transcripcion del gen que

ceodifica al ARN mensajero de esta enzima clave.

Efectos sobre el metabolismo proteico. La insulina tiene un efecto
anabélico pues estimula la sintesis de proteinas y retarda su degradacion.
La insulina aumenta la captacién de aminodcidos neutros en el musculo,
efecto que no esta ligado a la captacién de glucosa. También se ha
demostrado que la insulina influye en la sintesis de proteinas especificas
generando cambios en el ARN mensajero correspondiente.

Por lo tanto las acciones mas importantes de la insulina consisten en
la estimulacidn de la transferencia de glucosa y aminoacidos desde la
sangre hacia los tejidos insulinodependientes para su almacenamiento
macromolecular, la estimulacién de la sintesis hepatica de glucégeno, la
inhibicién de procesos catabdlicos, como la: glucogendlisis, protedlisis y

lipdlisis. Ademas de la inhibicién de la gluconeogénesis.
1.2.4 Factores hormonales hiperglucemiantes

En los periodos de ayuno actuan una serie de factores

hiperglucemiantes hormonales en respuesta a la disminucion de los niveles
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sanguineos de glucosa. Estos agentes tienen su efecto sobre el
metabolismo intermedio, para formar glucosa a partir de macromolécuilas
almacenadas. Por lo tanto, las proteinas y el glucdgeno son convertidos en
glucosa. De este modo la glucosa formada en el higado, representa la fuente
mas importante de glucosa sanguinea no dietética. Los factores hormonales
hiperglucemiantes mas importantes son los siguientes:

Glucagén. Es una hormona secretada por las células alfa de los islotes del
pancreas, estimula la glucogendlisis al activar la fosforilasa del glucogeno.
La degradacidn del glucégeno conduce a una répida elevacion de la glucosa
sanguinea. La hormona glucagén no tiene accidn sobre la fosforilasa del
glucégeno del musculo, ademas tambien estimula la gluconeogénesis a
partir de aminoacidos y acido lactico.

Catecolaminas. Estas hormonas inducen la glucogendlisis en higado y en
musculo, debido a la estimulacién de la fosforilasa del glucégeno. En el
musculo, a consecuencia de la falta de glucosa 6-fosfatasa, la glucogendlisis
sobreviene con una formacién de acido lactico, en tanto que en el higado, la
glucosa es el producto principal, provocando el aumento en su
concentracion sanguinea. ‘
Glucocorticoides. Estimulan la gluconeogénesis hepatica, como resultado
del aumento del catabolismo de las proteinas, aumentando la concentracion
de aminoécidos libres y los aminoacidos glucogénicos se incorporan al
metabolismo de los carbohidratos, por lo que pueden llegar a formar
glucosa.

Hormona adenocorticotrépica. Estimula la secrecidon de glucocorticoides
de la corteza renal.

Tiroxina. Facilita la absorcidn intestinal de glucosa y estimula Ia
glucogendlisis a nivel hepatico.

Hormona del crecimiento. Inhibe la utilizacidn de glucosa por los tejidos ya
que deprime la accion de la hexocinasa, disminuyendo el ritmo de

fosforilacion de la glucosa y su incorporacion a la célula.
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1.2.5 Glucemia y efecto regulador renal

Cuando la glucosa sanguinea alcanza valores relativamente altos, el
rindn también ejerce un efecto regulador. La glucosa es filtrada libremente
por los glomérulos, pero normalmente es reabsorbida por completo hacia la
sangre a nivel tubular, este mecanismo requiere de energia.

La carga tubular de una sustancia se define como la cantidad de la
misma que se filtra a través del glomérulo por minuto y la capacidad del
sistema tubular para reabsorber glucosa estd limitada a una carga tubular
méxima de 350 mg/min. y depende de la concentracion de glucosa en
sangre, la velocidad de filtracion y de la permeabilidad tubular.

Cuando los valores de glucemia en sangre se elevan, el filtrado
glomerular puede contener una mayor cantidad de glucosa de la que puede
ser reabsorbida; el exceso pasa a la orina para producir glucosuria. En

individuos normales, la glucosuria ocurre cuando la concentracion de

~glucosa en sangre es superior a 180 mg/dl, conocido como umbral renal

para glucosa (11, 14).
1.3 Definicidn clinica de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus es un grupo de alteraciones metabdlicas
caracterizadas por la hiperglucemia, que resultan de defectos en la
secrecion o accion o ambas de la insulina.

En la patogenia de la diabetes mellitus el factor predominante es la
deficiente accidn de la insulina sobre su _receptor, lo que produce la
hiperglucemia que resulta en la sintomatologia clasica de poliuria (por
diuresis osmética), polidipsia (secundaria a poliuria), pérdida de peso
(resultado de la pérdida caldrica y los ajustes metabdlicos consecuentes)

asi como alteraciones en la agudeza visual.
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La hiperglucemia cronica conduce a lesidn y disfuncién a largo plazo
de diversos érganocs; especialmente los ojos, rifones, nervios, corazén y
vasos sanguineos.

 Las complicaciones de tipo crénico son causadés por glucosilacion

cronica de proteinas tisulares y produccién excesiva de polioles, que
incluyen: retinopatia con pérdida potencial de la visidén; nefropatia que lleva
a insuficiencia renal; neuropatia periférica que conduce a ulceraciones en
extremidades inferiores, alteraciones vasculares y amputacion; y neuropatia
autondmica con disfuncidn gastrointestinal, cardiovascular, genitourinaria y
sexual. En estos pacientes son comunes las alteraciones cardiovasculares
por aterosclerosis, enfermedad cerebrovascular y vascular periférica. Asi
también la hipertensién arterial, las hiperlipidemias y la enfermedad
periodental son frecuentemente encontradas en pacientes diabéticos (3, 5).

Las complicaciones agudas son. cetoacidosis diabética y estado
hiperosmolar no cetdsico, debidas al descontrol metabolico y de los
mecanismos hiperglucemiantes constantes, por lo general acelerados por
un factor precipitante. También se incluye la hipoglucemia inducida por
sobredosis de insulina exdgena utilizada para el tratamiento de diabetes
(10).

Actualmente se considera a la diabetes mellitus un problema de saiud

publica, por su alta frecuencia, prevalencia, morbilidad y mortalidad.
1.3.1 Criterios actuales para el diagndstico clinico de diabetes mellitus

Actuaimente se utilizan tres diferentes formas diagnésticas que
deben confirmarse en algun dia subsecuente por cualquiera de los
siguientes criterios: a) sintomas de diabetes mas una cifra casual (no
necesariamente en ayuno) de glucemia con valor = 200 mg/dl (11.1 mmol/l);
b) glucemia de ayuno con valor > 126 mg/dl (7.0 mmol/l) y c) glucosa con

valor > 200 mg/d! a las dos horas en la curva de tolerancia a la glucosa
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estandar con una carga oral de 75g. Después de] diagndstico clinico, el
paciente es clasificado en cualquiera de los dos tipos principales de

diabetes tipo 1 0 2, 0 en su caso en algun otro tipoe especifico de diabetes
(3, 5).

1.3.1.1 Glucemia casual y glucemia en ayuno

La glucemia casual con un valor mayor o igual a 200 mg/dl junto con
los sintomas de diabetes, garantiza el diagndstico clinico. Esta puede
determinarse a cualquier hora del dia y sin considerar el tiempo de la Gltima
comida. Los sintomas clasicos de la diabetes incluyen: poliuria, polidipsia y
peérdida de peso.

Otro criterio se establece con la concentracion plasmatica de glucosa
en ayuno con un valor mayor o igual a 126 mg/dl en mas de dos ocasiones
en nifios y adultos que no padecen enfermedades intercurrentes, son
ambulatorios y han ingerido una dieta normal. El ayuno se considera como la
falta de ingesta caldrica por lu menos durante 8 horas. Cuando los valores
de glucemia en ayuno se encuentran entre normales y diabéticos, entre 110
a 126 mg/dl (6.1 a 7.0 mmol/l), indican la necesidad de confirmar con la
prueba oral de tolerancia a la glucosa. (OGTT) (3).

1.3.1.2 Prueba oral de tolerancia a la glucosa

La prueba oral de tolerancia a la glucosa ademés de utilizarse cuando
existen dudas referentes al diagndstico de diabetes, se usa para diferenciar
entre diabetes mellitus y glucosuria renal o bien para determinar una
tendencia hacia la diabetes mellitus en los hijos de padres diabéticos.

La tolerancia a la glucosa, se define como la capacidad del erganismo
para utilizar la glucosa y se determina por la naturaleza de una curva de

glucemia, después de la administracién de una dosis de prueba de glucosa
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por via oral. Una dosis de 75 gramos de glucosa es la cantidad que permite
una mayor discriminacion en los adultos. En los nifios la dosis es de 1.75
gramos de glucosa por kilogramo de peso corporal (hasta 75 gramos).

Debe obtenerse una muestra sanguinea en ayunas y la glucosa debe
ser bebida en una solucién de agua a una concentracion no mayor de 25
g/dl, con algun aditivo que le confiera sabor. E| tiempo cero es el momento
de la ingestion de la solucidn glucosada, la cudl debe ser bebida en un lapso
de 5 minutos. Se obtienen muestras sanguineas ala 1, 2, y 3 horas.

Es preferible determinar la glucosa en el plasma venoso. Los métodos
de analisis para glucosa aceptados inciuyen el de la hexoquinasa y el de la
glucosa oxidasa (12). 7

Una curva normal se caracteriza por una fase hiperglucémica, que
alcanza la cifra menor a 200 mg/d| en la primera hora. La segunda fase, es
normoglucémica y se alcanza antes de las 2 horas, le sigue una fase
hipoglucémica con cifras ligeramente subnormales; los valores normales de
glucosa plasmatica son generalmente de 70 a 110 mg/di (3. S a 6.1 mmol/l)
para el método de glucosa oxidasa; es este caso el valor limite sera 110
mg/di.

En una curva de tipo diabético, la cifra inicial en ayunas puede estar
por arriba del valor limite y ser de 140 mg/dl (7.8 mmol/l) o mas, con una
altura en la fase hiperglucémica superior a 200 mg/dl (11.1 mmol/l} y un
alargamiento notable de la fase hiperglucémica, superior a las 2 y 3 horas, y
ausencia de la fase hipoglucémica. En la insuficiencia hepética grave se
observa este tipo de curva diabética, pero no ‘existe hiperglucemia en ayuno.
En la glucosuria renal el paciente se hace rapidamente normoglucémico.
También existen curvas de tipo diabético en el hipertircidismo, las

afecciones hipofisiarias hiperfuncionales (3, 10, 11).
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1.4 Clasificacion de diabetes mellitus y otras categorias de control de

glucosa

Clasicamente a la diabetes mellitus se le ha clasificado de acuerdo a
la edad de la afeccidn y al tipo de tratamiento farmacolégico, agrupandose a
los casos de la siguiente manera: diabetes mellitus tipo | o
insulinodependiente (DMID), antiguamente conocida como "diabetes mellitus
juvenil' y diabetes mellitus tipo Il ¢ no insulinodependiente (DMNID) antes
denominada "diabetes del aduito”.

También incluye otras categorias, como diabetes mellitus gestacional;
diabetes mellitus secundaria a otras condiciones y sindromes como:
enfermedad pancreatica, endocrinopatias, inducida por drogas o sustancias
quimicas, anormalidades del receptor insulinico y a ciertos sindromes
genéticos; disminucién de la tolerancia a la glucosa, resultantes de la
clasificacidén publicada en 1979 por el National Diabetes Data Group
(NDDG), respaldada por The Expert Committee on the Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus y el Study Group on Diabetes Mellitus de
The World Health Organization (WHQ) en 1980.

