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Antecedentes: La diabetes mellitus tipo 1 es la tercera enfermedad crónica de la infancia; en 

su etiopatogenia participan factores genéticos y ambientales, existe asociación con genes 

del HLA clase 11 DRJID 4. 

Objetivo: Detenninar la asociación entre las frecuencias génicas del HLA clase n y la 

diabetes meIlitus tipo 1 Y 2 en niños mestizos mexicanos, 

Pacientes y Métodos: Se estudiaron 100 niños diabéticos mestizos mexicanos, de los cuales 

71 eran tipo 1 y los restantes tipo 2 así como 99 controles sanos. Se registraron los 

antecedentes y caracterlsticas clínicas de cada paciente. La tipificación de110cus ~A-DR 

se realizó mediante técnicas de biología molecular. 

Resultados: Los alelos HLA-DR4 y DR3 se encontraron aumentados significativamente en 

el grupo de niños con DM tipo 1 con respecto al grupo control (pC=O.OOOOOOt RM= 3.59, 

IC95%: 2.2-5.8 y pC={).00009. RM=4.66, IC95%: 2.15-10.3 respectivamente). En los niños 

con DM 2 se observó disminución de la frecuencia del alelo HLA-DR4 (pC= 0.0006, RM= 

0.24, IC95%: 0.11-0.53) y aumento de la frecuencia génica del alelo HLA-DR8 

(pC=O.OOOl. RM=I0.58, IC95%: 3.40-8) al comparase ,con los nifios con DM tipo 1, sin 

embargo, al compararse con el grupo control no existieron diiferencias estadísticamente 

significativ.as. 

Conclusión: Existen diferencias genéticas entre los niños con DM 1 Y DM 2. Los alelos 

HLA-DR 3 Y DR4 se asociaron con la susceptibilidad genética para el desarrollo de DM 

tipo len niños mestizos mexicanos, La distribución de los alelos del HLA-DR entre los 

niños con DM tipo 2 Y los controles sanos fue similar 
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ANTEC DENTES 

Epide ·ología. 

La diabetes eHitus (DM) es un grupo heterogéneo de alteraciones en las que hay UD 

estado de híperg1ucemia con diferentes mecanismos etiopatogénicos (1), de acuerdo a los 

cuaJes s hizo una nueva clasificación de DM desde 1997: Autoinmune o tipo 1 

(dependiente de insulina), Resistencia a la insulina y/o déficit parcial de insulina o tipo 2. 

Díabetes secundaria a un defecto bien identificado (genético -MODY·, infecciones o 

traumatismo pancreáticos. medicamentos, etc.) y la Diabetes gestacional (2). 

La prevale cia de DM 1 es de 1 caso por 2500 niños a los 5 afios de edad hasta un caso en 

300 nifios para los 18 años de edad. La incidencia anual en USA es de 7 casos nuevos por 

100000 nIDos (menores de 18 años) y en Finlandia es de 30-40 casos por 100000 niños (3). 

La DM tipo 2 afecta a 15.6 millones de personas en USA (4) Y en los últimos años ha 

incrementado en niños, en algunos centros hospitalarios se menciona que de todos los casos 

nuevos de diabetes en njños, el 25-30% corresponde a DM tipo 2, siendo más común en 

afroamericanos, hispanos, hindúes, indios americanos nativos e incluso en blancos; los 

factores de riesgo asociados son origen étnico, obesidad y sexo femenino; los síntomas 

man desde estados de hiperglucemia asintomáticos hasta la franca cetoacidosis (5). 



El complejo principal de histocompatibilidad. 

La regulación del sistema inmune es factible gracias a la participación de moléculas 

codificadas por numerosos gene, algunos de ellos lotal'zados dentro de UD sistema 

genético denominado complejo principal de ' to ompatibilidad o MHC (siglas en inglés 

Major Histocompatibilíty Co pi ex), el cual está localizado en el brazo corto del 

cromosoma 6 y ocupa una regi n de 4,000 Kb (6), 

El producto de los genes del MHC tiene como función participar en el reconocimiento 

antigénico por parte de los linfocitos T; este proceso es en cierta manera complejo y se 

lleva a cabo por medio de] reconocimiento de determinantes antigénicos en asociación con 

un antigeno propio. el cual es expresado por los genes del MHC. Existen tres clases de 

genes del MHC: los clase 1, clase II y clase m, los dos primeros codifican para antígenos 

leucocitarios humanos (lll.A siglas en inglés) y el último codifica para componentes del 

complemento (7), Estas moléculas funcionan co o elementos de restricción, esenciales 

para el recan imiento de antígenos (twnoraJes o virales) por linfocitos T citotóxicos 

(clase 1) que expresan el marcador CD8 (8) y por los linfocitos T cooperadores (clase fi), 

Los genes clase Il se localizan en el extremo centromérico del brazo corto del cromosoma 

6. dicha región incluye a los loci lll..A-DR, DP Y DQ, cada uno de ellos está constituido por 

las cadenas A y B que codifican para una cadena alfa de 33 Kd Y otra beta de 28ICd que 

dan lugar a, la expresión de una glucoprot i a dimérica llamada antígeno clase II. Estos 

antígenos se expres sólo en los macrófagos, linfocitos T activados. T coope res. 

linfocitos B, células dendríticas epiteliales y endoteliales. 



Las moléculas clase II presentan 2 cadenas alfa y 2 beta. La cadena beta es la más 

polimórfica especialmente la beta 1 J aunque en los DQ y los DP la cadena alfa si es. 

polimórfíca. Ambas cadenas se hallan insertadas en la membrana celular mediante un 

dominio transmembranal y tienen también una región intracitoplásmíca Los loci HLA

DRAl Y ORBl codifican para los polipéptidos alfa y beta respectivamente los cuales 

forman una molécuJa madura de HLA-DR clase R Los productos de los loci DQA 1 Y 

DQB 1 fonnan la molécula DQ y los loci DP A 1 Y DPB 1 codifican para la molécula DP. 

