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RESUMEN.

Introduccion. Las células NKT (NKT) son reguladoras del sistema inmune, el
namero disminuido se asocia a la aparicion de DT1 en ratones NOD, las
observaciones en humanos son contradictorias. Las células NKT polarizan la
respuesta inmune Thl, Th2 y Th17.

Hipotesis: El numero de células NKT serd menor y la concentracion de
interleucinas de respuesta Thl mayor en sujetos con diabetes tipo 1 (DT1) de
reciente diagnéstico que en sus hermanos y controles sanos. Métodos: Disefio
observacional, transversal, analitico, prospectivo. Se incluyeron sujetos con DT1
de reciente diagnéstico (<3 meses de evolucion), sus hermanos (H) y sujetos
sanos (C). Se midi6é porcentaje de células NKT y la concentracion de interleucinas
(IFNy, IL2, IL6, IL8, IL10, 1L12p70, IL4, IL5, IL17, IL1B, TNFay TNFB). Se
compararon los datos con prueba de Kruskal-Wallis, correlacion de Pearson y
analisis de covarianza para variables confusoras. Resultados: Fueron 124 sujetos
(DT1 48, C 32 y H 44), no hubo diferencias antropométricas, la HbAlc fue mayory
el péptido C menor en DT1 que en los otros dos grupos y la edad de H fue mayor
(p<0.001). No se encontro diferencia de células NKT entre DT1 (0.176+£0.202) y C
(0.118+0.133), pero el porcentaje fue mayor en H (0.246+0.188, p=0.002). Se
demostraron diferencias significativas de las interleucinas IFNy, IL-8, IL-12p70 e
IL17 siendo mayores para los DT1 que los H. Se observo correlacion débil entre el
porcentaje de NKT e IL10 r=0.192 (p=0.039), IL2 r=0.180 (p=0.054), IL6 r=0.278
(p=0.003), IL1B r=0.291(p=0.002), s6lo en el grupo de DT1l. Conclusién: En
pacientes con DT1 de reciente inicio es menor el porcentaje de células NKT y

mayor la concentracion de IFNy, IL-8, IL-12p70 e IL17 que en hermanos.



INTRODUCCION.
Epidemiologia de la Diabetes tipo 1.

La Diabetes tipo 1 (DT1l) es una enfermedad autoinmune contra el islote
pancreatico, cuya prevalencia en México es baja en comparacion con otros
paises. En el registro de la Ciudad de México en 1989 reportd una incidencia de
0.47/100,000; en1998 en Boca del Rio Veracruz fue de 1.15/100,000'2. Diez
afios después, se observd aumento en la prevalencia de esta patologia de
acuerdo con el Registro de Atencion Integral de la Salud en el Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS)EBl. En el continente americano se observa menor
prevalencia que en Europa ™, fortaleciendo la evidencia que existe sobre la

relacion étnica con la aparicion de la enfermedad.

En el IMSS se ha observado un incremento en la incidencia de la diabetes tipo 1.
Se realiz6 un analisis desde el afio 2000 y hasta 2010 a partir de los registros de
la Direccion de Prestaciones Médicas, de los que se retomaron los casos
incidentes de pacientes pediatricos con DT1 a nivel nacional, el incremento
observado fue de 3.4 a 6.2 casos por 100,000 asegurados menores de 19 afos de
edad, la maxima tasa de incidencia se registré en el afio 2006 (8.8 casos por
100,000 asegurados pediatricos). EI aumento de la incidencia se debio
principalmente a casos ubicados en el grupo etario de entre 10 a 14 afios de edad,
y no hubo predominio de sexo para todo el grupo, aunque para los menores de 5

afios hubo mayor prevalencia en hombresl.

La Diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmune que presenta agregacion
familiar®7, la cual ha podido ser observada en registros nacionales europeos, en
los que los casos familiares representan hasta el 10.2% de todos los casos.
Ademas la tasa estandarizada de incidencia es de 8.23 para hijos de padres
afectados, 11.9 para un hermano y de 21.88 para gemelos!®, siendo de 32.33 para
gemelos monocigoéticos 7). En otras palabras, los hermanos de sujetos con DT1
tienen un riesgo mucho mayor de padecer la enfermedad que la poblacién en

general.



Origenes genéticos e inmunologicos de la Diabetes tipo 1.

La agregacion familiar observada en los estudios epidemioldgicos ha dado
sustento a la busqueda de causas genéticas de la DT1. El complejo mayor de
histocompatibilidad ocupa un lugar Unico como el nexo que une la medicina
clinica, la inmunologia y la genética, muchas enfermedades, incluida la DT1 se ha
asociado a los genes localizados en el MHC. Los genes mas importantes codifican
al grupo de antigenos leucocitarios (HLA), una familia de proteinas de superficie
esenciales para la funcidon inmunoldgica. Los genes del HLA presentan una gran
variabilidad que ha dado lugar a la diversidad de la respuesta inmune y la

susceptibilidad a diversas enfermedades.

Las moléculas del HLA que se asocian a la DT1 son las de clase Il, responsables
de la seleccién del timo en el repertorio de células T y participan directamente en
la presentacion de antigenos a las células T CD4+. La region genética del HLA

clase Il contiene los alelos DP, DQ y DR, que a su vez se dividen en subregiones.

Los loci DR y DQ del HLA clase Il contienen alelos de riesgo para la DT1, siendo
DR3, DR4-DQ8 los que aportan el mayor riesgo. Asi mismo, se han reportado
alelos de proteccion en la poblacién caucasica (DRB1-DQB1 DRB1*1602-
DQB1*0602, DRB1*07-DQB1*0303, DRB1*13-DQB1*0603,y DRB1*14-
DQB1*0503)®. En México, Gorodezky y colaboradores describieron que
variaciones en las posiciones 57 y 74 de DRB1 contribuyen a la severidad y
expresion de la DT1, y que los haplotipos DRB1*0501, DQA1*0102 y DQB1*0602
son protectores y DRB1*0405, DQA1*0301 y DQB1*0302 de riesgo ©!.

Estrategias nuevas de investigacion han puesto a disposicion estudios amplios del
genoma que permiten explorar a lo largo del material genético nuevos genes
asociados con la enfermedad. Estos estudios han encontrado en consonancia con
los estudios epidemioldgicos e inmunoldgicos que los alelos del complejo mayor
de histocompatibilidad clase Il (HLA) son los determinantes del riesgo hereditario
con OR mayores para la DT1[1011l y estan en relacion directa con la fisiopatologia
autoinmune de la enfermedad. La gran diversidad de combinaciones de haplotipos
del HLA, da trascendencia al estudio del fenédmeno fisiopatolégico de la DT1 en

diferentes grupos étnicos.



La evidencia de la participacion del HLA clase Il en la fisiopatologia ha sido
también observada en el modelo murino, ya que estas moléculas participan en el
complejo trimolecular que involucra a un péptido y al receptor de la célula T de
células auto-reactivas que escapan del timo. Uno de los péptidos que reconocen

es la molécula I-Ag-7 (una parte de la cadena B de la insulina) (2

Aun cuando la asociacion de los alelos y haplotipos del HLA es fuerte, estos loci
representan menos del 50% de la contribucion genética a la susceptibilidad de la
enfermedad, esto se debe a que los alelos no son totalmente penetrantes,
implicando que no todos quienes los heredan desarrollan la enfermedad. Esto ha
empujado la investigacion de la DT1 a nuevos horizontes inmunoldgicos y
genéticos.

Los estudios ampliados del genoma ademdas han puesto de manifiesto la
asociacion de otras regiones del genoma con la DT1, resaltando PTPN22, IFIH1,
CTL4, IL2, IL21, BACH2, IL2RA, PPKCQ, INS, ERRB3, C120rf30, CTSH,
CLEC16A, PTPN2, UBASH3A, C1QTNF6. Varios de estos loci tienen funciones
relacionadas con la inmunidad (IFIH1, CTL4, IL2, IL21, IL2RA, C1QTNF6)!13!

Interaccién inmunolégica en la génesis de la Diabetes tipo 1.

Los fendbmenos inmunoldgicos de la DT1 tienen evidencia histologica, la insulitis
es uno de los eventos que desencadena la destruccién de las células beta y
consiste en la infiltracién del pancreas por células inmunolégicas efectoras de la

destruccion.

La insulitis a su vez, favorece la aparicion anticuerpos contra proteinas del islote
insulina/proinsulina, GAD65/67, IA-2/IA-2B, y ZnT8 14171, Si bien, la existencia de
estos no se observa en todos los casos de DT1 (antiGADG65 del 60 a 80%, antilA-2
60 a 80% y antiZnT8 en 60 a 70 % de los casos), tampoco todos los casos que
presentan auto-anticuerpos desarrollan la enfermedad. La existencia de los auto
anticuerpos tienen relacion fuerte con el haplotipo DR4-DQ818l. El proceso
destructivo de las células beta mediado por los anticuerpos es variable, pudiendo

tardar décadas, o ser de rapida instalacion®l,



La infiltracion de macroéfagos, linfocitos T productores de interferon gamma
(respuesta inmunolégica efectora, o Thl) son parte del proceso de lesion
pancredtica, y la sintonizacion de la accion de los linfocitos T CD4+ y T CD8+
como efectores del proceso es un fendmeno descrito, sin embargo, los fenomenos
iniciales que desencadenan la modulacién de la respuesta inmune no se conoOcen

delo todo, podria tener participacion el inmune innato 2%,

Los esfuerzos por entender todo el proceso patologico generaron la descripcion de
un paradigma inmunoldgico-clinico del curso de la DT1 propuesto por Eisenbarth y
sus colaboradores, dividiendo el fendmeno en estadios. El estadio | incluye a los
sujetos con susceptibilidad genética, el estadio Il involucra a aquellos expuestos a
disparadores ambientales (ablactacion temprana, uso temprano de leche de vaca
o cereales, sitio de residencia, infecciones)?ll. El estadio Ill se incluye a los sujetos
gue desarrollan anticuerpos contra los antigenos de la célula beta. El estadio 1V,
se caracteriza por anormalidades metabdlicas sutiles, y es en el V que se rebasa
el horizonte clinico y se observan sintomas de hipoglucemia, finalmente y en
relacion con la pérdida funcional absoluta de las células beta, el estadio VI esta

caracterizado por dependencia a la insulinal*?,
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Figura 1. Paradigma inmunologico-clinico de la génesis de la Diabetes tipo 1.

La interaccién del sistema inmune innato y adaptativo es definitiva en la génesis
de la enfermedad. Las respuestas del sistema inmune son complejas y han
evolucionado para proteger a los organismos multicelulares de sus agresores, la
presion evolutiva ha especializado las funciones efectoras que también pueden
dafar el tejido del organismo. El sistema inmune especializado en dos brazos, uno
innato capaz de montar respuestas no especificas en forma rapida, y el
adaptativo, capaz de promover respuestas mas duraderas y especificas. La
evolucion ha dado lugar a células especializadas para llevar a cabo estas
funciones. Existen algunas células que tienen capacidades mixtas, es decir del
sistema innato y del adaptativo. Este grupo celular puede ser clave en entender la
fisiopatologia de varias enfermedades autoinmunes incluida la diabetes tipo 1.
Comparten funciones y marcadores de superficie celular de ambos brazos del
sistema, ademas su permanencia evolutiva entre las especies las convierte en un

eslabon importante en la regulacion homeostatica del sistema inmune.



Papel de las células NKT en la fisiopatologia de |a Diabetes tipo 1.

Las células NKT pertenecen a un grupo celular heterogéneo que puede ser CD4*,
0 CD4CD8 (doble negativas) o bien CD8"; y expresan un re-arreglo de su

receptor (TCR) que expresa Va24-Jal8 y una cadena B que contiene VB-11[221,

Las células NKT fueron descritas en 1987 en el ratdbn y en 1993-1994 en el
humano, el receptor de células T (TCR) no interactia con el complejo mayor de
histocompatibilidad como los TCR de otras células T, en lugar de ello, reconoce
glucolipidos que son presentados por CD1d, una molécula presentadora de
antigeno no clasica. La rapida respuesta de las células NKT a sus antigenos es
caracteristica de la respuesta inmune innata y permite la polarizacién de citocinas

que regula a la inmunidad adaptatival?3l.

