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Deteccion de auto-anticuerpos en familiares sanos de primer grado de pacientes

con diabetes mellitus tipo 1 en la poblacién mexicana

Autor: Retana Jiménez, Jorge Ecatzin

RESUMEN

Objetivo: Detectar la presencia de auto-anticuerpos frente a antigenos de los islotes
pancreaticos en familiares sanos de primer grado (FDR) de pacientes con diabetes mellitus
tipo 1 (DM1), enfocandonos en su prevalencia de acuerdo con el grado de parentesco,

género y edad.

Materiales y Métodos: Se reclutaron individuos de distintas sedes hospitalarias, 35
pacientes diagnosticados con DM1 en el Servicio de Endocrinologia del Hospital Regional
“Lic. Adolfo Lopez Mateos” del ISSSTE y 425 FDR de alrededor de 200 pacientes con DM1
en los Servicios de Endocrinologia del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lopez Mateos” y del
Hospital de Especialidades “Antonio Fraga Mouret”’, Centro Médico Nacional “La Raza”
(IMSS). Se reclutaron también individuos control sin relacion de parentesco con pacientes
con DM1. Se obtuvieron muestras de sangre (5 ml) por puncién venosa, de las cuales se
extrajo el suero. Los auto-anticuerpos anti-insulina (IAA), anti-GAD65 (GADA) y anti-1A-2

(IA-2A) se evaluaron por la técnica de ELISA.

Resultados: Se evaluaron 35 pacientes con DM1, de los cuales 20 tenian 3 afios 0 menos
de evolucion de la enfermedad (pacientes A) y 15 contaban con mas de 3 ainos de evolucién
(pacientes B). La comparacién de la concentracién de auto-anticuerpos anti-insulina, anti-
GADG65 y anti-lIA-2 entre los dos grupos de pacientes no arrojé diferencias significativas. Se
realizé la deteccion de auto-anticuerpos en 234 hermanos, 151 padres y 40 hijos de
pacientes con DM1. Los pacientes con DM1 evaluados presentaron una concentracion
media de IAA, GADA e IA-2A significativamente superior a la de los FDR. El porcentaje de
FDR que presentaron auto-anticuerpos alcanzé una media del 16.47%. La mayor
prevalencia se encontro en los hermanos e hijos (19-25%), y la menor en los padres (9.9%).
En los hermanos e hijos se detectaron niveles superiores de GADA con respecto a los
padres, y sus titulos fueron significativamente mas altos que los observados para IAA e IA-
2A en los FDR que presentaron auto-anticuerpos, mientras que los IAA se detectaron con

los titulos mas bajos. No se encontraron correlaciones significativas entre los titulos de auto-
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anticuerpos y la concentracién de glucosa, colesterol, triglicéridos, hemoglobina glicosilada
A1c, insulina o péptido C en plasma. En ninguno de los FDR se observo la presencia de los
tres auto-anticuerpos; en el 54.9% se detectd la presencia de un auto-anticuerpo, y en el
resto (45.1%) se detectaron dos simultaneamente. Los GADA fueron los auto-anticuerpos
mas prevalentes cuando los familiares presentaron un Uunico auto-anticuerpo, y la
combinacion GADA/IA-2A fue la mas prevalente en los FDR que presentaron dos auto-

anticuerpos.

La mayor prevalencia de auto-anticuerpos se presento en el grupo de edad de entre 11-30
afos. De manera notable, la frecuencia de seropositividad en las mujeres fue mayor que en
los hombres (significativamente en el grupo de hermanos). La frecuencia de mujeres que
presentaron 2 auto-anticuerpos fue significativamente mayor que la de los hombres,
mientras que la frecuencia de FDR que presentaron un auto-anticuerpo fue similar en los

dos géneros.

Conclusiones: La prevalencia de auto-anticuerpos en FDR de pacientes con DM1 en
poblacién mexicana es alta, comparable e incluso superior a la reportada en paises con la
mayor incidencia de DM1 en el mundo como Finlandia e Italia (Cerdefa). En conjunto, estos
datos indican que existe una tasa muy alta de FDR seropositivos de pacientes con DM1 en
México, y sugieren la conveniencia de realizar un estrecho seguimiento clinico de los
mismos. Los datos de prevalencia indican que los GADA vy los IA-2A serian los auto-
anticuerpos de eleccién para detectar las reacciones autoinmunes en los FDR, y que los
grupos con mayor riesgo de desarrollar DM1 de acuerdo con la presencia de auto-
anticuerpos serian los hermanos e hijos de pacientes con DM1, entre los 11-30 de edad, y

de sexo femenino.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 1, auto-anticuerpos, familiares de primer grado.