Los genes clase m se encuentran ubicados en una porción de 12 Kb entre los genes clase 1 

y n dentro del M-IC que se hereda como unidad genética conocida como "complotipo o 

haplotrpo del complemento". Cada complotipo codifica la síntesis de los factores de1 

complemento C2, C4A y C4B de la vía clásica y el factor B de la vía alterna; intercalados 

entre los genes C4A y C4B se localizan dos genes que codifican para la expresión de la 

enzima 21 hidroxilasa, la cual hidroxila el carbono 21 en la biosintesis del cortisol (9). El 

HLA es el sistema genético más polimórfico del ser humano. Hasta la fecha se han 

identificado, claramente 158 antigenos HLA a nivel de la proteina: 27 HLA-A~ 59 HLA-B" 

10 HLA-C~l HLA-DR; 9 HLA-DQ Y 6 HLA-DP.A nivel del DNA este polimorfismo es 

aún más elevado por ejemplo del gen HLA-A2 existen 17 variantes (A*0201-A*0217) y 

del HLA-B35 en México existen 16 variantes (B*3501-S·3516) a nivel de la secuencia de 

nucleótidos (10,11). 

En relaciÓn a la nomenclatura un antígeno se identifica por la letra dellocus y un número 

(p. Ej., Al , B51 Cw8, DR4, etc). Un alelo se identifica por la letra de] Iocus un asterisco y 

un número (p. Ej ., A ·0101, B*0501. Cw·0401, DRBl*0401, etc) (1 2). 
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Los genes del HLA se heredan en forma codominante, de tal forma que cada haplotipo es 

transmitido por la madre y por el padre. Se desconoce el meUllÍsmo que dio lugar a este 

extenso polimorfismo por lo que se han propuesto dos hipótesis que tratan de explicarlo. 

La primera es la de "deriva aleatoria", la cual explica que el polimorfismo se debe a las 

variaciones al azar de una estructura genética básica y que dicha variación tiene una cierta 

frecuencia dentro de una población detenninada. La segunda de "selección natural" la cual 

propone que existe selección de los genes polimórficos sobre los monomórfico . Es 

probable que ambos mecanismos participan en el desarrollo del polimorfismo que 

caracteriza a los genes. del MHC. La trascendencia del micropolimorfismo es que le 

confiere a la especie un enorme repertorio de elementos de reconocimiento para la gran 

variedad de antígenos ambientales y, por lo tanto una gran diversidad en la capacidad para 

activar Iespuestas inmunitarias ·contTa los patógenos que podrían acabar con la especie, 

dando así, una ventaja selectiva (13). 



Factores genéticos de Diabetes melütus tipG 1 .. 

Diversos estudios han demostrado que los genes ID.A clase D, principalmente DQ y DR, 

constituyen un factor de riesgo importante en la inmunopatogenesis de la diabete mellitus 

tipo 1. Los alelos de susceptibilidad son DQBl*0302, DQAl*0301 y 0501, el de mayor 

prot cción es DQBI*0602 y algunos autores también mencionan DQAI*0102 (l4). Asi 

mismo DR3 y DR4 están asociados específicamente en poblaciones caucásicas; los 

pacientes beterocigotos, fll-A DR3IDR4 presentan un riesgo 7-10 veces mayor que los 

homocigotos DR3/DR3 o DR4/DR4 (15). En japoneses se han asociado los m..A DR4 y 

DR9 Y en chinos DR3 junto con DR9 (16). En un estudio realizado en población mexico 

americana se encontraron como haplotipos protectores a DRBl*1101, DQAl*0501, 

DQB 1*0301, DRB 1*1402 Y DQAl*0503 (17). 

También se ha observado que alelos sin la presencia de ácido aspártico en la posición 57 

de la cadena beta del HLA DQ confiere mayor susceptibilidad, un riesgo 100 veces mayor 

ante la ausencia homocígota (18,19). Por otro lado, la presencia de arginina en la posición 

52 de la cadena alfa del HLA DQ también brinda susceptibilidad a la enfennedad (20). El 

9 % de los pacientes caucásicos con DM 1 son DR3 y/o DR4 VS. 40% de la población 

general. Diversos estudios reportan asociaciones de DM 1 Y HLA DR4 con razones de 

momios desde 6 hasta a 10.8 y para DR3 de 3 a 6 (14). _ 

DM 1 muestra una relación negativa con HLA-DR2 (RM = 0.25), es decir, este marcador 

protege contra el desarrollo de la enfennedad (30). 



En un grupo de pacientes mexicanos mestizos con DM 1 se encontró asociación con DR3, 

DR4. DQ2 Y DQ8; Y como genes protectores se reportaron DRil, DR15 DQ5--6 .. 7 (21). La 

susceptibilidad para desarrollar DM 1 atribuida al aspecto genético representa menos del 

50%, pues el riesgo en gemelos monocig6ticos para presentar la enfermedad si uno está 

afectado es menor a tal porcentaje, con lo cual se demuestra el importante efecto de los 

factores ambientales en el desarrollo de DM 1 (22). 

Aproximadamente 80-90% de los pacientes al momento del diagnóstico tienen anticuerpos 

positivos contra células de los islotes, los cuales pueden ser detectados 12 años antes de 

manifestar la enfermedad~ ,el mismo porcentaje se ha reportado para anticuerpos contra 

GAD (Descarboxilasa del Ácido Glutámico) y también se consideran estos anticuerpos 

como marcadores predictivosentre familiares no diabéticos para desarrollar la enfermedad. 

Sólo el 3040% de los pacientes tienen anticuerpos positivos vs. Insulina (23). 
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Factores genéticos y etiológicos de diabetes mellitus tipo 2. 

En la DM 2 el problema inicial es la resistencia a la insulina y hay 4 factores que influyen 

en la sensibilidad a la insulina: La Adolescencia porque disminuye un 30% la sensibilidad a 

la insulina al incrementar importantemente la producción de GH (hormona de 

crecimiento)t el Sexo (las mujeres tienen más resistencia a la insulina por el indice de masa 

corporal)t el origen Etnico (35-40% menos sensibilidad los afroamericanos) y la 

composición corporal (mayor proporción de grasa visceral en relación a la subcutánea). 

Después del desarrollo inicial de resistencia a la insulina reflejada por niveles elevados de 

insulina en ayuno se observa una secreción deficiente de ésta en su primer fase (24). 