La conservacion evolutiva del TCR se evidencia cuando las células murinas NKT
son capaces de reconocer del ligando humano CD1d méas antigeno glucolipido y
visceversal?ll, Este receptor distingue a las células NKT de las células NK aun
cuando comparten el marcador CD161 (NK1.1 en raton). Su numero absoluto
carece de sentido, pues la poblacion de linfocitos NKT varia de acuerdo al nimero
absoluto de linfocitos, por lo que su medicion se realiza como la proporcion de

linfocitos totales.

La proteina CD1d se expresa en diversos tejidos incluyendo el pancreas. La
activacion del receptor puede generar citocinas de respuesta Thl (interferén
gamma e interleucina 12) o Th2 (IL-4), dependiendo del ligando activador [2°-27]; es
decir, esta célula es capaz de auto-polarizar su respuesta hacia una accién
reguladora o efectora, a su vez, es capaz de polarizar también la respuesta
inmune sistémical?8l. La familia de proteinas CD1 son miembro de glucoproteinas
que presentan antigenos de base lipidica a las células T. El sitio de union de
antigeno de estas moléculas contiene sitios hidrofébicos para la union de
antigenos lipidicos. La familia se clasifica segun su capacidad de anclaje de
antigenos en CD1a, CD1b y CDlc, la distribucion de CD1d tiene una secuencia
divergente de CDl1a, b, y c, y su distribucion es mas extendida. La capacidad de

presentar antigenos por CD1d esta restringida a las células NKT con su TCR,



dentro de los antigenos que presenta existen varios que son antélogos como

gangliosidos y algunos fosfolipidos.

Las funciones de las células NKT son ambivalentes pues protegen contra agentes
patdogenos, pero también limitan la destruccion, por lo que resguardan la
homeostasis inmunoldgica. Las células NKT no sélo responden a auto antigenos
presentados por CD1d, sino a una diversidad de éstos antigenos, como una
evidencia de conservar su capacidad de responder en forma cruzada a diversos
estimulos. La capacidad de las células NKT de no requerir un reconocimiento
previo del antigeno es parte de su caracteristica de inmunidad innata, ademas son
capaces de montar respuestas adaptativas reconociendo antigenos extrafios y
propios. La reactividad antigénica de las células NKT incluye cardiolipina,
esfingomielina, plasminogeno, fosfatidiletanolamina, mCllzo7-702, etc. Las células
NKT ademas expresan otras moléculas de superficie como CD25, PD1, ICOS,
CD40-L, estas moléculas interactian en la co-sefializacion para determinar el

modo en que la célula respondera finalmente al estimulo(?9l.

La célula NKT tienen una funcion determinante en la atenuacion del insulto
inmunolégico independientemente de su origen. La lesion tisular derivada de la
respuesta del sistema inmune desencadena la presentacion masiva de antigenos
nativos y moléculas co-estimuladoras, que en conjunto son sefial para la
activacion de las células NKT. Segun la combinacién de estimulos presentados a
la célula NKT, sera la respuesta de la célula que puede dar lugar a continuar la
respuesta inmune o establecer vias de regulacién autoinmune. En el &mbito clinico
se ha podido observar que en diversas enfermedades autoinmunes se han
observado alteraciones numéricas de las células NKT que pueden ser parte de la

interaccion entre los tipos de respuesta inmunel3¥

Uno de los modelo biolégicos para estudiar la diabetes tipo 1 es el ratdn diabético
no obesos (NOD), que desarrollan en forma espontanea diabetes por fenémeno
de autoinmunidad, con parecido clinico e inmunolégico con la DT1 del humano.
Este modelo ha permitido observar que estan alterados tanto el numero como la
funcién de las células NKT al compararse con ratones silvestres, y como parte de
la evidencia funcional, la transferencia de poblaciones enriquecidas de células
NKT a los ratones NOD, modifica la aparicion y severidad de la enfermedad®1-341,

9



Las células NKT del ratbn NOD ademas producen menor cantidad de IL-4 al ser
estimuladas, y solo la sobre-estimulacion de las células es capaz de aumentar la
produccion de esta interleucina y de prevenir la diabetes®®, es decir, la induccion
de la respuesta Th2 protegié contra el desarrollo de la enfermedad. Otro estudio
ademas observé que la estimulacion de las células NKT aumentd el nimero de
células dendriticas mieloides en los ganglios linfaticos pancreéaticos y la

transferencia de estas células a ratones NOD previno la diabetes(=€]

Los estudios descriptivos en humanos han arrojado informacion contradictoria con
observaciones de menor nimero de células NKT en enfermos que en sanos,
nimeros iguales o incluso, un nimero mayor de estas células que en sanos.[F7-40],
quiza debido a variacién en la metodologia de seleccion de pacientes, y el estadio
fisiopatoldégico en el que se incluyeron. Kukreja incluyé sujetos de reciente
diagnéstico y observé un menor numero de células NKT en sujetos con DT1 que
en controles sanos, y también menor nimero de estas células en parientes de

primer grado con caracteristicas de riesgo que en los controles!®’]

La expresion de la respuesta Thl promueve la DT1 en humanos y ratones, si bien
la activacion de esta respuesta por si misma no es suficiente para determinar la
DT1M4142 por otro lado, también se ha observado cantidades elevadas de IL-17 en
ratones diabéticos y que la neutralizacién de esta via inhibe la progresion de la
enfermedad“3€l, por lo que la respuesta Th-17 esta implicada en el desarrollo de

la enfermedad aunque no es un determinante absoluto de su apariciont7l.

Es reconocido que las células NKT son capaces de secretar IL-17, ademas de
interleucinas de respuesta Thl y Th2. La IL-17 juega un papel en el reclutamiento,
activacion y migracion de neutrodfilos. Son las células T CD4 que se especializan
en secretar IL-17 (llamadas células TH-17). Estas células T CD4 se diferencian en
la periferia por la presencia de TGF-B, IL-6 e IL-1 3, las cuales se producen por
células innatas. Se cree que las células NKT que secretan IL-17 pertenecen a un
linaje distinto que se desarrolla en el timo, y son mas inmaduras que las que

producen IFN-y e IL-4 18l

Considerando que la DT1 es un continuo de procesos inmunoldgicos y

ambientales, y que cada estadio de la enfermedad tendra un comportamiento

10



biologico diferente, el objetivo de esta investigacion fue describir en la poblacion
mexicana pediatrica con diabetes tipo 1 de reciente diagndstico (menor o igual a
tres meses), si existen diferencias en la cantidad de células NKT respecto dos
grupos de comparacion, uno de ellos sus hermanos (sujetos de riesgo) y otro, un
grupo no emparentado similar en edad y género. Ademas otro objetivo fue
relacionar la cantidad de células NKT con la expresion plasméatica de moléculas de
respuesta Th-1, Th2y Th1l7.

11



MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, transversal, analitico y prospectivo, en el que
se compararon tres grupos de sujetos: pacientes con diagnéstico reciente (tres
meses) de diabetes tipo I, hermanos de los pacientes con DT1 (considerado un
grupo de mayor riesgo para padecer diabetes tipo 1) y sujetos sanos similares en
edad y género con los sujetos con DT1.

El muestreo para los sujetos con DT1 y sus hermanos inicié en 2012, fue de casos
consecutivos de la consulta externa de los servicios de Endocrinologia Pediatrica
del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” .

El muestreo de los controles, se realizO en forma voluntaria y de casos
consecutivos de los hijos de trabajadores de la “Unidad de Alta Especialidad
Centro Médico Nacional Siglo XXI” que se incluyeron al aceptar su participacion a
través de una convocatoria impresa que se colocé en las areas de investigacion y
ensefianza.

Los criterios de inclusion para los sujetos con DT1, fueron: diagnéstico de DT1
segun los criterios de la ADAM, haber iniciado con la sintomatologia aguda
(polidipsia, polifagia, pérdida de peso, poliuria, cetoacidosis) y/o haber sido
diagnosticados en un lapso no mayor de tres meses, estar en un rango de edad de
mas de dos afios y menos de 17 afios, y que en el momento de inclusion no
tuvieran ningun tipo de infeccion clinicamente evidente. Se excluyeron sujetos con
otros tipos de diabetes (tipo 2, MODY, neonatal, secundaria) y que tuviesen
diagnoéstico de otra patologia autoinmune (Addison, hipotiroidismo, enfermedad

celiaca, lupus y artritis reumatoide)

12



Se incluyeron a los hermanos de los sujetos con DT1 que cumplieron con no tener
alguna infeccion aguda al momento de la inclusion en el estudio y que estuvieran
exentos de padecer DT1 al momento de la inclusion.

Finalmente, el grupo de sujetos sanos carecia de diagndstico clinico de
enfermedades autoinmunes (interrogatorio y exploracion fisica), fueron
seleccionados de edad similar (+/-6 meses) y género que los sujetos con DT1
incluidos, sin antecedentes heredofamiliares ni personales de DT1 u otras
enfermedades autoinmunes (hipo o hipertiroidismo, lupus eritematoso sistémico,
artritis reumatoide, sindrome nefrético, sindrome de Cushing, enfermedad celiaca),
y que al momento de la inclusién no tuvieran ningun tipo de infeccion clinicamente
evidente.

Se tomo6 como variable independiente el padecer DT1, y como dependiente el
namero relativo de células NKT, y la concentracion de las interleucina 4, 10, 12, 17
e interferon gamma, interleucina 2, 6, 8, 1B, 5, TNFa, y TNFB. Se describid la
muestra por edad, sexo, peso, talla, indice de masa corporal, presion arterial,
antecedente personal de diabetes, peso al nacer, lactancia materna, hemoglobina
glucosilada, insulina, péptido C, anticuerpos contra epitropes de la célula beta
(GADG5, Al-1 e insulina), haplotipo HLA clase Il protectores y de riesgo, y tiempo
de duracion de la DT1. El antecedente de DT1, peso al nacer, antecedente de
lactancia al seno materno solo se obtuvo de los sujetos con DT1 y los controles.

La realizacion de esta investigacion fue aprobada en el 2010 por la Comision
Nacional de Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social con
el numero de registro 2010-785-045. La toma de muestra y la obtencion de datos

clinico-patologicos se realizaron previo consentimiento informado.
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Operacionalizaciéon de las variables.

1. Diabetes mellitus tipo 1

Definicion conceptual: Subtipo de la diabetes caracterizada por deficiencia de
insulina, manifestada por inicio de hiperglucemia, progresién a cetoacidosis
diabética y muerte a menos de que se trate con insulina, puede ocurrir a

cualquier edad y es mas frecuente en la nifiez y adolescencia. !

Definicion operacional: Diagnostico 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, que puede o no
debutar con cetoacidosis) y bioquimicamente (la determinacion de glucemia
plasmatica de ayuno > 126 mg/dl que debe confirmarse repitiendo el examen
en un dia diferente) o una glucemia plasmatica en cualquier momento del dia
>200 mg/dl, (sin considerar el tiempo de la uUltima comida), aunado a que

amerite la aplicacion insulina para su tratamiento
Tipo de variable: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal Si/no

2. Numero relativo de células NKT

Definicién Conceptual: Las células NKT es una subpoblacion de linfocitos
que expresan el receptor para el antigeno de linfocitos T (TCRa) asi como el

marcador comun de las células NK (NKRP1A CD161) en el humano.[3]

Definicién operacional: Se obtendra el numero relativo de células NKT, al
relacionar el nimero absoluto que se cuantifique de células NKT obtenido del
marcaje de linfocitos de sangre periférica con los marcadores CD3+ Va24 Y
VB11l en relacién al total de linfocitos medidos por biometria hematica de
sangre periférica, ambos medidos en la misma muestra por lo que se medira

en porcentaje

Tipo de Variable: Cuantitativa
Escala: Continua.