Sin embargo en la revisidn de la clasificacion por el grupo The Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus
publicada en 1987 propone los siguientes cambios, para una clasificacion

etiologica (tabla 1).
1.4.1 Diabetes mellitus tipo 1: autoinmune e ideopatica

Con respecto a la diabetes tipo 1, sigue clasificandose asi, pero con
namero arabigo y se elimina el término insulinodependiente, que se basa
principalmente en el tratamiento del pacienté ¥y no en su etiologia, en este
grupo se incluyen pacientes con diabetes debida a destruccidn de células

beta de |os islotes de Langerhans por ataque inmunoclogico, donde
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Tabla 1. CLASIFICACION ETIOLOGICA DE LA DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus tipo 1
A. Autoinmune
B. Ideopatica
Diabetes mellitus tipo 2
Otros tipos especificos de diabetes
A. Defectos genético de la célula beta
1. Cromosoma 12-HNF-1a (MODY?3)
2. Cromosoma 7-Glucocinasa (MODY2)
3. Cromosoma 20-HNF-4c (MODY1)
4. ADN mitocondrial
5. Otros
B. Defectos genéticos accién de insulina
1. Resistencia a la insulina tipo A
2. Leprechaunismo
3. Sindrome de Rabson-Mendehall
4. Llipoatrofia diabética
5. Otros

C. Enfermedades del pancreas exdcrino -

1. Pancreatitis
2. Trauma/pancreatectomia
3. Neoplasia
4. Fibrosis quistica
5. Hemocromatosis
6. Pancreopatia fibrocalculosa
7. Otros
D. Endocrincpatias
. Acromegalia
. Sindrome de Cushing
. Glugagonoma
. Feocromocitoma
. Hipertiroidismo
. Somatostatinoma

-~ O O b LD AN -

. Aldosteronoma
8. Ctros

E. Inducida por medicamentos/quimicos

. Pentamidina
. Acido nicotinico

. Glucocorticoides

. Diazoxido

1
2
3
4
5. Hormonas tiroideas
6
7. Agonistas p-adrenergicos
8. Diuréticos tiacidicos
9. Fenitoina
1Q. a-interferdn
11. Otros
F. Infecciones

1._Rubeola congénita

2. Citomegqalovirus
3. Otros

G. Formas raras de diabetes inmune

1. Sindrome del hombre entumecido
2. Sindrome Acs vs receptor insulina
3. Otros

H. Sindromes genéticos asociados

. Sindrome de Down

. Sindrome de Klinefelter

. Sindrome de Tumer

. Sindrome de Wolfram

. Ataxia de Friedreich

. Corea de Huntington

. Diabetes insipida

W ~ N bW N -

. Hipogonadismo

. Porfiria

10. Distrofia miotonica

11. Sindrome de Preder-Willi
12. Otros

0

V. Diabetes mellitus gestacional

(Diabetes care. 1998, vol. 21: suplemento)



predominan {os autoanticuerpos contra las células de los islotes
pancreaticos. En estos casos guarda una fuerte relacién con HLA, ligados a
genes DQA y B, influenciados por los genes DRB; también hay
predisposicion a cetosis, aunque la severidad al inicio y durante la evolucion
del padecimiento se rige por la funcién residual del pancreas y factores
ambientales (1, 3).

En casos en los que no existe evidencia de autoinmunidad, se
clasifican como diabetes tipo 1 ideopatica (3), se desconoce su etiologia y
en ellas no se tiene evidencia de autoinmunidad contra células beta, ni
relacion con el antigeno de histocompatibilidad, ademas predomina en
asiaticos y africanos y presentan diversos grados de deficiencia insulinica.
En este grupo no se incluye a pacientes en los que la destruccion en los

islotes se debe a otros factores.
1.4.2 Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes tipc 2 que es el tipo prevalente de diabetes,
aproximadamente un 90% de todos los pacientes diabéticos, se designa con
numero arabigo y no romano, eliminandose también el término no
insulinodependiente.

£n este tipo de diabetes existe una deficiencia relativa de insulina. El
defecto predominante en esta categoria es la resistencia a insulina, que
suele acompaniarse de algun defecto de la secrecion de insulina. Dicha
resistencia esta influida por diversos factores como anormalidades en
receptores periféricos que pueden incluir alteraciones a nivel posreceptor de
insulina, y una sobreproduccidn hepatica de glucosa, sobre todo nocturna.

Tiene un fuerte componente hereditario; de hecho, mas de 90% de
gemelos monocigéticos concuerdan en el padecimiento. Un dato importante
es que en este tipo de diabetes no existe en un inicio deficiencia de insulinag,

aunque si hiperinsulinismo, que no es suficiente para compensar la

26



resistencia, por lo que sobreviene la hiperglucemia.

Otro aspecto caracteristico es la asociacion de la diabetes mellitus
tipo 2 con la obesidad, pues se ha demostrade que la enfermedad es mas
frecuente en las personas con sobrepeso. La obesidad trae como
consecuencia una disminucién del nimero de receptores para la insulina vy,
por consiguiente, de la accion de la insulina.

El envejecimiento, la inactividad fisica y los habitos alimenticios, son
con frecuencia importantes en la etiologia de este tipo de diabetes. Por otra
parte, |a restriccion de la ingestién caldrica o la pérdida de peso y el ejercicio
inducen un control mas adecuado de ia hiperglucemia (1, 3, 13). En México

tiene una prevalencia que oscila entre el 5.6 a 7.8% de la poblacién (9).
1.4.3 Otros tipos especificos de diabetes

En otro rubro se clasifican los tipos de diabetes asociados a defectos
genéticos de la célula beta; defectos genéticos de la accion de la insulina;
enfermedades del pancreas exdcrino; diabetes relacionada a
endocrinopatias; con medicamentos; a infecciones y otras formas mas raras

de diabetes mediadas inmunoldgicamente, asi como sindromes genéticos

. que se asocian de manera habitual con diabetes. Pero sélo contribuyen con

un pequeio porcentaje del total de casos de diabetes mellitus, que

principalmente se encuentran distribuidos en los tipos 1y 2 (3).

Defectos genéticos de la célula beta. Existen tres defectos en las células
beta, que se relacionan con diabetes que inicia antes de los 25 anos de
edad y se caracterizan por alteracion en la secrecidn de insulina, agrupados
con anterioridad como diabetes tipo MODY (maturity onset type diabetes
young) y se sabe ahora son provocados por mutacion en el factor nuclear
del hepatocito 1-alfa (HNF1-a) en el crombsoma 12, que es un factor de

transcripcion hepético. La mutacion en el gen de la glucocinasa en el
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cromosoma 7p, que resulta en defecto de esta enzima; la glucocinasa a
través de mecanismos metabdlicos induce la secrecidon de insulina por las
células beta (sirve como "sensor de glucosa” en las células beta). Otra
mutacion es la del gen del HNF4-a en el cromosoma 20q, implicado en la
regulacién de la transcripcion del HNF1-c..

También existen mutaciones de punto en el ADN, relacionadas con
diabetes y otros signos clinicos. Estas mutaciones dan lugar a alteraciones
especificas como la conversién de proinsulina a insulina o alteracién de la

estructura molecular de la insulina.

Defectos genéticos en la accion de la insulina. Existen otras alteraciones
genéticas, poco habituales y que dan lugar a defectos en la accion de la
insulina, estas anormalidades estan asociadas con mutaciones del receptor
de insulina, pueden producir hiperinsulinemia, ligera hiperglucemia ©
diabetes grave, algunos individuos con estas mutaciones pueden tener
acantosis nigricans (14). Posteriormente, este sindrome fue Ilamado
resistencia a la insulina: tipo A. También en este grupo se encuentran
alteraciones como leprechaunismo, sindrome de Rabson-Mendehall y
lipoatrofia diabética, cuyo defecto se ha localizado en el receptor ©
posreceptor de insulina, y que por las alteraciones que provocan dan lugar a

intolerancia a la glucosa de severidad variable.

Enfermedades del pancreas exocrino. Las enfermedades difusas del
pancreas exocrino suelen provocar diabetes, por lesidn a las células beta de
los islotes; estas incluyen pancreatitis fibrocalculosa, trauma, infeccion,

pancreatectomia, carcinoma pancreatico, entre otras.
Endocrinopatias. Otras causas de diabetes mellitus son las endocrinopatias

como el sindrome de Cushing, acromegalia, feocromocitoma, glucagonoma,

la presencia de cantidades elevadas de hormonas contrarreguladoras como:
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hormona del crecimiento, cortisol, glucagon, adrenalina; que producen
intolerancia a la glucosa, la cual mejora o remite al resolverse la alteracion
primaria. En los tumores productores de somatostatina o aldosterona, gue
causan hipocalemia la diabetes sobreviene por la inhibicién de la liberacion

de tnsulina.

Inducida por medicamentos o agentes quimicos. También |la accion de
ciertos medicamentos provoca dafio a los islotes, disminucién de la
secrecién de insulina o aumento de la resistencia a la misma, mecanismo
por el que se produce diabetes y de los cuales existe una larga lista:
diuréticos tiacidicos, glucocorticoides, hormonas tiroideas, acido nicotinico
(11).

Infecciones. Otra clasificacion especifica relaciona la causa de diabetes a
infecciones virales: rubeola congénita, aunque la mayoria de estos pacientes
tienen marcadores HLA e inmunoldégicos caracteristicos de diabetes mellitus
tipo 1 autoinmune. Ademas, los virus coxsackie B, citomegalovirus,
adenovirus y virus de las paperas han sido implicados en la induccién de

esta enfermedad.

Formas raras de diabetes mediadas inmunolégicamente. Condiciones
como el “Sindrome del hombre entumecido” un desorden autcinmune del
sistema nervioso central caracterizado por rigidez del musculo axial con
espasmo doloroso. Estos pacientes usualmente tienen altos titulos de
autoanticuerpos contra GAD y aproximadamente una tercera parte desarrolla
diabetes,

E! sindrome de anticuerpos contra el receptor de insulina puede -
causar diabetes por unién al receptor de insulina, de ese modo bloquea la
unién de la insulina a su receptor en los tejidos blanco. Sin embargo, en

algunos casos puede actuar como un agonista a la insulina después de la
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unién al receptor y poder asi causar hipoglucemia. Los anticuerpos contra el
receptor de insulina son ocasionalmente encontrados con lupus eritematoso
sistémico y otras enfermedades autoinmunes. En algunos casos pacientes

con este trastorno posteriormente pueden presentar acantosis nigricans.

Sindromes genéticos relacionados habitualmente con diabetes.
Multiples sindromes genéticos son asociados con diabetes. Estos incluyen
anormalidades cromosdmicas del sindrome de Down, sindrome de
Klinefelter, sindrome de Wolfram y otros como: diabetes insipida,

hipogonadismo.
1.4.4 Diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DMG)(15), definida como
intolerancia a la glucosa de severidad variable que inicia o se descubre
durante la gestacion. Esta definicion se aplica indistintamente exista o no la
necesidad de aplicar insulina para el tratamiento. En el embarazo normal se
producen alteraciones metabélicas y hormonales, probablemente sostenidas
en alguna predisposicion genética,

Al comienzo del embarazo, la progesterona produce una hipertrofia de
las células del pancreas, lo que conduce a un incremento de la produccién
de insulina. Sin embargo se produce posteriormente, entre las semanas 24 a
28 de embarazo, una elevacion del cortisol que antagoniza la accién de la
insulina, lo que conduce a intolerancia a la glucosa, aun existiendo niveles
elevados de insulina circulante. |

La prevalencia varia de 1 a 14% (3) de embarazadas dependiendo de
la poblacién estudiada, si este estado no se trata adecuadamente, se tiene
una elevado riesgo (90%) de complicaciones obstétricas, que incluyen
muerte fetal. Los factores de riesgo son: edad mayor de 35 afnos, obesidad,

historia familiar de diabetes, embarazos previos con productos
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macrosémicos y pertenecer a algun grupo étnico de alto riesgo; es decir,
hispanos, nativos americanos, afroamericanos o asiaticos.

El diagndstico para DMG se realiza mediante una serie de pasos que
incluyen pruebas de tamizaje, curva de tolerancia a la glucosa con carga oral
de 100 g. Una vez terminado el embarazo, debe reclasificarse a la paciente
con una curva de tolerancia de 2 horas con 75 g de glucosa, para definir si
es diabética, con alteracién de la tolerancia a la glucosa (IGT), con
alteracién de la concentracién de glucemia en ayuno o normoglucémica
(IGF)(16).

1.4.5 Alteracién de la tolerancia a la glucosa y de la concentracién de

glucemia en ayuno

AUn se incluyen en la clasificacion otros estados intermedios que se
refieren a estados metabdlicos entre la homeostasis normal de glucosa y
diabetes. Ei IGT incluye a pacientes que muestran anormalidades en lo que
respecta a la prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT), los cuales no
son normales pero tampoco alcanzan valores clasicamente diabéticos, con
valores = 140 mg/d\, pero < 200 mg/di a las 2 horas. El IFG que comprende a
pacientes con la prueba de glucemia en ayuno 2110 mg/d!, pero < 126 mg/dl.
Aungue no son entidades clinicas en si, son factores de riesgo para diabetes
en el futuro o de enfermedades cardiovasculares y ambos se relacionan con
el sindrome de resistencia a la insulina (sindrome X) (13), caracterizado por
hiperinsulinemia, obesidad, hipertension, hipertriacilgliceridemia, incremento
de lipoproteina de baja densidad y bajos niveles de lipoproteina de alta

densidad (figura 1).
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Figura 1. Alteraciones de la glucemia: estados y tipos etiolégicos

(Diabetes care. 1998, vol. 21: suplemento)
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Il. DIABETES MELLITUS TIPO 1 AUTOINMUNE

. 2.1 Definicion clinica

Es una enfermedad autoinmune, que resulta de la destruccion
selectiva de las células beta productoras de insulina, de los islotes de
Langerhans pancreaticos, mediada por células T autorreactivas (3, 18, 19).