Genera1mente~ los niños con diabetes mellitus tipo 2 presentan sobrepeso, tienen familiares 

de ter. o 2°. grado con DM 2; su origen es afroamericano, indoamericano o hispano, hay 

signos de resistencia a )a insulina o condiciones asociadas a ésta (acanthosis nigricans,. 

hipertensión, dislipidemia, síndrome de poliquistosis ovárica), la edad de inicio suele ser a 

los 10 años o inicio de la pubertad aunque se han r,eportado casos desde los 4 años de edad 

(25). Los análisis de segregación no han sido productivos para identificar enfennedades 

poligénicas como DM2, sin embargo, en Bélgica se estudió un grupo de 214 pacientes con 

esta enfermedad y se comparó con un grupo control de 200 sanos y se demostró que 

genotipos homocigotos particulares de TNF alfa yalotipos GM y KMepistáticamente 

interactúan con IllA DQ aJfal(Arg52) y contribuyen a un riesgo incrementado de DM2 

(26). Un estudio en Finlandia analizó la prevalencia de familias con DMI y DM2 Y se 

buscó una asociación entre pacientes con DM2 y sus antecedentes familiares con DMI t 

anticuerpos contra GAO, genotipos f-H..A DQBl; se observÓ que los pacientes con DM2 de 

familias con mezclas de DMIIDM2 tuvieron anticuerpos GAD positivos en un 18%,. 

estadisticamente significativo al compararse con pacientes con DM2 de familias con sólo 
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DM2 (8%) Y DQBl*03021X genotipo (25% vs 12%)~ se concluyó que se agrupan en una 

misma familia tanto DMI como DM2 y que existe una posible interacción genética 

mediante el ID..A en estos 2 tipos de diabetes (27). También se ha encontrado que 1NF alfa 

está asociado con predisposición a una progresión a dependencia de insulina en 

pacientes diabéticos inicialmente diagnosticados como tipo 2 con anticuerpos GAD y 

DRB 1*1502 DQB 1*060 1, la detenninación de tales genotipos puede servir para mejOJr 

p edicción de su curso clínico (28). Un estudio finlandés cu stiona el que las diferencias 

etiológicas (incluyendo asociación con antígenos del sistema HLA) entre di abete mellitus 

I y 2 sean tan marcadas (29). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

¿Existe asociación entre los genes de los alelos del HLA clase II-DR y diabetes mellitus 

tipo 1 Y tipo 2 en niños mestizos mexicanos? 

¿Hay diferencias entre las frecuencias génicas del HLA clase II-DR entre nifioscon 

diabetes mellitus tipo 1 Y diabetes mellitus tipo 21 
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JUSTmCACló 

Actualmente ha aumentado la incidencia de DM tipo 2 a nivel mundial, lo cual se ha 

atribuído al aumento de obesidad por incremento del sedentarismo y dietas inadecuadas, 

así como a ciertos factores como la edad, el sexo y el origen étnico, sin embargo, no hay 

estudios en niños en los que se hayan investigado asociaciones entre los genes del HLA 

clase n y la presencia de DM 2. La detenninación de estos genes puede diferenciar los 

aspectos genéticos que intervienen en los niños con diabetes tipo 1 Y tipo 2, así como 

también establecer si son útiles como factores pronóstico en la evolución clínica de los 2 

tipos de diabetes mellitus, lo cual se investigará en un estudio de prospectivo 

posteriormente. En México y a nivel mundial no ,existen estudios que analicen las 

diferencias inmunogenéticas en estos 2 tipos de diabetes en niños porque hasta hace 

a]gwtos años era extremadamente rata la presencia de diabetes tipo 2 en niños. En la 

CHnica de Diabetes del Hosp·tal Infantil de México tenemos registrados 300 niños con 

diabetes mellitus. de los cuales 30 (el 10%) padecen la tipo 2. 
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OBJETIVOS 

Primario: 

Determinar la asociación entre las frecuencias génicas del ID .. A clase II y diabetes mellitus 

tipo 1 Y tipo 2 en mfios mestizos mexicanos .. 

Secundario: 

Identificar diferencias de las frecuencias génicas del lll..A clase n entre niños con DM 1 Y 

DM2. 
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HIPÓTESIS 

PRIMARIA 

Existe asociación entre genes de los aIcIos del HLA clase n y diabetes mellitus tipo 1 y 

tipo 2 en niilos mestizos mexicanos. 

SECUNDARIA 

Hay diferencias en las frecuencias génicas de los alelos del HLA clase n entre niños con 

diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 
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NTES y MÉTODOS 

Tipo de estudio: Casos y controles. 

Se diseñó este estudio c<>nsiderando que la diabetes mellitus representa una baja 

prevalencia en nifios (l x 2500 niños menores de 5 afios). así como para establecer fuerzas 

de asociación entre marcadores del HLA y el desarrollo de la enfermedad. 

Población: 

• Casos: Se estudiaron 72 niños mestizos mexicanos ,con diagnóstico de diabetes 

mellitus tIpo 1 Y 28 co diabetes mellitus tipo 2 de la consulta externa de la Clínic 

de Diabetes del Hospital Infantil de México. 

• Criterios de inclusión: 

NiñQs de ambos sexos. 

Me ores de 18 años. 

Mestizos mexicanos: Nacidos en México al igual que sus 2 últimas generaciones 

Criterios diagn6sticos de diabetes mellitus (DM) tipo 1 Y tipo 2. 

Criterios de exclusión: 

Portadores de otro tipo de enfeImedades autoinmunes o padecer otros tipos de 

diabetes (secundaria o MODY) y ,que no acepten participar en el estudio. 
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• Controles: Se estudiaron 99 individuos sanos mestizos mexicanos (nacidos en 

México al igual que sus 2 últimas generaciones), provenientes de población abiena, 

sin la presencia de antecedentes heredofamiliares de enfennedades autoinmunes 

(tiroiditis, diabetes melrtus tipo 1, artritis reumatoide. etc.). 

