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RESUMEN

“PORCENTAJE DE CELULAS NKT EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON DIABETES TIPO 1Y SUS FAMILIARES DE PRIMER GRADO”

INTRODUCCION.

La diabetes tipo 1 es una enfermedad créonica mediada por inmunidad con periodo silencioso
de duracion variable antes de que se manifieste clinicamente, caracterizado por la pérdida
selectiva de células productoras de insulina en los islotes pancreaticos en individuos
genéticamente susceptibles. Durante el periodo que comprende del afio 2000 al 2010 la
incidencia de diabetes tipo 1 ha aumentando notablemente (3.4 a 6.2/100 000 habitantes).

Existe evidencia de que la diabetes tipo 1 es considerada como una enfermedad autoinmune
organo-especifica, en la que participan factores etioldgicos de tipo inmunolégico (auto-
anticuerpos predictivos especificos Anti-GAD, Anti-IA2, Anti-lIAA, células reguladoras NKT),
genético (haplotipos de riesgo DRB1*0302,DRB1*0405, DQA1*0301, DQB1*0302) y ambiental.
Diversos estudios en ratones y en humanos proponen una relaciéon entre el padecimiento
autoinmune de diabetes tipo 1 con el porcentaje de células NKT y han concluido diferentes
resultados como el incremento, la disminucién o estados normales de esta poblacién celular
que nos lleva a preguntarnos como se comporta este subconjunto linfocitico en poblacion
mexicana.

OBJETIVO. Comparar el porcentaje de células NKT en pacientes pediatricos con diabetes tipo
1 de reciente diagndstico y sus familiares de primer grado (padres y hermanos) contra la de
sujetos sanos de la misma edad y sexo.

MATERIAL Y METODOS. Disefo: Casos y controles.

Universo de estudio: pacientes pediatricos con diagndstico de diabetes tipo 1 de reciente inicio
(méximo 3 meses de evolucion), sus familiares de primer grado (padres y hermanos) y familias
control. Analisis del porcentaje de células NKT, anticuerpos predictivos y haplotipos HLA de
riesgo y proteccion.

RESULTADOS. Se compararon 22 familias de pacientes con diabetes tipo 1 (n=63) y 22
familias con un control sano de la misa edad de los pacientes (n=54). El tiempo de evolucion de
la enfermedad fue de 38 (12-82) dias. El porcentaje de células NKT periféricas intra-grupos
mostro significancia estadistica (p=0.019), al igual que la comparacién entre los porcentajes de
los pacientes con diabetes tipo 1 (0.03%) y los de los controles sanos (0.12%) (p=0.015). El
54.5% de los pacientes con diabetes tipo 1 presentaron anticuerpos positivos (anti-GAD, anti-
IA2, anti-insulina) y 10/22 pacientes (45.5%) fueron negativos. El 81.8% de los pacientes con
DT1 presentaron por lo menos un alelo de riesgo DR03/04 (OR 3.1 IC 95% [0.8-12.3]) y el
95.5% (OR 6.2 IC 95% [0.7-58]) de los pacientes resultd positivo a alelos de riesgo DQB03/02.
Los pacientes y familiares de primer grado que presentan el haplotipo DRBI*04/DQBI*03 tienen
2.50 y 2.17 veces mas el riesgo de presentar la enfermedad que el grupo control sano [OR 2.50
IC 95% [0.63-6.84], p=0.045); OR 2.17 IC 95% [1.15-4.11], p <0.009)] respectivamente.

CONCLUSIONES. Existen diferencias en el porcentaje de células NKT entre pacientes con
diabetes tipo 1 de reciente diagndstico cuando se compara con los controles sanos.

Los hallazgos encontrados hasta el momento apoyan que los familiares de pacientes con
diabetes tipo 1 presentan una mayor frecuencia de los haplotipos HLA de riesgo y las familias
control presentan mas alta frecuencia de los haplotipos protectores acorde con los datos
reportados para poblacién mexicana.

Nuestros datos sugieren que el porcentaje de células NKT no se corelaciona con la positividad
a los anticuerpos ni con el HLA de susceptibilidad.



MARCO TEORICO

La diabetes tipo 1 es una enfermedad cronica mediada por inmunidad
con periodo silencioso de duracion variable antes de que se manifieste
clinicamente, caracterizado por la pérdida selectiva de células productoras de
insulina en los islotes pancreaticos en individuos genéticamente susceptibles.
En los ultimos 10 afos se han aportado nuevos conocimientos, tanto en la
patogenia y tratamiento de esta enfermedad.

En nuestro pais, no contamos con datos sobre la prevalencia de diabetes tipo 1
en poblaciéon pediatrica a nivel nacional. Aunque la incidencia de diabetes tipo
1 en México es baja comparada con otros paises, los estudios epidemioldgicos
realizados sobre su incidencia en nuestro pais demuestran que se ha
incrementado en los ultimos anos. El reporte de diversas instituciones del Valle
de México por el Grupo Ciudad de México, informé una incidencia, en 1984, de
0.43 y en 1988 de 0.47 casos por cada 100 000 habitantes '. En 1993, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté 0.6/100 000 habitantes en
México®. En el afio 2008, la Division de Epidemiologia del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS), reporta los resultados acumulados de morbilidad por
grupos de edad (en intervalo semanal), que muestran un incremento en los
ultimos 4 anos, mientras que el Instituto Nacional de Referencia Epidemioldgica
(INDRE) y el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de
Enfermedades (CENAVECE) reportan una incidencia de diabetes tipo 1
durante el periodo que comprende del afo 2000 al 2010 de 3.4 a 6.2/100 000

habitantes?.



En la consulta externa del servicio de endocrinologia de la UMAE Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional “Siglo XXI”, la diabetes tipo 1 es el
principal problema de atencion médica de tipo endocrinoldgico, atendiendo en
promedio entre 68 a 69 casos anuales de primera vez.

Existe evidencia de que la diabetes tipo 1 es considerada como una
enfermedad autoinmune o&rgano-especifica, en la que participan factores

etioldgicos de tipo inmunoldgico, genético y ambiental.

La participacion del componente autoinmune proviene de tres tipos de
evidencia:
a) La presencia de un infiltrado inflamatorio (insulitis) en los islotes de
Langerhans. El daio primario es debido a una respuesta inmune célular donde
las células Th1 (CD4+) activan células especificas in situ Tc (CD8+) dirigidas
contra la célula B.
b) Genética: Durante los ultimos anos, la GWA (Genome-Wide Association, por
sus siglas en inglés) se ha dado a la tarea de implementar estrategias para la
identificacion de los genes de riesgo que desencadenan la diabetes tipo 1. A la
fecha, se han determinado diferentes regiones clasificadas en regiones HLA y
no-HLA. La primera representa la mayor parte de los riesgos genéticos,
mientras que las regiones no-HLA en su mayoria sélo representan un OR
(Odds Ratio) de 1.3 o menos. *
Dentro de la region HLA, se han reportado haplotipos de riesgo y predictivos de
diabetes tipo 1 que conllevan a una vulnerabilidad genética. En poblacion

México-americana el haplotipo DRB1*0302 es de riesgo mientras que el



haplotipo protector es DRB1*1402. En cambio, para los mestizos mexicanos
los haplotipos de riesgo son DRB1*0405, DQA1*0301, DQB1*0302.>”

c) La produccién de auto-anticuerpos especificos contra auto-antigenos de los
islotes pancreaticos. La evidencia inicial de autoinmunidad, fue la presencia de
estos anticuerpos circulantes que reaccionaban con los islotes pancreaticos en
un alto porcentaje de individuos al momento de presentar o establecer el
diagnostico de diabetes tipo 1 de reciente inicio, es decir desde la primer
semana hasta los 3 meses de evolucion.®® En la actualidad se conoce que
principalmente son tres las proteinas blanco de los islotes para la respuesta de
anticuerpos: la descarboxilasa del acido glutamico (GADG65), la fosfatasa de
tirosina (IA-2), la insulina (IAA). Por otro lado se ha descrito que el ZnT8
(SIc30A8) es un auto-antigeno (cation transportador de zinc) que reacciona con
auto-anticuerpos que se expresa especificamente en los islotes de las células
beta en el 60% de los pacientes recién diagnosticados. La cuantificacion de los
anticuerpos contra auto-antigenos, ha sido util para conocer la actividad de la
enfermedad, para determinar su grado de progresion y contribuye a clasificar y
predecir el estado clinico de los pacientes. Del 60% al 80% de los pacientes
recién diagnosticados presentan anticuerpos anti-GAD65, un porcentaje
semejante (60 al 70%) presentan anti-IA2 y ZnT8 y solamente entre un 30% al
50% presentan anticuerpos anti-insulina. Los estudios prospectivos en
familiares de pacientes con la enfermedad, muestran que la presencia de dos o
mas tipos de auto-anticuerpos proporciona un alto valor predictivo para la
presentacion de la enfermedad.

La respuesta autoinmune crénica se manifiesta clinicamente con la destruccion

del 60 al 80% de las células pancreaticas p productoras de insulina'®'. La



insulitis que se observa en los islotes asi como en sus alrededores esta
constituida principalmente de macréfagos vy linfocitos T. Diversos estudios han
mostrado que la inflamacion aparece desde etapas anteriores a la
manifestacion del dano tisular y la destruccion de las células B correlaciona
directamente con presencia de linfocitos T productores de interferon gamma
(IFN=y) en los infiltrados locales de los islotes.'"?
La respuesta autoinmune en la diabetes tipo 1, se debe a una falla de los
mecanismos reguladores de la inmunidad adquirida, los cuales corresponden a
la expansion y/o funcion de las poblaciones de linfocitos T reguladores.
Existen dos grupos importantes de células T en la respuesta inmunoldgica
adaptativa o especifica:
b) Células Citotdxicas o supresoras: CD8".
a) Células T Colaboradoras: CD4":

i) Th1 en la inmunidad celular, Th2 en la inmunidad humoral y Th17 en

inflamacion.

i) Células T Reguladoras:
A la fecha no se ha identificado, con precision, a la poblacién de células
reguladoras también llamadas células Tregs (con el inductor celular Foxp3),
dentro de este grupo existen varios candidatos incluyendo a los linfocitos T
CD4" CD25", células T Reguladoras naturales (nTregs), Inducibles (iTregs), y
las células tipo linfocitos asesinos naturales denominados en inglés “killers” o
NKT. 20
Las NKT fueron identificadas en 1987 en el raton?"?? y en 1993-1994 se
describi® su contraparte en humanos.?®?** Se trata de una poblacién de

linfocitos que expresan el receptor para el antigeno de linfocitos T (TCR), que



es un receptor especifico de los células T, asi como el marcador comun de las
células NK (NK 1.1 para el raton y CD161 en el humano). Para no confundir
unas con otras, es importante resaltar la diferencia mas representativa de las
células NK y las células NKT: las primeras carecen de receptor TCR. La
poblacién de células NKT, definida como heterogénea puede ser CD4*, o CD4
CD8 (doble negativas= DN) o bien CD8"; constituidas por una cadena alfa
invariante conformada de las regiones variables Vo24 y V11.%°

Estas células responden a antigenos presentados en el contexto de moléculas
CD1d con su importante funcién reguladora mediada por la secrecion de las
citocinas anti-inflamatorias: INF-y e IL-4.%°

En términos de autoinmunidad e inflamacién, los principales resultados
provienen de la prevencion de diabetes en el modelo de ratones diabéticos no
obesos (NOD).?” Diversos estudios muestran un defecto del nimero y funcién
de las células NKT en esos ratones y se ha demostrado que la enfermedad
disminuye mediante la transferencia adoptiva de poblaciones enriquecidas de
células NKT.%?

En afios recientes, se ha demostrado que en el ratbn NOD existe una
adecuada correlacion entre el numero de células NKT periféricas y el dafio
tisular pancreatico, lo que lo valida como un modelo para estudios de diabetes
tipo 1 en humanos,* puesto que los ratones NOD presentan caracteristicas
muy similares en el desarrollo de diabetes tipo 1 semejantes a lo que sucede
en la diabetes humana (presencia de insulitis previo al padecimiento de la
enfermedad, destruccion de las células B productoras de insulina atribuible a
linfocitos T auto-reactivos).>® Asi, Novak J y cols, demostraron por vez primera

que las células NKT periféricas pueden inhibir la diferenciacion de células CD4"



(células importantes en la respuesta inmune innata y adaptativa: Células
colaboradoras Th1 y Th2 de las de los procesos inmunoldgicos) tanto in vitro
como in vivo en ratones NOD, independientemente de la expresién del
marcador CD1d. Este hallazgo sugiere que las células NKT periféricas pueden
activarse y generar una respuesta inmunitaria sin expresar dicho marcador.
Esta situacion es relevante porque se creia que las células NKT necesitaban la
expresion de CD1d para realizar sus funciones, y se ha demostrado que otras
citocinas también las activan.®

Se sabe que la deficiencia numérica y funcional de células NKT (detectada en
timo y bazo de ratones NOD a las 3 semanas de edad) media la patogénesis
de diabetes tipo 1, pero la fase de desarrollo de las células T en la cual ésta
deficiencia ocurre se desconoce. Wagner ha propuesto que las células T
convencionales y NKT doblemente negativas tienen un linaje comun y que
este linaje en el desarrollo del timo de ratones NOD es defectuoso.®

Se ha postulado que las células NKT se originan de un precursor de células T
del timo y que la deficiencia en dicha poblaciéon en ratones NOD se debe con
toda probabilidad a defectos intrinsecos en el linaje de las células T lo cual
resulta en el desarrollo de la diabetes autoinmune.*®