Unidad de Medicién: Porcentaje.
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3. Concentracion de interleucinas de respuesta Thl (IFN gamma)

Definicion Conceptual: El interferon gamma es un péptido producido por
linfocitos T CD4+  estimulados, su actividad es inmunorreguladora y es

marcador de la respuesta Th1/>

Definicion operacional: Concentracion sérica de IFN gamma medida por

citometria de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.
Unidad de Medicion: mU/L.

4. Concentracién de interleucinas de respuesta Thl (IL-12p70)

Definicion Conceptual: Citocina heterodimérica de 70 kDa, producida
principalmente por células dendriticas, estimula la respuesta Thl de células T
CD4+050],

Definicion operacional: Concentracién sérica de IL12 medida por citometria

de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.
Unidad de Medicion: mUI/L.

5. Concentracién de interleucinas de respuesta Th2 (IL-4)

Definicion Conceptual: Citocina soluble producida por linfocitos T CD4+
activados induce la expresion de genes de MHC clase Il, receptores del
complemento en linfocitos B, y es marcador de respuesta Th2[50

Definicion operacional: Concentraciéon sérica de IL4 medida por citometria

de flujo

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.

Unidad de Medicion: mU/L.
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6. Concentracion de interleucinas de respuesta Th2 (IL-10)

Definicion Conceptual: Citocina producida por varios tipos celulares incluidos
los linfocitos T es inmunorreguladora y controla procesos de inflamacion. Se

combina en un homodimero para generar la forma actival®®

Definicion operacional: Concentracion sérica de IL10 medida por citometria

de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.
Unidad de Medicion: mUI/L.

7. Concentracién de interleucinas de respuesta Th17 (IL-17)

Definicion Conceptual: Citocina proinfalmatoria producida por linfocitos T

CD4+ marca la respuesta inmune Th17 B0

Definicion operacional: Concentracion sérica de IL17 medida por citometria

de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.
Unidad de Medicion: mUI/L.

8. Concentracion de interleucinas IL-2

Definicion Conceptual: Citocina monomérica producida por células T CD4 y
CDS8, presentadoras de antigeno, NK y NKT, promueve la proliferacion de

células T y B efectoras!®.

Definicion operacional: Concentracion sérica de IL-2 medida por citometria

de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.
Unidad de Medicion: mU/L.

9. Concentracion de interleucinas IL-6
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10.

11.

Definicion Conceptual: Citocina homodiméica producida por células
endoteliales, fibroblastos, monocitos y macrofagos. Favorece la sintesis
hepatica de reactantes de fase aguda, trafico de leucocitos, activacion de
células T, diferenciacion de célula B para produccion de IgG, IgM e IgAP0

Definicion operacional: Concentracion sérica de IL6 medida por citometria

de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.

Unidad de Medicion: mU/L.

Concentracién de interleucinas IL-8

Definicion Conceptual: Citocina homodimérica producida por monocitos,
macrofagos, neutréfilos y linfocitos, células endoteliales, fibroblastos,
hepatocitos. Funcion quimioatrayente de neutrofilos, células NK, células T,

baséfilos, movilizacion de células hematopoyéticas, y angiogénesis(®]

Definicion operacional: Concentracion sérica de IL8 medida por citometria

de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.

Unidad de Mediciéon: mU/L.

Concentracion de interleucinas de respuesta Th-2 (IL-5)

Definicion Conceptual: Citocina dimérica de respuesta Th2, se produce
también por basdfilos, eosinofilos, mastocitos, células NK, NKT. Promueve la
diferenciacion y funcibn de células mieloides, aumenta la actividad

quimioatrayente y capacidad adhesiva de eosinofilos(®?.

Definicion operacional: Concentracion sérica de IL5 medida por citometria

de flujo.
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Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.

Unidad de Mediciéon: mU/L.

12.Concentracion de interleucinas de respuesta Th (IL-18)

Definicion Conceptual: Citocina heterodimérica producida por macrofagos,
monocitos, linfocitos, microglia, neutréfilos. Induce proteinas proinflamatorias,

hematopoyesis y la diferenciacion de células TH1750

Definicion operacional: Concentracion sérica de IL1B medida por citometria

de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.

Unidad de Mediciéon: mU/L.

13.Concentracion de interleucinas de respuesta Th (TNF-a)

Definicion Conceptual: Interleucina producida principalmente por monocitos y
macrofagos en respuesta a antigenos bacterianos, responsable de choque

séptico, ademas es secretado por células T y B, estimula la produccion de IL-8

Definicion operacional: Concentracion sérica de TNF-o medida por

citometria de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.

Unidad de Medicion: mUJ/L.

14.Concentracion de interleucinas de respuesta Th (TNF-B)

Definicion Conceptual: También conocida como linfotoxina, es producida por

linfocitos T, produce funciones similares a TNFa
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Definicion operacional: Concentracion  sérica de TNF-8 medida por

citometria de flujo.

Tipo de Variable: Cuantitativa

Escala: Continua.

Unidad de Mediciéon: mU/L.

15.Tiempo de diagnostico de diabetes mellitus tipo 1

Definicion conceptual. Tiempo transcurrido desde el primer sintoma de

diabetes detectado por los padres, y la inclusién al estudio

Definicion operacional. Tiempo transcurrido desde el primer sintoma de

diabetes detectado por los padres y la inclusién al estudio
Tipo de variable. Cualitativa
Escala. Ordinal

Unidades: no ha iniciado, menos de una semana, mas de una semana y
menos que un mes, mas que un mes, y hasta dos meses, mas de dos meses y

hasta tres meses

16.Edad.

Defincién conceptual: Transcurso de tiempo que ha vivido una personal®!!

Definicion operacional:_Transcurso de tiempo medido en afios que ha vivido
el sujeto de interés para la investigacion, desde su nacimiento hasta el
momento de su inclusion al estudio.

Tipo de variable: Cuantitativa
Escala de medicion: Continua
Unidad de medida: afios

17.Sexo

Definicion conceptual:_Condicion organica, masculina o femenina, que esta
determinado por el fenotipo de los 6rganos sexuales®!

Definicion operacional:_Condicién definida por el fenotipo de los érganos
sexuales que reporten los padres de los participantes.
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18.

19.

20.

21.

Tipo de variable: Cualitativa
Escala de medicién: Dicotbmica nominal
Unidad de medida: Masculino femenino

Peso

Definiciéon conceptual; Medida de la masa corporall®?

Definicion operacional: Sera la lectura en kilogramos con tres decimales que
se obtenga de la béascula estandarizada segun la técnica descrita
posteriormente

Tipo de variable: Cuantitativa
Escala de medicion: Continua
Unidad de medida: kilogramos

Talla

Definicion conceptual: Medida del eje mayor el cuerpol®?

Definicion operacional: Lectura en cm que se obtenga al comparar al sujeto
con el estadimetro, se leerd en metros con dos decimales. La técnica de
medicion se describe mas adelante

Tipo de variable:_Cuantitativa
Escala de medicion: Continua
Unidad de medida: metros

indice de masa corporal

Definicion conceptual:_Relacion que se obtiene cuando al peso corporal se
dividida entre la estatura elevada al cuadrado (kg/m?)2,

Definicion operacional:_Sera el resultado de dividir el peso en kilogramos
sobre la talla en metros elevada al cuadrado y compararlo segun la centila de
las tablas de normalidad de CDC

Tipo de variable:_Cuantitativa.
Escala de medicion: Percentil

Presion arterial

Definicion conceptual:_La fuerza hidrostatica de la sangre sobre las paredes
arteriales, que resulta de la funciobn de bombeo del corazén, volumen
sanguineo, resistencia de las arterias al flujo, y didmetro del lecho arterial 53,

Definicion operacional:_Medicion a través de esfigmomanometro de mercurio
de la presion arterial, se marcara la sistélica al primer ruido de Korotkoff como
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sistdlica y el dltimo como diastélicol®® y comparacién con tablas de normalidad
de la Task Force!®4

Tipo de variable: Cuantitativa
Escala de medicion: Percentil

22.Antecedente familiar de diabetes

Definicion conceptual: Existencia en la historia familiar de algun familiar

relacionado directamente con diagndéstico de diabetes tipo 1

Definicion operacional: Por interrogatorio a los padres se le investigara en el
momento de la consulta si tiene hay algun antecedente familiar de diabetes

mellitus tipo 1 en tres generaciones (abuelos, padres y hermanos)
Tipo de variable: Cualitativa
Escala: politbmica

Unidad de medicion: Si madre/Si padre/Si abuelo materno/Si abuelo

paterno/Si abuela materna/Si abuela paterna/Si hermano/ No

23.Peso al nacer

Definicion conceptual: Medida de la masa corporalobtenida de un sujeto en
el momento de su nacimientol?

Definicion operacional: Se obtendra por interrogatorio directo al incluir a cada

sujeto al estudio.

Tipo de variable: Cuantitativa
Escala: Continua

Unidad de medicion: Kg

24. Antecedente de lactancia al seno materno

Definicion conceptual: Historia personal de haberse expuesto al consumo por

via oral de leche materna durante los primeros meses de vida

Definicion operacional: Por interrogatorio en el momento de incluirse en el
estudio, preguntar si el sujeto de interés recibié leche materna en los primeros
meses de vida

22



25.

26.

Tipo de variable: Cualitativa
Escala: Dicotdmica.
Unidad de medicién: Si/ No

Hemoglobina Glicosilada (HbAlc)

Definicién conceptual: Componente menor de la hemoglobina de eritrocitos
humanos que incluye las fracciones Ala, Alb y Alc, con la caracteristica de
tener motivos de azucar unidos covalentemente a la cadena beta de la
hemoglobina. En la clinica se utiliza la fraccion Alc como prueba diagnéstico
en individuos en riesgo y en sujetos con diabetes para conocer el control que
realiza éste sobre la enfermedad a largo plazo y para establecer diagnostico
de DM.

Definicién operacional: Medicién por técnica inmuno turbidimétrica con
técnica certificada por NGSP a partir de 3 mL de sangre en un tubo con
anticoagulante EDTA y se procesan las muestras con el Aparato Modular PE
de Roche.

Tipo de variable: Cuantitativa
Escala: Continua
Unidad de medicion: Porcentaje

Insulina

Definicion conceptual: Hormona polipeptidica producida por las células beta
de los islotes de Langherhans del pancreas. Mantiene la Concentracién de
glucosa en nuestra sangre. Se secreta en respuesta al nivel de glucosa. Su

funcion es favorecer la absorcion celular de la glucosal®2.

Definicion operacional: Las muestras de sangre tomadas se determinaron

por medio de un Kit comercial de RIA para Insulina humana.
Tipo de variable: Cuantitativa

Escala: Continua
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Unidad de medicién: mUl/mL
27.Péptido C

Definicion conceptual: Subproducto que se crea cuando se produce la
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.[49]

Definicién operacional: Las muestras de sangre tomadas se determinaron

por medio de un Kit comercial de RIA para Péptido C humano
Tipo de variable: Cuantitativa
Escala: Continua
Unidad de medicion: pg/mL.
28.Anticuerpos contra epitopes de la célula beta (GAD65)

Definicion conceptual: Anticuerpo dirigido contra la glutamato descarboxilasa
que es una proteina que cataliza la descarboxilacion del &cido glutamico, y se

encuentra en el pancreas

Definicion operacional: Presencia o ausencia del anticuerpo medido por

técnica de ELISA tipo “sandwich”

Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal

Unidad de medicion: Positivo / negativo

29.Anticuerpos contra epitopes de la célula beta (Al-1)

Definicion conceptual: Anticuerpo dirigido contra la | fosfatasa de tirosina de

islote tipo 2 que es una proteina especifica del islote pancreatico

Definicion operacional: Presencia o ausencia del anticuerpo medido por

técnica de ELISA tipo “sandwich”

Tipo de variable: Cualitativa
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Escala: Nominal
Unidad de medicion: Positivo / negativo

30.Anticuerpos contra epitopes de la célula beta (Insulina)

Definicion conceptual: Anticuerpo dirigido contra la insulina

Definicion operacional: Presencia o ausencia del anticuerpo medido por

técnica de ELISA tipo “sandwich”

Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal

Unidad de medicion: Positivo / negativo

31.Haplotipo del HLA clase Il protectores

Definicion conceptual: Conjunto de genes implicados en el reconocimiento
inmunoldgico y en la sefializacion entre células del sistema inmunitariol®, de
acuerdo al reporte de Gorodezky y colaboradores los haplotipos DRB1*0501,
DQA1*0102 y DQB1*0602 son protectores y DRB1*0405, DQA1*0301 y
DQB1*0302 de riesgo !