Cálculo del talDaño de muestra: 

pl= (RM) p2 

(RM) p2 + (l-p2) 

[Z 1.0I2..J 2 p2 (l-p2) + Z l-P...J pI (l-pl) + (l-p2)] l 

n= ______________________________________________ _ 

(pl - p2)2 

Nivel de significancia estadística alfa= 0.05 

Z 1-0/2= 1.96 

Z 1-fJ = 0.84 

Poder-: 0.80 

pl= 0.155 

p2=.05 

RM=3.5 

A1 realizar el despeje se obtiene un tamaño de muestra de 6S pacientes para DM 1, pero fue 

posible incluir 72 pacientes. 
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No es posible calcular tamaño de muestra para pacientes con DM 2, pues no existen 

previos estudios previos, por 10 tanto se analizaron todos los nifios con DM 2 registrados en 

la Curuca de Diabetes del HIM:. 

VA LE. 

A.Variable mdependiente: Genes del Ill..A clase II DR Y DQ. 

B. Variable dependiente: Diabetes mellitus tipo 1 Y tipo 2. 

C.Variables uníversales: Sexo. Edad, Orige~ Antecedentes familiares., 

DE cró CO CE TUAL Y OPERATIVA DE V~ .................. ES. 

• Genes del HLA clase II: Localizados en el brazo ·corto del cromosoma 6 hacia la 

po ici6n centroOlérica. Se determinarán los Joci D 1. Se medirán como presente o 

ausente para cada DR específico. Variable independiente dicotómica. 

• Diabetes mellitus tipo 1: Estado hiperglucémico de origenautoinmune en el cual 

participan factores ambientales. y genéticos, se presenta destrucción de células beta 

pancreáticas y por lo tanto, se requiere de insul ' a toda la vida, generalmente 

presentan anticuerpos positivos y péptido e normal o bajo, con o sin antecedentes 

familiares . 

• Diabetes mellitus . po 2: Estado hlperglucémjco en el cual hay resistencia a la 

insulina y/o secreción deficiente de insulina por factores ambientales en personas 

con redisposición genéticas no dependen de insulina, tienen anticuerpos negativos 

y pép ,ido e normal o elevado, asi como antecedentes familiares fuertemente 

posítivos. 
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• Se o: Masculi o VS. Femenino 

• Origen: DF Bdo. de México u otro estado de la república mexicana. 

• Edad: De 1 a 18 años de edad. 

• Antecedentes familiares de DM: No. de miembros de ler, 2B
• y 38

• generaciones CQn 

DMloDM2. 

RO EDIMIE TO. 

El estudio se realizó en el Hospital Infantil de México en la Clínica de Diabetes en donde se 

invitó a participar a 1odos los ninos ,con Dl\tl 1 Y 2 que cwnpIían con los criterios de 

inclusión, de quíenes se consignó nombre, sexo, edad, origen y antecedentes familiares así 

como el tipo d diabetes, datos clínicos, etc (anexo 1). 

No e utilizó muestreo alguno porque no se trata de un estudio de intervención, 

Posteriormente, previa carta de consentimiento autorizada (anexo 2), se les extrajo una 

muestra de angre (5 mI), depositándose en un tubo con anticoagulante EDTA, previa 

autorización por esc'to. La selección de los pacientes se efectuó por la autora y la Ora 

Ninel. Coyote Estrada Oefe de servicio de Endocrinologia) y la toma de muestras por la 

autora o residentes encargados de toma de muestras para los estudios de rutina 

Los tubos se CQnsrvaron a 4 grados Celsius y cada semana se trasladaron al INOdN para 

realizar la extracción de DNA lo antes posible. 
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Técnicas de biología molecular (3842): 

a) Extracción de DNA mediante la técnica de fenol .. c1orofonno. 

b) Cuantificación del DNA por medio de espectrofotometria. 

e) Realización de reacción en cadena de la polimerasa utilizando 

secuencias específicas para cada alelo clase n. 

d) Hibridización y marcaje con oligonuclétidos alelo-especificos. 

e) Interpretación de los datos. 

Estas técnicas ya están estandarizadas y validadas en el ' -CM Y N (Anexo 3). 

ANÁLISIS ESTADísTICO 

Se realizó el cálculo de frecuencias génicas a partir de la frecuencia de cada gen o alelo 

respecto al total de 2N (uno del padre Y otro de la madre). 

El análisis de asociación de la frecuencia de cada alelo dellllA se realizó mediante tablas 

de contingencia de 2 x 2 y se aplicó la prueba de Xi cuadrada; en casos con datos en 

celdillas menor a 5 se utilizó prueba exacta de Fisher. La fuerza de asociación en las tablas 

2 x 2 se determinó c<tn Razón de Momios (RM), en la cual una cifra mayor de 1 es 

asociación positiva o de susceptibilidad y menos de 1 es negativa o de protección. 
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RESULTADOS 

Epidemiología 

En el grupo de estudio se encontró leve predominio por el sexo masculino en ambos tipos 

de diabetes mellitus. 
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Figura 1. Género de pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2. 

o 1 o 2 

asculino 

• Femeni O 

?? 



En los niños ,con DM1 la edad promedio al diagnóstico fue de 8.9 años, el promedio de la 

edad actual es de 13.4 años y el correspondiente a los años de evolución fue de 4.5 aftoso 

En los niños con DM2 la edad promedio al diagnóstico fue de 1 1.7 años, el de la edad 

actual de 14.2 años y el correspondiente a los años de evolución fue de 2.7 años. 

Figura 2. Edad de inicio y años de evolución de pacientes con DM 1 Y DM 2. 

Edadlnicio añosevol 

DM'1 

DM2 

? 1 



Tabla l. Características clínicas de nifios con Diabetes mellitus tipo 1 (DMl) Y D'abetes 
mellitw tipo 2 (DM2) 

DMl DM2 

I N=72 
I 

N=28 

Sexo (M:F) 39:33 16: 12 

Edad al Dx (media) 8,9±2.6 I 1I.7±2.3 

Edad actual (media) 13.4±3.03 14.2±2.0S 

Afios evolución (media) 4.5±2.29 2.7±.1.56 

Inicio con CADJ 50% 25% 

AHFDMI 10% 5% 

AHFDM2 77% 89% 

HbAI Total (medial I 9.950/0 &.&0/0 

l. CAD: Cetoacidosis diabética 

2. HbAl: Hemoglobina gluoosilada 

')4 



Correlación cUni y geaéf . 