En varios modelos de diabetes tipo 1 en ratones, el incremento de las células
NKT ayuda a prevenir el desarrollo del padecimiento, debido a que las células
T CDS8 juegan un papel muy importante en la patogenia de diabetes. La
frecuencia de las NKT promueve insulitis severa y diabetes exacerbada.
Analisis de células CD8" diabetogénicas muestran que las células NKT
aumentan su activacioén, su expresion y su diferenciacién a células productoras

de INF-y. Estudios sobre la influencia de la células NKT en las células



diabetogénicas CD8" revelan que las NKT no sélo fallan en la regulacion sino
que contribuyen en el desarrollo de diabetes.?’
En los ultimos 10 anos los estudios en humanos, han documentado
disminucioén en el nimero y capacidad de produccién de IL-4* de las células
NKT provenientes de pacientes con diabetes tipo1, mientras que otros
describen un incremento en la frecuencia de esas células.>**°
Por otro lado, otros autores, han encontrado que, tanto la frecuencia de NKT
como la producciéon de IL-4 se conservan durante el curso de diabetes tipo 1.
Lee y sus colaboradores sugieren que el aumento o disminucion del numero de
células Va24 NKT en humanos se deben a factores genéticos y que no son
alterados por procesos autoinmunes.*’
Recientemente, en pacientes colombianos, al comparar un grupo control sano
con diabetes tipo 1 y 2 y alteraciones tiroideas autoinmunes, no se encontraron
diferencias entre el grupo con diabetes tipo 1 vs controles sanos, pero el
numero de células NKT se encontrd elevado en diabetes tipo 2.%2

La discrepancia en los datos parece provenir del tipo de poblacion
seleccionada para el estudio y de los marcadores utilizados para su
identificacion, ya que se habia reportado cierta controversia en la eleccion de
los marcadores que identifican especificamente las poblaciones de células
NKT. Algunos hallazgos revelan diferencias importantes en los requerimientos
homeostaticos y en la maduracion funcional de las células iINKT entre humanos
y ratones, tal como ha sido recientemente demostrado a través del analisis de
las células iNKT en Va14+ en el timo murino del raton WT (Wild Type), que

demuestra la produccion de INF-y a través del estimulo con a-

galactosylceramida (a-GalCer), que es un activador potente de las células NKT,



demostré disminucion en la severidad del dano autoinmune de la célula beta,
sugiriendo ademas un papel protector de las células NKT CD1-restringidas y un
vinculo causal entre la deficiencia de las células NKT vy la induccién de la

diabetes tipo 1.4**°



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la patogenia de la diabetes tipo 1 se ha implicado el papel de la
autoinmunidad, sin embargo aun no se conoce el mecanismo implicado en la
respuesta inmune que permite iniciar con la destruccion de la célula en los
islotes pancreaticos. A pesar de que se han reportado estudios donde las
células NKT se han visto involucradas en la respuesta inmune contra los islotes
pancreaticos y aunado a que éstas células podrian participar en las fases
iniciales del proceso autoinmune de la diabetes tipo 1, el papel preciso y la
trascendencia de las células NKT en la diabetes tipo 1 no son del todo
conocidos, dado que existe inconsistencia de los datos reportados. En algunos
estudios la concentracion de las células NKT la han reportado incrementada,
en otras disminuida o sin diferencias entre pacientes con diabetes tipo 1,
familiares de primer grado y personas sanas.

Los sujetos diagnosticados con diabetes tipo 1 tienen altos porcentajes
de auto-anticuerpos especificos contra la célula beta del pancreas, siendo
eéstos una de las herramientas principales para su diagnostico. Estudios
prospectivos han demostrado que la presencia de dos o mas tipos de los
anticuerpos especificos, proporciona un alto valor predictivo para presentar la
enfermedad en familiares de primer grado de pacientes con diabetes tipo 1.
Por lo que es importante conocer la vulnerabilidad genética (HLA) a la que la

poblacion mexicana esta expuesta.

Partiendo de la falta de evidencia e inconsistencia reportada,

consideramos que es importante conocer y comparar la porcentaje de las
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células NKT en pacientes con diabetes tipo 1 de reciente diagndstico, sus
familiares de primer grado y personas sanas; que, junto con la determinacién
de los anticuerpos especificos y la de los alelos del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA) de riesgo o predictivos de la enfermedad, nos
permitira caracterizar a los familiares de pacientes con diabetes tipo 1 con el fin
de implementar estrategias de deteccion y prevencion temprana en poblacion
mexicana asi como aportar conocimiento de la respuesta humoral de las
células NKT en dicho padecimiento autoinmune que hasta la fecha se

desconoce.
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JUSTIFICACION

La incidencia de diabetes tipo 1 en nuestro pais se ha incrementado en
los ultimos afos y son escasos los reportes epidemioldgicos a nivel nacional.
Por lo anterior, es necesario implementar estrategias de deteccidon y prevencion
temprana en los hermanos de los pacientes con diabetes tipo 1 que acuden a
la consulta externa del servicio de endocrinologia del Hospital de Pediatria del
CMN SXXI, dada la naturaleza de la enfermedad y su asociacion con los genes

que regulan la respuesta inmune.

Una de las metas de este trabajo es conocer el estatus celular de las
poblaciones de NKT periféricas, con el fin de evaluar su papel en la
fisiopatogénesis de la diabetes tipo 1 mediante la identificacién de la poblacién
activada in vivo. Ademas, se evaluara la alteracion de la respuesta humoral al
inicio de la enfermedad de pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares de

primer grado.

Considerando que las células NKT son un conjunto de linfocitos que
participan en la inmuno-regulacion de la respuesta inmune contra los islotes
pancreaticos y aunado a que éstas células podrian participar en las fases
iniciales del proceso autoinmune, es de nuestro interés comparar las
concentraciones de células NKT, asi como determinar los auto-anticuerpos
especificos predictivos de la enfermedad, sus haplotipos HLA en pacientes
pediatricos con diabetes tipo 1 de reciente diagndéstico, en sus familiares de

primer grado, y en sujetos sanos de la misma edad y género.
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Cabe mencionar y enfatizar, que debido a la gran inconsistencia que se ha
suscitado en la literatura al respecto y a la falta de estudios en nuestro pais, el
presente trabajo nos aportara conocimiento nuevo sobre el papel que juegan
las células NKT en la fisiopatologia de la enfermedad. Lo cual nos permitira
complementar la caracterizacion, desde el punto de vista inmunoldgico
(anticuerpos anti GAD, anti-IA2 y anti-insulina), clinico, bioquimico (HbA1c,
insulina y péptido C), y genético (HLA) de la poblacién pediatrica con diabetes

tipo 1 y sus familiares de primer grado.
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Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Cual es el porcentaje de células NKT periféricas en pacientes con
diabetes tipo 1 en el servicio de endocrinologia de la UMAE Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI y en sus familiares de primer

grado comparada con sujetos sanos de la misma edad y sexo?

HIPOTESIS
El porcentaje de las células NKT periféricas en pacientes pediatricos con
diabetes tipo 1 de reciente diagndstico y sus familiares de primer grado es

diferente al de sujetos sanos de la misma edad y sexo.
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OBJETIVOS GENERALES

Comparar el porcentaje de células NKT periféricas en pacientes pediatricos

con diabetes tipo 1 de reciente diagndstico y sus familiares de primer grado

(padres y hermanos) con respecto al de sujetos sanos de la misma edad y

SeXo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar la poblacién de células NKT activadas in vivo para

conocer su porcentaje en pacientes pediatricos con diabetes tipo
1 de reciente diagnéstico, sus familiares de primer grado y sujetos

sanos de la misma edad y género.

. Determinar el porcentaje de HbA1c, las concentraciones de

insulina y péptido C en pacientes pediatricos con diabetes tipo 1
de reciente diagndstico, sus familiares de primer grado y sujetos

sanos de la misma edad y género.

. Determinar la concentracion de anticuerpos (anti-GAD, anti-IA2,

anti-insulina) en pacientes pediatricos con diabetes tipo 1 de
reciente diagndstico, sus familiares de primer grado y sujetos

sanos de la misma edad y género.

. Determinar los haplotipos (HLA) en pacientes pediatricos con

diabetes tipo 1 de reciente diagndstico, sus familiares de primer

grado y sujetos sanos de la misma edad y género.
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MATERIAL Y METODOS

Disefo: Estudio de Casos y Controles.

Universo de estudio: Pacientes pediatricos con diagnodstico de diabetes tipo 1
de reciente inicio (maximo 3 meses de evolucion) y sus familiares de primer
grado (padres y hermanos). Y un grupo control de menores clinicamente sanos
y sus familiares de primer grado.

Los sujetos sanos se buscaron (de las mismas caracteristicas que su
contraparte con diabetes) en los hijos de los trabajadores derechohabientes de
las UMAES del CMN SXXI y de la Escuela Benito Juarez de la SEP; a cada
uno se le extendid la invitacion de participar en el estudio y cada control sano
que accedié voluntariamente a participar se fue incluyendo de manera
simultanea que los pacientes con diabetes tipo 1. Cada uno de los
participantes, asi fueran pacientes como sujetos sanos incluidos en el estudio

son derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social

El estudio se realizé en el Servicio de Endocrinologia de la UMAE Hospital de
Pediatria y la Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica de la UMAE del
Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional “Siglo XXI”; la Unidad
de Investigacién en Inmunologia e Infectologia (UIMII) de la UMAE Hospital de
Infectologia. CMN "La Raza" IMSS; en colaboracion con el Departamento de
Biomedicina Molecular del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
(CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN); previa aprobacién por la

Comisién Nacional de Investigacion Cientifica con el numero 2010-785-045.
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Metodologia:

A cada sujeto se le invitd a participar en este estudio con previo consentimiento
informado; a los que voluntariamente aceptaron participar se les realizé un
historial clinico: (antecedente familiar de diabetes, dia de inicio de la diabetes,
medidas antropométricas: edad, peso, talla, IMC, TA), y se tomé una muestra
de sangre periférica en ayunas, de 10 cc con una jeringa estéril para la
determinaciéon de la biometria hematica completa, HbA1c, insulina, péptido C,
anticuerpos anti GAD-AB, anti-IA2-AB, anti-insulina, HLA y células NKT.

La determinacion de los anticuerpos (anti GAD-AB, anti-IA2-AB, anti-
insulina), insulina y péptido C) se procesé en la Unidad de Investigacion de
Bioquimica de la UMAE Hospital de Especialidades y Pediatria del CMN SXXI
por medio de kits comerciales. La cuantificacion de la poblacion NKT se llevo a

cabo por medio de citometria de flujo.

CRITERIOS

Criterios de inclusion:

a) Pacientes pediatricos con diagndstico de diabetes tipo 1 de acuerdo con los
criterios de la ADA, con una evolucion de la enfermedad maxima a 3 meses a
partir del diagndstico, cualquier sexo, mayores de 2 afios y menores de 17
anos de edad.

b) Familiares de primer grado (padres y hermanos) de los pacientes con

diabetes tipo 1 de reciente diagndstico.
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c) Sujetos clinicamente sanos de la misma edad y género que los pacientes
con diabetes tipo 1 y seleccionados al azar de una poblacion diferente a la de
los pacientes con diabetes tipo 1.

d) Familiares de primer grado (padres y hermanos) de los sujetos clinicamente
sanos.

Cada uno de los participantes fueron derechohabientes del Instituto Mexicano

del Seguro Social.

Criterios de exclusion:
* Sujetos con diagnéstico de diabetes tipo 2, MODY, neonatal o diabetes
secundaria o cualquier otra enfermedad autoinmune.
* Sujetos clinicamente sanos con antecedente familiar de diabetes o

alguna otra enfermedad autoinmune.

TAMANO DE LA MUESTRA

Con un poder estadistico (1-p) de 80% y 95% de confianza (1-a), se
realizo el calculo de tamafo de muestra para ANOVA de una via utilizando los
datos encontrados para células NKT identificadas mediante CD3+ Va24+
VB11+ por Kukreja A y cols.*® (media de porcentaje: controles 0.74% vy
pacientes con DT1 0.30%. Utilizando la férmula para medias de grupos

independientes: n= 2{[(Za—=2ZB) o]/ (u1-H2) }?

Donde:
Za =1.96 M1=0.74%
ZB =-0.84 M2 = 0.30%
o =0.06
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Se requirieron 29 pacientes con DT1 de reciente diagnéstico y 29 controles
clinicamente sanos. Ademas de un aproximado de 116 familiares de primer
grado (padres y hermanos) para cada grupo (Grupo 1: casos y Grupo 2:

controles).

ANALISIS ESTADISTICO

Utilizamos las medidas de resumen apropiadas de acuerdo al nivel de
medicion y tipo de distribucidn (paramétrica o no paramétrica). Empleamos
estadistica descriptiva con medidas de tendencia central (media y desviacién
estandar [DE] si presentan distribucion normal; o mediana, minimo, maximo y
rango en caso de distribucidon no paramétrica) para los datos relacionados con
las variables cuantitativas (como: edad, peso, talla, IMC, tiempo de evolucion
de a partir del diagnéstico de la enfermedad, porcentaje de células NKT), y
para las variables cualitativas proporciones para variables como: sexo, y
porcentaje de familiares con anticuerpos positivos y negativos. Para realizar la
comparacion entre los grupos de la concentracion de las células NKT
empleamos como estadisticos inferenciales ANOVA de una via o prueba de
Kruskal-Wallis dependiendo de su distribucién. Se considera significancia
estadistica cuando a un valor de p < de 0.05.

Se utilizara el paquete SPSS para Windows version 16.
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VARIABLES DE ESTUDIO

VARIABLES DEPENDIENTES

Diabetes tipo 1

VARIABLES INDEPENDIENTES
Porcentaje de células NKT periféricas

Haplotipos HLA.

VARIABLES INTERMEDIAS

Autoanticuerpos: GAD 65-AB, IA2-AB, Anti-Insulina,

VARIABLES ANTECEDENTES
Edad
Sexo
Peso
Talla
IMC
TA
Tiempo de diagnostico de diabetes tipo 1.
Hemoglobulina Glucocilada (HbA1c)
Glucosa
Insulina
Péptido C

Biometria Hematica Completa (BHC)
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Definicion de las variables

1. Nombre: Diabetes tipo 1.

Definicion conceptual: La diabetes tipo 1 es una enfermedad que resulta de
la destruccion progresiva de las células § del pancreas con la consecuente
pérdida de la secrecién de insulina y elevaciéon de la glucosa sanguinea. La
falta de insulina lleva a un estado catabdlico en el cual el organismo al no
poder utilizar los sustratos energéticos dispone de la reserva de carbohidratos,
grasas y proteinas.