Existe una deficiencia real de insulina seguida de sus consecuencias
metabdlicas, 10 que causa hiperglucemia y en estas condiciones la

administracion de insulina es esencial.

2.2 Epidemiologia

Aproximadamente un 10% de todos los pacientes diabéticos
corresponden a. este tipo. Es comun en nifios, adolescentes y adultos
jovenes, se presenta con mayor frecuencia entre los 10 y 20 afios de edad,
pero puede aparecer incluso en la octava y novena década de vida. Se
incrementa el diagndstico clinico inicial entre los 10 y 14 afos. En los
Estados Unidos de América (EUA) existen 16 millones de personas que han
sido diagnosticadas con diabetes, de los cuales 700,000 (17) pertenecen a
este tipo, que corresponde a 4.3% del total de diabéticos diagnédsticados,

En diversas partes del mundo se ha observado que la frecuencia
anual de diabetes mellitus tipo 1 autoinmune ha aumentado durante los
ultimos 30 anos. La frecuencia anual se define como el nimero de casos
nuevos por cada 100 mil nifios en riesgo, la cual es variable; por ejemplo, en
Finlandia y Suecia es de 25, en EUA, Dinamarca y Escocia es de 14, en
Israel y Francia 4 y por lo menos 1 en Japén. En México la tasa de
incidencia reportada es de 1.24/100 mil habitantes/afo (9, 10, 20).
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2.3 Etiologia

Se han relacionado causas genéticas y ambientales entre los factores
etiolégicos de esta enfermedad. Las evidencias para involucrar factores
genéticos vienen de modelos animales como el ratén diabético no obeso
(NOD) y la rata Biobreeding (BB). Estos modelos espontaneos de diabetes
mellitus tipo 1 autoinmune y los seres humanos con la enfermedad, tienen
por lo menos algin gen en el complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) que contribuye a la suceptibilidad a presentar este tipo de diabetes
(7, 21}

En cuanto a los factores ambientales, se pueden mencionar algunos
agentes infecciosos que pueden desencadenar el desarrollo de inmunidad
contra las células beta, el agente infeccioso mejor conocido que incrementa
el riesgo es el virus de la rubeola. Otro factor importante son las proteinas
de la leche de vaca (seroalbimina bovina y beta lactoglobulina)(20).

Una teoria conciliatoria de ambos factores menciona que la presencia
de predisposicidén genética, facilita la accion de los factores ambientales en
el desencadenamiento del proceso inmunclégico contra las células beta: el
factor ambiental inicia el proceso, pero la progresién depende de la
presencia o ausencia de antigenos DR3 o DR4 en la region HLA.

Recientemente, se ha sugerido a agentes téxicos que inducen el

desarrollo de |la enfermedad, desencadenando el proceso autcinmune,’
2.4 Progresién clinica

El desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, es un proceso
cronico, que pude ser de varios meses 0 afios, después que se inicid la
reaccion inmune especifica. La manifestacidn de la hiperglucemia se
presenta como un evento tardio y en ese momento la mayoria de las células

beta ya han sido destruidas (figura 2).
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Figura 2. Desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1
{Diabetologia. 1997, 40: 1235-40)
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Se divide conceptualmente en varias etapas y comienza con: predisposicién
geneética, evento desencadenante, desarrollo de actividad autoinmune,
perdida progresiva de la secrecion de insulina, establecimiento ¢linico de la
enfermedad (hiperglicemia) y termina con la completa destruccion de las
celulas beta pancredticas (7, 21).

Algunos sujetos suceptibles genéticamente, tienen hipotéticamente un
evento desencadenante y posteriormente hay desarrollo de actividad
autoinmune.  Inicialmente, incluso pacientes con anormalidades
autoinmunes, tienen secrecién normal de insulina. Durante la etapa de
pérdida progresiva de la secrecién de insulina, las anormalidades
inmunoldgicas persisten, a pesar de valores de glucemia normal. El
establecimiento clinico de la enfermedad se ;:aracteriza por ia presencia de
hiperglucemia, en donde aln existe una secrecion residual de insulina, pero
ya es un evento tardio y que posteriormente concluye con la completa
destruccion de las células beta pancreaticas, en donde, la administracidn
exogena de insulina es esencial.

Como la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune tiene una fase previa a la
presentacion clinica de la enfermedad, los marcadores inmunolégicos son
Utiles para predecir y diagnosticar la enfermedad preclinicamente y

seleccionar individuos para inmunoterapia y prevenir la enfermedad.
2.5 Predisposicién genética

Actualmente conocemos que la predisposicidon genética es uno de los
factores mas importantes involucrados en la etiologia de esta enfermedad:
ademas, sabemos que la inmunogenética es una de las herramientas que
permite estudiar la suceptibilidad a la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune de
manera eficaz. '

Las moléculas del MHC se han encontrado en todas las especies de

vertebrados estudiadas hasta la fecha. En humanos se denomina HLA
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(human leukocyte antigen) por haber sido inicialmente encontrado en los
leucocitos. La regién HLA esta ubicada en el brazo corto del cromosoma 6
(6p21.3), es una region polimoérfica que contiene genes que se han
relacionado con la predisposicion a diabetes mellitus tipo 1 autoinmune y a
otras enfermedades. Dicho polimorfismo, la hace conveniente para
identificar los genoctipos asociados con la enfermedad (22, 23, 39).

Esta regidn contiene genes que codifican para varios tipos de

proteinas:
Los de clase |, que incluye aproximadamente 17 genes que se relacionan
entre si, incluyendo los de HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G y
HLA-9.2p. Los de clase Il que son los mas centroméricos e incluyen los loci
DP, DQ, DR y DO/DZ, con genes a y b cada uno. Los de clase Il, que se
encuentran entre las regiones | y Il, codifican proteinas del complemento
como C2 y C4, factor B y la enzima 25-hidroxilasa Ay B.

Ademas de estas tres regiones descritas estan el gen de la enzima
glioxilasa 1, los genes de los factores de necrosis tumoral alfa y beta y otros
como los genes de la proteinas de choque térmico HSP70-1 y HSP70-2,
todos estos entre el locus HLA-B y los genes de la clase Ill.

Los genes del HLA se heredan de manera codominante,
practicamente como una sola unidad genetica y sus moléculas se expresan
en diferentes células. Las moléculas de clase | se expresan en casi todas las
células nucleadas {excepto neuronas y trofoblastos maduros), las de clase I
se expresan en células como macréfagos, linfocitos B, células endoteliales,
células dendriticas, células de Langerhans y linfocitos T activados,
participando como presentadores de antigenos.

Los mecanismos de la participacion del HLA en el desarrollo de
enfermedades todavia son poco conocidos. Las enfermedades asociadas al
HLA no muestran herencia mend_eliana' simple, tienen penetrancia
incompleta, su patogenia involucra varios alelos y otros loci fuera del HLA

predisponentes y por lo tanto, pueden ser genéticamente heterogéneas. La
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combinacidn de estos factores ha dificultado la identificacion de las variables
y los mecanismos relacionados con estos padecimientos.

La diabetes mellitus tipo 1 autoinmune es la enfermedad mas
estudiada con respecto a la asociacién con moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) y aungue se cuenta con datos de todas partes
del mundo y sabemos que involucra procesos autoinmunes, cambios tan
pequefics como un aminoacido en una cadena de la proteina, o tan
complejos como la presencia de determinado aplotipo para producir
suceptibilidad o proteccion para una enfermedad, aun existen puntos que
faltan por explicar. Ademads, existe en estos genes, el llamado desequilibrio
de unién entre DR y DQ que dificulta definir si un antigeno especifico es el
responsable de la asociacion con la enfermedad, o si es un antigeno

secundario al que condiciona dicha relacion (22).

2.5.1 Antigenos de HLA asociados

Uno de los primeros antigenos con el que se encontrd asociacion a
esta enfermedad fue el HLA DR4. Sin embargo, de este antigeno, hay varios
alelos definidos segun su cadena beta (DRB1), de los cuales, solo algunos
se relacionan con la enfermedad y su asociacion varia de un grupo étnico a
otro, probablemente debido a la existencia de haplotipos con alelos en
desequilibrio de unién. Para determinar la suceptibilidad producida por los
antigenos, estos se han clasificado de acuerdo a su cadena beta o alfa en
diferentes subtipos. Algunos de los subtipos de DR4 asociados con diabetes
mellitus tipo 1 autoinmune son el DRB1*0401, *0402 y *405. Otros subtipos
de DR4 son "protectorescontra la enfermedad como él *0403, *0406, *0408
(22).

El antigeno HLA DR3 también fue uno de los primeros en asociarse
con una suceptibilidad alta a desarrollar la enfermedad. ElI 95% de los

caucasicos con diabetes mellitus tipo 1 autoinmune expresan los alelos DR3
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y/o DR4 vy la suceptibilidad mas alta se encuentra entre los heterocigotos
DR3/DR4 (5, 6, 7, 21). Ademas de los anteriores, se han asociado: HLA
DR11, DR13, DR14 y, en menor grado DR7, DR12, DR15 y DR16. Estudios
realizados en México muestran asociacion con HLA B18 y B21 (22).

Nuevos estudios dirigidos a la cadena beta del gen HLA DQ han
demostrado que la presencia de acido aspartico en el sitio codificado por el
codon 57 confiere proteccion. Este aminoacido se encuentra en los
genotipos DQB1*0301, *0303, *0401, *0402, *0503, *0601, *0602, *0603.
También se ha demostrado que los alelos, que codifican alanina en la
posicidn 57, como en los subtipos DQB1*0201 y *0302, valina en *0604 y
*0501, ademas de serina en *0502 confiere pfedisposicién variable (26, 40).

Posteriormente se observdé una correlacion mas marcada a
suceptibilidad entre individuos portadores de alelos DQA1 que codifican
arginina en la posicion 52 de la cadena alfa, generalmente se relaciona con
el subtipo *0301. Estas observaciones son constantes en todos los grupos
étnicos (26, 29, 41).

Aunque se conocen los alelos que pueden predisponer a padecer la
diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, el riesgo esta influido por el efecto
combinado de todas las moléculas del HLA, ya que se han observado
haplotipos de individuos en ios que coinciden alelos protectores con alelos
que confieren suceptibilidad, resultando con un riesgo intermedio, o hasta un
efecto protector dominante. De que se encuentre o no, un aminoacido acido
o neutro en estos codones, es de lo que depende que se una un péptido y
qué secuencias del autoantigeno especifico de la célula beta le presente al
receptor de células T (TCR), y posteriormente se induzca la respuesta
autoinmune

Por lo menos se conocen cuatro maléculas que tienen efecto protector
dominante que son: DQB1*0602, DRB1*0403, *0406 y *0408, lo que puede
explicar la diferencia de incidencia en los diferentes grupos étnicos. Se

conocen ciertos haplotipos con riesgos relativos elevados para la
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enfermedad como son: DRB1*0301-DQB1*0201 y DRB1*0405-DQB1*0302.

Como resultado del conocimiento del riesgo relativo de padecer o no
la enfermedad, de acuerdo a la presencia de ciertos alelos de suceptibilidad,
se puede suponer que un individuo heterocigoto con un alelo que confiere
resistencia como el DR2 y otro que de suceptibilidad como DR4 en
presencia de DQB1*0302, forma péptidos diabetogénicos que se unen al
receptor para el cual son mas afines. En este caso se uniria a DR2 y el
resultado seria un efecto protector contra la enfermedad. Si, el individuo
fuera heterocigoto con DR4 en presencia de DQB1*0302 y el otro DR
diferente a DR2 (DRX), el péptido diabetogénico mas afin a DR4, se uniria a
este receptor provocando suceptibilidad a padecer diabetes mellitus tipo 1
autoinmune.

El orden de afinidad de molécuias de clase Il por el peptido
diabetogenico sera; DR2 > DR5 > DQB1*0302 > DR4, DR3, DR7, DR6 >
DQB1*0301.

Otra relacién interesante de los antigenos HLA con la diabetes
mellitus tipo 1 es con respecto a las complicaciones crénicas, principaimente
en la aparicion de retinopatia diabética. En Wisconsin, en un estudio
epidemioldgico basado en poblaciones para retinopatia diabética, se
encontro que los pacientes diabéticos con HLA DR4 y sin HLA DR3, tenian
cinco veces mas riesgo de padecer retinopatia; el antigeno HLA DR8 se
encontrd que tiene una relacion inversa. En México recientemente se ha
encontrado relacién del HLA DRB*1406 con el desarrollo de retinopatia
diabética.