Detection of autoantibodies in healthy first-degree relatives of patients with type 1

diabetes mellitus in the Mexican population.

Author: Retana Jiménez, Jorge Ecatzin

SUMMARY

Detection of auto-antibodies in healthy first-degree relatives of patients with type 1 diabetes

mellitus in the Mexican population.
Authors: Retana Jimenez Jorge Ecatzin
Summary

Objective: To detect the presence of seropositivity for some autoantibody (auto-Ab), for the
early diagnosis of type 1 diabetes mellitus (DM1) in healthy relatives of patients with this

disease.

Material and Methods: Patients from different hospitals were enrolled, 35 patients
diagnosed with DM1 in the Endocrinology Service of the Regional Hospital "Lic. Adolfo
Lopez Mateos" of the ISSSTE. We also recruited 426 first degree relatives (FDR) of about
200 patients with DM1 in the Endocrinology Services of the Regional Hospital "Lic. Adolfo
Lopez Mateos" and the Specialty Hospital "Antonio Fraga Mouret", National Medical Center
"La Raza" "(IMSS). Controlled controls without parental relationship with patients with DM1
have also been identified. Blood samples (5 ml) were obtained by venous puncture, from

which the serum was extracted.

Results: Thirty-five patients with DM1 were evaluated, of whom 20 had 3 years or less of
evolution of the disease (patients A) and 15 had more than 3 years of evolution (patients B).
The comparison of AAB anti-insulin, anti-GAD65 and anti-lIA-2 between the groups of
patients did not show significant differences. AAB was detected in 426 FDR of patients with
DMA1, 235 siblings, 151 parents and 40 children. The patients with DM1 evaluated had a
mean concentration of anti-insulin Ab, anti-GAD65 and anti-IA-2 significantly higher than
that of the FDR. With respect to FDR, the average concentration of AAB IAA and IA-2A do
not differ statistically with the degree of kinship, while siblings and children are the highest
levels of GADA with respect to parents. There are no differences in differences between
these groups of families with respect to the media of concentration of Ab anti-l1A-2, although

in the group of siblings they tended to be higher with respect to the group of parents



and children. The GADA titles were significantly higher than those observed for IAA and IA-
2A in the FDR Aab +, while the IAA is ranked with the lowest titles.

The autonomous sensors detected in our country have exceeded those established in other

international studies. In Mexico it was possible to detect up to 16.6% of autoantibodies

compared with 11.8% in Sardinia, 8.3% in Finland, 8.1% in Brazil, 4.6% in the USA. UU /

Canada

In none of the healthy relatives, he married the presence of the three Aab; in one group, the
presence of one (54.9%) or two simultaneous ABA (45.1%) was detected. The GADAs were
the most prevalent AABs when the relatives presented a single Aab, and the GADA / IA-2A

combination was the most prevalent in the FDR that presents two Aab.

Conclusions: The detection of these autoantibodies and the clinical follow-up of the patient
will be based on the basis of a study of type 1 diabetes mellitus in healthy family members
with this broader epidemiological disease that allows for early diagnosis of the disease prior

to the appearance of clinical diseases, as well as for timely medical advice.

Key words: Diabetes Mellitus type 1, Autoantibodies IAA, GADA, IA-2A.



1. MARCO TEORICO.

1.1. Introduccion

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad autoinmune en la que se produce una
destruccion de las células beta pancreaticas productoras de insulina. El inicio de la
enfermedad y los signos clinicos vienen precedidos de una fase no clinica de duracién muy
variable, desde pocos meses hasta varios anos. La aparicién de los auto-anticuerpos es el
primer signo detectable de la autoinmunidad emergente frente a las células beta. En un 85-
95% de los casos los pacientes presentan anticuerpos anti-insulina (IAA), anti-antigenos
citoplasmicos de las células de los islotes beta (ICA), anti-GAD65 (decarboxilasa del acido
glutamico, isoforma de 65 kDa, GADA), y anti-antigeno 2 de insulinoma (IA-2A), entre otros.
Estos cuatro grupos de auto-anticuerpos son predictivos para el desarrollo de DM1 vy, en
estudios familiares, la positividad para 3-4 auto-anticuerpos se asocia con un riesgo de

desarrollar DM1 en el rango de 60-100% durante los siguientes 5-10 afios.

En trabajos realizados en otros paises se ha detectado que la frecuencia de familiares de
primer grado (FDR) de pacientes con DM1 seropositivos es muy variable, entre 3-12.6%

segun los distintos estudios, pero en México no se cuenta con este tipo de estadisticas.