Definicion operacional: Se tipificard los alelos del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA) (moléculas clase Il), en busqueda del descrito para
la poblacibn mexicana, haplotipo de proteccion (DRB1*0501-DQA1*0102-
DQB1*0602) en los 3 grupos de estudio, generandose una variable dicotémica

como presencia de uno o mas alelos protectores, o ausencia
Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal (dicotdmica)

Unidad de Medicién: Proteccion (negativo)/Proteccion (positivo)

32.Haplotipo del HLA clase Il de riesgo

Definicion conceptual: Conjunto de genes implicados en el reconocimiento

inmunoldgico y en la sefalizacion entre células del sistema inmunitario.
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Definicion operacional: Se tipificara los alelos del complejo principal de

histocompatibilidad (HLA) (moléculas clase Il ), en busqueda del descrito para
la poblacibn mexicana, haplotipo de riesgo (DRB1*0405, DQA1*0301,

DQB1*0302) en los 3 grupos de estudio generandose una variable dicotomica

como presencia de uno o mas alelos protectores, o ausencia [

Tipo de variable: Cualitativa

Escala: Nominal (dicotémica)

Unidad de Medicion: Haplotipo de riesgo si /Haplotipo de riesgo no

METODOS.

Interrogatorio y exploracion de los sujetos.

En un consultorio se citd a cada uno de los sujetos (casos) y sus familias

completas, se explico la naturaleza del estudio, se dio a leer la carta de

consentimiento informado y de aceptar la participacion se realizé un interrogatorio

para obtener asi los siguientes datos

1.

2R S

Antecedente de diabetes en miembros de tres generaciones de inicio antes
de los 25 afos de edad

Edad

Sexo

Antecedente familiar de diabetes tipo 1

Peso al nacer

Antecedente de lactancia al seno materno

Posteriormente se realizé antropometria y medicion de la presion arterial, por

personal estandarizado de acuerdo al siguiente método!>¢l

1. Peso
a. Se tar0 la bascula de la marca Seca, se dej6 al paciente en ropa
ligera, se colocé al paciente en bipedestacion, se tomd entonces
la lectura de la bascula en kilogramos y tres decimales
2. Talla
a. Se retiraron peinados o elementos decorativos de la cabeza o
cabello, se coloco al sujeto en bipedestacion, se corroboré que
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estuvieran junto al estadimetro la cabeza, espalda, gluteos,
pantorrillas y talones, los pies se colocaron juntos y planos, de ser
necesario, el encargado de la medicion corrigié la postura de las
rodillas, se mantuvo la cabeza en el plano de Frankfurt a través
de colocar la mano izquierda de quien tome la medicion en la
barbilla, se coloco el cartabon mévil sobre el craneo sin presionar
y se leyd en paralelo a la regla la talla del paciente

3. Indice de masa corporal

a. Se calculo al dividir el peso en kilogramos sobre el cuadrado de la

talla en metros

4. Presion arteriall>3

1. Aspectos generales:

a.

b.

La medicién se efectué después de por lo menos, cinco
minutos en reposo.

El paciente se abstuvo de fumar, tomar café, productos
cafeinados y refrescos de cola, por lo menos 30 minutos antes
de la medicién (ayuno de 8 horas).

2. Posicion del paciente:

a.

La P.A. se registr6 en posicion de sentado con un buen
soporte para la espalda, y con el brazo descubierto y
flexionado a la altura del corazon.

3. Equipo y caracteristicas:

a.
b.

Se utilizé un esfigmomandmetro mercurial calibrado.

El ancho del brazalete debi6é cubrir alrededor del 40% de la
longitud del brazo y la camara de aire del interior del brazalete
tuvo una longitud que permita abarcar por lo menos 80% de la
circunferencia del mismo.

4. Técnica:

a.

b.

El observador se situé de modo que su vista quedase a nivel
del menisco de la columna de mercurio.

Se aseguré que el menisco coincida con el cero de la escala,
antes de empezar a inflar.

Se colocé el brazalete, situando el manguito sobre la arteria
humeral y colocando el borde inferior del mismo 2 cm por
encima del pliegue del codo.

Mientras se palpaba la arteria humeral, se insuflé rdpidamente
el manguito hasta que el pulso desaparecio, a fin de
determinar por palpacién el nivel de la presion sistélica.

Se desinfl6 nuevamente el manguito y se colocé la capsula del
estetoscopio sobre la arteria humeral.

Se inflo rapidamente el manguito hasta 30 o 40 mm de Hg por
arriba del nivel palpatorio de la presién sistdlica y se desinflo a
una velocidad de aproximadamente 2 mm de Hg/seg.

La aparicion del primer ruido de Korotkoff marco el nivel de la
presion sistolica y, el quinto, la presion diastolica.
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Para la medicion del resto de las variables se obtuvieron 12mL de sangre, que se
conservaron de la siguiente manera 5mL en tubo heparinizado, 4 mL en dos tubo

con EDTA 2mL en cada uno, 3 mL en tubo seco.
Medicion de células NKT
Obtencion de células mononucleares

Para la obtencién de células mononucleares, necesarias para la citometria de
flujo, se realiz6 la separacion en un lapso de 2 horas para lograr aislar la mayor
cantidad de células NKT.

En breve, de la muestra en tubo heparinizado, se diluyen en una relacién 1:1 con
solucién buffer fosfato salino (PBS), posteriormente se agregard en tubos de 15
cm?® con Ficoll Hypague en una relaciéon 1:2 de muestra sanguinea/Ficoll. Se
centrifugaron 30 min a 1600 rpm a temperatura ambiente. De las células
mononucleares recuperadas de la interfase se realizo la fenotipificacion de las
poblaciones mediante citometria de flujo utilizando los anticuerpos anti-CD3, anti-
Va24, anti-VB11.

Citometria de flujo.

Previo a la tincion con los anticuerpos especificos, las células mononucleares se
incubaron con gammaglobulina humana en una relacion de 30 mcg por cada 1 X
108 células durante 20 min a 4 °C, posteriormente se distribuyeron con una
cantidad de 2 x 10° células en cada tubo para citometria. Se emplearan los
anticuerpos anti-human-CD3 (BD Biosciences) y anti-Va24 y anti-Vp11 (Beckman
Coulter). Los anticuerpos se incubaron durante 30 min a 4 °C, y posteriormente el
exceso de anticuerpo se elimind lavando con PBS y centrifugando por 5 min a
1500 rpm a 4 °C.

Los nimeros absolutos de la poblacion NKT se calcularon utilizando el nimero de
leucocitos y el porcentaje de linfocitos reportados en la citometria hematica
tomada el mismo dia que se realizara la citometria de flujo. Para el calculo
mencionado se utilizara la siguiente férmula:

Células NKT/ml: Leucocitos X %Linfocitos (en la BH) X % células NKT (en la citometria de flujo) X 1000
100 100
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El citdmetro de flujo se calibr6 semanalmente en el laboratorio de Biomedicina del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados CINVESTAV del Instituto

Politécnico Nacional, lo filtros de lectura tienen mantenimiento mensual.

Medicidn de interleucinas y anticuerpos

Se congelaron las muestras de suero a -70 grados hasta su andlisis en lote. Se
llevaron todas las muestras a temperatura ambiente. Se realizé la medicidn de las
citocinas con el kit de mediciéon multiple “Bender MedSystems Human Th1/Th2
11plex FlowCytomix Multiplex Kit” de acuerdo con las especificaciones del
proveedor. En breve, para distinguir las poblaciones de perlas que reaccionan con
las citocinas, cada perla se distinguié por su tincién con uno de dos diferentes
fluorocromos, y por el tamafio de la perla, primero el lector diferencia el tamafio de
la perla y en segundo lugar el fluorocromo. Anticuerpos monoclonales especificos
a cada citocina se conjugan en la superficie de cada perla, al unirse la citocina al
anticuerpo, se aflade un anticuerpo secundario y los flurocromos de deteccién se
conjugan permitiendo la deteccion de la citocina. Para obtener la lectura de
concentracion, se lleva a cabo una curva estandar a partir de cinco lecturas. El
analisis se realiz6 en el programa FCAP para obtener la curva de recuperacion de
fluorescencia, el punto de corte se obtuvo al realizar una regresion lineal ajustada
por la curva estandar, la cual se consider6 adecuada con una R de 98%. Se
incluyeron para el andlisis las lecturas de las interleucinas de interés interferon
gamma, IL12p70, IL4, IL10, IL17.

Medicion de hemoglobina glucosilada.

Se midi6 a partir de las muestras tomadas con tubo con EDTA el mismo dia de la
extraccion de la muestra a través del inmunoensayo turbidimeétrico realizado con el
kit comercial, en resumen se hemoliza la muestra con bromuro de
tetradeciltrimetilamonio permitiendo la liberacibn de la hemoglobina vy
posteriormente la medicién de la HbAlc y la de Hb en dos reacciones por
separado. La primera reaccion la HbAlc reaccion con el anticuerpo especifico

anti-HbAlc formando complejos solubles, y dado que solo posee una epitope por
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b globina, no se pueden formar redes de inmunocomplejos, se afiade polihapteno
que se une al exceso de anticuerpo de la primera reaccion generando
inmunocomplejos insolubles que se miden por turbidimetria a 340nm.
Posteriormente se mide la Hb por espectrofotometria. El método que se utilizo es
el del kit comercial de Roche HBALC Il Tina-quant, el cual esta aceptado por la
NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program) como método
adecuado para la medicion de hemoglobina glucosilada. En la técnica se utiliza un
control conocido de hemoglobina glucosilada para establecer la correcta

realizacion de la técnica.

Medicién de haplotipo HLA clase Il protectores y de riesgo

Para la tipificacion del HLA se realiz6 la extraccion del DNA como se describe a

continuacion.

La extraccion del DNA de sujetos se efectud por la microtécnica de salting-out.
Para esta técnica se utiliz6 de cada paciente 5 ml de sangre periférica
anticoagulada con EDTA. En un tubo eppendorf de 2ml se colocé 1 ml de sangre
total con 0.7 ml de TTS (Tris 10mM pH 7.4, Triton X-100 al 1%, Sacarosa
300mM), se centrifug6é a 10,000 rpm por 2 min y se decantd. Los 4 ml de sangre
periférica restantes se guardaron a —70°C. El bot6n se resuspendié en 1ml de TTS
y se centrifugd a las mismas condiciones anteriores. En total se realizaron 4
lavados. En el dltimo lavado el boton se re-suspendié en 600 pl de NaCl 5mM, 30
ul de SDS al 10% y 200ul de NaCl saturado. Se lisé el boton y centrifugé a 10,000
rpm por 10 min. El sobrenadante se colocé en otro tubo eppendorf y se adicion6
1ml de SEVAG (Cloroformo-Alcohol Isoamilico 49:1), se agitdé vigorosamente y se
centrifugo a 10,000 rpm por 5 min. La fase superior se transfirié a otro tubo y se
adicion6 a éste 1 volumen de etanol absoluto, se mezclé suavemente y se guardo
30 min a —20°C. Se centrifugé a 10,000 rpm por 5 min, decanté y adiciono 2
volimenes de etanol al 70%. Se centrifugo nuevamente y el sobrenadante se
decantd. El botén de DNA se dejo secar y se resuspendié en 100ul de agua bi-
destilada. Por ultimo el DNA se guard6 a —70°C. La Concentracion y calidad del

DNA obtenido se evalu6 mediante cuantificacion espectrofotométrica. Las

30



muestras se llevaron a una concentracion de 200 ng/pl y se almacenaron a -20 °C

hasta su uso.
Condiciones de PCR en la tipificacion HLA-clase Il

En la amplificacion de HLA-DR se utilizé iniciadores especificos para cada loci
marcados con biotina que amplificé el exon 2. La reaccién de PCR se realiz6 a
partir de 50 ng de DNA, 0.2 mM dNTPs y 16mM (NH4)SO4 de buffer PCR en
volumen de 25 pl. La concentracion de los iniciadores, MgClz y Taq polimerasa
variaron de acuerdo al locus que se amplificaron. Las condiciones de la
amplificacion fueron: 95°C/4 min; 33 ciclos de 95°C/30 seg, 65°C/50 seg y 72°C/30

seg.
Determinacion de los alelos HLA-clase Il por SSOP.