Tabla 2. Características clinicas de nifios con DM tipo 2 Y su genotipo ill..A-DR. 

SEXO EDADdx EDADact ANOSev CADdx AHFDMl AHFDM2 HLAwDR 

M 13 16 3 Neg Neg + DR4/DR8 

F 9 15 6 Neg Neg + DRl5IDRl6 

F 13 15 2 Neg Neg + DR13/DR8 

M 14 18 4 + Ncg + I DRJ/DR14 

F 11 14- 3 Neg Neg + DR4/DR7 

M 8 10 2 Neg Neg + DR4/DR8 

M 15 16 1 Neg Neg + DR3/DRI3 I 

M 13 16 3 + Neg + DR3/DR4 

M 12 15 3 Neg Neg + DR15/DR8 

M 12 14 2 + Neg + DR4/DR8 

F 13 15 2 + Neg + DR13/DR14 

M 14 18 4 Neg Neg + DR14/DR8 

M 13 14 1 Neg Neg + DRIID 8 

M 11 16 5 Neg Neg + DR4/DR8 

F 12 13 1 + Neg + DR4/DR4' 

F l4 15 1 Neg Neg + DR16/DR7 

M 9 11 2 Neg Neg + DR14/DR7 

M 6 11 5 Neg Neg + DR16IDR13 

F 15 18 3 + Neg + DR1/DR4 



M 12 13 1 Neg Neg + DR7/DR8 

F 13 18 6 Neg Neg + DR13/DR8 

F 15 16 1 Neg Neg + ' DR13JDR7 

M 14 15 1 Neg Neg + DR4/DR4 
I 

F 
I 

DRIIDR3 

M 15 16 1 + Neg + DR8/DR8 
I 

M 16 17 1 Neg Neg + DR4/DR7 

F 10 14 4 Neg + + DRJ/DRll 
I I 

M 9 l4 5 eg Neg + DR3/DR8 

?n 



E tudio de los ale los. 

Los aletos HLA-DR4 y DR3 se encontraron aumentados de manera estadísticamente 

significativa en el grupo de niños con DMl al compararse con el grupo control 

(pC = 0.0000001, RM=3.59 IC95% = 2.2-5.8 Y pe = 0.00009, RM = 4.66" 

IC95% = 2.15-10.3, respectivamente) tal como se ilustra en la tabla 2. 

Al comparar los alelos de los niños con DM 2 con los DM 1 se observó disminución de) 

alelo HLA-DR4 (pC = 0.0006, RM = 0.24, IC95%= 0.11-0.53) y aumento de la frecuencia 

génica del alelo HLA-DR8 (pC = 0.0001. RM;: 10.58, IC95% = 3-40.8). 

El genotipo más frecuente del ~A clase 1I en nifios con DM1 correspondió al DR3IDR4, 

al detectarse en 23 pacientes (32%) mientras que el DR4IDR4 se obtuvo en 20 pacientes 

(27.70/0). 

En el grupo de los niños con DM2, el genotipo más frecuente fue DR4IDR8 (4 pacientes-

14.20/0-) seguido del DR6IDR8 (3 pacientes -10.70/0-) 

Por último, cabe mencionar que al fealizar la comparación de las frecuencias génicas de los 

alelos HLA en nifios con DM tipo 2 Y controles sanos, no se observaron diferencias 

estadisticamente significativas. 
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Tabla 3. Frecuencias génicas de los alelos HLA-DR en pacientes con DM y ,controles sanos. 

DMl DM2 Sanos 
N=72 N=28 N=99 

N gf N gf N gf 

DR4 76 0.5281 12 0.2143 47 0.237 

DR3 31 0.2162 6 0.107 11 0.055 

DR13 11 0.076 6 0.107 10 0.050 

DR7 5 0.035 6 0.107 22 0.111 

DR16 5 0.035 3 0.053 5 0.025 

DR8 4 0.028 13 0.232'* 33 0.165 

DR9 3 0.021 O O 3 0.015 

DRIl 2 0.013- 1 0.017 20 0.100 

DR14 2 0.013 4 0.071 21 0.109 

DRl 1 0.006 3 0.053 10 0.050 

DR10 1 0.006 O O 3 0.015 

DRI2 1 0.006 O O 2 0.010 

DR15 O O 2 0.035 13 0.065-

DM 1 vs Controles 
1 pe = 0.0000001, RM=3.59 IC9S% = 2.2-5.8 
2 pe = 0.00009, RM = 4.66 IC95% = 2.15-10.3 

DM2vsDMl 
3. pe; 0.0006. RM = 0.24, IC95%= 0.11-0.53 
4. pC = 0.0001, RM = 1058, IC95% = 3-40.8 



DISCUSIO 

Este trabajo determina por primera vez los alelos del HLA clase n en niños con diabetes 

meUitus tipo 2 Y compara también por primera vez dichos alelos con los correspondientes 

en niños con diabetes mellitus tipo 1, todos eUos pacientes de un mismo hospital. 

Nuestros resultados apoyan la asociación entre ge.nes del lILA clase n y la diabetes 

mellitus tipo 1, pues encontramos una RM de 3.6 para DR4 Y de 4.6 para DR3, similar a 

lo reportado en estudios previo (I4~ 11, 20). Se encontraron los mismos alelos del HLA 

reportados en los caucásicos, lo cual sugiere ,que dichos genes fueron adquiridos por el 

mestizaje con otras poblaciones, ello se explica por la baja frecuencia del ~A-DR3 en la 

po lación mestiza Mexicana. la cual es repo da en el 5% y más aún en la población 

indígena este alelo no se encuentra presente (14). En relación al ffi.A-DR4 será importante 

realizar subtipos de este alelo con el objeto de definir su origen, ya que e la población 

mestiza e indígena de México, el subtipo HLA-DRB 1*0407 es el más común mientras que 

el subtipo más comúnmente asociado a la DM tipo les el HLA-DRBl*0401 . 

El fenotipo DRJ/DR4 y el estado homocigoto DR4 se encontraron aumentados de manera 

estadisticamente significativa con RM de 15 y 5 respectivamente. lo cual confuma lo 

reportado en otros estudios de poblaciones caucásicas. 