Definicion operacional: Diagndstico de diabetes tipo 1: De acuerdo con la
Asociacion Americana de Diabetes, se realiza en base a manifestaciones
clinicas (poliuria, polidipsia y pérdida de peso inexplicable, cetoacidosis) y
bioquimicamente (la determinaciéon de glucemia plasmatica de ayuno = 100
mg/dl que debe confirmarse repitiendo el examen en un dia diferente) 6 una
glucemia plasmatica en cualquier momento del dia = 200 mg/dl, (sin considerar
el tiempo de la ultima comida), aunado a que amerite la aplicaciéon insulina
para su tratamiento. Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal.

Unidad de Mediciéon: En este caso su presencia hara el diagnéstico de la

enfermedad.

2. Nombre: Anti GAD 65-AB.

Definicion conceptual: La descarboxilasa del acido glutamico o GAD, es una
proteina de 64 Kd que se encuentra en los islotes pancreaticos. Existe en dos
isoformas (una de 65 Kd y 67 Kd). El anticuerpo empleado para su deteccion

esta dirigido a GAD 65-AB.
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Definicion operacional: Concentracion sérica del anticuerpo contra la
descarboxilasa del acido glutdmico medida en Ul/ml mediante
radioinmunoanalisis utilizando el Kit de GenWay GAD-AB ELISA antibody
assay.

Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal. (dicotomica)

Unidad de Medicion: Positivo/ Negativo. (Valor positivo: < 5.0 Ul/mL, valor

negativo: 2 5.0 Ul/mL)

3. Nombre: Anti-IA2-AB.

Definicion conceptual: La IA2-AB es una proteina intrinseca de la membrana
de los granulos secretores expresados en las células 3 del pancreas
productoras de insulina.

Definicion operacional: Concentracion sérica de anticuerpo medida en Ul/ml
mediante radioinmunoanalisis utilizando el Kit de GenWay IA2 ELISA antibody
assay ().

Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal (dicotomica)

Unidad de Medicion: Positivo/ Negativo. (Valor positivo: < 7.5 IU/mL, valor

negtaivo: = 7.5 Ul/mL).

4. Nombre: Anti-insulina.
Definicion conceptual: La insulina es una hormona producida por las células
B de los islotes del pancreas. Los AAIl corresponden a los anticuerpos dirigidos

contra esta hormona.
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Definicidon operacional: Concentracion sérica de anticuerpo medida en Ul/ml
mediante radioinmunoanalisis utilizando el Kit de GenWay insulin ELISA
antibody assay.

Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal (dicotomica)

Unidad de Medicién: Positivo/ Negativo (Valor positivo: > 1.05 Ul/mL, valor

negativo: < 0.95 Ul/mL)

5. Nombre: HLA.

Definicion conceptual: Conjunto de genes implicados en el reconocimiento
inmunoldgico y en la sefalizacion entre células del sistema inmunitario.
Definicion operacional: Se tipificara los alelos del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA) (moléculas clase | y clase Il ).

Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal (dicotomica)

Unidad de Mediciéon: Proteccion (negativo)/Susceptibilidad o de riesgo

(positivo) para DRB1*0405, DQA1*0301, DQB1*0302l)

6. NOMBRE: Porcentaje de NKT en sangre periférica.

Definicion Conceptual: Las células NKT es una poblacion de linfocitos que
expresan el receptor para el antigeno de linfocitos T (TCRaf) asi como el
marcador comun de las células NK (NK 1.1 para el raton, NKRP1A (CD161) en

el humano.
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Definicion operacional: Se cuantificara el niumero de células NKT de las
muestras de sangre periférica por citometria de flujo. Se emplearan anticuerpos
comerciales anti-CD3, anti Va.24, anti-Vp11.

Tipo de Variable: Se considera una variable cuantitativa ya que se expresara
en funcién de la proporcidn existente de células NKT tanto en pacientes con
diabetes tipo 1, sus familiares de primer grado y sujetos controles.

Escala: Continua.

Unidad de Medicion: Porcentaje.

7. Nombre: Hemoglobulina Glucosilada (HbA1c).

Definicion conceptual: Proteina en sangre, utilizada comunmente como
prueba diagndstico en individuos en riesgo y en pacientes con diabetes para
saber si el control que realiza éste sobre la enfermedad ha sido bueno durante
los ultimos tres o cuatro meses. Punto de corte entre el 5.7 a 6.4 %.

Definicion operacional: Se toman 3 mL de sangre en un tubo con
anticuagulante EDTA y se procesan las muestras con el Aparato Modular PE
de Roche del laboratorio central.

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de medicién: Porcentaje

8. Nombre: Glucosa.
Definicién conceptual: Azucar utilizado por los tejidos como forma de energia
al combinarlo con el oxigeno de la respiracion. Glucosa plasmatica en ayunas

menor a 100 mg/dL.
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Definicion operacional: A los participantes del estudio se les toma una
muestra de sangre en un tubo seco sin anticuagulante, y la muestra se procesa
en el laboratorio central , con un aparato modular PE de Roche.

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de mediciéon: mg/dL.

9. Nombre: Insulina

Definicién conceptual: Hormona polipeptidica producida por las células betas
de los islotes de Langherhans del pancreas. Mantiene la concentraciéon de
glucosa en nuestra sangre. Lo consigue porque cuando el nivel de glucosa es
elevada el pancreas la libera a la sangre. Su funcion es favorecer la absorcién
celular de la glucosa.

Definicién operacional: Las muestra de sangre tomadas se procesaran en el
laboratorio central con un aparato modular PE de Roche.

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de medicion: unidades internacionales/Lt.

10. Nombre: Péptido C.

Definicion conceptual: Subproducto que se crea cuando se produce la
hormona insulina. El péptido C se mide para establecer la diferencia entre la
insulina producida por el cuerpo y la insulina inyectada en el organismo. Sus

niveles normales van de 0.5 a 2.0 ng/mL. 6 150-250 pg/mL.
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Definicidon operacional: Las muestras de sangre tomadas se procesaran en
el laboratorio central con un aparato modular PE de Roche.

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de mediciéon: ng/mL. pg/mL.

11. Nombre: Biometria Hematica Completa (BHC).

Definicién conceptual: Prueba de deteccion basica y constituye la técnica del
laboratorio que se pide con mas frecuencia. Los datos que se proporcionan
constituyen informacion diagnostico muy valioso sobre el sistema hematolégico
y otras partes del cuerpo, pronostico, respuesta al tratamiento y recuperacion.
Consta de una serie de pruebas que determinan el numero, variedad,

porcentaje, concentracion y calidad de las células sanguineas:

FORMULA BLANCA

Cuenta leucocitaria: constituye una guia muy util sobre la gravedad de la
enfermedad. En distintos padecimientos, se observan patrones especificos de

la respuesta leucocitaria.

Cuenta leucocitaria diferencial: se expresa en forma de porcentaje del
numero total de leucitos, es importante tanto la distribucién de los glébulos
blancos como el tipo de leucocitos y el grado con el que aumentan y
disminuyen, el porcentaje es relativo de cada tipo de leucocito presente en la

sangre.
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FORMULA ROJA

Cuenta eritrocitaria: medicion muy importante para determinar la anemia o
policitemia, determina el numero total de glébulos rojos o eritrocitos en 1

mm? de sangre.

Hematocrito: determina la masa eritrocitaria, los resultados se expresan
como porcentaje de eritrocitos en un volumen de sangre completa, constituye

una medida muy importante de la anemia o policitemia.

Hemoglobina: la medicién de la hemoglobina forma parte de la biometria
hematica, sirve para detectar enfermedades que se acompafien de anemia,
ayuda a determinar la intensidad de anemia, a vigilar la respuesta al

tratamiento y valorar la policitemia.

Indices eritrocitarios: se utilizan para diferenciar las anemias, si se utilizan
en conjunto al examinarse los glébulos rojos en el frotis es posible obtener un
cuadro muy claro de la morfologia de los glébulos rojos. Con base a los indices
a los eritrocitos se clasifican en normales o anormales, en cuanto a volumen o

contenido de hemoglobina.

1. Volumen corpuscular medio (VCM): el mejor indice para clasificar las
anemias es el tamafno de cada célula. Este indice expresa el volumen que
ocupa un solo eritrocito y se mide en micras cubicas del volumen medio. El
volumen corpuscular medio expresa si el tamafno del glébulo rojo es normal

(normocitico), menor (microcitico) o mayor (macrocitico).
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Definicion operacional: Las muestras se toman en un tubo de 3 mL. con
anticuagulante EDTA vy las muestras se procesaran en el laboratorio central
con dos posibles aparatos C XT 1800 y XT 2000.

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de medicion: Numeros absolutos.

12. NOMBRE: Edad

Definicion conceptual: Tiempo transcurrido a partir del nacimiento de un
individuo.

Definicion operacional: Se restara la fecha de nacimiento extraida del
expediente clinico, a la fecha de la entrevista actual con el mismo

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de medicion: Meses, anos.

13. NOMBRE: Sexo

Definicion conceptual: Condicién organica, masculina o femenina, de los
animales

Definicidon operacional: Se extraera del expediente clinico de cada paciente
Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal dicotomica

Unidad de medicion: Masculino/Femenino.

14. NOMBRE: Peso.
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Definicién conceptual: Fuerza ejercida sobre un kilogramo de masa por una
intensidad de gravedad estandar.

Definicion operacional: Al momento de la consulta, se le pesara con una
bascula.

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de mediciéon: Kg.

15. NOMBRE: Talla.

Definicion conceptual: Medida convencional para determinar la estatura o
altura de las personas.

Definicidon operacional: Se determinara midiendo a la persona en el momento
de la consulta.

Tipo de variable: Cuantitativa.

Escala: Continua.

Unidad de medicién: Metros y centimetros.

16. NOMBRE: indice de Masa Corporal (IMC).
Definicién conceptual: Indicador antropométrico que describe el peso relativo
para la estatura, reflejando tanto la masa grasa como la masa libre de grasa.

Indicador de sobrepeso y obesidad.

Definicion operacional: Se determinara por medio de la férmula
correspondiente (kg/m2), de acuerdo a los valores de peso y talla de cada
paciente, y posteriormente se realizara el diagnostico de acuerdo a las tablas

de CDC2000.
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Tipo de variable: Cuantitativa
Escala: Continua
Unidad de medicién: kg/m? Eutréfico Percentil (P) > 50 < 85, Sobrepeso

>85<95, Obesidad > 95.

17. NOMBRE: Tension Arterial (o presion arterial).

Definicion conceptual: Presion que ejerce la sangre contra la pared de
las arterias. Es imprescindible para que circule la sangre por los vasos
sanguineos y aporte el oxigeno y los nutrientes a todos los 6rganos del cuerpo
para que puedan funcionar.

Definicion operacional: En el momento de la consulta se medira la presion
arterial con un baumanoémetro.

Tipo de Variable: Cuantitativa.

Escala: Continua.

Unidad de Medicion: mmHg

18. NOMBRE: Tiempo diagnéstico de Diabetes tipo 1.

Definicion conceptual: Tiempo transcurrido desde el diagndstico de la
enfermedad.

Definicidon operacional: Se tomara la fecha de diagnéstico de la enfermedad
del expediente clinico, y como maximo sera un periodo de 3 meses de haber
sido diagnosticado.

Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de medicion: Meses
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Obtencion de células mononucleares: Las muestras de sangre heparinizada
se diluyeron en una relacién 1:1 con solucién salina (PBS), posteriormente se
agregaron en tubos de 15 cm® con Ficoll Hypaque en una relacién 1:2 de
muestra sanguinea/Ficoll. Se centrifugaron 30 min a 1600 rpm a temperatura
ambiente. Las células mononucleares recuperadas de la interfase y la
fenotipificacidon de las poblaciones se llevé a cabo mediante citometria de flujo
utilizando los anticuerpos anti-CD3-APC (BD Biosciences), anti-Va24-PE, anti-
VB11-FITC (Beckman Coulter).

El porcentaje de linfocitos NKT se obtuvo mediante el analisis por citometria de
flujo para cada sujeto. En este analisis se eligio la regidon correspondiente de
linfocitos de acuerdo al tamafio y granularidad de la poblacion y a partir de esta
region se obtuvo el porcentaje de las células CD3+, Va24+, Vp11+, que
identifican a las células NKT.

Los numeros absolutos de la poblacion NKT se calcularon utilizando el numero
de leucocitos y el porcentaje de linfocitos reportados en la biometria hematica
de la muestra previamente reportada. Para el calculo mencionado se utilizé la

siguiente formula:

Células iINKT/ml: Leucocitos X %Linfocitos (en la BH) X % células NKT (en la citometria de flujo) X 1000

100 100

Marcaje de Células NKT: Previo al marcaje de las células NKT con sus
anticuerpos especificos, las células mononucleares se incubaron con
gammaglobulina humana 30 mcg/1 x 10° células durante 20 min a 4 °C,
posteriormente se distribuyeron con una cantidad de 2 x 10° células en cada

tubo para citometria. Se afadieron los anticuerpos anti-human-CD3-APC (BD
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Biosciences) y anti-Va24-PE y anti- VB11-FITC (Beckman Coulter) a cada tubo
correspondiente incubandose durante 30 min a 4 °C, y posteriormente el
exceso de anticuerpo se eliminé con lavados de PBS y centrifugando por 5 min
a 1500 rpom a 4 °C. Posteriormente, las células ya marcadas con los
anticuerpos fueron refrigeradas y fijadas con para formaldehido al 4% para su

posterior lectura.

Determinacion del sistema HLA clase Il por PCR-SSO:

Se realiz6 de la siguiente manera:

a) Extraccion de DNA automatizada con el equipo AutoGeneFlex Star y el kit

comercial FlexiGene DNA AGF3000:

A partir de un volumen de 1mL de sangre periférica se anadié una solucion de
lisis; por medio de centrifugacion el nucleo celular y las mitocondrias
precipitaron formando un pellet. El pellet fue resuspendido e incubado en una
solucién amortiguadora de desnaturalizacion que contenia sales caotropicas y
una proteasa comercial (QIAGEN). Este paso removi6 el material contaminante
como proteinas. Posteriormente el DNA fue precipitado por medio de la adicién
de isopropanol, recuperado por centrifugacion, lavado con alcohol al 70%,
secado y resuspendido en una solucion amortiguadora de hibridacion (10mM
Tris Cl, pH 8.5) y finalmente almacenado a temperaturas de 2 a 8 °C o a -20 °C
en un ultracongelador.