Los alelos HLA se determinaron con la técnica de SSOP en reversa con Kkits
comerciales (One Lambda, USA). Después de realizar la PCR con iniciadores
especificos marcados con biotina para cada locus que se desea estudiar, el
producto de PCR se desnaturalizd y se hibridé con sondas especificas de cada
alelo, estas sondas se encuentran unidas a microesferas. Si la hibridacion fue
especifica, al adicionar la ficoeritrina se emitio fluorescencia que se detect6 por el
equipo LABScan ™ 200 (One Lambda, USA), que utiliza el principio de Luminex
XMAP. En HLA se analizaran cada locus en forma individual.

TAMANO DE MUESTRA

Se calculé un tamafio de muestra para diferencia de medias de numero relativo de
linfocitos NKT circulantes basados en la informacion de Kurkeja (0.38+/-0.02%
entre sujetos con DT1 y sus hermanos y de 0.74+/-0.06% entre DT1 y controles

emparejados), con poder de 80%, requiriéndose 29 sujetos en cada grupo.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis preliminar en busqueda de valores implausibles,

improbables, datos ausentes, con el fin de depurar la base de datos.
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Posteriormente se llevo a cabo un andlisis descriptivo de los datos aplicando a las
variables cuantitativas la prueba de Shapiro Wilk para conocer la normalidad de
las variables. De encontrar una distribucion normal de los datos se realiz6 prueba
de ANOVA y post-hoc de Bonferroni. De no haber una distribucién normal, se usé

a prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.

Con respecto a las concentraciones de cada una de las interleucinas que marcan
la respuesta Th 1, Th2, y Th17, se llevo a cabo el mismo ejercicio de busqueda de

normalidad en los resultados para elegir entre ANOVA o Kruskal Wallis.

Finalmente, para buscar si existié correlacion entre el nimero de células NKT y la
concentracion de cada una de las interleucinas de interés, se realizé la prueba de

correlacion de Pearson y regresion lineal.
Para todas las pruebas consideraremos significativo una p<0.05

El paquete estadistico que se emple6 para el analisis fue SPSS version 16.0
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RESULTADOS

Se analizaron los datos de 124 sujetos, distribuidos en tres grupos, 48 sujetos con
DT1 (casos), el tiempo de evolucion de la enfermedad fue de 44.92 + 26.07 (0-95)
dias; 32 controles sanos, y 44 hermanos de sujetos con DT1 (hermanos). La
distribucion por sexo fue igual entre los grupos (hombres, 43.9% controles, 47.9%
en los casos, y 43.2% en los hermanos, p=0.365), no hubo diferencia en las
caracteristicas antropomeétricas entre los grupos. El 6.3% (3/48) de los pacientes
tienen antecedente heredofamiliar de diabetes tipo 1. Con respecto al peso al
nacer no hubo diferencias entre casos [3162+478 kg (2200-4070)] y controles
[3241 +457 kg (2350-4050)] (p=0.572) y tampoco para el antecedente de la
lactancia al seno materno (9.13 +7.89 (0-36) vs 8.58 (0-24)(p=0.811)

respectivamente.

La hemoglobina glucosilada fue mayor en los casos (7.71%) que en controles y
hermanos (5.35% y 5.20% respectivamente p=0.0001), el péptido C fue menor
(0.89, 2.01 y 1.64 en casos, controles y hermanos respectivamente, p =0.00001), y
la presencia del anticuerpo GAD65 fue mas frecuente en los casos que en los
otros dos grupos (37.5%, 6.3% y 2.3% de casos, controles y hermanos,
p=0.0001), del anticuerpo IA2 también fue mas frecuente en los casos (35.4%,
3.1% y 11.4% en casos, controles y hermanos respectivamente, p=0.0001). La
medicion de la existencia de anticuerpo antiinsulina no fue posible en todo el grupo
y aunque fue mas frecuente en el grupo de los casos, no se observé diferencia
estadistica entre los grupos (43.8%, 40.6% y 34.1% en casos, controles y
hermanos, p=0.631), finalmente, también hubo mayor frecuencia Ac positivos en
los casos que en el resto de los grupos (37.5%, 0% y 4.5% en casos, controles y
hermanos). Ademas la frecuencia de HLA de proteccién fue mayor en hermanos

gue en casos, aungue no hubo diferencia significativa estadisticamente .Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas antropométricas, clinicas, genéticas e inmunolégicas

VARIABLE Pacientes con DT1 Controles Sanos Hermanos de Valor
pacientes con DT1 de p
n 48 32 44
Edad (afios) | 9.30 +3.85 (2-16) 9.56 +4.72 (2-16) 13.61+6.78 (3-27) <0§01
Sexo (M) 23 (47.9%) 14 (43.8%) 19 (43.2%) 0.3650
Peso (s2) 0.106 +1.04 (-3 -2.25) 0.11+1.05(-1.88-2.21) | 0.36+0.84 (-1.61-1.88) | 0.343¥%
Talla (s2) -0.0030+1.00 (-2.44-3.93) | 0.38+1.5 (2.17-3.70) | 0.032 +1.31 (-3.23-4.18) | 0.332¥
IMC (s2) 0.208+1.10 (-3-1.64) 10.93+1.27 (-3 - 2) 0.31+1 (-2.97-1.81) 0.311¥
TAS (s2) -1.36 0.63 (-2.65-0.60) | -1.32 +1 (-4.18-1.64) -1.23+0.66 (-3.06-0.08) | 0.741¥
TAD (s2) -0.16+0.63(-1.19-1.19) | -0.011#0.77 (-L.44-1.64) | 0.10£0.500 (-0.91-1.27) | 0.204¥
<0.001
HbALc (%) 7.65 + 1.95 (4.1-13.3) 5.35:0.3898 (4.5-6.1) 5.20+0.88 (3.8-9.2) "
Insulina ng/mL | 22.78 +21 (5-112.6) 16.24+20.43 (2-107) 13.35.97 (5-29) 0.045%
Péptido C 0.89+0.781(0-3) 2.019.23 (0-50) 1.64+0.793 (0-4) <0.001
ng/mL I
GAD65
18/46 (37.5%) 2/31 (6.3%) 1/43 (2.3%) <0'<?01
(casos +)
IA2 (casos +) | 17/44(35.4%) 1/31 (3.1%) 5/38 (11.4%) 0.0050
Anti-insulina | 51 o7 43 890) 13/24 (40.6%) 15/29 (34.1%) 0.6310
(casos +)
Dos o mas 1847 (37.5%) 0132 (0%) 2/44 (4.5%) <0.001
anticuerpos 0
HLA I 9/46(19.6) 4131(12.9) 14/44(31.8) 0.130
protector
HLa Il de 38/46(82.6) 26/31(83.9) 37/44(84.1) 0.980
riesgo
0.176:0.202 0.118 +0.133 0.246 +0.188
%NKT 0.002%

(0.029-0.917)

(0.018-0.616)

(0.010-0.830)

AHF: Antecedentes heredofamiliares. M: Masculino. sz: valor z de las tablas de la CDC. TAS:
Tension arterial sistélica. TAD: Tension arterial diastolica. +: positivos. ¥:ANOVA. T :T de
Student. }: Kruskal Wallis. ¢: Chi cuadrada
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El porcentaje de células NKT fue diferente entre los grupos, siendo menor en los
controles que en los casos y los hermanos (0.165%, 0.118% y 0.246% en casos,
controles y hermanos, p=0.002). Hubo diferencia en la concentracion de diferentes
citocinas como IFN gamma (134.19 vs 276.48 vs 46.05), IL8, IL12p70, e IL17.
(Tabla 1y grafica 1)
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Gréfico 1. Porcentaje de células NKT en plasma en controles, casos y

hermanos de casos.

El perfil de citocinas de los sujetos estudiados se describe en la tabla 1a, en ésta
se puede observar que existid diferencia significativa entre los grupos para IFN
gamma, IL8, IL12p70, IL17.
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Tabla 1la. Descripcién del perfil de citocinas de los sujetos estudiados
VARIABLE Pac'eStTels con Controles Hermanos p
n 48 32 44
134.19+247.35 276.48+693.65 46.05£104.10
IFN y pg/mL 0.001t
(0-1173.70) (0-3228.12) (0-505.93)
117.45+315.04 | 132.29 £ 296.90 63.86+120.50
IL2 pg/mL 0.148%
(0-1821.08) (0-1396.70) (0-601.002)
39.14+172.48 3.15+11.01 14.44+46.57
IL6 pg/mL 0.478%
(0-1078.49) (0-59.07) (0-275.92)
138.09+245.39 182.94+507.86 45.45 +81.63
IL8 pg/mL 0.016%
(0-1247.78) (0-2842.56) (0-382.88)
91.47+267.49 96.51+214.43 49.25 +74.04
IL10 pg/mL 0.415%
(0-1634.63) (0-1062.10) (0-376.29)
140.20+£382.89 | 191.004+393.02 43.57+147.98
IL12p70 pg/mL <0.001%t
(0-2483.82) (0-1904.30) (0-964.52)
141.61+262.16 | 246.53 + 538.16 60.58+99.76
IL 4 pg/mL 0.645%
(0-1173.78) (0-2136.26) (0-608.08)
76.80+202.07 129.94 +466.63 61.06+97.07
IL5 pg/mL 0.243%
(0-1216.82) (0-2641.35) (0-609.93)
16.48+38.99 22.98 £49.39 8.97+£19.93
IL 17 pg/mL 0.040%
(0-252.97) (0-252.97) (0-108.83)
117.93+371.16 76.00+£154.75 72.82+78.23
IL13 pg/mL 0.150%
(0-2509.84) (0-864.17) (0-420.22)
125.35+540.43 100.96+232.85 33.45+104.70
TNFa pg/mL 0.949%
(0-3712.39) (0-1057.71) (0-642.49)
64.47+346.21 203.71+863.51 60.92 + 227.49 0.871%
TNF[3 pg/mL (0-2274.89) (0-4523.33) (0-1334.36) :
1 U Mann Whitney

Se efectud la comparacién de las caracteristicas generales por separado de los
pacientes con DT1 vs controles, y de pacientes con DT1 con sus hermanos, y
también de la concentracion de citocinas. Tablas 2, 2a, 3y 3a
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Tabla 2. Caracteristicas antropomeétricas, clinicas, genéticas e inmunoldgicas de
pacientes y controles sanos.