Algunos de los aspectos importantes del conocimiento de la
inmunogenética de la diabetes mellitus tipo 1 autocinmune, son que se ha
logrado el mejor entendimiento sobre algunos mecanismos de la
enfermedad. Pero todavia debe trabajarse para poder comprenderse
completamente la complejidad de este padecimiento. Otro aspecto

importante del conocimiento de la predisposicion genetica es que permitira
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revelar los factores ambientales que influyen en el desarrollo de Ia
enfermedad.

Como la suceptibilidad a la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, esta
profundamente influenciada por la genética y el riesgo varia
significativamente de acuerdo a la presencia de ciertos antigenos HLA DR y
HLA DQ, se propone pueden ser utilizados como marcadores preclinicos en
el desarrollo de la enfermedad, por lo que se podria dar consejo genético a
familiares de pacientes con este padecimiento, segun sus factores de

predisposicion genética particulares y ser candidatos para inmunoterapia (6,
22, 28).

2.5.2 Modelos animales espontaneos de diabetes mellitus tipo 1

autoinmune

El conocimiento de la patogénesis de la diabetes mellitus tipo 1
autoinmune, ha sido descubierto y caracterizado en dos modelos animales
espontanecs de la enfermedad que son: El ratdn diabético no obeso (NOD) y
la rata Biobreeding (BB). En donde se ha encontrado |la importancia de un
gen o genes similares al MHC en seres humanos, asi como las
anormalidades de las celulas T que precede a esta enfermedad, y se ha
podido afirmar que es un evento autoinmune programado genéticamente (7,
21, 24).

En estos modelos espontanecs fue donde se comenzé a explicar la
progresion preclinica y clinica de la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune y

donde se han realizado los ensayos para inmunoterapia (5, 6).

2.5.3 Control genético de diabetes mellitus tipo 1 autoinmune en el
ratéon NOD

E! ratdn NOD fue descubierto en los Shionogi Research Laboratories

41




en Japdn, obtenido por una cruza de cepas de ratones para establecer
caracteristicas especificas. Los ratones NOD desarrollan espontaneamente
la enfermedad con una inmunopatologia muy similar a la respuesta humana.

La presentacion clinica de |la enfermedad entre las 12 y 16 semanas
de edad (equivalente para adolescentes humanos), es seguida de la
aparicibn de  sintomas incluyendo, hiperglucemia, glucosuria,
hipercolesterolemia, cetonuria, poliuria y polifagia. La insulitis es la lesién
histopatolégica y es encontrada en ambos sexos hacia la cuarta semana de
vida.

La inmunidad celular y humoral es contra las células beta antigénicas
y puede haber memoria tanto en humanos como en ratones NOD. Los
autoanticuerpos contra las células de |os islotes pancreaticos (ICA) pueden
también ser detectados en el suero de estos ratones. La respuesta es
mediada por células T autorreactivas, principalmente CD4 en contraste con
CD8 en humanos encontrados en biopsias de pancreas de pacientes
humanos diabeticos, que han muerto durante el pico de la enfermedad.

La incidencia de la enfermedad es usualmente del 82% en hembras,
mientras que en los machos es relativamente baja y altamente variable. Los
factores del medio ambiente se dicen son importantes para influir en esta
diferencia.

En humanos y ratones NOD, la suceptibilidad es controlada por una
combinacion de genes del MHC y otros genes no MHC, por lo que los
ratones NOD son |la especie mas explotada para estudiar la genética de la
diabetes mellitus tipo 1 autoinmune. Los genes involucrados son los 1A e IE
localizados en el cromosoma 17, semejantes a los de clase || en humanos,
agrupados en el locus idd1. Los otros genes no MHC involucrados se
encuentran en los cromosomas 3, 14, 11 y 7, que son importantes pero que
por si mismos no son suficientes para que se desarrolle este padecimiento.

Muchos de los locis no MHC tienen relacién con el reconocimiento y

respuesta de la céluia T, por ejemplo para la expresién de algunas citocinas.
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Una lista de estos locis incluye al idd2 en el cromosoma 9, idd3 en el
cromosoma 3 en donde se encuentra el gen para {a interleucina 2 (IL2), idd4
en el cromosoma 11 donde se encuentran los genes para otras citocinas
como |_-4, IL-5, IL-3 y otras.

La misma correlacién para suceptibilidad del alelo DQB1 en humanos
fue encontrada para la molécula I-A en su cadena beta; en los que alelos
asociados con suceptibilidad codifican alanina, serina o valina en la posicién
57, mientras que si contienen alelos con acido aspéartico no se asocia con el
padecimiento.

Los estudios actualizados en ratones NOD pueden ayudar a
comprender las bases para la tolerancia inmune en esta enfermedad y asi
aplicarla en la inmunoterapia de humanos con alto riesgo de diabetes
mellitus tipo 1 autoinmune(6, 7, 21,25, 26).

2.6 Factores ambientales desencadenantes de autoinmunidad

Las evidencias que asocian la etiologia y la patogénesis de la
diabetes mellitus tipo 1 autoinmune estan fuertemente asociadas a factores
medioambientales. Algunos estudios epidemiolégicos sugieren que ciertos
virus y el tipo de alimentacion, ademas de la predisposicién genética,
facilitan _el desencadenamiento y la continuacién del proceso patolégico

autoinmune que conduce a la destruccion de las células beta (10).
2.6.1 Enfermedades virales

Epidemiologicamente se ha notado que las enfermedades como la
influenza han aumentado el nimero de personas diagnosticadas con
diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, pero no todas las personas que tienen
contacto con la influenza la desarrollan, lo que confirma la predisposicion

genética. Otras infecciones involucradas se deben al virus coxsackie B y el
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picornavirus, que ocasionan la expresion de proteinas en la superficie de las
células infectadas, las cuales van a ser reconocidas por el sistema
inmunoldgico y se induce ia produccion de citocinas como interferén gamma
y el factor de necrosis tumoral, que es |lo que va a provocar la destruccién de
las células beta. Estas sustancias alteran la respuesta inmune e inducen la
expresion de los antigenos por las células beta y de esta manera contribuye
a que se desarrolle el proceso inflamatorio, llamado insulitis.

Los mecanismos por los cuales los virus inducen la enfermedad han
estado sujetos a considerables especulaciones. Una suposicion es que la
suceptibilidad a desarrollar la diabetes autoinmune subsecuente a una
infeccién viral esta ligada con la genética. En un estudio con 250 nifios
quienes murieron de una variedad de infecciones virales agudas, se
encontrd que siete murieron por infeccién de virus Coxsackie B, de estos
siete nifos, cuatro tenian destruccion significativa de las células beta. Si
estos niflos hubieran sobrevivido a la fase aguda de la infeccidn, sin duda
hubieran desarrollado diabetes autoinmune.

Otros virus asociados para que se desencadene la enfermedad son:
citomegalovirus, paperas, sarampion, varicela y rubeola. La infeccion
congénita por el virus de la rubeola es la mas fuerte candidata a incrementar
la frecuencia de diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, ya que se ha
encontrado que 20% de los nifios presentan la enfermedad después de la

infeccion prenatal (20, 27, 33, 42).

2.6.2 Factores dietéticos

Las practicas de alimentacion infantil y su relacién con la etiologia de
la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune tienen una larga historia y se basan
en numerosos estudios que tuvieron como objetivo desentrarar el complejo
mecanismo que relaciona el tipo de alimentacion recibida por el lactante, con

el posterior desarrollo de la enfermedad.
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Las primeras observaciones provienen de un estudio ecoldgico
escandinavo publicado en 1984, sobre las practicas de amamantamiento.
Los hallazgos de esa investigacién sugieren que la ausencia de lactancia
natural, o la introduccidon precoz de la leche de vaca en la dieta,
predisponian al desarrollo posterior de diabetes autoinmune en individuos
con suceptibilidad genética. Aunque aun existe controversia por los
resultados obtenidos. Gerstein, en un metaanalisis, reuni¢ y analizé todas
las publicaciones existentes y seleccioné alrededor de 20 trabajos que
satisfacian criterios cientificos rigurosos. La conclusion de su busqueda fue
que existe asociacion, moderada, pero estadisticamente significativa, entre
la pronta introduccién de la leche de vaca y la terminacion prematura del
amamantamiento en forma conjunta o alternativa con el desarrollo prematuro
de diabetes mellitus tipo 1 autoinmune en la nifiez.

Los autores sefialan que ya era conocida la asociacién entre la
enfermedad y la presencia en ellos de anticuerpos contra diversas proteinas
lacteas. También se da a conocer la presencia de autoanticuerpos contra un
fragmento de albumina sérica bovina de 17 aminoacidos (ABBOS), en el
100% de una poblacion infantil finlandesa con diabetes autoinmune de
reciente diagndstico.

En un estudio se comprobd que la adicidon de proteinas de la leche de
vaca a la alimentacién de ratas genéticamente suceptibles a la diabetes
autoinmune desencadena en ellas la enfermedad. Cuahdo se eliminaron las
proteinas enteras, y se administraron liofilizadas, la incidencia de la diabetes
fue practicamente nula. Investigaciones recientes han identificado la
analogia entre una regidn de la albumina sérica bovina y ia estructura
primaria de las subunidades beta de las proteinas |-A, DQ y DR.

Otros autores dicen que al agregar el HLA DQB1 como variable
puede aumentar el riesgo en nifios alimentados tempranamente con leche de
vaca (30, 31).
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2.6.3 Composicidn de la leche de vaca

La composicion de la leche, principalmente compuesta de proteinas,
es genéticamente controlada en el hombre y en animales domésticos. La
leche esta compuesta de una mezcla de proteinas especificas, lipidos,
vitaminas, minerales y carbohidratos, la concentracién varia segun la
especie. Las interacciones entre los componentes crean un compuesto
microestructural el cual va a influir en su valor nutricional.

La mayoria de las proteinas de la leche son sintetizadas en las
células mamarias, pero algunas proteinas séricas como la albimina puede
estar presente en cantidades muy pequenas.

En la leche humana y bovina la proteinas son divididas en dos
grupos: caseinas y proteinas del suero de la leche. Las caseinas
comprenden una familia de fosfoproteinas', y en bovinos, representan
aproximadamente et 80% del total de las proteinas de la leche. Hay una
considerable diferencia de las especies en la secuencia de aminoacidos de
estas proteinas, sin embargo tienen las mismas propiedades biofisicas.

La caseina interacciona con el calcio y fosfatos para formar micelas o
agregados. El tamafo de los agregados esta limitado lpor la caseina Kappa,
la cual cubre las micelas y previene mayor agregacion. La proteina que se
encuentra en mayor cantidad en el suero de la leche de vaca es la beta
lactoglobulina, la cual no se encuentra presente en la leche humana. Las
lactoalbuminas son sintetizadas en las células mamarias y su funcién es en
el transporte del retinol en la leche, lo cual es importante por el hecho de
que la leche es una excelente fuente dietética de esta vitamina. Otra
proteina del suero de la leche es la aifa lactoalbimina que se encuentra en
la leche humana y bovina y esté involucrada en la sintesis de lactosa. Menos
del 20% del total de los aminocacidos de la albumina difieren entre las

especies.
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2.6.4 La leche como factor desencadenante

La homologia de la albimina entre las especies ha levantado
interrogantes acerca de que la albimina del suero de la leche bovina, o mas
especificamente, la secuencia llamada ABBQOS, que pueda servir como
desencadenante del proceso autoinmune que concluye con ia presentacion
clinica de diabetes. _

Karjalainen, propuso una hipotesis en la que el péptido ABBOS es
inmunogénico sélo en individuos con haplotipo de riesgo de HLA que
confiere suceptibilidad a diabetes (DQ y DR), capaz de reconocer y
presentar al péptido comao antigeno.

En un estudio con 142 nifos finlandeses con diagndstico reciente de
diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, comparandolo con nifios sanos de la
misma edad y sexo, ademas de adultos donadores de sangre. Les fueron
determinados anticuerpos contra la albumina sérica bovina (BSA),
anticuerpos IgG contra caseina y anticuerpos contra |la beta lactoalbUmina.
Se encontrd que los nifios diabéticos tienen niveles elevados de anticuerpos
IgG, los cuales incluyen anticuerpos directos contra ABBOS, BSA, caseinay
beta lactoalbimina.