Cuantificacion y ajuste de la concentraciéon de DNA:

El DNA extraido debe tener una concentracion entre 100-200 ng/uL. La pureza
(A2601280) debe ser igual o mayor a 1.5. Para corroborar la extraccion de DNA se

prepard un gel de agarosa al 1.5 % para electroforesis con una cantidad de
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entre 3 y 5 uL de muestra. Por otra parte, para medir la concentracion total y
pureza del DNA contenido en las muestras, se utilizé el equipo Nanodrop 2000
Thermo Scientific, espectofotometro de micro volumenes, que utiliza 2uL de
muestra de DNA extraido y la cuantificacion la determina midiendo cantidad de
DNA, RNA (A260) y proteinas (A280) asi como la pureza (radio 260/280).
Determinacion de HLA clase II:

i)Amplificacion de las muestras por PCR-SSO: en tubos estériles de 1.5 mL se
preparé un master Mix con agua destilada estéril, solucion de amplificacion,
solucién de cebadores-HLA y LipA-Taq, llevando a un volumen de 45 uL por
muestra en tubos de PCR debidamente marcados. Se afadieron 5 uL de DNA
extraido y cuantificado; al tubo de control negativo se afadieron 5 uL de agua
destilada. El perfil de amplificacion utilizado fue el siguiente: 35 ciclos
(desnaturalizacion 95°C por 5 min, desnaturalizaciéon 95°C — 20 segundos,
alineacion de cebadores a 58°C — 20 segundos, estiramiento de cebadores a
72°C — 20 segundos y Elongacion 72°C — 10 min).

i) Desnaturalizacion e hibridacién: en un tubo de PCR debidamente marcado
se agrego la solucion de desnaturalizacion y posteriormente se afadieron 10
uL de muestra amplificada y previamente descongelada por 15 minutos. Se
precalentaron las soluciones de hibridacion y lavado astringente en un bafo de
37 a 56°C, asegurandose de que todos los cristales se hayan disuelto. Durante
el proceso de desnaturalizacion, se precalento el equipo Baby Bee de Biodist y
se marcaron debidamente las tiras de nitrocelulosa para cada muestra. Una
vez que el equipo Baby Bee alcanzé 56°C, se afadieron 2mL por muestra de la
solucién de hibridacion precalentada y 2mL de DNA desnaturalizado en cada

carril de la bandeja del equipo, dejando mezclar los reactivos por 10 minutos.
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Pasado este tiempo, se afadieron las tiras de nitrocelulosa cuidadosamente
con pinzas en los carriles y se corrio el programa de hibridacién automatizado
del equipo Baby Bee por 30 minutos.

iii) Lavados astringentes: tras la hibridacion, se aspir6 el liquido mezclado de
los reactivos, y se agregaron 2 mL de solucidon de lavado astringente
precalentada a cada carril incubando por 20 segundos a temperatura ambiente
repitiendo el paso por duplicado. Se agregaron 2mL de solucion de lavado
astringente precalentada dejandose incubar por 10 minutos a 56°C. Una vez
pasado el tiempo, se aspird el liquido de cada carril dejando enfriar el equipo a
temperatura ambiente. iv) Revelado de color: cuando el equipo bajé a
temperatura ambiente, se lavd cada tira de nitrocelulosa 1 minuto con 2mL de
soluciéon de lavado 5x diluida. Tras el lavado, se aspir6 el liquido y nuevamente
se lavo durante 1 minuto con 2mL de solucion de lavado 5x diluida. Tras el
segundo lavado, se aspiré de nuevo el liquido y se agregaron 2mL de solucion
de conjugado 100x diluida a cada carril por 30 minutos. tras el proceso de
conjugado, se aspiro el liquido y se afadieron 2mL de solucion de lavado 5x
diluida por un minuto repitiendo el lavado nuevamente. Se aspir6 el liquido y se
agregaron 2mL de tampon de sustrato a cada carril incubando por 1 minuto. Se
anadieron 2mL de solucion de sustrato diluida a cada carril y se dejaron
incubar las muestras 30 minutos. Tras el proceso de revelado, se aspiro el
liquido y se lavaron las tiras de nitrocelulosa dos veces con 2mL de agua
destilada durante 3 minutos. Tras hacer los dos lavados, se retiraron las tiras
con pinzas y se colocaron en papel absorbente, hasta que secaron
completamente, dichas tiras fueron guardadas a temperatura ambiente y

protegidas de la luz.
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Determinacion de Insulina por medio del Kit de RIA para Insulina: Kit

Radio Imnuno Ensayo (RIA: Radioimmunoassay por sus siglas en inglés) para

la determinacién cuantitativa por medio de radioactividad y reaccion especifica

entre antigeno-anticuerpo de Insulina en suero, plasma y otros tejidos.

Se etiquetaron 6 tubos de vidrio (1,2,3,4,5, y 6). Se afiadié 1.0mL de solucion

de ensayo a cada uno de los seis tubos y se prepararon diluciones seriales

afiadiendo 1.0mL del estandar 200uU/mL al tubo 1, se mezclé bien y se

transfiri6 1.0mL de la mezcla del tubo 1 al tubo 2, se mezcld bien y se transfirié

1.0mL del tubo 1 al tubo 3, se mezcld bien y se transfirié 1.0mL del tubo 3 al

tubo 4, se mezclé bien y se transfirio 1.0mL del tubo 4 al tubo 5 y finalmente se

mezclé bien y se transfirio 1.0mL del tubo 5 al tubo 6, mezclando bien.

El proceso una vez realizadas las mezclas anteriores, se divide en 2 dias:

Dia 1:

. Se colocaron 300 uL de amortiguador bloqueador a los tubos 3 y 4 (NSB:
Non-Specific Binding por sus siglas en inglés), 200 uL de solucion de ensayo
a los tubos de referencia 5 y 6 y 100 uL de solucion amortiguadora a los
demas tubos.

. Se afadieron 100 uL de solucién de control de calidad y solucion estandar por
duplicado.

. Se afadieron 100 uL de cada muestra.

. Se colocaron 100 uL de Insulina Hibrida previamente purificada ya de fabrica.

. Se afadieron 100 uL de anticuerpo anti-insulina a todos los tubos con

excepcion de los tubos 1y 2y 5y 6 (NSB).
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6. Se resuspendieron las muestras y se mezclaron por medio de vortex y se
dejaron incubando toda la noche (20-24 horas) a temperatura ambiente (22-
25°C).

Dia 2:

7. Se adiciond 1.0 mL de reactivo precipitante frio (4°C) a todos los tubos con
excepcion de los tubos 1y 2.

8. Se mezclaron las muestras por medio de vortex y se dejaron incubando por
20 minutos a 4°C.

9. Las muestras se centrifugaron a 4°C con excepcion de los tubos 1 y 2
durante 20 minutos a 2000-3000 xg.

10. Inmediatamente después del tiempo de centrifugacion, los tubos se
decantaron con excepcion de los tubos 1y 2, se secaron y drenaron entre 15
60 segundos y se seco el exceso de liquido en la abertura de cada tubo.

11.Finalmente se cuantificaron las muestras en un contador de gamma durante 1

minuto.

Determinacion de péptido-C Humano por medio del Kit de RIA para
Péptido-C humano: Kit Radio Imnuno Ensayo (RIA: Radioimmunoassay por
sus siglas en inglés) para la determinaciéon cuantitativa por medio de
radioactividad y reaccion especifica entre antigeno-anticuerpo de péptido C
humano en suero, plasma y otros tejidos.

Las muestras de suero fueron almacenadas en un ultra congelador a -20°C.

Antes de comenzar el inmunoensayo, las muestras fueron descongeladas y se
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7.

8.

9.

tomaron como maximo 100uL de su volumen total. El proceso de RIA se divide
en dos dias:

Dia 1:

. Se colocaron 200 uL de amortiguador bloqueador (3-4) NSB, (Non-Specific

Binding por sus siglas en inglés) y 100 uL en los tubos de referencia (5-6).

. Se anadieron 100 uL de solucién de control de calidad y estandares por

duplicado.

Se colocaron 100 uL de cada muestra.

. Se afadieron 100uL de péptido C humano previamente purificado en el

amortigudor de ensayo a diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.5, 1.2, 5

ng/mL).

. Se afadieron 100uL de anticuerpo anti-Pépido C a todos los tubos con

excepcion de los tubos 12, y los tubos NSB (3-4).

Se resuspendié la mezcla por medio de vortex, se cubrié con papel parafiim y
se dejaron incubando las muestras de 20 a 24 horas a 4°C.

Dia 2:

Finalizada la incubacion, se adicion6 1.0 mL de reactivo Precipitante frio (4°C)

a todos los tubos con excepcion 1y 2.

Se resuspendieron, se mezclaron por medio de vortex y se dejaron incubar

durante 20 minutos a 4°C.

Una vez pasado el tiempo de incubacion, todos los tubos con excepcion del

tubo 1y 2, se centrifugaron a 4°C durante 20 minutos a 2000-3000 xg.

10. Inmediatamente después del tiempo de centrifugacién, a las muestras se les

decantd el sobrenadante, con excepcion del tubo 1 y 2, drenando y secando los
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tubos entre 15-60 segundos, secando asi también el exceso de liquido en la
abertura del tubo.
11. Finalmente todas las muestras se cuantificaron en un contador gamma por 1
minuto.

Determinacion de Anticuerpos utilizando el Kit EIAab™

por ELISA para
anti-IA2, anti-GAD y anti-IAA:

La prueba de ELISA esta basada en la técnica de inmunoensayo de union
competitiva de enzimas. Cada placa de 96 pozos esta tratada especificamente
para un solo anticuerpo: anti-lIA2, anti-GAD y anti-IAA. Las muestras séricas se
afaden a cada pozo de la placa que a su vez esta tratada con una preparacion
especifica de anticuerpos policlonales conjugados con biotina y avidina
conjugada con la peroxidasa del rabano (por sus siglas en inglés Horseradish
Peroxidase o HRP). Se utilizé un sustrato TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine
por su nomenclatura en inglés) en cada pozo de cada muestra y solamente en
aquellas muestras que contengan el anticuerpo en cuestion (anti-IA2, anti-GAD
y anti-lIAA), anticuerpo conjugado de biotina y conjugados de enzimas de
Avidina se aprecié un cambio de color. La reaccion enzimatica requirio de la
adicion de una solucion a base de acido sulfurico y el cambio del color se
medié espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm = 2 nm. La
concentracion de los anticuerpos (anti-lIA2, anti-GAD vy anti-IAA) en las
muestras procesadas se determind comparando el O.D. de cada muestra

contra la curva estandar.

Procedimiento:
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Antes de pipetear cualquier reactivo, éstos se mezclaron previamente. Se

utilizaron placas tratadas para cada anticuerpo (anti-lIA2, anti-GAD y anti-IAA) y

el procedimiento fue el mismo para cada placa:

1.

Se afiadieron 100 uL de la solucion Estandar diluida seriadas de una
solucion stock de 20 U/mL a 0 U/mL: diluciones seriales, blanco o
muestra por pozo. Las muestras utilizadas fueron de suero obtenido de
sangre periférica, centrifugada a aproximadamente 1000xg durante 20
minutos. El suero fue pipeteado con cuidado de la muestra centrifugada,
colectado en alicuotas de 600 uL y almacenado a temperaturas entre -
20°C y -80°C. Una vez colocadas las muestras, el estandar y el blanco
en la placa de 96 pozos, se cubrid dicha placa con la tapa y se dejaron
incubar por 2 horas a 37°C.

Al término de la incubacidn, se retiro el liquido de cada pozo, sin lavar.
Se anadieron 100 uL del Reactivo de Deteccién a cada pozo de la placa.
Se cubrié con su tapa y se dejo incubar 1 hora a 37°C.

Se aspiro el liquido transcurrido el tiempo de incubacién, se lavé la placa
con una solucién de lavado previamente diluida (30 mL de solucién de
lavado en 705 mL de agua destilada) afnadiendo 400uL
aproximadamente repitiendo este paso tres veces para completar un
total de tres lavados. Después de los lavados, se removio la solucion de
lavado aspirandola o decantandola. Se coloco la placa bocabajo en
papel secante.

Se adicionaron 100 uL del Reactivo de Deteccion B a cada pozo. Se

cubrio la placa con una nueva tapa y se dejo incubar por 1 hora a 37°C.
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. Se repitieron los pasos de lavado y de aspirado con solucion de lavado
en el paso 4.

. Se anadieron 90 uL de solucién de sustrato a cada pozo. Se cubrié la
placa con una nueva tapa y se dejo incubar entre 15 y 30 minutos a
37°C protegida de la luz.

. Se adicionaron 50 uL de solucion de término a cada pozo.

. Finalmente se determiné la densidad optica de cada pozo utilizando un

lector para microplacas programado para 450 nm.
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ASPECTOS ETICOS

1. A los padres de los pacientes con diabetes tipo 1 participantes en el
estudio se les informé el objetivo del proyecto, su trascendencia y sus
beneficios.

2. Se solicitd por escrito consentimiento informado a los padres y
Asentimiento Informado a los menores de edad para la participacién en el
estudio (Anexo 4 y 5).

3. El protocolo de investigacidon cuenta con la autorizaciéon de la
Comisién Nacional de Investigacion Cientifica (2010-785-045).

4. La toma de sangre no pone en peligro la vida de los participantes, no
es riesgoso y las molestias son minimas; de acuerdo al Reglamento de la SSa
en materia de investigacion este proyecto tiene un riesgo menor al minimo. El
participante no recibe ningun beneficio directo. Sin embargo, los hallazgos en
este estudio permitiran ampliar el conocimiento sobre el papel que juegan las
células NKT en la fisiopatologia de la diabetes tipo 1.