VARIABLE Pacientes con DT1 Controles p
n 47 32
Edad (afios) 9.30 +3.85 (2-16) 9.56 +4.72 (2-16) 0.215%
Sexo (M) 23 (47.9%) 14 (43.8%) 0.7140
Peso (sz) 0.106 +1.04 (-3 -2.25) 2'21;-'1'05 (-1.88 - 0.9691
Talla (s2) éoé%‘;?’(’ﬂ'og (-244- | §38415(-217-370) | 0.193t
IMC (sz) 0.208+1.10 (-3-1.64) -0.93+1.27 (-3-2) 0.275t
TAS (s2) -1.36 +0.63 (-2.65-0.60) | -1.32 +1 (-4.18-1.64) 0.896%
TAD (s2) -0.16+0.63 (-1.19-1.19) _106041)1&77 (-1.44- 0.364%
AHF DT1 3/43 (6.3%) 1/26(3.1%) 0.0740
Peso al nacer (g) 3162+478 (2200-4070) | 3241 +457 (2350-4050) 0.572t
Lactancia (m) 9.13 £7.89 (0-36) 8.58 (0-24) 0.811¢t
HbAlc (%) 7.65+1.95(4.1-13.3) | 5.35+0.3898 (4.5-6.1) <0.001%
Insulina 22.78 +21 (5-112.6) 16.24420.43 (2-107) 0.071%
Péptido C ng/mL 0.89+0.781(0-3) 2.01+9.23 (0-50) 0.001f%
GADG6S5 (casos +) 18/46 (37.5%) 2/31 (6.3%) 0.002¢
IA2 (casos +) 17/44(35.4%) 1/31 (3.1%) <0.001¢
Anti-insulina (casos +) 21/27 (43.8%) 13/24 (40.6%) 0.7810
Dos 0 mas anticuerpos 18/47 (37.5%) 0/32 (0%) 0.005¢
HLA clase Il protector 9/46 (19.5%) 4/31 (12.9%) 0.4440
HLa clase Il de riesgo 38/46 26/31 0.885¢
0.118 +0.133
YONKT 0.176+0.202(0.029- 0.250

0.917)

(0.018-0.616)

AHF: Antecedentes heredofamiliares. M: Masculino. sz: valor z de las tablas de la
CDC. TAS: Tension arterial sistdlica. TAD: Tension arterial diastdlica. +: positivos.
1 :T de Student. : U Mann Whitney. 0: Chi cuadrada
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Tabla 2a. Descripcion del perfil de citocinas de casos y controles

VARIABLE Pacientes con Controles p
DT1

n 47 32

IFN y pg/mL 134.19+247.35 | 276.48+693.65 0.494%
(0-1173.70) (0-3228.12)

IL2 pg/mL 117.45+315.04 132.29 £+ 296.90 0.819%
(0-1821.08) (0-1396.70)

IL6 pg/mL 39.14+172.48 3.15+£11.01 0.848%
(0-1078.49) (0-59.07)

IL8 pg/mL 138.09+£245.39 182.94+507.86 0.819%
(0-1247.78) (0-2842.56)

IL10 pg/mL 91.47+267.49 96.51+214.43 0.819%
(0-1634.63) (0-1062.10)

IL12p70 pg/mL 140.20+£382.89 191.004+393.02 0.819%
(0-2483.82) (0-1904.30)

IL 4 pg/mL 141.61+262.16 246.53 £ 538.16 0.819%
(0-1173.78) (0-2136.26)

IL5 pg/mL 76.80£202.07 129.94 +466.63 0.964%
(0-1216.82) (0-2641.35)

IL 17 pg/mL 16.48+38.99 22.98 £49.39 0.819%
(0-252.97) (0-252.97)

IL13 pg/mL 117.93+371.16 76.00£154.75 0.819%
(0-2509.84) (0-864.17)

TNFa pg/mL 125.35+540.43 100.96+232.85 0.963%
(0-3712.39) (0-1057.71)

TNFB pg/mL 64.47+346.21 203.71+£863.51 0.637%

(0-2274.89)

(0-4523.33)

1 U Mann Whitney
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Tabla 3. Caracteristicas antropométricas, clinicas, genéticas e inmunoldégicas de

casosy hermanos.

Pacientes con

Variable di1 Hermanos p
n 48 44
Edad (afios) 9.30 £3.85 (2-16) | 13.61%6.78 (3-27) <0.001%
Sexo (M) 23 (47.9%) 19 (43.2%) 0.7990
0.106 +1.04 (-3- | 0.36 £0.84 (-1.61-
Peso (sz) 2.25) 1.88) 0.249t
-0.0030£1.09 (- 0.032 +1.31 (-3.23-
Talla (sz) 2.44-3.93) 4.18) 0.9111
IMC (s2) 0.208+1.10 (-3- 0.31%1 (-2.97-1.81) 0.646%1
1.64)
-1.36 +0.63 (-2.65- | -1.23 +0.66 (-3.06-
TAS (sz) 0.60) 0.08) 0.979%
-0.1620.63 0.10 +0.500
TAD (sz) 0.054%
(-1.19-1.19) (-0.91-1.27)
HbALc (%) 1;,362; 195 (41 | 5504088 (3.8-9.2) <0.001%
. 22.78 +21 (5-
Insulina 112.6) 13.3+5.97 (5-29) 0.030%
Péptido C ng/mL 0.89+0.781(0-3) 1.64+0.793 (0-4) <0.001%
GADS65 (casos +) | 18/46 (37.5%) 1/43 (2.3%) <0.001%
IA2 (casos +) 17/44(35.4%) 5/38 (11.4%) 0.009%
Anti-insulina
21/27 (43.8%) 15/29 (34.1%) 0.049%
(casos +)
Dos o mas 18/47 (37.5%) 2144 (4.5%) 0.0010
anticuerpos
HLA clase Ii 9/46 (19.56%) 14/44 (31.8) 0.183
protector
HLa clase Il de 38/46 (82.6%) 37/44 (84.09%) 0.850
riesgo
oNKT 0.17620.202 0.246 +0.188 0.016+

(0.029-0.917)

(0.010-0.830)

AHF: Antecedentes heredofamiliares. M: Masculino. sz: valor z de las tablas de la

CDC. TAS: Tensidn arterial sistdlica. TAD: Tension arterial diastdlica. +: positivos.

1 :T de Student. {: U Mann Whitney. ¢: Chi cuadrada
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Tabla 3 a. Descripcidn del perfil de citocinas de casos y hermanos
VARIABLE Pacientes con DT1 Hermanos p
n 48 44

134.19+247.35 46.05+£104.10

IFN y (pg/mL) 0.022%
(0-1173.70) (0-505.93)
117.45+£315.04 63.86+120.50

IL2 (pg/mL) 0.835%
(0-1821.08) (0-601.002)
39.14+172.48 14.44+46.57

IL6 (pg/mL) 0.639%
(0-1078.49) (0-275.92)
138.09+245.39 45.45 +81.63

IL8 (pg/mL) 0.006%
(0-1247.78) (0-382.88)
91.47+267.49 49.25 +74.04

IL10 (pg/mL) 0.531%
(0-1634.63) (0-376.29)

IL12p70 140.20+£382.89 43.57+147.98 0.022t

(pg/mL) (0-2483.82) (0-964.52)
141.61+262.16 60.58+99.76

IL 4 (pg/mL) 0.835%
(0-1173.78) (0-608.08)
76.80+202.07 61.06+97.07

IL5 (pg/mL) 0.305%
(0-1216.82) (0-609.93)
16.48+38.99 8.97+19.93

IL 17 (pg/mL) 0.144%
(0-252.97) (0-108.83)
117.93+371.16 72.82+78.23

IL1B (pg/mL) 0.007%
(0-2509.84) (0-420.22)
125.35 £540.43 (0- 33.45+ 104.70 (O-

TNFa (pg/mL) | 3715 39) 642.49) 0.543%
64.47+-346.21 60.92 £ 227.49

TNFB (pg/mL) 0.905%
(0-2274.89) (0-1334.36)

1 U Mann Whitney

Se observd correlacion débil, pero estadisticamente significativa en el grupo de
casos entre el porcentaje de células NKT y la concentracién de las siguientes
citocinas IL12p70 (r=0.307, p=0.001), IL10 (0.411, p=0.005), IL17 (r=0.420,
p=0.004). IL2 (r=0.470, p=0.001), IL16 (r=0.449, p=0.002), IL1B (r=0.494,
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p=0.001), IL5 (r=0.405, p=0.006) y TNF « (r=0.529, p=0.0001), que no se observo

en el grupo de controles, ni hermanos. Tabla 4.

Tabla 4. Coeficiente de correlacién de porcentaje de células NKT e interleucinas

Correlacion del %
NKT

Pacientes DT1

r(p)

CONTROLES

r(p)

HERMANOS

r(p)

IFN vy (pg/mL)

0.178 (0.242)

0.031 (0.869)

-0.165 (0.317)

IL12p70 (pg/mL)

0.460 (<0.001)

-0.178 (0.339)

-0.113 (0.494)

IL 4 (pg/mL)

0.307 (0.041)

-0.047 (0.803)

-0.150 (0.363)

IL 10 (pg/mL)

0.411 (0.005)

-0.030 (0.874)

0.055(0.741)

IL 17 (pg/mL)

0.420 (0.004)

-0.159 (0.394)

-0.111 (0.503)

IL2 (pg/mL) 0.470 (<0.001) -0.027 (0.887) -0.29 (0.860)
IL6 (pg/mL) 0.449 (0.002) 0.009 (0.961) -0.71 (0.668)
IL8 (pg/mL) -0.195 (0.199) -0.105 (0.576) 0.032 (0.849)

IL10 (pg/mL)

0.411 (0.005)

-0.030 (0.874)

0.055 (0.741)

IL1B (pg/mL)

0.494 (<0.001)

-0.117 (530)

0.104 (0.529)

IL5 (pg/mL)

0.405 (0.006)

0.139 (0.455)

0.040 (0.808)

TNFa (pg/mL)

0.529 (<0.001)

-202 (0.275)

0.064 (0.697)

TNFB (pg/mL)

-0.113 (0.461)

0.108 (0.562)

-0.117 (0.479)

Se utilizé coeficiente de Pearson

Al categorizar la concentracion de citocinas en concentracion elevada (mayor del

percentil 66) y baja (menor del percentil 66), se observd diferencias en la

concentracion de las siguientes citocinas: IFN gamma, IL12p70 y IL17.
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Tabla 5. Frecuencia de sujetos con una concentracion alta de citocinas (> percentil 66) en los tres

grupos .
Pacientes con DT1 Casos Hermanos

n=48 n=32 n=44 p
IFN y (pg/mL) 15 (46.9%) 18 (37.5%) 8 (18.2%) 0.007
IL2 (pg/mL) 13 (40.6) 18(37.5%) 10 (22.7%) 0.088
IL6 (pg/mL) 4 (12.5%) 8 (16.7%) 10 (22.7%) 0.273
IL8 (pg/mL) 11 (34.4%) 21 (43.8%) 9 (20.5%) 0.144
IL10 (pg/mL) 13 (40.6%) 15 (31.3%) 13 (29.5%) 0.332
IL12p70 (pg/mL) 13 (40%) 19 (39.6%) 9 (20.5%) 0.051
IL17 (pg/mL) 13 (40.6%) 19 (39.6%) 9 (20.5%) 0.051
IL1B (pg/mL) 12 (37.5%) 13 (27.1%) 16 (36.4%) 0.994
IL4 (pg/mL) 12 (37.5%) 18 (37.5%) 11 (25%) 0.224
IL5 (pg/mL) 11 (34.4%) 14 (29.4%) 16 (36.4%) 0.801
TNFa (pg/mL) 12 (37.5%) 16 (33.3%) 16 (29.5%) 0.468
TNFB (pg/mL) 2 (6.3%) 3 (6.3%) 4 (9.1%) 0.616

Se utilizé prueba de chi cuadrada
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DISCUSION.

El fendmeno inmunolégico que desencadena la diabetes tipo 1 es complejo, y si
bien se ha reconocido hasta ahora como el mayor determinante de riesgo genético
al complejo mayor de histocompatibilidad, éste elemento del sistema inmune no
explica por si mismo el desencadenamiento de la enfermedad.

Recientemente la interaccién del sistema inmune innato y el adaptativo se han
vuelto un foco importante en la investigacion de las enfermedades autoinmunes, y
aunque las observaciones de que en el modelo murino NOD para la DT1, la menor
cantidad y funcion alterada de las células NKT han explicado parte del fenédmeno
inicial que desencadena la diabetes, las observaciones en humanos siguen
arrojando datos contradictorios.

La seleccion de sujetos en estadios tempranos de la enfermedad, parece ser uno
de los momentos més parecidos inmunoldgicamente, al momento del inicio de la
cascada inmunologica pues aun queda tejido pancreatico susceptible de ser
atacado, y por otro lado, la poblacion mayormente susceptible al desarrollo de la
enfermedad son los hermanos de sujetos con DT1, por lo que la observacién del
comportamiento inmunoldgico de éstos es trascendente.