Asi mismo, se encontró que el alelo HLA-DR7 estuvo disminuido de forma 

estadísticamente significativ~ lo cual sugiere un efecto protector para el desarrollo de esta 

enfermedad, sin embargo, se han reportado otros alelos del ffi..A clase con eredo 

protector, como el HLA-DR2 en caucásicos (30). 



Esta d'versidad en los alelos protectores en diversos grupos étnicos se explica básicamente 

debid a la genética de población de cada uno de los grupos, ya que en México se ha 

reportado que el HLA-DR7 es el tercer alelo más frecuente (ll%) en la población mestiza 

mexicana (31). 

Por otro lado, al comparar los genes del HLA clase II en niiios con diabetes mellitus tipo 2 

no se encontró asociación, lo cual sugiere que el mecanismo fisiopatológico es diferente al 

Que se presenta en la diabetes mellitus tipo 1 cuya etiopatogenia ,es de origen autoinmune. 

Sin embargos varios estudios han encon ado una po ible ' teracción genética entre DMl y 

DM2 mediada por el HLA; por ejemplo, un estudio en Finlandia comparó diabéticos tipo 2 

con familiares diabéticos tipo I Y sólo con familiares diabéticos tipo 2, encontrando que los 

primeros ,eran menos obesos, tuvieron un inicio más temprano de la diabetes, 

e centraciones más bajas del péptido e recibieron ínsulina de fonna temprana y tuvieron 

DR4 con mayor fiecue cia (32), así mismo, un trabajo realizado en Minnesota reporto que 

padres con DM 2 e hijos con DM I comparten la presencia del HLA-DR4 (33), otro estudio 

realizado en Suecia también demostró que una historia familiar de ambos tipos de diabetes 

influye sobre el fenotipo de los pacientes con DM 2 (34). En otro estudio se observó que 

pacientes con DM2 diagnosticados antes de los 35 años p esentaron DR3 como marcador 

de progresión temprana a requerimientos de insulina (35). Ene) estudio de Forsblom y cols. 

se encontró que el lll.A-DR4 y signos de autoinmunidad se asociaron con riesgo 

cardiovascular disminuido (36). En otro trabajo se observó mayor frecuencia del HLA 

DR3 Y DR 4 en pacientes diabéticos tipo 2 que debutaron con cetoacidosis (37). 

Por todo lo anteri r, es con 'eniente realizar Wl estudio de ~ohorte en e-tos pacientes con el 

fin de evaluar una posible asociación de estos marcadores irununogenéticos co el c o 

cUn° ro de la ·enfennedad, 



Es importante resaltar que al buscar diferencias entre los gene del HLA clase n de niños 

diabéticos tipo 2 con respecto a los niños diabéticos tipo 1 se encontró un incremento de 

forma estadfsticamente significativa de DR8 y una disminución estadísticamente 

significativa de DR4, lo cual podría ser de gran utilidad para tener un elemento más de 

diferenciación entre los niños diabéticos tipo 1 Y tipo 2, pues en ocasiones las 

características clínicas son tan simjlares que se dificulta hacer el diagn6stico específico de 

manera correcta. 

11 



CONCLUS ONES 

l. Existen diferencias genéticas entre diabetes mellitus tipo 1 Y tipo 2 en niños 

mestizos mexicanos, lo cual resulta de utilidad para diferenciar ambos tipos de 

diabetes en nifios 

2. DR4 Y DR8 pueden ser de gran ayuda para diferenciar ambos tipos de diabetes en 

nifios cuyas características clínicas causen confusión para establecer el tipo exacto 

de diabetes. 

3. Los aleles HLA-DR3 y DR4 están asociados con el riesgo de desarrollar DM tipo 

1, mientras que el HLA-DR 7 se asoció a Wl efecto protector. 
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A XOl 

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS. 

ombre: _________________ ' Sexo~ ____ _ 
Diagnóstico: (DM 1) (DM 2) (Control sano) Origen: ____ _ 
Fecha de1 diagn stico: 
Fecha de nacimiento: 
Edad al diagnóstico: 
Edad actua] : 
Antecedentes heredofamiliares de Diabetes mellitus tipo 1: 
Ahuelos o Ttos ahuelo~: (Si) ( o) No. de fectado~ ___ _ 
Padres o Tío·: (Si ) ( o) No. de afectado ____ _ 
Henn no~ o primos: (Sí ) (No ) No. de afectados ___ _ 
Hijos o sobrinos: (Sí ) o No. de afectados ___ _ 
Antecedentes heredofamiliares de Diabetes mellitus tipo 2: 
Abuelos o Tíos abuelos: (Sí) (No) o. de a tados ___ _ 
Padres o Tíos: (Sí ) (No ) No. de afee do~ ___ _ 
Hermanos o primos: (Si ) (No) o. de a~ 1ados.~ __ _ 
Hijos o s b . nos: ( Si ) (No ) No. de afectados ___ _ 
Tipo de alimentación por día: 
Proteinas de origen animal (carnes -re. , pollo- jamón, huevo, quesos, etc.): __ _ 
Tonillas, pan o cereal: _ _ 

eche o yoghurt: __ 
Frutas: __ _ 
Verduras tipo A:. __ _ 
Ve duras tipo B: __ _ 
Legumino~~: ___ _ 
Refresco: ___ _ 
Papila! palomiw, chicharrones:~ __ _ 
Galletas helados~ pasteles: ____ _ 
Ejercicío rutinario (horas por semana): 
Natación~ 
Futhol: 
Aeróbics: 
Karate: 
Otro: 
No realiza.. 
Anticuerpos vs. GAD ( 
Péptido c: 

) vs. Células betba ( ) vs. Insulina ( ) 

Tratamíento: 
Peso~ Talla lMC Pe ---- ----- - ----

HLADR: 
Ill..ADQ: 



ANEXO 2 
HOSPITAL INFANTIL DE MÉXICO "FEDERICO GÓMEZ". 