5. Este estudio cumple con los requisitos de ética propuestos por la
Comisiéon Nacional de Investigacion Cientifica y con los criterios de ética
estipulados en las diferentes instancias nacionales (Ley Nacional de Salud) e
internacionales (la declaracion de Helsinki y modificaciones subsecuentes de

las distintas Asambleas Médicas Mundiales).
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RESULTADOS

Pacientes con diabetes tipo 1 y su grupo control sano

Se incluyeron a pacientes pediatricos de 2 a 15 anos de edad con diabetes tipo
1 con un periodo maximo de evolucion de 3 meses; Contamos con los datos
completos de 22 familias de pacientes con diabetes tipo 1 y y 22 familias con
un menor clinicamente sano. Se estudiaron 63 familiares de primer grado de
los pacientes y 54 de los sujetos control.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con diabetes tipo 1 y su grupo
control sano se describen en la Tabla 1. La mediana de edad del grupo de los
pacientes incluidos fue de 9 anos con un minimo de 2 afos y un maximo de 15
afos donde la distribucion de género fue mayor para el sexo femenino (8 nifos,
36.3% y 14 nifias, 63.6%). De acuerdo a la distribucion de los datos, la media
del peso (kg) fue de 35.9+15.3 (10 kg-63 kg) y del IMC fue de 18.8+3.1 kg/m?
(11.3 kg -23.7 kg). El reporte de los niveles de glucosa y hemoglobina
glucosilada (HbA1c) en suero de los pacientes, mostraron mediana de 88
mg/dL (45 mg/dL -342 mg/dL) y de 8% (5.6 mg/dL -14.8 mg/dL)
respectivamente.

Se incluyeron 22 (28.9%) sujetos sanos, 9 (40.9%) hombres y 13 (59%)
mujeres sujetos sanos con edades entre los 2 y los 17 afos. La mediana de
edad del grupo de sujetos sanos fue de 11 afios (2-16). La media del peso
corporal fue de 37.5+20.2 kg (10 kg -90 kg) y del IMC de 18.1+3.7 kg/m? (13
kg/m? -29.6 kg/m?). La mediana de la HbA1c fue de 5.4% (4.5% -6.1%) y de
glucosa de 87.5 mg/dL (68 mg/dL -98 mg/dL). Al comparar las variables

clinicas y bioquimicas entre los grupos de pacientes y sujetos sanos, solo la
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HbA1c (p=0.001), el péptido C (p=0.001) y la insulina (p=0.012) fueron
estadisticamente significativa (Tabla 2) no asi para la edad (0.990), el peso
(p=0.716), la talla (p=0.879), el IMC (P=0.557), la TAS (P=0.676), la TAD
(P=0.526) y la glucosa (p=0.510); ni tampoco cuando se compararon los
grupos restantes (madres, padres y hermanos correspondientes), como se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, bioquimicas y antropométricas de los pacientes con diabetes tipo 1,

familiares de primer grado y sujetos control sanos

Variable/ Pacientes Controles |Valor| Madres de | Madres de | Valor Padres Padres | Valor |Hermanos| Hermano | Valor
con de “p”| pacientes controles |[de “p” de de de “p” de s de de
GruPo diabetes pacientes | controle pacientes | controles “p”
s
n= 22 (25.9%) | 22 (28.9%) 24 (28.2%) 15
5 . 8 9 22 20 17 19 8 (19.7%)
Género:M/F (36.3%)/14 | (40.9%)/13 (25.9%) (26.3%) (22.4%) (25%) (33.3%)/16 4
(63.6%) (59%) (66.6%) | (26.7%)/1
1(73.3%)
Edad
(afios) 9 (2-15) 11 (2-16) |0.990| 37 (22-52) 40 (25-50) |0.496 | 42 (23-54) 39 0.144 | 15(3-25) | 13 (4-20) | 0.339
(27-50)
Peso 359+15.3 35.7+20.2 716 | 70.4+11.8 65.4+11.1 77.6£14.3 | 85.9+19 54+22.8 | 43.8+16.7
9+15. 7202 | . A4+11. A+11. .6+14. .9+19. +22. .8+16.
(kg) (10-63) (10-90) (48-91) (53-96) 0.134 (46-104) 1 0.274 (16-107) (15-64) 0.194
(66-130)
Talla 1.39 1.42 0.879 1.57 1.55 1.65 1.69 1.57 1.55
(mts) (0.78-1.74) | (0.83-1.78) (1.45-1.71) | (1.47-1.72) 0.157 (1.59-1.80) | (1.57-1.93) 0333 (1.00-1.76) (1.04- 0.564
1.72)
IMC 2 18.3 £3.1 18.1£3.7 |0.557| 28.2+3.62 26.9+3.3 27.8t4.4 | 29.5+4.6 22.1#5.5 | 19.243.9
.3 13. 143, . 243, .943. 844, 514, (115, 243,
(pesoltalla’) (11.3-23.7) | (13.0-29.6) (21.4-34.7) | (22.2-32.3) 0.262 (16.9-33.6) | (22.4-40.8) 0.579 (12.9-35.6) (13.8- 0.089
26.6)
TAS 0.679 100 100 100 110 90 97
(mmHg) 90 (80-100) | 90 (80-120) | 69-120) | (85-120) [%238| (88-130) | (90-160) | %790 | (80-120) | (80-115) | 0897
TAD
(mmHg) 60 (50-70) 60 (50-80) [0.526| 70 (60-89) 70 (60-90) |0.768 70 70 0.974 60 65 (50-70) | 0.667
(60-100) (60-90) (50-80)
HbA1c
(%) 8.0 5.4 0.001 5.6 5.4 0.290 5.8 5.7 0.715 5.3 5.4 0.964
(5.6-14.8) (4.5-6.1) (4.4-13.5) (4.7-15.3) (4.5-12.1) | (5.1-7.8) (4.0-6.7) (4.3-5.9)
Glucosa 91 91.5 96 96 85
(mg/dL) 88 (45-342) 87.5 0.510| (65-226) (71-271) 0.968| (76-346) (83-217) | 0.642 | (67-94) 87.5 (76- | 0.086
(68-98) 97)
Insulina 30.6124.2 15.349.2 0.012| 18.6+13.2 | 25.3+15.8 0.669 | 14.61+5.5 21.2+13. [0.937 [14.5+7.7 19.4+2.1 0.954
0
Péptido C 2.842.0 24114 0.001 2.2+1.6 2.6+1.8 0.774 | 2.0+0.97 3.4+1.8 [0.462 [1.8%1.3 2.61£2.0 0.289
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El tiempo de evolucion de la enfermedad en los pacientes con diabetes tipo 1
fue de 38 dias (12-82) (mediana y limites). Con respecto a las dosis de
unidades de insulina por kilogramos de peso (U/Kg) se obtuvo una mediana de

0.65 U/Kg (0.25-1.15).

Familiares de primer grado de los pacientes con diabetes tipo 1 y del grupo de

controles sanos

Los familiares de los pacientes con diabetes tipo 1 y los familiares de primer
grado de los controles sanos fueros divididos en 3 grupos: madres, padres y
hermanos. El numero total de las madres de los pacientes con diabetes tipo 1
que participaron en nuestro estudio fue de 22 (25.9%), con mediana de la edad
de 37 anos (22-52). La media del peso fue de 70.4+11.8 kg (48 kg -91 kg); a su
vez la media del IMC obtenido fue de 28.2+3.62 kg/m? (21.4 kg -34.7 kg). La
mediana de HbA1c en este grupo fue de 5.6 % (4.4%-13.5%) con niveles de
glucosa 91 mg/dL (65 mg/dL -226 mg/dL). El grupo de los padres de los
pacientes incluidos en nuestro estudio fueron 17 (20%); la mediana de edad
de dicho grupo fue de 42 afos (23-54). La media del peso fue de 77.6+14.3 kg
(46 kg -104 kg) con IMC de 27.8+ 4.4 kg/m? (16.9 kg/m? -33.6 kg/m?). La
mediana del porcentaje de HbA1c del grupo de los padres de los pacientes con
diabetes tipo 1 fue de 5.8% (4.5%-12.1%), con niveles de glucosa 96 mg/dL (76
mg/dL -346 mg/dL) mg/dL. Finalmente, el grupo de los hermanos de los
pacientes incluidos en el estudio: fueron en total 24 (28.2%), 8 hombres (33%)
y 16 mujeres (66.6%). Sus edades oscilaron entre los 3 y los 25 afios, con una
mediana de 15 afnos. La media del peso fue de 54 + 22.8 kg (16 kg -107 kg). En

cuanto al IMC la media fue de 22.1+5.5 kg/m? (12.9 kg/m? -35.6 kg/m?). La
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mediana de los porcentajes de HbA1c obtenidos fue 5.3% (4% -6.7%) y de los

niveles de glucosa 85 mg/dL (67 mg/dL -94 mg/dL) (Tabla 1).

Los familiares de los sujetos sanos, al igual que los familiares de los pacientes,
fueron divididos en 3 grupos: madres, padres y hermanos.

El numero total de las madres de los sujetos sanos que participaron en nuestro
estudio fue de 20 (26.3%). La mediana de la edad fue 40 afios (25-50), con
peso promedio de 65.4+11.1 kg (53 kg -96 kg) e IMC de 26.9+3.3 kg/m? (22.2
kg/m? -32.3 kg/m?). La mediana de HbA1c en este grupo fue de 5.4% (4.7% -
15.3%) y de los niveles de glucosa 91.5 mg/dL (71 mg/dL -271 mg/dL).

Del grupo de los padres de los sujetos sanos que participaron en nuestro
estudio: en total fueron 19 (25%) padres con una mediana de edad de 39 afios
(27-50). La media del peso fue de 85.9+19.1 kg (66 kg -130 kg), con IMC de
29.5+4.6 kg/m? (22.4 kg/m?- 40.8 kg/m?). La mediana de la HbA1c fue de 5.7%
(5.1% -7.8%), con niveles de glucosa de 96 mg/dL (83 mg/dL -217 mg/dL).
Finalmente el grupo de los hermanos de los sujetos sanos incluidos en el
estudio, fueron en total 15 (19.7%) individuos 4 (26.7%) hombres y 11 (73.3%)
mujeres; con una mediana para la edad de 13 afios (4-20) y peso promedio
43.8+16.7 kg (15 kg -64 kg) con IMC (19.2+3.9 kg/m? (13.8 kg/m? -26.6 kg/m?).
Los porcentajes de HbA1c con mediana de 5.4% (4.3% -5.9%) con glucosa de

87.5 mg/dL (76 mg/dL -97 mg/dL). Dichos valores se muestran en la tabla 1.

Al comparar las variables clinicas y bioquimicas entre los grupos de familiares
de primer grado de los pacientes con diabetes tipo 1 y los familiares de primer

grado del grupo control sano, no se observd ningun valor significativo en los
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valores de péptido C e insulina (Tabla 1) y ningun valor significativo en las

variables clinicas y antropométricas (Tabla 1).

Porcentajes de células NKT periféricas en pacientes con diabetes tipo 1,

familiares de primer grado y controles.

Los porcentajes de las células NKT obtenidos por citometria de flujo fueron
comparados entre los pacientes pediatricos con diabetes tipo 1 de reciente
inicio y sus familiares de primer grado contra los porcentajes de los sujetos
sanos y sus respectivos familiares de primer grado.

Dado que los datos no presentaron distribucidn normal se muestran las
medianas y rangos, asi como la prueba Kruskal-Wallis para buscar diferencias
entre los grupos con respecto al porcentaje de las células NKT (Tabla 2).

El analisis de comparacién de las medianas y sus rangos, intra-grupo se realizé
con U de Mann Whitney. Al aplicar la prueba Kruskal-Wallis se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), con p=0.019. Mientras
que para grupos independientes se obtuvo un valor significativo con la prueba
U de Mann-Withney al comparar a los pacientes con los sujetos sanos
(p=0.015). La comparacion entre si de los grupos restantes (madres, padres y

hermanos) resultaron no ser estadisticamente significativos (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacion de los porcentajes de células NKT periféricas entre
los diferentes grupos evaluados.
Grupos de Estudio % NKT Valor p
Pacientes 0.03 (0.01-0.74)
Controles 0.12 (0.02-0.75) 0.015
Madres Paciente 0.11 (0.03-0.91)
Madres Control 0.07 (0.02-0.21) 0.076
Padres Pacientes 0.07 (0.01-0.31)
Padres Control 0.10 (0.02-0.44) 0.151
Hermanos pacientes 0.11 (0.01-0.92)
Hermanos Control 0.20 (0.01-1.35) 0.777

Concentracion de anticuerpos en pacientes con diabetes tipo 1, familiares de

primer grado y controles.

Mas de la mitad de los pacientes con diabetes tipo 1 presentaron niveles
positivos a alguno de los anticuerpos (anti-GAD, anti-lIA2, anti-insulina) y 10/22
pacientes (45.5%) fueron negativos. ElI mismo comportamiento mostraron los
familiares de primer grado con anticuerpos positivos. El 59.1% (n=13) de los
sujetos sanos presento positividad a un anticuerpo, mientras que el 4.5% (n=1)
fue positivo a dos anticuerpos y el 36.4% (n=8) resultdé negativo a los
anticuerpos medidos.

En la Tabla 3 se describe la distribucién de la positividad de los anticuerpos en
el grupo de pacientes, controles y familiares segun el numero de anticuerpos

positivos.
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Tabla 3. Distribucién de la positividad de los anticuerpos (anti-GADG65, anti-IA2, anti-
insulina) en las familias afectadas con un paciente pediatrico con diabetes tipo 1y las
familias control sanas.

Grupo

1 anticuerpo
positivo

2 anticuerpos
positivos

Anticuerpos
negativos

Pacientes con
diabetes tipo 1

40.9% (n=9)

13.6% (n=3)

45.5% (n=10)

Control 59.1% (n=13) 4.5% (n=1) 36.4% (n=8)
Familiares de primer
grado del paciente 40.9% (n=9) 9.1% (n=2) 50% (n=11)

Madre

Familiares de primer
grado del control
Madre

45% (n=9)

10.0% (n=2)

45% (n=9)

Familiares de primer
grado del paciente
Padre

47 1% (n=8)

11.8% (n=2)

41.2% (n=7)

Familiares de primer

grado del control 47.4% (n=9) 5.3% (n=1) 47.4% (n=9)
Padre

Familiares de primer

grado del paciente 41.7% (n=10) 8.3% (n=2) 50% n=12)

Hermanos

Familiares de primer
grado del control
Hermanos

33.3% (n=5)

13.3% (n=2)

53.3% (n=8)
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HLA en pacientes con diabetes tipo 1, familiares de primer grado y controles.