En este analisis encontramos que la cantidad de células NKT fue diferente entre
los grupos de interés, y llama la atencién que haya sido mayor en el grupo de los
hermanos con DT1 que en el resto de los grupos. Contrario a lo reportado por
Kukrejal®”l, nosotros no encontramos diferencia estadisticamente significativa en la
cantidad de células NKT entre los pacientes y los controles sanos. Llama la
atencion la diferencia en la lectura del porcentaje total de células NKT observado
entre Kukrejal®”l (En DT1 0.38%+0.02% y sanos de 0.74 +0.06%) Yy nosotros (0.
0.165+0.199% en DT1 y 0.118 #0.133 en los controles sanos). Las cifras
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reportadas por este grupo no han podido reproducirse en otro estudio, y hasta
ahora, es el que ha observado un comportamiento numeérico similar del humano
con el raton NOD.

Los resultados que se observaron son mas parecidos a los del Lee y sus
colaboradores*® quienes como nosotros, encuentran una gran variabilidad de
concentracion de células NKT, habiendo desde lecturas minimas, hasta muy
elevadas en todos los grupos, llamando la atencion que la cantidad de estas
células fuese mayor en el grupo de los hermanos. Cabe mencionar que en el
presente estudio, la edad de los hermanos fue mayor que ambos los casos y los
controles, lo cual posiblemente influye en los resultados del porcentaje de NKT
encontrado. En este sentido, resalta también la diferencia en la frecuencia de
alelos HLA protectores, que fue mayor para éste grupo aunque no fue
estadisticamente significativo (p=0.183). Finalmente, a diferencia de Oikawa®?,
quien en una cohorte de sujetos japoneses, encuentra una diferencia contraria a la
observada en el raton NOD, pues ellos observan una mayor cantidad de células
NKT en sujetos con DT1 independientemente del tiempo de evolucién que en
sujetos sin DT1 (0.127+0.015% en DT1 vs 0.065 +0.009% que sujetos sanos).

Las diferencias de la lectura de células NKT en sujetos con DT1 mexicanos,
americanos y asiaticos (0. 0.165+0.199%, 0.030£0.04% y 0.127+0.015%) pueden
estar influidas por factores como la técnica de medicion de las células (en nuestro
caso y el caso japonés con seleccion con triple anticuerpo y en el de Lee con

seleccién con tetramero de CD1d y posterior tincidn con triple anticuerpo),

o bien por la determinacién genética de las células NKT, fendmeno que se ha

considerado definitivo en el nimero de células NKT en el ratbn NOD.
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En el modelo murino se han estudiado diversos determinantes genéticos del
namero de células NKT. Algunos genes candidatos propuestos incluyen a CD132,
que es la cadena comun de las interleucinas 2, 4, 7 y 15, la mutacién de CD132
provoca inmunodeficiencia severa combinada, que provoca una disminucion casi
total de células NKT en los tejidos periféricos, aunque conservada en el timo,
debido a que las mutaciones de IL4 e IL7 no afectan el nimero de NKT, parece
que esta deficiencia asociada a CD132 esta mediada por IL-2 o IL-15. En este
sentido en este estudio sélo se pudo observar correlacion entre el nivel de células
NKT e IL-2 en el grupo de pacientes con DT1, una asociacion que ademas fue
débill>7,

Esteban y colaboradores publicaron un estudio de analisis de ligamiento para
encontrar elementos genéticos que controlan el nimero de células NKT en los
ratones, encontrando dos loci asociados, el mas significativo fue Nktl localizado
en la misma region de susceptibilidad a lupus, y genes que controlan la produccién
de anticuerpos antinucleares (Slel, Nba2 y Lbw7). Esta region es concordante con
la regién humana 1g23. La segunda region mejor asociada fue |dd3, un gen de
susceptibilidad a diabetes del raton NOD, aun no se determina si es la alteracion
de este gen en ratones NOD la que confiere el control del nimero de NKT
totalmentel®8l,

Existio diferencia significativa de la concentracion de IFNy, IL8, IL12p70 e IL17
entre los grupos estudiados. La concentracion de interferon fue menor en sujetos
con DT1 que los controles, pero mayor que los hermanos, el interferon juega un
papel importante en la sefializacion de los procesos autoinmunes y su aumento es

caracteristica de este tipo de fenomenos. Se considera que la sefalizacion
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desencadenada por IFN gamma se da por las células T reguladoras a través de la
via de SOCS y de Foxp3+9. Jérns y cols, observaron que la concentracién de
IFN gamma en el aspirado pancreatico de sujetos con DT1 mostrd
concentraciones mayores que en sujetos sanosl®.. Ante esta observacion,
consideramos que si bien el fendmeno microambiental pancreatico tiene este
patron, quiza el patron también se refleje en las concentraciones plasmaticas
sistémicas de esta citocina, sugiriendo una polarizacibn generalizada de la
respuesta inmune y no sélo local como se observo entre sujetos con DT1 y sus
hermanos.

La IL-8 y la IL-17 son parte de la respuesta inflamatoria TH17, la IL-8 también es
clave en la funcion quimioatrayente de neutrdfilos, su principal actividad es reclutar
neutrdfilos, células T, basdfilos, sus concentraciones salivales son mayores en
sujetos con DT1 que en sujetos sanos, sobre todo en condicion de periodontitis61],
en este analisis, los niveles plasmaticos fueron mayores en sujetos con DT1 que
sus hermanos, pero menores que en los controles, en otros estudios, la elevacion
de la IL-8 se ha implicado en el fenbmeno lesivo pancreatico inducido por virus,
fendmeno que nosotros no podemos descartar!6],

Un estudio realizado en Taiwan que comparé el perfil de citocinas entre sujetos
con diabetes tipo 1 y sus hermanos. Entre los hallazgos relevantes encontré que
los niveles de IL-8 fue mayor en los sujetos con DT1 que sus hermanos, similar a
lo observado en este estudio. En este sentido, la IL-8 se ha asociado a aumento
del riesgo de macroangiopatia, pues es una citocina inflamatoria(63!

En este estudio observamos una menor concentracion de IL-17 en sujetos con
diabetes que en controles, pero mayor que en sus hermanos. La IL-17 se produce

por un linaje especializado de células CD4+ que participan en la defensa del
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organismos y en desordenes autoinmunes, segun el microambiente, las células
Th17 pueden alterar su diferenciacion, y en ratones NOD, contribuir a la aparicion
de la DT1, si bien su existencia no es indispensable para el desarrollo de la
enfermedad. No siempre es posible observar IL-17 en los aspirados pancreaticos
de sujetos con DT1, sugiriendo que las observaciones de un estado inmunolégico
integrado puede tener relevancial®?.

El patrén inflamatorio de los sujetos con DT1 esta alterado, la interleucina 12p70,
se observa en mayor concentracion que en sujetos sanos segun el estudio de
Rosa y colaboradores, contrario a lo observado en nuestro analisis[®¥, otro grupo
encuentra concentraciones similares entre los grupos®:.

Llama la atencién que solo pocas citocinas manifestaron diferencias significativas
entre los pacientes y sus hermanos, estas observaciones son consistentes con el
grupo Dannes, ellos estudiaron como nosotros un perfil amplio de citocinas,
encontrando diferencias en el modelo ajustado sélo para TGF-B3, con mayores
concentraciones entre los diabéticos. Para el modelo no ajustado, encuentran
diferencias en IL-1p, IL12, IL10 e IL-4, con niveles mayores entre l0s nifios mas
jovenes, reforzando la evidencia de variaciones de las lecturas con la edad. En
este estudio pudieron detectar variaciones significativas de la lectura de
interleucina con la época del afio, siendo mas altas en verano para IL-1p y TNFa,
fendbmeno que nuestro estudio no midio.

En cuanto a las diferencias de la lectura de citocinas entre el grupo de pacientes
con diabetes tipo 1 y sus hermanos, se ha observado variabilidad generada por la
edad, sobre todo cuando se utiliza como punto de corte 10 afios, en nuestro

estudio, la media de edad de pacientes fue de 9.3 afos y los de sus hermanos de
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13 afios, elemento que puede contribuir a explicar la diferencias para las
interleucina 12p70 y para IFN .68,

Sin embargo, esto no explica del todo los hallazgos. En consideracion de la
posible influencia de la edad sobre la lectura de las células NKT, realizamos una
prueba de correlacion entre la edad y el porcentaje de NKT, encontrando que
existe una correlacion significativa con r=0.335 y p<0.001 para todo el grupo. Sin
embargo, al analizarlo por grupos se pierde la diferencia en el grupo de controles
(r=0.327, p=0.073); ni en el grupo de DT1 (r=0.263, p=0.097); ni el de los
hermanos (r=0.276, p=0.089) (datos no mostrados); por lo que existe la posibilidad
de que no sea solo la edad el elemento que influye en la diferencia de porcentaje
de células NKT entre hermanos y DT1.

Es posible que los hermanos expresen un factor protector, sugerido por la
presencia de haplotipos protectores de HLA, lo cual amerita seguimiento a largo

plazo en la investigacion de los probables mecanismos involucrados.

Las limitaciones en este estudio son: el tamafio de muestra, el hecho de que no se
midieron los anticuerpos anti-insulina en todos los sujetos, y que los hermanos de
los pacientes fueron mayores a los pacientes y a los controles. La diferencia en
edades podria explicar las diferencias en los porcentajes de NKT y en las
citocinas. El patron de alelos protectores HLA fue mas frecuente entre los
hermanos, lo que pudiera ir en relacion con las diferencias del patron de citocinas
observada y la concentracion de células NKT.

Sin embargo, nuestros resultados demuestran un comportamiento que nos indica
la importancia de los NKT y citocinas en diabetes.No puede descartarse un origen

genético que determine el nimero de células NKT y que pudiera explicar las
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diferencias entre los diversos grupos de investigacion interesados en el tema. Se
requiere un estudio profundo de los determinantes genéticos y ambientales sobre
el porcentaje de células NKT, que pudiera estar detrds de este fendmeno

inmunolégico.

Conclusiones.

En pacientes con DT1 de reciente inicio es menor el porcentaje de células NKT y
mayor la concentracion de IFNy, IL-8, IL-12p70 e IL17 que en hermanos.

Estos hallazgos sugieren que en las etapas tempranas de la diabetes tipol las
diferencias en la expresion inmunologica mediada por citocinas entre estos
pacientes y sus hermanos pueden deberse a factores protectores que habra que

investigar a través del seguimiento a largo plazo de los hermanos.
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

"2010 Afo de la Patria Bicentenario del Inicio de la Independencia y Centenario del Inicio de fa Revolucion”

02 de agosto de 2010

Rel. 09-135-61-2800/201000) 1299

Dra. Rita Angélica Gémez Diaz

Unidad de Investigacion Médica en Epidemiologia Clinica
UMAE Hospital de Especialidades

Centro Médico Nacional Siglo XX

Presente

Informo a usted que el protocolo titulado: Frecuencia de células NKT y su expresion génica en
pacientes pediatricos con diabetes tipo I, fue sometido a la consideracion de esta Comision
Nacional de Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las normas
vigentes. con base en las opiniones de los vocales de la Comision de Etica s Cientifica. se ha
emitido el dictamen de AUTORIZADO. con nimero de registro: 2010-785-045.

De acuerdo a la normatividad institucional vigente. debera informar a ¢sta Comision en los meses
de Junio v Diciembre de cada afio, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo.