Los resultados obtenidos son importantes, porque los finlandeses
tienen una de las mas altas incidencias de esta enfermedad en el mundo,
ademas de ofras enfermedades genéticas, como causa de su aislamiento
geografico y por tener una gran cantidad de |lugares con un pequefic grupo
de pobladores, por lo que la poblacidn tiene un alto grado de homogeneidad
con respecto a su conjunto genético. Algunos estudios posteriores han
encontrado conclusiones diferentes, por 1o que sigue siendo un tema sujeto
a controversias (20, 32, 34, 43).
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2.6.5 Factores toxicos

Algunas toxinas quimicas pueden producir diabetes tipo 1 en
humanos. Algunos venenos atacan directamente a las células beta
pancreaticas; otros desencadenan el proceso autoinmune. Por ejemplo, en
Corea se reportaron 300 casos de diabetes tipo 1, de los cuales 250 fueron
debidos a la ingestién accidental o intencional de un veneno para ratas,
conocido como Vacor, que contiene como principio activo, N-3-piridimetil-N'-
p-nitrofenilurea. |

Otros agentes quimicos pueden causar esporadicamente
hiperglucemia e intolerancia a la glucosa, tales como: blogueadores de
canales de calcio, cimetidina, corticosteroides, vincristina, etc.

Ei Aloxan se conoce desde 1954 como inductor de diabetes tipo 1, en
modelos animales. También es conocida la Estreptozotocing, en la que una
exposicion a bajas dosis en ratas, desarrolla un proceso autoinmune
principalmente dirigido contra las células beta, asi como el inicio gradual de
diabetes (6, 35, 36, 38).
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Il. BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA PROGRESION DE
DIABETES MELLITUS TIPO 1 AUTOINMUNE

3.1 Histopatologia

La diabetes mellitus tipo 1 autoinmune se caracteriza por la
deficiencia en la produccion de insulina, secundaria a la destruccidon
mediada inmunolégicamente de las células beta del pancreas (que
constituyen del 70 al 80% de la poblacion de células de los islotes de
Langerhans). El grado de destrucciéon celular varia dependiendo de la
progresién preclinica y clinica de la diabetes, encontrandose una poblacién
hasta de 10% del normal de células beta a los seis meses posteriores a la
aparicidn clinica de la enfermedad. En casbs de progresién cronica, las
células beta estan completamente ausentes en muchas ocasiones.

Entre otros cambios histolégicos se encuentran: hipertrofia de islotes,
en mayor grade al inicio de |la enfermedad, que quedan constituidos de
t_:élulas alfa principalmente; degeneracién hidropica de los islotes y atrofia de
los mismos. Comunmente el resto de los tipos celulares pancreaticos estan

conservados (células alfa, delta y secretoras de péptido pancreatico) (6, 10).

3.1.1 Insulitis

El término insulitis indica la presencia de un proceso inflamatorio en
los islotes de Langerhans. La presencia de insulitis sélo se ha observado en
islotes que contienen células beta e indica que se ha desarrollade una
reaccion inmune contra la parte enddcring, dirigida a autoantigencs célula
beta especificos y desencadenada por un factor medioambiental.

Se ha observado que la mayoria de los linfocitos T, del infiltrado
inflamatorio de los islotes de pancreas de autopsias de pacientes con

diagnostico reciente de diabetes mellitus tipo 1 autoinmune, del raton NOD y
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la rata BB son CDB8, lo que podria traducirse como mecanismo de
citotoxicidad celular. También se encuentran otros_tipos de linfocitos como
células Ky NK, asi como linfocitos T CD4; generaimente los macrofagos no
son numercsos en este infiltrado.

Las moléculas de HLA que mas se expresan en las células beta son el
de clase Il y las HLA de clase | esta aumentada su expresion en todo el resto
de las células del islote y debido a gue las células beta no expresan
normalmente HLA clase |, se sugiere que esta expresiéon anémala de
moléculas contribuye de forma importante en el desarrollo de la diabetes.
Ademas se incrementa la expresién de IL-2, que indica actividad de células
inmunoldgicas, lo que sugiere una respuesta inmune especifica contra un
antigeno de la célula beta. En el infiltrado inflamatorio también se encuentra
un gran numero de linfocitos B; también se han detectado depdsitos de IgG v

la presencia de proteinas del complemento (6, 20).
3.2 Respuesta de linfocitos T

El papel de las células T en |la patogénesis de la diabetes mellitus tipo
1 autcinmune, inicialmente se basd en la observacion de infiltraciones de
células mononucleares en los islotes pancreaticos en el comienzo de la
enfermedad.

El papel de las células T fue ilustrado por: los efectos de drogas
supresoras (las cuales retardaban el comienzo de la enfermedad), la
deteccidon de célulasT autorreactivas en pacientes con la enfermedad, la
recurrencia de insulitis asociada a la destruccion de transplante de pancreas
en pacientes con diabetes y por ultimo la "transferencia” de la enfermedad
por transplante de médula ésea de un paciente diabético a un paciente no
diabético inmunosuprimido.

También estudios en animales han demostrado que las células T son

capaces de transferir diabetes. La ocurrencia de la enfermedad es timo



dependiente y se requiere la presencia de células T CD4+ y CD8+.

Las células T estan presentes en el comienzo de la insulitis y se ha
demostrado su presencia en sangre periférica en pacientes con diabetes
autoinmune con diagndstico reciente ¢ preclinico. Sin embargo, las células
T autorreactivas también son encontradas en sujetos control con HLA que no
predisponen a padecer la enfermedad, aunque se encontraron en menor
cantidad y son menos reactivas.

Por lo tanto, el encontrar células T autorreactivas en la circulacién no
significa precisamente una enfermedad autoinmune, sino que también debe
ocurrir anormalidades inmunclégicas para que se induzca el proceso
destructivo de las células beta.

La lista de antigenos como blancos de las células T adn sigue
incrementandose, y muchos de ellos, los cuales son potencialmente
diabetogénicos, no estan restringidos Unicamente a células beta. Un ejemplo
es el autoantigeno glutamato descarboxilasa (GAD 65), el cual es expresado
igualmente en otros tipos celulares.

La gran mayoria de los estudios en humanos que se ha hecho con
celulas T reactivas contra antigenos de las células beta han sido realizados
en células T de la circulacidn periférica, en vez de células T propias de la
insulitis. Claramente se sabe que las lesiones insuliticas son mas aptas para
contener células T patogénicas, pero se han hecho pocos estudios en estas
células inflamatorias. Debido principalmente a la pobre accesibilidad del
organo blanco, a la pobre disponibilidad del pancreas postmorten y por el
mismo estado tardio del proceso de la enfermedad.

En pacientes con diabetes autoinmune con transplante de pancreas,
la recurrencia de la enfermedad se asocia con una infiltracidn de células T
en los injertos de pancreas, con un predominic de células T CD8+ sobre
CD4+ (7, 20, 21, 25, 37).
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3.2.1 Subgrupos de células T

En humanos y ratones en estadios tardios de la enfermedad, en las
Iesiones insuliticas la mayoria de los linfocitos expresaron CD8. Lo que se
ha demostrado sélo en los modelos animales, es que las células CD4 se
requieren para el efecto diabetogénico y las células CD8 potencian dicho
efecto.

Las células T son criticas para el proceso de destruccién de las
celulas beta; se sabe que la timectomia neonatal previene el desarrollo de
diabetes en los ratones NOD y ia diabetes puede ser transferida tanto a
ratones neonatos y jovenes NOD. La induccidn de la diabetes en esta
transferencia adoptiva es dependiente de células T CD4 y CD8 y no requiere
de involucrar a los linfocitos B. Sin embargo, solamente las células CD4 son
criticas en el proceso de destruccién de las células beta.

El dafo a la celula beta no resulta de la interaccion directa entre
células T CD4 y células beta, sino que es el resultado de la inflamacion del
tejide danado, inducida por las celulas CD4 dependiente de la presencia de
macrofagos. Ademas, la depresidn de macréfagos, previene el desarrollo de

insulitis y por lo tanto de diabetes en estos ratones (25, 37).
3.2.2 Subgrupos de células T cooperadoras

Las células T CD4 se dividen en dos subgrupos con diferentes
actividades bioldgicas sobre |la base de la produccidn de citocinas después
de una respuesta inmune: Las Th1 son caracterizadas por la produccién de
IL-2 e INF-gamma y son asociadas con la respuesta inmune celular. Las Th2
son asociadas con la respuesta humoral y por la produccion de IL-4 y de IL-
10.

La gran mayoria de las células T reactivas de islotes humano son Th1 y la

citocina que se encontraba incrementada principalmente fue IFN-gamma,; la
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expresion de IL-2 fue similar a los islotes control.

Estudios en ratones NOD apoyan fuertemente el papel de las células
Th1 en la patogénesis de la diabetes. La destruccion de las células beta
parece ser un estadio del proceso, en el cual antes del proceso destructivo,
previamente se observan solo células T que circundan los islotes, pero no
los invaden. Una caracteristica de esta proinsulitis es la expresion de IL-4 y
no de INF-gamma de las células T circundantes, pero al tiempo que
comienza la enfermedad, los islotes muestran una infiltracién masiva de
células T conocida como insulitis.

Una caracteristica de esta insulitis destructiva en ratones NOD, es la
alta produccion de INF-gamma que se encuentran en el infiltrado, lo cual
indica la patogenicidad del subgrupo Th1, Ademas, |la enfermedad puede ser
prevenida por anticuerpos monoclonales contra el INF-gamma.

Por lo tanto, se observa que las células Th1 son células efectoras en
la diabetogénesis en los ratones NOD y las células Th2 no inducen diabetes,
pero si proveen proteccidon a través de la regulacion retroalimentaria de
celuias Th1, por lo que la anergia de células Th2 puede ser un factor de
suceptibilidad para la diabetes (25, 26, 37, 38).

3.3 Respuesta de linfocitos B

Los linfocitos B comprenden sdlo una menor proporcion de los
linfocitos de la sangre y la mayoria de los linfocitos B circulantes se
encuentran en estado de reposo. Se conoce ademas poco acerca de las
caracteristicas de los linfocitos B gue circulan antes del comienzo clinico de
la enfermedad y se cree que un desequilibrio entre {os subgrupos de células
T puede afectar la capacidad de los linfocitos B para producir anticuerpos.

Se ha observado que en algunos pacientes con diagndstico reciente
de diabetes se incrementa la secrecion espontanea de anticuerpos; lo mismo

se ha observado en pacientes que presentan simultaneamente tiroiditis de




Hashimaoto y diabetes autoinmune.

Smerdon y colaboradores, en 1984 demostraron que existe un
aumento cuantitativo de linfocitos B en pacientes en estado prediabético y
diabético, en gemelos estudiados prospectivamente. El incremento de los
linfocitos B es a expensas del subgrupo CD5+ principalmente en aquellos
pacientes con diagndstico reciente de diabetes y en prediabéticos, pero no
en pacientes con un tiempo prolongado de inicio de la enfermedad.

Las células B CD5+ son un subgrupo de linfocitos B circulantes que
se encuentra normalmente en adultos sanos y que se encuentran en altas
concentraciones durante la etapa fetal en bazo y cordon umbilical. Este
subgrupo de células B produce anticuerpos principalmente de la clase IgM,
dirigidos contra una variedad de antigenos propios incluidos DNA
desnaturalizado y la fraccién Fc de 1gG humana. El incremento en el nimero
de células B CD5+ ha sido reportado en otras enfermedades autoinmunes
como: artritis reumatoide, lupus eritematoso sistemico, esclerosis multiple,
miastemia gravis, enfermedad de Graves, sindrome de Sjsgren’s y purpura
trombocitopénica inmune.

El pape!l del subgrupo de células B CD5+ en la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes, incluida la diabetes tipo 1, aun no esta bien

establecido (5, 44).
3.4 Autoantigenos blancos de células T autorreactivas

Los animales responden a un amplio numero de antigenos,
produciendo anticuerpos; esto es un fendmeno fisiolégico normal, pero
existe una gran diferencia entre Ia produccion de anticuerpos en condiciones
normales y en las enfermedades autoinmunes, como es el caso de la
diabetes mellitus autoinmune, en la cual como una respuesta de los
linfocitos B y células plasmaticas, hay produccion de autoanticuerpos,

secundaria a la destruccion de las células beta inducida por células T




autorreactivas; los autoanticuerpos son producidos en respuesta a
autoantigenos de las células pancreaticas. |

En las dos Ultimas décadas una gran cantidad de autoantigenos de
los islotes pancreaticos han sido reportados, de los cuales aun no esta bien
definido su papel patogénico. También se sabe que la expresion y
distribucién de la mayoria de estos autoantigenos no es exclusiva de las
células beta (4, 5).

3.4.1 Autoanticuerpos contra células de los islotes pancreaticos

La diabetes mellitus tipo1 fue establecida como fenémeno autoinmune
en el afo 1974, cuando en suero de pacientes con enfermedad
poliendécrina autcinmune incluyendo diabetes mellitus insulinodependiente,
se encontraron anticuerpos contra células de los islotes pancreaticos (ICA),
que reaccionaron con los islotes de Langerhans en cortes congelados de
pancreas humano (2).

Numerosos estudios fueron publicados antes de 1984 utilizando
ensayos para la determinacion de ICA, no estandarizados. Posteriormente
los grupos de investigadores rea!_izaron talleres internacionales para
estandarizar la determinacién; la utilizacion de un estandar comun mejord la
precisién del ensayo (46).