Tabla 4 . Frecuencias génicas de los alelos HLA-DRB1 en pacientes con diabetes tipo 1y familiares de primer grado
comparada con familias con control y con un estudio de baja resolucion realizado en 381 controles sanos.

381 controles

Pacientes DT1 Familia Pacientes Familia Control
sanos
HLA-DRB1 n g.f. n g.f. n g.f. n g.f.
*04 20 0.455 45 0.3571 49 0.3224 196 0.257
*08 5 0.114 15 0.1190 15 0.0987 93 0.122
*12 (05) 4 0.091 13 0.1032 11 0.0724 6 0.007
*17 (03) 4 0.0909 10 0.0794 14 0.0921 54 0.07
*18 (03) 4 0.0909 9 0.0714 13 0.0855 1 0.001
*09 3 0.068 9 0.0714 5 0.0329 7 0.009
*14 (06) 2 0.045 1 0.0079 0 0.0000 67 0.087
*01 1 0.023 5 0.0397 3 0.0197 62 0.081
*16 (02) 1 0.023 7 0.0556 0 0 38 0.049
*07 0 0 6 0.0476 12 0.0789 69 0.09
*10 0 0 0 0 0 0 12 0.015
*11 (05) 0 0 0 0 3 0.0197 46 0.06
*13 (06) 0 0 5 0.0397 19 0.1250 66 0.086
*15 (02) 0 0 1 0.0079 8 0.0526 45 0.059

Los alelos DRB1* se compararon en 4 grupos diferentes: pacientes con
diabetes tipo 1, familiares de pacientes con diabetes tipo 1, familias control y
381 controles sanos de un estudio de baja resolucion. Los alelos con mayor
frecuencia en la poblacion de pacientes con diabetes tipo 1 corresponden a los
alelos DRB1*04 con una frecuencia génica de 0.455, asi mismo el DRB1*08
con una frecuencia génica de 0.114 y los alelos DRB1*12(05), DRB1*17(03) Y
DRB1*18(03) tuvieron una frecuencia génica de 0.091. Los alelos menos
frecuentes en el grupo de los pacientes con diabetes tipo 1 fueron DRB1*01 y
DRB1*16(02) con una frecuencia génica de 0.023, mientras que los alelos
DRB1*07, DRB1*10, DRB1*11(05), DRB*13(06) y DRB*15(02) fueron
totalmente nulos. A su vez, los alelos mas frecuentes en los familiares de los

pacientes con diabetes tipo 1 fueron DRB1*04 (f.g. 0.357), DRB1*08 (f.g.
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0.119), DRB1*12(05) (f.g.0.103), DRB1*17(03) (f.g. 0.079) y DRB1*18(03) y
DRB1*09 con una frecuencia génica de 0.071. Los alelos menos frecuentes en
las familias con un hijo con diabetes tipo 1 fueron DRB1*14(06) y DRB1*15(02)
con una frecuencia génica de 0.008; mientras que los alelos DRB1*10 y
DRB1*11(05) resultaron nulos. En las familias con un hijo control sano los
alelos mas frecuentes fueron DRB1*04 (f.g 0.322), DRB1*13(06) (f.g. 0.125),
DRB1*08 (f.g. 0.99), DRB1*17(03) (F.G. 0,092), DRB1*18(03) (f.g. 0.085) y
DRB1*07 (f.g. 0.079). los alelos menos frecuentes en este grupo evaluado
fueron DRB1*01 y DRB1*11(05) con una frecuencia génica de 0.020; mientras
que los alelos que no se expresaron fueron DRB1*14(06), DRB1*16(02) y
DRB1*10. Los resultados del grupo de controles sanos del estudio de baja
resolucién mostraron que los alelos mas frecuente en poblacion mexicana sana
fueron DRB1*04 (f.g. 0.257), DRB1*08 (f.g. 0.122), DRB1*07 (f.g. 0.09),
DRB1*14(06) (f.g. 0.087), DRB1*13(06) (f.g. 0.086) y DBR1*01 (f.g. 0.081)
mientras que los alelos menos frecuentes fueron DRB1*12(05) (f.g. 0.007) y

DRB1*18(03) (f.g. 0.001). (Tabla 4)
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Tabla 5 . Frecuencias génicas de los alelos HLA-DQB1 en pacientes con diabetes tipo 1y
familiares de primer grado comparada con familias de control y con un estudio de baja
resolucion de 381 controles sanos.

Pacientes

HLA-DQB1 diabetes g.f. Farrnhas g.f. Familias g.f. 381 g.f.
. Paciente Controles
tipo 1 Sanas
*0302/01/03 24 0.545 70 0.556 76 0.500 350 0.459
*0201 9 0.205 21 0.167 30 0.197 124 0.162
*04 7 0.159 20 0.159 22 0.145 93 0.122
*0501/02 2 0.045 5 0.040 1 0.007 107 0.14
*0601/02 2 0.045 10 0.079 23 0.151 88 0.115

Para DQBH1, los alelos mas frecuente observados en el grupo de los pacientes
con diabetes tipo 1 fueron DQB1*03 con una frecuencia génica de 0.545,
seguido del alelo DQB1*02 con una frecuencia génica de 0.205, DQB1*04 (f.g.
0.159). Por otra parte los alelos menos frecuentes en este grupo fueron
DQB1*05 y DQB1*06 con una frecuencia génica de 0.045 respectivamente. En
los familiares de los pacientes con DT se observé prioritariamente el alelo
DQB1*03 con una frecuencia génica de 0.555, seguido de los alelos DQB1*02
(f.g. 0.166), DQB1*04 (f.g. 0.158), DQB1*06 (0.079) y por ultimo DQB1*05 (f.g.
0.039). En las familias control las frecuencias mas altas corresponden a
DQB1*03(f.g.0.5), DQB1*02 (f.g. 0.197), DQB1*04 (f.g. 0.144), DQB1*06 (f.g.
0.151) y el alelo menos frecuente fue DQB1*05 con una frecuencia génica de
0.006. Con respecto a los resultados del estudio de baja resolucion en
controles sanos las frecuencias de alelos mayormente observadas
corresponden a los alelos DQB1*03 (f.g. 0.459), DQB1*02 (f.g. 0.162) y
DQB1*05 (f.g. 0.14); siendo DQB1*06 (f.g.0.122) y DQB1*06 (f.g. 0.115) los

alelos de menos frecuencia. (Tabla 5)
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Tabla 6. Frecuencias génicas de la distribucion de dos-locus del Haplotipo de HLA Clase
Il en pacientes con diabetes tipo 1, familiares de primer grado comparadas con familias
control y un estudio de baja resolucion de 381 controles sanos ordenada de forma
descendente.

Familias

Pacientes . Familias Control 381 sujetos sanos
pacientes
HLA-DRB1/DQB1 g.f. g.f. g.f. g.f.
*04/*03 0.909 0.7142 0.4342 0.2335
*08/*04 0.0454 0.0316 0.1314 0.1141
*03/*02 0.3636 0.252 0.1314 0.0682
*08/*03 0.1818 0.2062 0.0657 0
*12/*04 0.136 0.1746 0 0
*01/*05 0 0 0 0.0787
*03/*03 0 0.0476 0.171 0
*07/*02 0 0 0.1314 0.0813
*11/*03 0 0 0.092 0.0511
*13/*06 0 0.0158 0.1578 0.0524
*14/*03 0 0 0.092 0.0603
*15/*06 0 0.0158 0.0394 0.0538
*16/*03 0 0 0 0.038

Los haplotipos mas frecuentes observados en el grupo de pacientes con
diabetes tipo 1 fueron DRB1*04/DQB1*03 con una frecuencia génica de 0.909,
DRB1*08/DQB1*04 (f.g. 0.0454), DRB1*03/DQB1*02 (f.g. 0.3636) vy
DRB1*08/DQB1*03 (f.g. 0.1818); el haplotipo menos frecuente fue
DRB1*12/DQB1*04  (f.g.  0.136), mientras que los  haplotipos
DRB1*01/DQB1*05, DRB1*03/DQB1*03, DRB1*07/DQB1*02,
DRB1*11/DQB1*03, DRB1*13/DQB1*06, DRB1*14/DQB1*03 :
DRB1*15/DQB1*06 y DRB1*16/DQB1*03 tuvieron una frecuencia nula.

Por otra parte en las familias de los pacientes con diabetes tipo 1 se observo
una mayor frecuencia de los haplotipos DRB1*04/DQB1*03 (f.g. 0.7142),
DRB1*08/DQB1*03 (f.g. 0.2062), DRB1*03/DQB1*02 (f.g. 0.2520),
DRB1*12/DQB1*04 (f.g. 0.1746), DRB1*03/DQB1*03 (f.g. 0.0476) vy
DRB1*08/DQB1*04 (f.g. 0.0316), seguido de DRB1*13/DQB1*06 y

DRB1*15/DQB1*06 con una frecuencia génica de 0.0158 respectivamente. A
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su vez, los haplotipos DRB1*01/DQB1*05, DRB1*07/DQB1*02,
DRB1*11/DQB1*03, DRB1*14/DQB1*03 y DRB1*16/DQB1*03 no se
observaron. (Tabla 6)

La mayores frecuencias génicas observadas en el grupo de las familias control
se observaron en los haplotipos DRB1*04/DQB1*03 (f.g. 0.4342),
DRB1*16/DQB1*03 (f.g. 0.1578), DRB1*03/DQB1*03 (f.g. 0.1710) vy
DRB1*08/DQB1*04, DRB1*03/DQB1*02 y DRB1*07/DQB1*02 con una
frecuencia génica de 0.1314 respectivamente. Seguidos de los haplotipos
DRB1*11/DQB1*03 y DRB1*14/DQB1*03 con una frecuencia génica de 0.092.
Asi  mismo, los haplotipos DRB1*12/DQB1*04, DRB1*01/DQB1*05 vy
DRB1*16/DQB1*03 no se observaron. (Tabla 6)

Por lo que respecta a los sujetos sanos del estudio de baja resolucion con el
que se compararon los resultados de este estudio, los haplotipos
DRB1*04/DQB1*03 (f.g. 0,2335), DRB1*08/DQB1*04 (f.g. 0.1141),
DRB1*07/DQB1*02 (f.g. 0.813), DRB1*01/DQB1*05 (f.g. 0,0787),
DRB1*03/DQB1*02 (f.g. 0.0682) y DRB1*14/DQB1*03 (f.g. 0.0603) fueron los
que se observaron con mayor frecuencia, seguidos de los haplotipos
DRB1*15/DQB1*06 (f.g. 0.0538), DRB1*11/DQB1*03 (f.g. 0,0511) vy
DRB1*16/DQB1*03 (f.g. 0.038). Asi mismo los haplotipos DRB1*08/DQB1*03,

DRB1*12/DQB1*04 y DRB1*03/DQB1*03 no se observaron. (Tabla 6)
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Tabla 7. Frecuencias génicas de la distribucién de dos-locus del Haplotipo de HLA

Clase Il en pacientes con diabetes tipo 1 comparadas con su grupo control sano

ordenada de forma descendente.

PACIENTES CONTROLES

HLA-DRB1/DQB1 n g.f. n g.f. OR(IC 95%) p
*04/*03 20 0.909 11 0.5 2.50(0.93-6.84) 0.009
*03/*02 8 0.3636 4 0.1818 2.22(0.54-9.71) 0.216
*08/*03 4 0.1818 2 0.0909 2.10(1.31-17.62) 0.4
*12/*04 3 0.136 0 0 INDEFINIDO 0.079
*08/*04 1 0.0454 4 0.1818 0.23(0.01-2.38) 0.169
*07/*02 0 0 1 0.0455 0.00(0-17.62) 0.317
*01/*05 0 0 0 0 0 0
*14/*03 0 0 3 0.1364  0.00(0-2.23) 0.079
*15/*06 0 0 0 0 0 0
*13/*06 0 0 3 0.1364  0.00(0-2.23) 0.079
*11/*03 0 0 2 0.0909 0.00(0-4.2) 0.154
*16/*03 0 0 0 0 0 0
*03/*03 0 0 4 0.1818 0.00(0-1.50) 0.041

Como se observa en la tabla 7, los unicos valores significativos en la
comparacion de frecuencias génicas de los haplotipos DRB1/DQB1 en los
pacientes con diabetes tipo 1 y en su grupo control sano fue para el haplotipo
DRB1*04/DQB1*03 (OR 2.50 IC 95%[0.93-6.84], p=0.045) y el haplotipo

DRB1*03/DQB1*03 (OR 0 IC 95% [0-1.50], p=0.041).
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Tabla 8. Frecuencias génicas de la distribucién de dos-locus del Haplotipo de HLA Clase Il en los familiares
de pacientes con diabetes tipo 1 comparadas con los familiares de los controles sanos.