ENDOCRINOLOGÍA. 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. 
Asociación entre genes del HLA clase II y diabetes meUitus tipo 1 Y tipo 2 en niflos 

mestizos mexicanos. 

l . Se me ha informado sobre el estudio aleual invitan a participar a mi hijo (a) y he 
aceptado de fonna voluntaria, pues me explicaron que desean in.ve!';tigar la presencia de 
genes (infonnación de las células para fOImar ,cada parte del cuerpo ) espedficos que 
influyen en el de~rrol1o de la diabetes mel1itus que padece mi hijo (a). 

2. Se me informa que se deberá tomar una muestra de sangre de 4 mi a mi hijo(a) y que se 
tratará de hacer en el, momento en el cual deha tomarse algún otro tipo de estudio. 

3. Los resultados me serán comunicados en cuanto sea posible y serán confidenciales. 
4. El material genético ohtenido de la muestra de mi hijo(a) !rerá utilizado sólo para fines 

de investigación y en beneficio del progreso de la ciencia. 
5. Este e!';tudio no conlleva riesgo alguno para mi hijo(a), aunque si pudiera presentar el 

dearrollo de un moretón en el área de la toma de muestra de sangre. 
6. Se me jnforma que si O acepto participar, no se afectará la atención recibida a mi 

hijo (a) en el hospital. 
7. E1 costo del estudio será gratuito. 

Nombre y firma del padre, madre o tutor. 

Nombre y firma. del te tigo. 

Nombre y . a del testigo. 

Finna delmédicoresponsable: . _____________ _ 
Ora. Ana Lilia Rodríguez Ventura. Ho. pital Infantil de Méico. 

Servi,cio de Endocrinoll}gía. Te!. 5228-9917. ext. 1500, 



ANEXO] 

EQUIPO, MATERIAL Y TÉCNICAS 

EQ O. 

• Campana de extracción. 

• Tennociclador. 

• Lámpara de rayos ultravioleta. 

• Incubadora para hibridación. Baño de agua, 

• Fuente de vado. 

• Cámara fotográfica. 

• Tubos Falcon de 50 mI estériles. 

• Pipetas Pasteur. 

• Micropipetas de 5. 20 Y 100 ul. 

• Tubos Ependorf de 2.5 ml. 

• Bolsas de hibridación 

• Pelicula de rayos X. 

• Pelicu as fotográficas. 

REACTIVOS: 

• Amortiguador salino de fo fatos. 

• Solució de lisis AKC(NH4Cl O.155M +K2C03 0.01 M). 

• Solución ReB (NaCIIOmM + Tris"'¡'ase 10mM + EDTA 25 mM). 
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• Amortiguador Tris-EDTA. 

• Amortiguador de Tris-Base 0.5 M, pH=8.0. 

• Solución de Duodecil sulfato de sodio (SOS) al 10%. 

• Proteinasa K (10mglml). 

• Fenol. 

• Cloroformo. 

• Alcohol etílico absoluto. 

• Iniciadores derecho e izquierdo. 

• Cloruro de Magnesio. 

• Deoxinucleótidos (ATP, CTP. GTP, TfP). 

• Taq polimerasa. 

• Agarosa al 1%. 

• Bromuro de etidio (lOmglmI). 

• Solución de naranja G (10 mI de Ficoll al 20%, 2 grs de Tris-base y suficiente natanja 

G para dar color). 

• Hidróxido de sodio NaOH O,SM. 

• Cloruro de sodio NaCl 1.5 M. 

• Tris~base 0.5 M pH=7.4. 

• Terminal transferasa. 

• Cloruro de cobalto COC125 mM. 

• Oligonucleótidos (sondas) en concentración de 10 pmoles.luL 

• Digoxigenina (ddUTP-Dig) en concentración de 1 nmolJul. 
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• EDTA 0.2 MpH=8.0 , 

• Glucógeno. 

• Cloruro de litio LiCl 4M. 

• Etanol al 70%. 

• Membranas de Nylon. 

• Solución de hibridación. SSPE 6X, solución Denhardt 5X, Lauril-sarconine de sodio 

0.1 %, SDS 0.02%. 

• SSPE 30X: NaC14.5 M NaH2P04 O.3M. EDTA 30 mM. 

• Solución Denhardl: PVP y Ficoll 400 al 2%, 2grs de albúmina sérica bovina. 

• Solución de cloruro de tetrametil amonio 5M (TMAC). 

• Solución de revelado 1: Acido maleico O.lM, NaCI 0.15M. 

• Solución de revelado 2: Amortiguador 1 más 0.30/0 de Tweeo 20. 

• Solución de revelado 3: Solución de bloqueo diluída 1:10 en amortiguador l. 

• Solución de revelado 4: Tris-hase O.IM pH= 9.5, NaCI O.IM y MgC12 50mM 

• Solución de bloqueo: reactivo de bloqueo al 10% en amortiguador l . 

• Anticuerpo anti-dig(),ugenina acoplado a fosfatasa alcalina. 

• Amortiguador de revelado 4: Tris O.IM pH=9 .5, NaCI O.IM y MgC12 50mM. 

• Dioxetano. 

4.? 



CNIAS: 

Extracción de DNA (38). 

1. Colocar 3-4 mi de sangre (EDTA) en un tubo Falcon de 50 mi. 

2. Agregar 30 mi de PBS y centrifugar a 2~OOO rpm durante 10 minutos 

3. Tirar el sobrenadante yal paquete agregarle 50 mi de solución de lisis (AKC), incubar 

por 30 minutos e inmediatamente centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos. 

4. Descartar el sobrenadante y colocar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 5 

minutos. 

5. Descartar el sobrenadante y agregar AKC,agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 

minutos. 

6. Descartar el sobrenadante y agregar PBS. agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 5 

minutos. 

7. De cartar el sobrenadante y agregar 3 mi de amortiguador RCB, 30 ul de SDS al 10% y 

100u1 de proteinasa K (1 OmglrnJ). Incubar la mezcla durante la noche en baño maría a 

65-70° C. 

8. Al siguiente dia, saturar el fenol utilizando Tris base 0.5 M pH= 8.0 volumen a 

volumen. 

9. Sacar los tubos del baño y agregar a cada uno 3 m] de fenol satuIado, agitar y centifugar 

a 1500 rpm durante 5 minutos. 