Una sintesis de estos estudios sugiere que: 1) los ICA son
comunmente encenirados en pacientes con reciente diagndstico de diabetes
mellitus tipo 1, pero que su frecuencia disminuye a medida que la edad de
los pacientes es mayor; 2) se demostré que la frecuencia y titulo de
anticuerpos disminuye con el incremento en la duracién de la enfermedad; 3)
la frecuencia de los ICA se incrementa en parientes de primer grado, y en
pacientes con ofra enfermedad autoinmune érgano especifica; 4) se asocian
altos titulos de autoanticuerpos con una pérdida mas rapida de la funcion

residual de las células beta a partir del inicio clinico de la enfermedad; 5)
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estos autoanticuerpos preceden al inicio clinico de la enfermedad y son un
marcador para pacientes con diabetes mellitus tipo 1, que inicialmente
fueron clasificados y tratados como diabéticos tipo (5, 18, 19, 45).

Hasta ahora los ICA han tenido el lugar de importante como marcador
de la enfermedad y tienen una prevalencia que fluctua entre el 60 al 85%,
son detectados por inmunoflucrescencia indirecta, tifien el citoplasma y la
membrana de las células de los islotes del pancreas de humanos, monos y
ratas. Pertenecen a la clase IgG, usualmente se encuentran a titulos:
menores de 1:160. En la poblacion normal, la incidencia de estos

autoanticuerpos varia entre el 2 a 4% (4, 47, 48).

3.4.2 lIdentificacion del gangliosido GM2-1 como autoantigeno de

células beta

Los ICA son un grupo heterogéneo de autoanticuerpos y una de las
principales metas en la investigacion de la diabetes mellitus tipo 1 ha sido la
identificacion de los antigenos causales.

La naturaleza del antigeno que induce ta produccién de los ICA, que
son detectados en cortes congelados de pancreas humanos, por el método
de inmunofiuorescencia indirecta, durante mucho tiempo quedo sin
conocerse, asi como su papel patogénico, aunque evidencias indirectas
sugerian que era un glucolipido (2, 50).

Posteriormente en 1995 un grupo de investigadores demostro que el
principal autoantigeno blanco para los ICA es un monoganglidsido
pancreatico denominado GM2-1, el cual es un potente inhibidor de la unién
de los ICA a los cortes congelados de pancreas de algunos sueros positivos
a estos autoanticuerpos (49, 51).

Los gangliosidos son glucolipidos que contienen acido sialico, los
cuales son componentes de la membrana y citoplasma celular, estan

involucrados en la interaccidon célula a célula, asi como en la unidn a
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hormonas, toxinas, virus y autoanticuerpos a la membrana celular. Los
ganglidsidos estdn formados por una porcidn hidréfila (una cadena de
oligosacérido) y una porcidn terminal hidréfoba (una ceramida). La ceramida
contiene una esfingosina y un &cido graso, mientras que el oligosacarido
puede ser de longitud variable conteniendo por lo menos un residuc de
acido sialico.

El gangliésido GM2-1 es aislado principalmente de islotes
pancreéticos, tejido del sistema nervioso central y periférico, en humanos,
ratas y ratones. Este ganglidsido es altamente expresado en el raton NOD
en la etapa preclinica de la enfermedad, pero comienza a disminuir
significativamente con la progresién de la destruccion de las células beta (4,
43).

3.4.3 Autoantigeno 64K o descarboxilasa del acido glutamico

En el afo de 1982, otro antigeno denominado 64K fue identificado,
por inmunoprecipitacion de islotes radiomarcados con sueros de pacientes
con diabetes mellitus tipo 1; inicialmente sé penso que era especifico de las
células beta y que era blanco de autoanticuerpos tempranos en el proceso
de la enfermedad (52, 53). Posteriormente, en el afio de 1980 se identifico al
antigeno de 64K como la enzima descarboxilasa del acido glutémico (GAD);
varios estudios han demostrado que efectivamente esta enzima es el blanco
de los autoanticuerpos contra la proteina 64K, asi como de las celulas T
autorreactivas(4, 55).

La identificacién del autoantigenc 64K como la enzima GAD permitid
el desarrollo de métodos inmunoenzimaticos para la determinacién de los
autoanticuerpos contra la GAD y se usd como un método mas accesible para
estimar el valor predictivo de estos autoanticuerpds para la diabetes mellitus

tipo 1 autoinmune(57, 58).
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3.4.3.1 Caracterizacion bioquimica de la GAD

La GAD es una enzima que cataliza ia conversién del acido glutdmico
a acido gamma-aminobutirico (GABA), que es el principal neurotranmisor

inhibitorio del sistema nervioso central. Ademas dei pancreas en donde se

encuentra en niveles elevados de esta enzima, también se localiza en los

ovarios y testiculos (57).

Existen dos isoformas de esta enzima codificadas por genes
diferentes: GAD 65 y GAD 67; el nombre de estas proteinas se les da por la
diferencia en su peso molecular 66,600 y 65,300 daltones, respectivamente.
Excepto por diferencias alélicas, la GAD de cerebro y pancreas son
identicas. En cuanto a su distribucion la isoforma GAD 65 es mas abundante
en los islotes. Se ha observado que los autoanticuerpos contra GAD (GADA)
reconocen a las dos isoformas, que tienen secuencias casi idénticas las

cuales son inmunoldgicamente reactivas (7, 21, 57).

3.4.4 Lared GABA en la célula beta y el dafio en la fosforilacién

oxidativa mitocondrial

El acido glutamico y el &acido gamma-aminobutirico son los
aminoacidos libres que se han encontrado en mayor cantidad en las células
beta, sin embargo se sabe que el GABA no funciona en las células beta
COMO un neurotransmisor.

Existen evidencias que respaldan un papel paracrino para el GABA de
las células beta, principalmente en la modulacidn de la secrecidn de
glucagon por {as celulas alfa pancreaticas, por medio de un mecanismo
llamado red GABA. Esta funcion paracrina del pancreas depende
criticamente de la fosforilacion oxidativa.

En los islotes pancreéticos como en las neuronas, |la obtencidn de alta

energia depende de |la fosforilacidn oxidativa de la mitocondria. En particular
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las células beta requieren de ATP mitocondrial para la produccion y
liberacion de insulina, su funcion endocrina. El incremento de ATP que es
estimulado por los niveles altos de glucosa sanguinea es la sefial para la
liberacién de insulina mediante un bloqueo de las canales de potasio en la
membrana de las células beta.

El papel clave de la fosforilacidon oxidativa en la produccidn de ATP,
estd sefialado claramente por la alta suceptibilidad de las células beta a
deficiencias de energia por consecuencia de mutaciones genéticas
mitocondriales, que ahora ya se reconoce como un tipo de diabetes. Se
considera que varias toxinas, algunos estados febriles o hasta incluso una
sobrecarga de azucar, pueden inducir una deficiencia de la fosforilacion
oxidativa similar a la que resuita de las mutaciones genéticas, aunque sélo
transitoriamente. Esta deficiencia de la fosforilacidon oxidativa inducida
ambientalmente podria alterar |a red GABA de las células beta.

Las semejanzas de la célula beta y las neuronas son: su dependencia
de la fosforilacién oxidativa para la obtencién de energia;, la alta
concentracion de la GAD la cual es secretada por medio de microvesiculas
parecidas a las de la secrecién sinaptica (SLMV). Tanto el papel endocrino
como el paracrino de la célula beta dependen estrictamente de la actividad
funcional de la fosforilacidn oxidativa de la mitocondria.

En resumen, el incremento de los niveles de ATP producido por la
aceleracion de la fosforilacion oxidativa, en respuesta a los niveles elevados
de glucosa en sangre, promueve la liberacién de insulina, pero también
facilita la acumulacién del GABA en las SLMV, asi como su liberacién dentro
de los islotes para que inhiba la secrecidn de glucagon por las células alfa;
se evita de esta manera el efecto antagoénico del glucagon a la accién de la
insulina. |

La red GABA y la fosforilacién oxidativa estan intimamente
conectadas en la célula beta por medio de la enzima mitocondriai GABA

transaminasa, que dirige el catabolismo del GABA a la formacion de
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succinato. El succinato entra al ciclo de Krebs y es oxidado en la cadena
respiratoria de la mitocondria, hasta didxido de carbono y agua. La
generacién de succinato permite que se remueva alfa-cetoglutarato, el cual
evita que las deshidrogenasas dej ciclo de Krebs, en particular la isocitrato
deshidrogenasa sean inhibida por altos niveles de ATP.

Esta via puede ser critica para mantener la activacién preferencial de
la fosforilacién oxidativa mitocondrial durante la estimulacién con glucosa
para la fiberacién de insulina, por lo que es necesario que esté estrictamente
regulada dentro de la célula beta, para mantener un equilibrio optimo entre
el catabélismo y liberacion del GABA y para una adecuada comunicacion

paracrina (Fig. 3) (36, 58).

3.4.4.1 La GAD como enzima clave de la red GABA

Dado que la actividad de la GAD es el paso limitante de la red GABA,
la GAD podria ser la enzima clave de este mecanismo, asi como del
funcionamiento normal de la secrecion de insulina y de |la funcidn paracrina
en los islotes pancreaticos, por lo tanto, las células beta podrian compensar
alguna alteracion de la red GABA controlando la actividad de la GAD.

El parecido entre las células beta y las neuronas refiere rapidamente
a estudios en dafic oxidativo del cerebro, por ejemplo hipoxia, en donde la
expresion y actividad de la GAD se incrementan en respuesta al exceso de
acido glutamico que resulta del dafio a la respiracién mitocondrial.

La acumulacién del acido glutamico es inevitable en las células con
defecto en la cadena respiratoria porque el dinucledtido de nicotinamida
adenina (NADH) no puede ser reoxidado y, como resultado, el equilibrio de
la glutamato deshidrogenaba se cambia hacia la produccion de &cido
glutamico. Por consiguiente, en células beta como en cerebro, la fiebre, la
hipoxia o estrés por téxicos medioambientales, podrian ser perjudiciales a la

funcién bioenergética de la mitocondria y al metabolismo del GABA; por lo
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tanto, el resultado seria una sobre-producciéon de la GAD dentro de la célula
(36).

funcion
endecrina

glucosa
aminoacidos

Célula |» glucagon \L
alpha

funcion
paracrina

FIGURA 3. Funcidn paracrina de GAD
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3.4.4.2 Alteracién en la red GABA en la patogénesis de diabetes

mellitus autoinmune

En la alteracidon de la red GABA se propone como concepto central,
que la célula beta responde con un incremento en la expresion de la GAD,
secundario a un exceso en la acumulacion de acido glutamico ocasionado
por toxicos, dafc metabdlico o de otro origen; que interfiere en el trafico
intracelular de las SLMV y como consecuencia aumenta la presentacion
extracelular de la GAD 65 asociada a las SLMV.

El aumento de la expresion intracelular de la GAD y de la
presentacion en la superficie de las células beta podrian alterar la tolerancia
en algin individuo con suceptibilidad genética e iniciar la destruccion
autoinmune y el posterior desarrollo de la diabetes mellitus tipo 1 (Fig. 4).

Estudios en modelos animales apoyan esta teoria; el trabajo realizado
con células T de bazo de ratones NOD, demostrd que las celulas T
responden antes a la GAD que a otros autoantigenocs y que la inyeccion
intratimica de esta enzima previene el desarrollo de la enfermedad. En
humanos células CD4 y CD8 han sido selectivamente estimuladas por
péptidos sintéticos derivados de la GAD (38, 58).

El efecto toxico del rodenticida Vacor, que inhibe especificamente la
respiracién mitocondrial, es un ejemplo de induccién metabdlica de la
enfermedad y proporciona evidencias que respaldan el concepto de que la
disfuncién mitocondrial podria ser relevante en la patogénesis de la diabetes

mellitus autoinmune (5, 35, 36).
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FIGURA 4. EVENTOS METABOLICOS ASOCIADOS CON AUTOINMUNIDAD A GAD

nutrientes, estres, toxinas exégenas, defectos genéticos
U
Alteracion de |la via metabdlica de la red GABA
Uy
Acumulacién de 4cido glutdmico
1
Expresién aumentada de GAD dentro de |a célula beta
July

Alteracion del irafico intracelular de vesiculas de secrecion

ULy
Expresién aumentada de GAD en la superficie de |as células beta
Ui
Entrada de fragmentos de GAD en la via de presentacién de antigenos
Uy
Respuesta autoinmune a GAD en sujetos con predispocision genética
U
Insulitis
U
Diabetes mellitus tipo 1

{Diahetologia, 1997, 40: 352-56)
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3.4.5 Mimetismo molecular de un dominio homdlogo de GAD 65 con ia

proteina 2C del virus Coxsackie By la patogénesis de la diabetes

El mecanismo por el cual los enterovirus pueden contribuir a la
destruccion de las células beta puede ser demostrado de la siguiente
manera. Los virus pueden destruir de manera directa por una infeccién litica
o por medio de una respuesta inmune dirigida contra la célula beta infectada
por el virus. Las células beta ademas pueden ser dafiadas especificamente
por radicales libres como el oxido nitrico y citocinas como el INF-gamma,
que son producidas como consecuencia de la infeccién viral y al proceso
inflamatorio.