FAMILIAS PACIENTES

FAMILIA CONTROLES

HLA-DRB1/DQB1 n g.f. n g.f. OR(IC 95%)
*04/*03 45 0.7143 22 0.4074 2.17(1.15-4.11)
*03/*02 16 0.252 6 0.1111 2.47(0.87-7.39)
*08/*03 13 0.2062 3 0.0556 4.03(1.03-18.34)
*12/*04 11 0.1746 0 0 INDEFINIDO
*08/*04 2 0.0316 6 0.1111 0.27(0.04-1.54)
*07/*02 0 0 9 0.1667  0.00(0-0.48)
*01/*05 0 0 0 0 0
*14/*03 0 0 4 0.0741  0.00(0-1.30)
*15/*06 1 0.0158 3 0.0556 0.28(0.01-3.07)
*13/*06 1 0.0158 9 0.1667  0.00(0-0.78)
*11/*03 0 0 5 0.0926  0.00(0-0.98)
*16/*03 0 0 0 0 0
*03/*03 3 0.047619048 9 0.1667 0.27(0.06-1.12)

p
0.009

0.062
0.023
0.001
0.096
0.001
0
0.029
0.244
0.004
0.014
0
0.04

Por otra parte, en la comparacion de las frecuencias génicas de los grupos de
familiares de primer grado de los pacientes con diabetes tipo 1 y los del grupo
control sano, solo los haplotipos DRB1*04/DQB1*03 (OR 2.17 IC 95% [1.15-
27.4.11], p=0.009), DRB1*08/DQB1*03 (OR 4.03 IC 95% [1.03-18.34],
p=0.023), DRB1*12/DQB1*04 (indefinido, p=0.001), DRB1*07/DQB1*02 (OR 0
IC 95% [0-0.48), p=0.001], DRB1*14/DQB1*03 (OR 0 IC 95% [0-1.30],
p=0.029), DRB1*13/DQB1*06 (OR 0.00 IC 95% [0-0.78], p=0.004),
DRB1*11/DQB1*03 (OR 0.27 IC 95% [0-0.98], p=0.014) y DRB1*03/DQB1*03

(OR 0.27 IC 95% [0,06-1.12], p=0.040) (Tabla 8).
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Tabla 9. Genotipos heterocigotos u homoigotos observados en
pacientes con diabetes tipo 1, sus familiares de primer grado y
familias control sanas.

PACIENTES Y CONTROLES Y

HAPLOTIPOS FAMILIARES FAMILIARES

n(%) n(%)
Alelos Paientes: 18 (81.8) 13 (59.1)
DR3 6 DR4 (OR 3.1 1C [0.8-12.3])
positivos FAMILIARES
Familiares: 43 (68.3%) 27 (50)
(OR 1.51C [0.55-1.9)])
Pacientes: 21 (95.5) Controles: 17 (77.3)
DQ2/DQ3 (OR 6.2 IC [0.7-58])
Familiares: 38 (70.4)
Familiares: 82.5%
(OR 1.4 [IC 0.42-4.6])

ALTO RIESGO PACIENTES CONTROLES
DR3/DR4 6(27.3) ggggg;
DR3/DR3 0 '
DR4/DR4 29.09) 21(?405?))
DR1/DR4 (4.5) '

El 81.8% de los pacientes con diabetes tipo 1 presentaron por lo menos un
alelo DR3, DR4 (OR 3.1 IC 95% [0.8-12.3]) y el 95.5% (OR 6.2 IC 95% [0.7-58])
de los pacientes resulté positivo a alelos DQ2, DQ3. El 59.1% de los controles
sanos fue positivo a alguno de los alelos DR3, DR4 y el 77.3% positivos a
algun alelo DQ2, DQ3. Por su parte, el 68.3% (OR 1.5 IC 95% [0.55-1.9]) de
los familiares de primer grado de los pacientes con diabetes tipo 1 tipifico
positivo para alelos DR3, DR4 y el 82.5% (OR 1.4 IC 95% [0.42-4.6]) positivos

para alelos DQ2, DQ3 (Tabla 9), mientras que el 50% de los familiares de los
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controles sanos resultaron positivos a alguno de los alelos DR3, DR4 y
finalmente el 70.4% de este grupo resultd positivo a alguno de alguno de los
alelos DQ2, DQ3.

Se observo una frecuencia del 27.3% de los genotipos heterocigotos DR3/4 y
DR1/4 en los pacientes con diabetes tipo 1 en comparacion con el 9.09 % del
grupo de los sujetos control; el genotipo DR3/DR3 no resulté positivo en ningun
paciente con diabetes tipo 1, mientras que el 9.09 % de los sujetos control lo
presentaron; el 9.09% de los pacientes presentaron DR4/DR4 similar al 9.09%
de los sujetos control y finalmente el 4.5% de los pacientes con diabetes tipo 1
expres6 DR1/DR4 y a su vez el 4.5% de los sujetos control lo expresaron como

se muestra en la tabla 9.
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DISCUSION

Diversos estudios clinicos han reportado deficiencias y defectos funcionales en
las células NKT relacionadas con padecimientos autoinmunes como lo es la
diabetes tipo 1. Sin embargo su mecanismo funcional deficiente y la
importancia que podrian tener dichas células en el diagnostico de la
enfermedad aln se desconoce.®

En este trabajo analizamos la poblacidon de células NKT utilizando los
anticuerpos anti-CD3, anti-Va24 y anti-V11 como marcadores que
caracterizan a estas células. Los resultados con los que contamos hasta ahora
sobre el porcentaje de células NKT sefialan que existe una disminucion desde
el punto de vista cuantitativo (en el porcentaje) que marca una diferencia
significativa entre el grupo de pacientes con diabetes tipo 1, familiares de
primer grado y controles, lo cual concuerda con los hallazgos reportados
previamente.***® Hay estudios que muestran inconsistencia de los datos de las
poblaciones de células NKT, en dénde se observan deficiencias, incrementos o
estados normales en funciéon y namero en pacientes con diabetes tipo 1 y
sujetos sanos.’®*42%%%8 En contraste, nuestros resultados muestran un bajo
porcentaje de células NKT en el grupo de los pacientes con diabetes tipo 1 de
reciente inicio en comparacion con los porcentajes observados en el grupo de
los sujetos sanos, lo que apoya el fondo autoinmune de la diabetes tipo 1 con
fallas en los mecanismos reguladores. Estos fallos van ligados a la deficiencia
numérica y a la deficiente produccién de citosinas que incrementan la
predisposicion a padecimientos autoinmunes. Unas de las principales

herramientas para determinar como los defectos de las células NKT aparecen,
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son los estudios de asociacion gendmica de las células NKT de individuos con
caracteristicas celulares diferentes como el aumento o disminucién en el
nimero de dichas células.*® Una posibilidad es que los polimorfismos en
moléculas importantes para el desarrollo de las células NKT, tales como
receptores SLAM® o el factor de transcripcion PZLF®' puedan predecir las
variaciones numeéricas de dichas células en cada persona.®?

Una de las limitantes principales de nuestro estudio es que so6lo hemos
evaluado el porcentaje de células NKT de sangre periférica, pues en estudios
murinos el numero de células NKT se ha reportado normal mientras que en
otros tejidos se han encontrado  deficiencias  significativas.®?
Desafortunadamente esas técnicas y la obtenciéon de tejidos humanos es
extremadamente dificil. Sin embargo, la mayoria de los estudios revisados
coinciden en incrementar las estrategias para el estudio de esta poblacion
celular ya que ademas de estudiar la concentracion de citosinas y el numero
total de células NKT de sangre periférica, se ha demostrado que existen
muchas otros defectos potenciales en la funcion tanto de las células NKT

periféricas asi como las que provienen de otros tejidos. 3415

La cuantificacion de los anticuerpos que principalmente reaccionan contra los
islotes pancreaticos: Anti-GAD, Anti-IA-2 y Anti-IAA ha sido muy Uutil para
conocer la actividad de la enfermedad, determinar su grado de progresion y
contribuye a clasificar y predecir el estado clinico de los pacientes afectados.
Diversos estudios prospectivos en familiares de los pacientes con la
enfermedad, muestran que la presencia de dos o mas tipos de auto-
d. 11,13

anticuerpos proporciona un valor predictivo de la enfermeda
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Los datos presentados en la tabla 2 muestran que los grupos de las familias
con sujetos sanos tienen mas altos porcentajes de positividad a un anticuerpo
que los porcentajes de las familias afectadas, no asi en la presencia de dos
anticuerpos, donde los porcentajes de las familias afectadas son mayores que
los porcentajes de las familias con sujetos sanos. Los datos con los que
contamos hasta ahora sugieren que el porcentaje de células NKT no se
relaciona con la positividad a los anticuerpos. Sin embargo, resulta interesante
observar que en casi la mitad tanto de los familiares de los pacientes como de
los controles con anticuerpos positivos el porcentaje de NKT es discretamente

menor.

La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune con un fuerte componente
genético y aproximadamente entre el 40 y el 50% de los genes relacionados
con este padecimiento se le atribuyen a la variacion alélica de la region HLA.
La participacion directa de los genes de HLA de clase || DRB1 y DQB1 en
diabetes tipo 1 esta bien establecida, con efectos de predisposicién y
protectores.”” ** Los haplotipos de mayor riesgo reportados en poblacion
mexicana son: DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201; DRB1*0405-DQA1-
*0301-DQB1*0302 mientras que los haplotipos de proteccion son: DRB1*0403-
DQA1*0301-DQB1*0302; DRB1*0407-DQA1-*0301-DQB1*0302; DRB1*0411-
DQA1*0301-DQB1*0302; DRB1*1501-DQA1-*0102-DQB1*0602, DRB1*1303-
DQA1*0103-DQB1*0603;  DRB1*0802-DQA1-*0301-DQB1*0402°7°*°"  Se
comparé el HLA de 44 familias, 22 familias con un paciente con diabetes tipo 1

y los familiares de primer grado y 22 familias con un sujeto control sano.
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Ademas nuestros resultados se compararon con un estudio de baja resolucién
de 381 sujetos controles sanos para corroborar nuestros hallazgos.

Como se observo en la tabla 6, se esperaba encontrar una alta frecuencia en
los alelos de riesgo DRB1*04 y DRB1*03 °>*’ en los pacientes y sus familiares
de primer grado que su vez en conjunto es mayor a la frecuencia encontrada
en las familias controles. En cuanto a lo que se refiere a DRB1, los alelos mas
frecuentes en la poblacién de los pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares
de primer grado, corresponden a DRB1*04 con una frecuencia génica de
0.455 y 0.357 respectivamente y DRB1*03 con una frecuencia génica de 0.090
para los alelos DRB1*17(03) y DRB1*18(03) coincidiendo con reportes
previos.51 Por otro lado, los alelos mas frecuentes en las familias de los
controles sanos fueron DRB1*04 (f.g. 0.322), DRB1*13(06) (f.g. 0.125),
DRB1*08 (f.g. 0.99) DRB1*17(03) (f.g.0.092), DRB1*18(03) (f.g. 0.0855) y
DRB1*07 (f.g. 0.079) (Tabla 4) siendo DRB1*03, DRB1*13(6) y DRB1*08
reportados como los alelos protectores mas representativos en poblacion
mexicana.’®*® Ademas en los resultados de la tabla 6 se puede observar que
en el grupo de pacientes con diabetes tipo 1 los alelos DRB1*07, DRB1*10,
DRB1*11(05), DRB*13(06) y DRB*15(02) tienen frecuencia nula mientras que
en los grupos de las familias control y los 381 controles sanos del estudio de
baja resolucion presentan una considerable frecuencia, o que podria explicar
la diferencia génica de los pacientes con diabetes tipo 1 con respecto a los
sujetos sin dicha enfermedad.

Como se observoé en el grupo de los pacientes con diabetes tipo 1, el alelo mas
frecuente de DQB1 fue DQB1*03 (f.g. 0.545), en el grupo de las familias de

pacientes el alelo de DQB1 mas frecuente corresponde de igual forma a
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DQB1*03 (f.g. 0.555) y en las familias control sanas una frecuencia génica de
0.5, estos datos coinciden con los resultados reportados en el estudio de baja
resolucién de los 381 sujetos sanos como se observa en la tabla 4. Sin
embargo en algunos estudios el alelo de riesgo mayormente reportado
DQB1*02,°°>* que en nuestra poblaciéon de pacientes se observé con una
frecuencia génica de 0.205, en los familiares de primer grado 0.1666 y en las
familias control sanas 0.1973. Finalmente nuestros datos coinciden en que los
alelos mas frecuentes en las familias control, son de mayor a menor frecuencia
génica: DQB1*03 (f.g. 0.5), DQB1*02 (f.g. 0.197) DQB1*06 (f.g. 0.151),
DQB1*04 (f.g. 0.144) y corresponden con los alelos protectores reportados en
poblacién mexicana (Tabla 5).%°

Los haplotipos protectores DRB1*13(06),DQB1*06 y DRB1*08,DQB1*04>* se
observan de manera mas frecuente en las familias control ( 0.4342 y 0.0394)
respectivamente, que en el grupo de pacientes con diabetes tipo 1
DRB1*13(06),DQB1*06 (f.g. 0.00) y DRB1*08,DQB1*04 (f.g. 0.0454); en las
familias de pacientes con diabetes tipo 1 (0.158 y 0.0316) respectivamene; en
las familias control sanas (0.1578 y 0.1314) y finalmente en el estudio de baja
resolucién de sujetos sanos (0.0524 y 0.1141) (Tabla 6).