10. Obtener la fase acuosa y a ésta agregarle nuevamen1e 3 m] de feno] saturado agitar y 

centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. 



11. Separar la fase acuosa y agregarle 2 mI de amortiguador de Tris~EDT A y 5 mI de 

cloroformo, agitar y centrifugar como en el paso anterior. 

12. Obtener la fase acuosa y agregarle otros 5 mi de cloroformo, agitar y centrifugar. Este 

paso se repite h ta la fase acuosa quede cristalina. 

13. Separar la fase acuosa y agregar aCI 5M (la décima parte del volumen final, de 

manera que el NaCI quede a O.5M en la solución). 

14. La mezcla anterior se agita y se agrega etanol ab oluto en proporción 1:4 VN. 

15. El DNA precipitado se separa en un tubo ependorf de 2.5 mI. Este DNA se lava con 

etanol absoluto, el cual se desecha. El DMA se deja secar ya sea con N2 o a temperatura 

ambiente. 

16. Una vez seco, el DNA se hidrata ya sea con tris-EDTA o con agua destilada y se guarda 

a 20° e hasta su uso. 
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II. Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCRJ (39,40). 

Se prepara una mezcla que contiene todo lo necesario para realizar la amplificación con lo 

siguiente: 

• Agua 

• Amortiguador de PCR 10X 

• Deoxinucleótido 2mM 

• Iniciador derecho 

• Iniciador izquierdo 

• Agitar bien y ponerla en hielo 

1762.5 uI. 

250 ul. 

250 ul . 

50u1 

50 ul. 

• Taq polimerasa 12.5 u1. 

Antes de añadir la enzima a la ezcla. colocar 2ul (0.5ug) de los DNA en los tubos de 

peR. Por ú1timo, añadir 47.5 ul de la mezcla anterior a cada tubo (mezclando DNA y 

solución) y agregar 2 gotas de aceite mineral. 

Posteriormente los tubos son colocad s en el term~iclador, el cual se programaron las 

siguientes condiciones que son estandarizadas en el laboratorio: 

• Desnaturalización 

• AlUI1amiento 

• Extensión 

• Extensión final 

1 minuto a 94° C. 

1 minuto a 60° C. 

1 minuto 30 segundos a 72° C. 

7 minutos a 72° C. 

El proceso se realiza durante 30 ciclos. 



Una vez fma1izado el proceso de amplificación, este es corroborado por medio de un gel de 

agarosa al 1 %. Se mezclan 5 ul de cada muestra con 7 ul de colorante de naranja G. Esta 

mezcla se corre en el minigel de agarosa a 50 volts durante 30 minutos. Las bandas son 

observadas en un transiluminador UV y se compara su corrimiento con un marcador de 

peso molecular conocido. 

Finalmente las muestras amplificadas, son guardadas para realizar la hibridación. Los 

iniciadores que -erán utilizados son aquéllos para la región genérica DRB 1 sugeridos en el 

XI taller internacional de histocompatibilídad (41). 

m. Marcaje de las sondas (42). 

Cada sonda en cantidad de 9.5 picomoles es mezclada con 4 ul de amortiguador para la 

tenninal transferasa, 4 ul de solución de CoCl25 mM, 1 ul de ddUTP-Dig (lnmol/ul) y 1,5 

unidades de terminal transferasa. La mezcla se incuba a 37° e durante 30 minutos y 

después se coloca en hielo. Por otra parte. se mezcla 1 ni de glucógeno con 200ul de EDTA 

0.2M pH=8.0 y a esta solución se añaden 2 ul a la mezcla inicial. El oligonucleótido 

marcado se precipita con 2.5 ul de Liel 4M y 85 ul de etanol absoluto pre-enfriado a - 200 

C, se mezcla bien y se mantiene a -700 e durante 15 minutos y después a 20 o e durante 2 

horas o toda la noche. Centrifugar a 12000 rpm durante 20 minutos a 40 C, eliminar y lavar 

el paquete con 60 uI de etanol. Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos a 4° C" 

eliminar el sobrenadante y secar el tubo al vacío. 
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IV. Hibridación (42) 

Tratamiento de la embrana: La membrana de nylon es cortada en cuadros de IOcm2. 

La membrana se humedece en agua destilada, posteriormente se coloca en una solución de 

SSPE 10X durante 15 minutos. Se seca en el horno a 60° C, en cada cuadro de 1cm2 se 

colocan 2 ul del DNA amplificado. 

La membrana se seca a temperatura ambiente y luego en el horno a 80° C (puede fijarse el 

DNA utilizando un transiluminador de luz ultravioleta). Una vez colocado el DNA en la 

membrana se procede a desnaturalizarlo, colocando la membrana en una solución de NaOH 

O.5M1NaCI 15M durante 5 minutos. Después de la desnaturalización, )a membrana es 

neutralizada colocándola en una solución de NaCll.5M1tris-base O.5M pH=7.4 durante un 

minuto. Finalmente la membrana se hornea a 80° e durante 10 minutos y se pone en un 

transiluminador de luz ultravioleta durante 3 minutos. 

Hibridación: Las membranas que contienen el DNA amplificado son pre-hibridizadas en 

la solución correspondiente (0.1-0.2 mYcm.2) durante al menos 30 minutos a 42° e en bafio 

maría y utilizando bolsas de plástico. Posteriormente las membranas son hibridadas en la 

solución para este efecto, 1acual contiene el oligonucleótido marcado con digoxigenina (2 a 

4 picomoles de sonda porcada mI de solución de hibridación). Esta solución también se 

agrega de 0.1 a 0.2 mI por cada cm2 de membrana; este proceso se realiza a 42° e durante 

toda la noche. Las membranas son posteriormente lavadas en 2 ocasiones (5 minutos cada 

una) con una solución de SSPE 2X y SDS 0.1% a temperatura ambiente con agitación 



utilizando para esto recipientes de plástico de tamaiio apropiado a la membrana. Por l(} 

gelleral se utilizan de 50 a 100 mI de solución de lavado por cada 100cm2 de membrana. 

Po teriormente la membrana se lava con una solución TMAC 3M durante 10 minutos al 

temperatura ambiente finalmente se lava 2 veces con esta mísma solución durante 15 

minutos a 59° C. 
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