Por otra parte un mecanismo alternativo, llamado mimetismo
molecular, podria también jugar un papel en la induccién de autoinmunidad,
ocasionando la destruccién de las células beta pancredticas. El mimetismo
molecular se basa en una secuencia homéloga entre un antigeno extrafo,
por ejempio una proteina viral, y una proteina del individuo con
suceptibilidad genética. Los factores genéticos y los virus como factor
medioambiental, son integrados en un mismo concepto etiologico.

En el afo de 1992 se reportd que existe una homologia entre la
isoforma GAD 65 y la proteina 2C, una proteina no estructural del virus
Coxsackie B. Una completa homologia fue reportada para 10 aminoacidos y
semejante en nueve residuos. Los autoanticuerpos contra la GAD también
preceden al desarrollo clinico de la enfermedad y tienen una prevalencia del
80% en pacientes con reciente diagnastico.

En un estudio con autoanticuerpos con reactividad al autoantigeno
GAD 65 y a péptidos sintéticos de 2C, se obtuvieron evidencias de reaccion
cruzada con los anticuerpos contra los antigenos. La reactividad cruzada
entre la GAD 65 y la proteina 2C fue ademas demostrada en el raton NOD y
presenta una relacion con alelos del MHC que estan asociados con

suceptibilidad a diabetes. La presentacion de los dominios homélogos por
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moléculas del MHC es un requisito indispensable para la rectividad cruzada
en células T. En humanos, la relacién entre los dominios homdlogos a
moléculas HLA que son asociadas a diabetes no ha sido reportado hasta
ahora (20, 27, 33).

3.4.6 Autoanticuerpos a la GAD, 1a diabetes autoinmune y el “Sindrome

del hombre entumecido”

Los autoanticuerpos reactivos a la GAD (GADA) han sido encontrados
en un 60% de pacientes con una rara enfermedad neurolégica conocida
como el “Sindrome del hombre entumecido” (SMS).

Las diferentes isofarmas de la GAD en cerebro y célula beta pueden
estar relacionadas con la patogénesis de la diabetes autoinmune y con la de!
SMS, que son desordenes clinicos distintos pero asociados con respecto a

que la GAD es el blanco de los autoanticuerpos reactivos; se conoce que la

isoforma GAD 65 predomina en los islotes pancreaticos.

Se han encontrado diferencias en cuanto al tipo de dafio celular que
sucede en las dos enfermedades. Tanto las neuronas como las células beta
expresan la GAD, sdlo que en el caso de la diabetes autoinmune, las células
beta son destruidas y en el SMS no son destruidas, solo son afectadas. Esta
grado de dafio sugiere una relacion directa entre los GADA Yy la enfermedad.
No todos los pacientes con SMS desarrollan diabetes autoinmune y sdlo una
pequefa parte de los pacientes con diabetes autoinmune presentan el SMS.

Se ha observado que el desarrollo del SMS involucra una fuerte
respuesta humoral hacia la GAD e inciuye reconocimiento de epitopes que
usualmente estan ausentes en la diabetes autoinmune, como resultado de la
relacién diferente de los linfocitos B y las neuronas que secretan el GABA.
Por ejemplo el microambiente del sistema nervioso central es protegido por
la barrera hematoencefalica y el antigeno requiere para iniciar una respuesta

autoinmune cruzar esta barrera, mientras que las células beta expresan




moléculas del MHC por lo que pueden presentar péptidos propios al sistema
inmune, mientras que las neuronas normaimente no lo hacen.

En cuanto a la patogénesis, se ha encontrado una relacion inversa
entre los titulos de los GADA vy la respuesta de las células T a la isoforma
GAD 67. Por lo que |a diabetes mellitus tipo 1 autoinmune representa al tipo
de respuesta inmune mediada por células T CD4+ Th1, que median la
reaccién de hipersensibilidad tardia y el SMS representa el tipo de
respuesta por células T CD4+ Th2, que median la produccion de altos titulos
de autoanticuerpos. Esta hipdtesis correlaciona con la evidencia de que la
destruccion de las células beta por células Th1 es indispensable para la

patogénesis de la diabetes autoinmune(3, 21, 67).

3.5 Lainsulina como autoantigeno en diabetes autoinmune

En el afio de 1983 autoanticuerpos a la insulina fueron encentrados
en mas de la mitad de un grupo de pacientes con diabetes autoinmune de
reciente diagndstico. Los autoanticuerpos son mas frecuentes en
adolescentes en los que la velocidad de destruccion de las celulas beta es
rapida.

La aparicion de autoanticuerpos contra las células de los islotes
pancreaticos, aunque normalmente a titulos bajos, frecuentemente indica el
inicio clinico de la enfermedad. La inmunorreactividad a la insulina es
secundaria a la destruccion de las células beta, aungue no necesariamente
fuera de lugar a la progresion de la enfermedad. La prevalencia de estos
autoanticuerpos varia de 35 a 50%.

Dado que es el Unico autoantigeno célula beta especifico y que la
tolerancia oral a la insulina puede retardar la progresién de la enfermedad
en el ratdn NOD, se deberia continuar estudiando el papel patogénico de ios

autoanticuerpos a la insulina (4, 5, 20, 37).
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3.6 Autoantigeno ICA 69

Otro antigeno que ha sido descrito recientemente y que es importante
para el diagnéstico preclinico de la diabetes autoinmune es el ICA 69. El
autoantigeno ICA 69 es una proteina de funcién desconocida con un PM de
69,000 daitones la cual es expresada en pancreas, corazén y cerebro y, en
menor cantidad, en pulmdn, higado y rifidén (20, 37, 59). En el pancreas es
expresado preferentemente en los islotes de langerhans que en la parte
exocrina (62, 63).

Informacién de cuatro grupos de investigadores sugiere que el ICA 69
es una molécula blanco para desencadenar autoinmunidad diabética, lo cual
se basa en las siguientes observaciones: 1) la deteccion de autoanticuerpos
o células T autorreactivas contra la proteina ICA 69 en nifios con diagndstico
reciente de diabetes autoinmune; 2) la presencia de autoanticuerpos contra
ICA 69 en suero de individuos prediabéticos y diabéticos (60, 61).

La proteina ICA 69 fue observada primero por un grupo de
investigador‘es australianos como una proteina desconocida que era
precipitaba por anticuerpos contra la alblmina sérica bovina (BSA) en
extractos de islotes enddgenos radiomarcados. Posteriormente esta proteina
fue clonada por dos grupos independientes. Inicialmente dos y
posteriormente tres regiones fueron detectadas con una homologia
estructural con la albimina sérica bovina. Loci de ICA 69 humanos y murinos
son ahora disponibles. La incidencia reportada es del 80% en pacientes con
reciente diagnostico, los cuales tenian células T autorreactivas o
autoanticuerpos a la proteina ICA 69 (59, 60, 65).

Estudios con células T de nifios con reciente diagnostico de diabetes
autoinmune sugieren una posible imitacién antigénica entre la proteina ICA
69 humana, en particular una secuencia de 11 aminoacidos el cual es
epitope llamado Tep-69 que se sabe es reconocido por células T, y la regidn

ABBOS de 17 aminoacidos de la BSA proteina de la leche de vaca, que
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induce inmunidad anormal en individuos con suceptibilidad genética a
diabetes autoinmune.

La inmunizacion de ratones NOD con BSA o ICA 69 genera una
completa reactividad cruzada en células T que responden a los epitopes
inmunodominantes el ABBOS y Tep-69 respectivamente. Tal respuesta es
débil o ausente en cepas de ratones sanos. Ademas los ratones NOD
neonatos inyectados con ABBOS o Tep-89 muestran tolerancia cruzada,
pero la tolerancia inducida por el epitope ABBOS es transitoria.

La inyeccion neonatal de Tep-69 reduce la incidencia de la
enfermedad, mientras que con ABBOS se tiene sélo un efecto pequefio. En
contraste, la inmunizacion sistémica de jévenes ratones NOD hembras con
ABBOS pero no con Tep-69 reduce la incidencia de diabetes y retrasa el
desarrollo de la enfermedad. Las observaciones anteriores demuestran la
pérdida de la tolerancia a la proteina ICA €9 en el raton NOD y el
descubrimiento de la imitacidon antigénica entre lo dos epitopes reconocidos
por células T en la proteina ICA 69 y la BSA, necesitan nuevos estudios para
entender la base molecular de esta imitacidon antigénica y como estos

epitopes pueden desarrollar y modificar el curso de la enfermedad (59).
3.6.1 Autoanticuerpos contra ICA 69 en artritis reumatoide

Se han encontrado también respuestas elevadas de autoanticuerpos
contra la proteina ICA 69 en pacientes con artritis reumatoide, pero no en
pacientes con otras enfermedades inmunes c—:omo la enfermedad de Crohn,
tiroiditis de Hashimoto, esclerosis multiple y colitis ulcerosa.

Por ejemplo, en un estudio publicado en el afio de1995 en el cual se
trabajé con 99 pacientes con diabetes mellitus autoinmune, de los cuales en
21 (21%) se encontraron autoanticuerpos contra el autoantigeno ICA 69
compararandolo con solo 3 de 49 del grupo control (6%). En cuanto a los

pacientes con artritis reumatoide 5 de 16 (31%) sus sueros fueron positivos
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para autoanticuerpos contra la proteina ICA 69. En los pacientes con las
otras enfermedades inmunes no se encontrd la presencia de estos
autoanticuerpos.

La expresion de la proteina ICA 69 fuera de los islotes ya ha sido
investigada en otros érganos pero se conoce muy bien la presencia de esta
proteina en la membrana sinovial. Es interesante notar que varios
autoantigenos blanco para la reaccion autoinmune en el desarrollo de
diabetes, también ocurre fuera de los islotes, como para la GAD y para la
proteina de choque térmico HSP 65 (37).

La relacién encontrada con la diabetes autoinmune y la artritis
reumatoide con los autoanticuerpos a la proteina ICA 69, sucede también
con los autoanticuerpoé a la GAD con el SMS. Por lo tanto, la identificacion
del epitope reconocido por las células T en artritis reumatoide seria

importante para explicar tal relacién (65, 66).
3.7 Autoantigenos fosfatasas de tirosina IA-2 y iA-2beta

En afos recientes se han identificado autoanticuerpos contra una
proteina transmembranal del grupo de ias fosfatasas de tirosina que tiene un
peso molecular de 106,000 daltones, la cual es precursora de los fragmentos
tripticos de 40,000 daltones. Los fragmentos tripticos de 40,000 daltones ya
habian sido descritos como proteinas de membrana de los islotes celulares
que eran reconocidos por inmunoglobulinas de pacientes con diabetes
autoinmune (3, 68).

La fosfatasa de tirosina precursora de los fragmentos tripticos de
40,000 daltones es denominada !A-2 o ICA 512, ya que su secuencia de
DNA es idéntica; la porcidén de 40,000 daitones corresponde a la porcion
intracelular de la proteina. La IA-2 es expresada en células neuroendocrinas,
incluidas células beta, alfa y delta de los islotes pancreaticos, células de la

pituitaria y de la médula adrenal (62).
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En los primeros estudios para la identificacion de los autoanticuerpos
contra ia 1A-2, se utilizd la proteina recombinante como fuente de antigeno;
en cerca del 70% de pacientes con diabetes autoinmune fueron encontrados
autoanticuerpos contra esta proteina y la presencia de estos autoanticuerpos
demostraria posteriormente ser un buen marcador predictivo en individuos
con alto riesgo de padecer la enfermedad. Particularmente se encontré que
muchos pacientes con autoanticuerpos contra células de islotes
pancredticos (ICA) determinados por inmunofluorescencia indirecta no
tenian autoanticuerpos contra GAD 65, pero si presentaban autoanticuerpos
contra la proteina 1A-2.

Han sido identificados 21 miembros de |la familia de la fosfatasas de
tirosina, que fueron aisladas de secuencias cortas de nucledtidos
amplificadas mediante reaccién en cadena de la polimerasa a partir de un
banco de cDNA, formado con cDNAs de células beta de ratdn y un par de
iniciadores derivados de secuencias de nucledtidos de proteinas de
fosfatasas de tirosina conocidas. Tres de estas 21 proteinas eran
desconocidas, pero una de eilas mostré una gran similitud a la |1A-2 y se le
denomino lA-2beta. Sin embargo el papel funcional y patogénico de estas
dos proteinas aln se desconoce, pero parece ser que juegan un papel
importante en la transduccion de sefiales intracelulares e intercelulares.