El haplotipo DRB1*04,DQB1*03 es consierdado de riesgo para pacientes con
diabetes tipo 1 y sus familiares mientras que también es protector para sujetos
sin dicho padecimiento; en nuestro grupo de pacientes con diabetes tipo 1 se
observé una frecuencia génica de 0.909, en el grupo de familiares de primer
grado una frecuencia génica de 0.7142, en las familias control sanas una
frecuencia génica de 0.4342 y en los resultados reportados del estudio de baja

resolucién una frecuencia génica de 0.2335, siendo éste haplotipo el mas
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frecuente de los 4 grupos evaluados. Cuando se comparan las frecuencias
génicas observada del haplotipo de riesgo DRB1*03/DRB1*02, la frecuencia
génica de los pacientes (0.3636) es mayor que la frecuencia génica de sus
familiares de primer grado (0.252), que la frecuencia génica de las familias
control sanas (0.1314) y que la frecuencia reportada en el estudio de baja
resolucién de controles sanos (0.0682) debiéndose quiza al padecimiento
autoinmune regulado por genes especificos. Como se observo en la tabla 7, el
haplotipo DRB1*04/DQB1*03 (OR 2.50 IC 95% [0.63-6.84], p=0.045) result6
significativo, es decir, que los pacientes con diabetes tipo 1 al presentar el
haplotipo DRB1*04/DQB1*03 incrementa 2.50 veces mas el riesgo de
presentar la enfermedad de diabetes tipo 1 que los controles sanos, lo que
coincide con los datos reportados para poblaciones mexicanas. Pese a este
hallazgo, el haplotipo DRB1*03/DQB1*03 (OR 0 IC 95% [0-1.50], p=0.041)
también resulta significativo al comparar el grupo de pacientes con su grupo
control, probablemente debido al tamafo de la muestra pues éste haplotipo
geénico no ha sido reportado en la literatura consultada. Por otro lado, en el
grupo de los familiares de primer grado de los pacientes con diabetes tipo 1, se
observa que el haplotipo DRB1*04/DQB1*03 (OR 2.17 IC 95% [1.15-4.11,
p=0.009) considerado de riesgo como se ha citado anteriormente, tiene una
mayor frecuencia que en el grupo de los familiares de primer grado del grupo
de controles sanos y tienen un riesgo 2.17 veces mayor de presentar diabetes
tipo 1 que el grupo de familiares control sano. Por su parte, el haplotipo
DRB1*13/DQB1*06 (OR 0.00 IC 95% [0-0.78], p=0.004) y ha sido reportado
frecuentes en el estudio de baja resolucion con el que nuestros datos fueron

comparados®® y reportado como haplotipo protector en la literatura
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consultada®>®’ (Tabla 8), coinciden con nuestros datos en siendo mas
frecuente en controles sanos que en pacientes y familiares de primer grado.
Pese a observar estos resultados, los haplotipos DRB1*08/DQB1*03 (OR 4.03
IC 95% [1.03-18.3], p=0.023) y DRB1*03/DQB1*03 (OR 0.27 IC 95% [0,06-
1.12], p=0.040) se estan expresando con mayor frecuencia en familiares de
primer grado de pacientes con diabetes tipo 1 que en el grupo control de
familiares sanos ( f.g. 2062 vs f.g. 0.0556) debido tal vez, como se ha sugerido,
al tamano muestral pues ninguno de estos haplotipos se ha sido reportado en
estudios previos en poblacion mexicana. Por otro lado, cabe mencionar que los
haplotipos DRB1*07/DQB1*02 (OR 0 IC 95%[0-0.48], p=0.001),
DRB1*14/DQB1*03 (OR 0 IC 95% [0-1.30], p=0.029) y DRB1*11/DQB1*03 (OR
0.27 I1C 95% [0-0.98], p=0.014) se estan comportando de manera protectora y
esto coincide con los reportes de estudios previos como el estudio de baja
resolucion y la literatura citada.>*®" (Tabla 8)

Los genotipos heterocigotos DR3/4 y DR1/4 y el genotipo homocigoto DR3/3 se
encuentran asociados a una mayor predisposicion para desarrollar diabetes
tipo 1. DR3/DR4 es el que se ha descrito como el genotipo de mayor riesgo
que los genotipos homocigotos DR3/DR3, DR1/DR4 (OR=61.3)". El 81.8% de
los pacientes con diabetes tipo 1 y el 59.1% de los sujetos sanos expresaron
algun genotipo heterocigoto u homocigoto (Tabla 9). Como se muestra en la
tabla 9, el genotipo DR3/DR4 se presenta en un 27.3% en los pacientes con
diabetes tipo 1 mientras que dicho genotipo se expresa en un 9.09% de los

sujetos sanos coincidiendo asi con la literatura consultada.
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CONCLUSIONES

Existen diferencias en el porcentaje de células NKT entre pacientes con
diabetes tipo 1 de reciente diagndstico cuando se compara con los controles
sanos.

Nuestros datos sugieren que el porcentaje de células NKT no se relaciona con
la positividad a los anticuerpos.

Los hallazgos encontrados hasta el momento apoyan que los familiares de
pacientes con diabetes tipo 1 presentan una mayor frecuencia de los haplotipos
HLA de riesgo y las familias control presentan mas alta frecuencia de los
haplotipos protectores como se ha encontrado en los datos reportados para
poblacion mexicana y en los resultados observados en estudios de baja

resolucion de sujetos controles sanos.
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ANEXO 1

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL.

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

UNIDAD DE ATENCION MEDICA

COORDINACION DE UNIDADES MEDICAS DE ALTA ESPECIALIDAD
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECIALIDAD

HOSPITAL DE PEDIATRIA CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI.

Carta de Consentimiento Informado

Nombre del Estudio

Porcentaje de células NKT en pacientes pediatricos con diabetes tipo 1 y sus familiares de primer grado.
Aprobacién por la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica con el nimero
2010-785-045.

Propésito del Estudio

Su hijo ha sido invitado a participar en el estudio debido a que:

a) presenta diabetes tipo 1 de reciente inicio, es decir que tiene como maximo 3 meses
de habérsele diagnosticado.

b) Es hermano (a) de algun paciente con diabtetes tipo 1 de recién diagndstico.

Dicho estudio de investigacion se lleva a cabo en la Unidad Médica de Alta Especialidad del
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, y de igual manera, se han invitado
a participar a otros sujetos con diabetes tipo 1 de entre 2 y 17 afios de edad.

Su participacion es completamente voluntaria, y al ser menor de edad se les solicita a
los padres o tutores el consentimiento informado que a continuacién se describe.

En nuestro pais la diabetes tipo 1 se ha incrementado en los Ultimos afos. Se han
reconocido marcadores, es decir, moléculas en la sangre que predicen la aparicion de la
enfermedad y ello permite identificar a la poblacion en riesgo de padecer diabetes tipo 1 vy
tomar las medidas necesarias para evitar o retardar la presencia de dicha enfermedad en
familiares de personas con diabetes.

Estudios recientes demuestran una alteracién en el sistema inmunoldgico (sistema de
nuestro cuerpo que nos defiende de agresiones del medio ambiente, como las infecciones) que
hace que no se produzca la insulina necesaria para evitar que se desencadene diabetes tipo 1.

El objetivo del estudio al que ha sido invitado a participar es conocer el porcentaje de
células NKT del paciente con diabetes tipo 1 y sus familiares de primer grado (papa, mama y
hermanos).

Procedimientos
Si usted decide participar ocurrira lo siguiente:

Su participacion en el estudio consiste en una visita en donde se le realizara una
historia clinica completa, asi mismo se determinard el peso, talla, perimetro de cintura y
cadera, se obtendran mediciones de tensién arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, y posteriormente se les tomara una muestra sanguinea de 10 ml con una jeringa
estéril desechable para la determinacion de anticuerpos (anti GAD65, anti 1A2, anti-insulina,
insulina, péptido C, células NKT) y estudios de laboratorio para medir glucosa, hemoglobina
glicosilada y una biometria hematica completa que se realizara para determinar la cantidad de
células en su sangre. Nos tardaremos aproximadamente 10 minutos en tomarle la muestra de
sangre. Los estudios de laboratorio que le realizaremos tienen el propésito de saber mas sobre
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sus condiciones generales de salud y de su enfermedad. Le entregaremos los resultados de
sus estudios de laboratorio en aproximadamente 10 dias. En ninglin caso la cantidad de sangre
obtenida sera mayor de 10 ml para cada participante. Las muestras de sangre obtenidas se
procesaran el mismo dia de haberlas tomado y al finalizar el proceso de obtencién de las
células NKT, que son las células de nuestro interés, el sobrante de las muestras sanguineas se
desechara. Ninguna muestra de sangre sera guardada por ningun motivo.

El proyecto esta registrado ante la Comision Nacional de Investigacion en con el
numero: 2010-785-045

Posibles Beneficios

El sujeto que participe en el estudio, no recibira ningun beneficio directo. Sin embargo,
los hallazgos en este estudio permitiran avances en la fisiopatogénesis de la diabetes tipo 1y
su utilidad a futuro como posible marcador para la identificaciéon temprana de los familiares de
los pacientes con diabetes tipo 1 que puedan estar en riesgo de padecer dicha enfermedad.

Posibles inconvenientes

Los riesgos que implica el estudio son minimos ya que en algunas ocasiones el
procedimiento para tomar las muestras de sangre pueden causar un poco de dolor o una
discreta molestia, y es posible que se le pueda formar un moreton.

Privacidad y Confidencialidad

La informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarlo
(nombre, teléfono y direccion) sera guardada de manera confidencial. Es nuestra
responsabilidad informarle de los resultados, aclararle sus dudas, mantener una vigilancia
adecuada de su salud durante la realizacion de las pruebas y mantener la confidencialidad de
los resultados, ninguna persona ajena al estudio tendra acceso a su expediente y a la
informacion que obtengamos con sus resultados.

Resultados o informacion nueva

Durante el transcurso de este estudio, le informaremos de cualquier hallazgo nuevo. Si le
llegamos a proporcionar informacion nueva, le solicitaremos un nuevo consentimiento para
seguir participando en este estudio.

Participacion y Retiro

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Tanto el nifio como los padres
son libres de rehusar participar en el estudio. Si decide no participar, seguira recibiendo la
atenciéon médica brindada por el IMSS; es decir, su decisidén no afectara su derecho de obtener
los servicios de su unidad médica. Si en un principio desea participar y posteriormente cambia
de opinién, usted puede abandonar el estudio en cualquier momento. El no particpar en el
estudio no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como derechohabiente
del IMSS. Para los fines de esta investigacion sélo utilizaremos la informacién que usted nos ha
brindado desde el momento en que aceptd participar.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

El investigador principal se compromete a responder cualquier llamada al Tel. 56 27 69 00 Ext.
22292 y 21481 sobre las dudas de los riesgos y beneficios, en caso de molestias o dudas de
7:30-14h en dias habiles. En la Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de
especialidades o del Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI.
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Declaracion de Consentimiento

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me
ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me ha dado la oportunidad de
hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfacciéon. Se me ha dado
una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.

Firma del Padre o tutor Firma del Participante

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas.
Considero que comprendié la informacién descrita en este documento y libremente da su
consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del Encargado Firma del Encargado

Mi firma como testigo certifica que el (la) participante firmoé este formato de consentimiento
informado en mi presencia de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1 Parentesco Firma del Testigo 1

Nombre del Testigo 2 Parentesco Firma del Testigo 2
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ANEXO 2

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL.

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

UNIDAD DE ATENCION MEDICA

COORDINACION DE UNIDADES MEDICAS DE ALTA ESPECIALIDAD
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECIALIDAD

HOSPITAL DE PEDIATRIA CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI.

ASENTIMIENTO INFORMADO PARA NINOS MAYORES DE 8 ANOS
PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA:

Porcentaje de células NKT en pacientes pediatricos con diabetes tipo 1 y sus familiares
de primer grado. Con el nimero de registro ante la CNIC: 2010-785-045

Se te ha invitado a participar en este estudio porque tienes diabetes tipo 1.

Tu participacion consiste en una visita al hospital, donde te tomaremos una muestra de sangre
de tu brazo. Quiza te pueda doler un poquito, pero se te quitara rapido.

Si no quieres participar, respetaremos tu decision y no se te obligara a hacerlo.

Tus papas saben que te estamos invitando a particpar y ellos estan de acuerdo en que te
preguntemos si quieres o no ayudarnos en realizar este trabajo.

“Sé que puedo elegir participar en la investigacion o no hacerlo. Me han respondido mis
dudas y sé que puedo hacer preguntas mas tarde si las tengo.
Acepto participar en la investigacion”.

Nombre del nifio/a

Firma del nifio/a:

Fecha: México D.F. a de de 200

Si no sabe leer:

“He sido testigo de la lectura exacta del documento de asentimiento al participante
potencial y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo de que ha
dado su asentimiento libremente”.

Nombre del testigo (diferente de los padres)
Huella dactilar del nifio/menor

Firma del testigo

Parentesco

Fecha México D.F. a de de 200 .

Copia dada al participante (iniciales del investigador/asistente)

El Padre/madre/apoderado ha firmado un consentimiento informado ___ Si ___ No

(iniciales del investigador/asistente)
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ANEXO 3

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

PROPOSITO No. __ Procedencia (HGZ o UMF)

Fecha

Nombre: Edad

No. De afiliacion Teléfono

Sexo

Antecedentes Heredofamilires:

Diabetes Mellitus Tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Cardiopatia isquémica

Hipertension Arterial

Obesidad

Dislipidemias

Otras

Exploracion Fisica

Peso Kg Talla m IMC P. cintura

TAS TAD FC FR

BHC: WBC NEU LYM MONO EOS

P. cadera

BASO

RBC Hb HCT MCV MCH MCHC

RDW

PL: CT TG HDL-Col LDL-Col
QS: Glucosa Cr Acido urico
HbA1c:

Observaciones

PLAQ__
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MADRE

Nombre Edad

No. De afiliacion
Procedencia (HGZ o UMF)

Sexo

Antecedentes Heredofamilires:

Diabetes Mellitus Tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Cardiopatia isquémica

Hipertension Arterial

Obesidad

Dislipidemias

Otras

Exploracion Fisica

Peso Kg Talla mts IMC P. cintura

TAS TAD FC FR

BHC: WBC NEU LYM MONO EOS

BASO

P. cadera

RBC Hb HCT MCV MCH MCHC

PL: CT TG HDL-Col LDL-Col
QS: Glucosa Cr Acido urico
HbA1c:

Observaciones

RDW

PLAQ
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PADRE

Nombre Edad

No. De afiliacion
Procedencia (HGZ o UMF)

Sexo

Antecedentes Heredofamilires:

Diabetes Mellitus Tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Cardiopatia isquémica

Hipertension Arterial

Obesidad

Dislipidemias

Otras

Exploracion Fisica

Peso Kg Talla mts IMC P. cintura

TAS TAD FC FR

BHC: WBC NEU LYM MONO EOS

BASO

P. cadera

RBC Hb HCT MCV MCH MCHC

PL: CT TG HDL-Col LDL-Col
QS: Glucosa Cr Acido urico
HbA1c:

Observaciones

RDW

PLAQ
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HERMANO

Nombre Edad

No. De afiliacion
Procedencia (HGZ o UMF)

Sexo

Antecedentes Heredofamilires:

Diabetes Mellitus Tipo 1

Diabetes Mellitus tipo 2

Cardiopatia isquémica

Hipertension Arterial

Obesidad

Dislipidemias

Otras

Exploracion Fisica

Peso Kg Talla mts IMC P. cintura

TAS TAD FC FR

BHC: WBC NEU LYM MONO EOS

BASO

P. cadera

RBC Hb HCT MCV MCH MCHC

PL: CT TG HDL-Col LDL-Col
QS: Glucosa Cr Acido urico
HbA1c:

Observaciones

RDW

PLAQ
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