Atentamente,

Dr. Exbi
Presidente
Comision Nacional de Investigacion Cientifica

Con copia:
* Dr. Carlos Freddy Cuevas Garcia. Director de la UMAE Hospital de Especialidades. Centro
Meédico Nacional Siglo XX1.
*  Dr. Adolfo Chavez Negrete. Director de Educacion ¢ Investigacion en Salud. UMAL Hospital
de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XX1.
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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.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION DE ADULTOS EN EL PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

“FRECUENCIA DE CELULAS NKT Y SU EXPRESION GENICA EN SUJETOS PEDIATRICOS
CON DIABETES TIPO 1”

Dra. Rita A. Gémez Diaz

México D.F. a de del afo

En nuestro pais la diabetes tipo 1 se ha incrementado en los dltimos afios. Se han reconocido marcadores que
predicen la aparicién de la enfermedad; ello permite identificar a la poblacién en riesgo y tomar las medidas
necesarias para retardar la presencia de diabetes tipo 1 en familiares de sujetos con diabetes.

Estudios recientes demuestran una alteracion 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 presente la diabetes.

Usted y sus hijos han sido invitados a participar en el estudio debido a la presencia de diabetes tipo 1 de reciente
inicio en uno de los integrantes de su familia.

El objetivo del estudio es conocer porcentaje de células capaces de destruir a las células productoras de insulina
(llamadas células NKT) y los genes relacionados con las mismas y asi poder comparar los hallazgos de sujetos con
diabetes tipo 1 y sus familiares de primer grado (papa, mama, hermanos).

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

Beneficios: El voluntario sano, no recibira ningun beneficio directo Los resultados del presente estudio contribuiran
al avance en el conocimiento y brindaran informacién relevante para el mejor manejo de personas como con su
mismo padecimiento. Ademas, los hallazgos en este estudio permitiran avances en el origen de la diabetes tipo 1y
su utilidad a futuro como posible marcador para la identificacion temprana de los familiares de los sujetos con
diabetes tipo 1 que puedan estar en riesgo de padecer dicha enfermedad.

Procedimientos: Su participacion consistira en una visita en donde se les realizara una historia clinica completa,
donar y autorizar la toma de una muestra de sangre. Para poder realizarle la toma de muestra de sangre debera
presentarse en ayuno de 12 horas. Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus brazos,
aproximadamente 10-15 ml, para realizarle los estudios de laboratorio, tomarle la muestra de sangre dura
aproximadamente 10 minutos. Los estudios de laboratorio que le realizaremos incluyen: la medicion de su nivel de
glucosa, anticuerpos (anti GAD65, anti IA2, anti-insulina, insulina, péptido C y porcentaje y células NKT). En
ningun caso la cantidad de sangre obtenida sera mayor de 10-15 ml para cada participante. En nifios preescolares
y/o con peso menor de 12 kg, la cantidad de sangre a obtener sera de 1 ml/kg de peso, la medicién de biometria
hematica se realizara con microtubos con el fin de obtener la muestra minima indispensable. El propdsito de
realizarle los estudios clinicos y de laboratorio es para saber mas sobre sus condiciones generales de salud. Le
entregaremos los resultados de sus estudios de laboratorio en aproximadamente 2 dias. Con la muestra de sangre,
aislaremos el DNA para realizar el estudio genético, el cual consiste en identificar las variaciones en la secuencia
de DNA de genes, identificados en células NKT (locus 1dd9; Idd6, Nktl y NKt2) en las fases iniciales del proceso
autoinmune. Su muestra sera cuidadosamente resguardada en el Laboratorio de la Unidad de Investigacion en
Epidemiologia Clinica y su identidad estard protegida usando numeros de folios en lugar de su nombre.
Quisiéramos solicitar su aprobacion para realizar tanto los andlisis necesarios para este estudio como conservar
parte de la muestra durante 10 afios con el fin de que en un futuro podamos emplear este material para probar
nuevas hipétesis que pudieran surgir.

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.
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Privacidad y Confidencialidad

Por otra parte, la informaciéon que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o (como su nombre,
teléfono y direccidn) sera guardada de manera confidencial y por separado; asi como los resultados de sus pruebas
clinicas, para garantizar su privacidad. El equipo de investigadores y su médico familiar y las personas que estén
involucradas en el cuidado de su salud sabran que usted esta participando en este estudio. Sin embargo, nadie
mas tendra acceso a la informacién que usted nos proporcione durante su participacion en este estudio, al menos
que usted asi lo desee. So6lo proporcionaremos su informacion si fuera necesario para proteger sus derechos o su
bienestar (por ejemplo si llegara a sufrir algun dafio fisico o si llegara a necesitar cuidados de emergencia), o si lo
requiere la ley. Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias, no se dara
informacién que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera protegida.

Es nuestra responsabilidad aclararle sus dudas, mantener una vigilancia adecuada durante la realizacion de las
pruebas y mantener la confidencialidad de los resultados. Toda persona que decida voluntariamente participar en el
estudio es libre de rehusar participar al mismo cuando lo desee.

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.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede comunicarse de 8:00 a
16:00 hrs, al teléfono: 56276900 ext 22292 y 21481 en el servicio de endocrinologia de la UMAE Hospital de
Pediatria y la Unidad de Investigacion Médica en Epidemiologia Clinica ubicada en el segundo piso del Hospital de
Especialidades en el Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, ubicada en Av. Cuauhtémoc 330 Colonia
Doctores, C.P. 06725, México D.F. de lunes a viernes con las Dras. Rocio Herrera Marquez y Rita GoOmez Diaz
que es el investigador responsable del estudio.

Garantia de atencion médica en caso necesario

En caso de presentarse una emergencia derivada del estudio, usted puede dirigirse a su clinica de adscripcién y/o
marcar al teléfono 56276900 ext 21481 y 22292 .

Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion, puede
comunicarse con los responsables de la Comisién de Etica en Investigacion del IMSS, a los Tel. 56276900-21216,
de 9 a 16:00 hrs.; o si asf lo prefiere al correo electrénico: conise@cis.gob.mx. La Comision de Etica se encuentra
ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Av.
Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.

Declaracion de consentimiento informado

Declaro que se me han informado los posibles riesgos como molestias de la venopuncién, o un “moretén” y el
beneficio principal consiste en saber mi composicion genética de los genes relacionados con las células NKT y
estado de salud actual.

El investigador principal y el equipo médico, se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento; asi como responder a
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran al cabo,
los riesgos y beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién. Ademas, de informarme los
resultados de la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que con ello afecte la atencién médica que recibo del instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificarda en las presentaciones o
publicaciones que deriven del estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en
forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga
durante el estudio, aunque esto pudiera hacerme cambiar de opinion respecto de mi permanencia en el estudio.

Para el estudio de genes: por favor marque con una X una de las opciones que se presentan abajo (Gnicamente
debe indicar la opcidn que corresponda).

[__] No autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas

[__]Si autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas de este estudio y su empleo para estudios
futuros.
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Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha

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

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el CI Fecha
Firma de los testigos

Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado en mi presencia, de
manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1 Parentesco con el participante

Firma del Testigo 1 Fecha

Direccion testigo 1

Nombre del Testigo 2 Parentesco con el participante
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Firma del Testigo 2

Fecha

Direccion testigo 2
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION DE NINOS EN PROTOCOLO DE INVESTIGACION

México D.F. a de del afio

Por medio de la presente autorizo que mi Hijo (a): participe en el
protocolo de investigacion titulado:

“FRECUENCIA DE CELULAS NKT Y SU EXPRESION GENICA EN SUJETOS PEDIATRICOS CON DIABETES TIPO 1”

registrado ante el Comité de la Comision Nacional de Investigacién Cientifica con el nimero:2010-785-045

El objetivo del estudio es: Comparar el porcentaje de células NKT y determinar la expresién de los genes IDD9 e IDD6
(locus 1dd9; Idd6, Nktl y NKt2) de células NKT aisladas de sujetos con diabetes tipo 1, sus familiares de primer grado
(padres y hermanos) y la de sujetos de la misma edad y género y sus familiares

Se me ha explicado que mi participacion consistira en: Una visita en donde se me realizara una historia clinica completa, donar
y autorizar la toma de una muestra de sangre. En ningln caso la cantidad de sangre obtenida sera mayor de 10-15 ml para
cada participante. En nifios preescolares y/o con peso menor de 12 kg, la cantidad de sangre a obtener sera de 1 ml/kg de
peso, la medicién de biometria hematica se realizara con microtubos con el fin de obtener la muestra minima indispensable.
Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios
derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes: las molestias de la venopuncion, o un “moreton”. El
investigador principal y el equipo médico, se ha comprometido a darme informacion oportuna a mi y a mi médico tratante,
sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento; asi como responder a
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran al cabo, los riesgos
y beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion. Ademds, de informarme los resultados de la
investigacion. Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que con ello afecte la atenciébn médica que recibo del instituto. El investigador principal me ha dado
seguridades de que no se me identificard en las presentaciones o publicaciones que deriven del estudio y de que los datos
relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma confidencial a través de un codigo alfanumérico que sélo conoce
el investigador principal. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante
el estudio, aunque esto pudiera hacerme cambiar de opinion respecto de mi permanencia en el estudio. Para el estudio de
genes: por favor marque con una X una de las opciones que se presentan abajo (Unicamente debe indicar la opcion que
corresponda).

[__] No autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas

[__]Si autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas de este estudio y su empleo para estudios futuros.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo
adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda
qgue le plantee acerca de los procedimientos que se llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacién o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento, en que lo considere conveniente, sin que
ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de este
estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial También se ha comprometido a
proporcionarme la informacidn actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a
mi permanencia de mi representado (a) en el mismo.

Nombre y firma de ambos padres o tutores o del representante legal

Nombre, firmay matricula del Investigador Responsable

En caso de emergencia y/o dudas y preguntas relacionadas con el estudio: de 8:00 a 16:00 hrs, al 56276900 ext 22292 en el
servicio de endocrinologia de la UMAE Hospital de Pediatria y 21481 a la Unidad de Investigacion Médica en Epidemiologia
Clinica de lunes a viernes con las Dras. Rocio Herrera Marquez y Rita Gomez Diaz que es el investigador responsable del
estudio.

1.Testigo 2.Testigo
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GUION DE ASENTIMIENTO PARA SUJETOS PEDIATRICOS — CASOS-

Hola (nombre del nifio-a-), estamos invitando a nifios con diabetes tipo 1 como t0 a participar en
un estudio para tratar de entender un poco mas, como sucede la enfermedad aun antes de
aparecer los sintomas y la necesidad de insulina.

Seria importante que participaras, pero no es obligatorio, tu participaciéon consiste en contestar
unas preguntas en conjunto con tus padres, pesarte, medirte, tomarte la presion arterial y tomar
una muestra de sangre como en el laboratorio de analisis clinicos, que puede causar dolor y dejar
un moreton, que son pasajeros.

¢ Estas de acuerdo en participar?

GUION DE ASENTIMIENTO PARA SUJETOS PEDIATRICOS — HERMANOS MENORES DE
SUJETOS CON DT1-

Hola (nombre del nifio-a-), estamos invitando a los hermanos de los nifios con diabetes tipo 1
como tu a participar en un estudio para tratar de entender un poco mas, cédmo sucede la
enfermedad aun antes de aparecer los sintomas y la necesidad de insulina.

Seria importante que participaras, pero no es obligatorio, tu parcipacién consiste en contestar unas
preguntas en conjunto con tus padres, pesarte, medirte, tomarte la presion arterial y en tomar una
muestra de sangre como en el laboratorio de analisis clinicos, que puede causar dolor y dejar un
moreton, que son pasajeros.

¢ Estas de acuerdo en patrticipar?

GUION DE ASENTIMIENTO PARA SUJETOS PEDIATRICOS — CONTROLES-

Hola (nombre del nifio-a-), estamos invitando nifios que son sanos a participar en un estudio para
tratar de entender un poco mas por qué algunos nifios desarrollan diabetes tipo 1 y como sucede la
enfermedad aun antes de aparecer los sintomas y la hecesidad de insulina.

Seria importante que participaras, pero no es obligatorio, tu participacion consiste en contestar
unas preguntas en conjunto con tus padres, pesarte, medirte, tomarte la presion arterial y en tomar
una muestra de sangre como en el laboratorio de andlisis clinicos, que puede causar dolor y dejar
un moreton, que son pasajeros.

¢ Estas de acuerdo en participar?
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