La proteina IA-2beta presenta un dominio extracelular, una regién
transmembranal y un dominio intracelular. El dominio intracelular tiene 376
aminodacidos y el 74% de ellos son idénticos a los de la porcidn intracelular
de la proteina IA-2, considerado como el principal autoantigeno en la
prediccion preclinica de diabetes autoinmune. Una secuencia parcial del
dominio extracelular de IA-2beta indica que difiere sustanciaimente de la IA-
2 ya que sdlo son idénticas en un 26% de su composicién. Las dos proteinas
son expresadas en islotes pancreéticos y cerebro.

E! 45% (23 de 50) de sueros de pacientes con diabetes autoinmune

inmunoprecipitaron el dominio intracelular l1A-2beta y ninguno de los sueros
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de pacientes control (0 de 50). Experimentos de inhibicion competitiva
mostraron que los anticuerpos del suero de pacientes con diabetes
autoinmune reconocen a determinantes comunes y distintos en las proteinas
IA-2 y la IA-2beta. Se sabe que una gran cantidad de sueros de pacientes
con diabetes autoinmune inmunoprecipita a fragmentos tripticos de 37,000 y
40,000 daltones de islotes celulares, ya que comparten epitopes comunes
de reactividad cruzada, pero la identidad de las proteinas precursoras habia
permanecido desconocida.

En estudios recientes se demostrd, que el tratamiento de las proteinas
IA-2B y de 1A-2 con tripsina de producian fragmentos tripticos de 37,000 y
40,000 daltones respectivamente y que estos fragmentos podrian ser
inmunoprecipitados con suero de pacientes diabéticos. Ademas la absorcién
de suero de pacientes con diabetes autoinmune con proteinas
recombinantes de |A-2beta y la IA-2 sin marcar radioactivamente, antes de la
incubacién con fragmentos tripticos de 37,000 y 40,000 daltones
radiomarcados bloguearon la inmunoprecipitacion de estos ultimos (68, 69,
70).

3.7.1 Los autoanticuerpos contra IA-2 (IA-2A) tienen actualmente el

mejor valor predictivo para diabetes autoinmune

Un estudio finlandes terminado en 1997, y hecho con 758 nifios y
adolescentes mencres a 15 anos de edad con diagnostico reciente de la
enfermedad, relaciond los |A-2A con otros autoanticuerpos y con
marcadores de riesgo genético en diabetes autoinmune. Se les determiné
niveles de autoanticuerpos contra 1A-2 (IA-2A), autoanticuerpos contra la
GAD 65 (GADA) y autoanticuerpos contra insulina (1AA) con ensayos de
union a radioligandos; para la determinacién de autoanticuerpos contra
células de islotes pancreaticos (ICA) se utilizd inmunofluorescencia indirecta

y los alelos HLA DR por serologia.
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Los IA-2A fueron detectados en el 85.9% del total de los casos sin
considerar el género y la edad. El 71.3% de los pacientes fueron positivos
para tres autoanticuerpos, y un 90.7% fueron positivos por o menos a dos.
Cincuenta y cuatro sujetos (7.1%) tenian soélo un autoanticuerpo detectable,
mientras que solamente dieciseis pacientes (2.1%) resultaron negativos para
los cuatro autoanticuerpos.

En el 85.9% del total positivos para IA-2A, estan incluidos 171
pacientes (22.6% del total de los casos) que resultaron negativos para los
GADA, lo que indica que es el mejor marcador predictivo de diabetes
autoinmune en nifios y adolescentes menores a 15 afos. La relacion de los
IA-2A fue similar en un estudio belga sdélo que en pacientes mencres a 20
anos de edad.

Se encontrd que los |A-2A “se relacionan principaimente con
moléculas HLA DR4 principaimente en pacientes finlandeses con diabetes
autoinmune, mientras que los GADA se asocian mas con HLA DR3 y DQB1.
Lo que indican estos resultados es que los IA-2A y los GADA se
complementan. La prevalencia de 1A-2A fue similar en ambos sexos; en este
aspecto los IA-2A difieren a los GADA en que son més frecuentes entre
nifias y entre pacientes mayores a 10 anos de edad; también difieren con los
ICA y los IAA en gue estan asociados princi'palmente con el desarrollo de
diabetes en la juventud.

Ademas los GADA han sido asociados en pacientes con reciente
diagndstico de diabetes que tienen autoanticuerpos contra tiroides
microsomal y tiroglobulina. Esto implica que los GADA son un signo de
autoinmunidad general en pacientes con diabetes, mientras que los |IA-2A
podrian ser un marcador mas especifico de la destruccion de las células
beta. _

Los resultados indican que casi todos los pacientes con diagnastico
reciente durante la nifiez, pueden ser identificados por la busqueda de estos

autoanticuerpos. La combinacion de los IA-2A y los GADA identifican al
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95.5% del total de los casos de diabetes mellitus tipo 1 autoinmune (70, 71).
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IV. DIAGNOSTICO PRECLINICO DE DIABETES MELLITUS TIPO 1
AUTOINMUNE Y PERSPECTIVAS PARA INMUNOTERAPIA

Como la diabetes mellitus tipo 1 puede presentarse preclinicamente
durante varios afios antes de la completa destruccidn de las células beta, las
perspectivas clinicas son dos: diagnosticas y terapéuticas.

Los autoanticuerpos circulantes dirigidos contra antigenos de las
células de los islotes se pueden utilizar como marcadores inmunolégicos
preclinicos de la enfermedad en individuos asintomaticos; como la
suceptibilidad a la diabetes mellitus tipo 1 autoinmune esta profundamente
influenciada por la genética y el riesgo varia significativamente de acuerdo a
la presencia de ciertos antigenos'HLA DR y HLA DQ, también pueden ser
utilizados como marcadores preclinicos en el desarrollc de |la enfermedad y
se podria proporcionar consejo genético a familiares de pacientes con este
padecimiento, segun sus factores particulares de predisposicion genética y
podrian ser considerados candidatos para inmunoterapia (6, 22, 28).

La inmunoterapia puede prevenir la diabetes mellitus tipo 1
autoinmune, por lo que optimar la prediccion de la enfermedad utilizando los
marcadores inmunologicos y genéticos es requisito indispensable para la
intervencion terapéutica (7, 8).

La diabetes mellitus tipo 1 autoinmune es una enfermedad para la que
no existe adn un tratamiento curativo. Las metas para el tratamiento actual,
a través de la administracidn exdgena de insulina séio se limitan a prevenir
complicaciones futuras y la muerte. Estas medidas son las siguientes: 1)
mantener cifras de glucemia en ayuno entre 80 y 120 mg/dl; 2) evitar
situaciones de hiperglucemia, hipoglucemia, cetosis y cetoacidosis, 3)
mantener un estado de bienestar psicoldgico y lograr un desarrollo y
crecimiento normales; 4) prevenir el desarrollo, disminuir la gravedad o
ambos de las complicaciones tardias como retinopatia, neuropatia,

nefropatia y enfermedad macrovascular. El tratamiento consiste en siete
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puntos principales: insulina, dieta, ejercicio, monitoreo, educacién y soporte
psicolégico familiar (10).

Con respecto a la inmunocterapia se han utilizado inmunosupresores
quimicos (inespecifica), asi como la induccién de tolerancia inmunolégica
(especifica) contra las propias células beta y se han obtenido diversos
resultados; sin embargo una observacion general, es que si, entre mas
temprano se utiliza el tratamiento se tienen mejores resultados, logrando
como objetivo final niveles normales de glucemia en forma permanente,
tratando de preservar la funcién de las células beta, asi como el mayor
ndmero de ellas.

En cuanto a la inmunosupresion quimica utilizando drogas como la
azatioprina, la ciclosporina y la prednisolona, se obtienen buenos resultados.
Sin embargo, se ha observado que en pacientes que reciben drogas
esteroidales como la prednisolona combinada con azatioprina o ciclosporina,
producen remisiones mayores; sin embargo, la inmunosupresiéon quimica
inespecifica siempre tiene un riesgo debido a los efectos colaterales de las
drogas utilizadas ( 6, 7, 37).

En cuanto a la induccién de tolerancia inmunoclégica, se ha observado
que tanto la inyeccidn intratimica o intravenosa de células de islotes
pancreaticos, asi como de GAD pueden prevenir el desarrollo de diabetes en
el ratdn NOD y la rata BB. También con la administracion oral o parenteral
de insulina se logra retardar la enfermedad.

Se ha observado que la administracion oral de insulina en el ratdn
NOD ademas desvia el balance de citocinas en los islotes pancreéticos de!
patrén Th1 a Th2, por el aumento de la expresién de IL-4; lo que inhibe la
insulitis. Sin embargo, el efecto de la insulina oral es limitado, pero los
resultados son mayores al utilizar un adyuvante bacteriano, la proteina OM-
89 de Escherichia coli que actua como un inmunoestimulador inespecifico. El
efecto ademas se relaciona con el aumento de citocinas Th2 y la

disminucion de la expresién de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible
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(iINOS) en los macréfagos por la exposicidn al adyuvante.

QOtras formas Enespeciﬁcas de inmunosupresidon que han sido
utilizadas en el ratén NOD son la supresién linfocitaria utilizando anticuerpos
monoclonales contra CD4 y CD3 y también previenen el desarrollo de
diabetes. Por lo tanto, ia induccién de tolerancia en células T, pueden ser atil
en la aplicacién de la inmunoterapia para humanos con alto riesgo de
diabetes (37, 38, 58, 72).
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V. COMENTARIOS

Una conexién importante entre la inmunologia y la diabetes mellitus
comprende la prediccion y el proceso para la prevencion primaria de la
diabetes mellitus tipo 1 autoinmune. En la comprension de la enfermedad
como proceso autoinmune ha sido importante la existencia de dos
excelentes mdodelos espontaneos de la enfermedad (el ratén diabético no
obeso y la rata biobreeding), en los que se ha demostrado que la
predisposicion genética es uno de los factores mas importantes involucrados
en la etiologia de esta enfermedad, asi como otras hipdtesis eticldgicas
medioambientales.

La combinacién de ambos factores, en la que la presencia de
predisposicion genética mediante la presencia de antigenos DR3 y DR4,
facilita la accion de los factores ambientales para desencadenar el proceso
inflamatorio que inicia la destruccidn de las células beta, es una de las
hipotesis eticlogicas mas aceptadas.

Los programas dirigidos contra la pfediccién y prevencién primaria
contra la diabetes autoinmune deberan incluir tanto marcadores
inmunoldgicos como los genéticos. Dentro de los marcadores inmunoldgicos
la determinacién de autoanticuerpos contra GAD y autoanticuerpos contra la
proteina IA-.2, en conjunto tienen actualmente el mayor valor predictivo (74).

En el caso de proteinas enterovirales y las practicas de alimentacién
infantil como factores de riesgo otras estrategias preventivas también
podrian ser utiles: 1} el desarrollo de vacunas entrovirales para una gran
cantidad de serotipos y su aplicacion a la poblacion de alto riesgo, asi como
incrementar la promocion del habito de lavado de manos antes de la ingesta
de alimentos, principalmente en infantes en las etapas de lactantes y
escolares; estas estrategias podrian reducir en gran parte las infecciones
enterovirales de [a poblacidn con suceptibilidad genética; 2) promover que la

ingesta dietética sea balanceada en relacidn a las proteinas, especialmente
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después de alguna enfermedad febril; 3) promover la alimentacién con leche
materna y retardar la introduccion de proteinas animales en la dieta de los
nifios y 4) la administracion de suplementos de vitaminas a la dieta, podrian
ser protectores durante las enfermedades febriles agudas (35).

También es importante conocer el efecto que producen los factores
medioambientales en forma individual o combinados en la diabetes
autoinmune. Por lo que estudios en los modelos animales espontaneos de la
enfermedad estudiando uno o varios factores, permitiria encontrar
estrategias mas adecuadas para la prevencion.

Estudios antropoldgicos de diferentes culturas en los habitos de
alimentacion, dieta y las practicas de higiéne como el lavado de manos
antes de ingerir alimentos, podrian explicar las diferentes frecuencias
geograficas de la enfermedad.

En la identificacién de la etiologia de una enfermedad multifactorial
como ia diabetes autoinmune se requiere de la cooperacion y comunicacion
entre varias disciplinas cientificas a nivel basico y clinico. Esta colaboracion
seria muy util para lograr las mejores estrategias de prevencion y
tratamiento, lo que se reflejaria en la disminucidén de la morbilidad y

mortalidad de la enfermedad.
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