1.2. Definicion de la diabetes mellitus tipo 1.

La DM es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia,
consecuencia de defectos en la secrecién y/o en la accion de la insulina. La DM1 se
caracteriza por una destruccion autoinmune de las células beta pancreaticas, deficiencia
absoluta de insulina y tendencia a la cetoacidosis. Para prevenir el aumento de la glucosa
en sangre hasta niveles patoldgicos, los pacientes con DM1 tienen que recibir tratamiento
con insulina exdgena de por vida. El ataque autoinmune dirigido contra las células beta
empieza varios afnos antes de la presentacion clinica de la diabetes (iError! No se encuentra
el origen de la referencia.). Incluso después del diagndstico de diabetes existe todavia una
funcién significativa de las células beta, lo cual explica por qué después del tratamiento de
la presentacion aguda puede haber un periodo de remision clinica denominado fase de la
“luna de miel” (iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Desafortunadamente, la
remision es temporal, y la funciéon de las células beta declina, por lo que los pacientes

necesitan terapia de reemplazo con insulina de por vida.
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En la otra categoria, mucho mas prevalente se encuentra a la DM2, donde la causa es una
combinacion de resistencia a la accion de la insulina y una respuesta secretora de la

inhibicién inadecuada de la insulina.

En término generales la diabetes se clasifica en (1):

I. Diabetes tipo 1 (destrucciéon celular, que generalmente conduce a una deficiencia

absoluta de insulina).

A. Mediada inmunolégicamente

B. idiopatico

Il. Diabetes tipo 2 (puede variar desde resistencia a la insulina predominantemente con

deficiencia relativa de insulina a un defecto secretor predominante con resistencia a la

insulina).

lll. Otros tipos especificos

A. Defectos genéticos de la funcion de la célula.

B. Defectos genéticos en la accién de la insulina

C. Enfermedades del pancreas exocrino

D. Endocrinopatias

F. Infecciones

G. Formas infrecuentes de diabetes inmunomediada

H. Otros sindromes genéticos a veces asociados con la diabetes

IV. Diabetes mellitus gestacional

Los criterios para el diagnéstico de la diabetes son (1):

- Hemoglobina glicosilada A1c mayor o igual a 6.5%. La prueba debe realizarse en un
laboratorio utilizando un método que esté certificado por NGSP y esté estandarizado segun
el analisis DCCT.

- Glucosa en ayuno (FPG) mayor o igual a 126 mg/dl (7.0 mmol/l). El ayuno se define como

una ingesta caldrica minima de 8 h.
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- Glucosa en plasma posterior a 2 h: 200 mg/dl (11.1 mmol/l). La prueba debe ser realizada
segun lo descrito por la Organizacion Mundial de la Salud, utilizando una carga de glucosa

que contiene el equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

- En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica, una

concentracion de glucosa en plasma mayor de 200 mg/dl (11.1 mmol/l).

1.3. Epidemiologia.

La DM1 se diagnostica predominantemente en nifos y adultos jovenes, y se estima que
afecta alrededor del 3% de la poblacion menor de 14 afos alrededor del mundo (3). La
Organizacién Mundial de la Salud indica que 346 millones de personas padecen diabetes
y, de ellos, 5-15% tienen DM1 (4). En México, las cifras muestran una incidencia de DM1
en el 2010 de 16.85 casos nuevos por cada 100,000 habitantes, con un incremento de 4.32
veces con respecto a la incidencia reportada en el afio 2000 (5). Los casos de DM1 en
México constituyen un serio problema de salud, ya que a pesar de la suplementacion de
insulina, los niveles variablemente elevados de glucosa en sangre incrementan el riesgo de
complicaciones severas, como enfermedades cardiovasculares, nefropatias, neuropatias y
retinopatias. Estos datos refuerzan la necesidad de disefiar nuevos tratamientos que curen
la enfermedad, o al menos retrasen o prevengan su inicio, asi como instrumentos para su

diagndstico temprano.

1.4. Factores de riesgo.

La etiologia que conduce al desarrollo de DM1 es desconocida, y tanto factores ambientales
como genéticos juegan un papel en la misma. Entre los genes que se han asociado a esta
enfermedad se encuentra la region que codifica para el HLA, principalmente de clase Il.
Ademas, se han descrito mas de 40 loci asociados con DM1 entre los que se encuentran el
gen de la insulina, PTPN22, la cadena alfa del receptor de la interleucina (IL)-2 y CTLA-4
(6, 7). Existen personas con un riesgo genético incrementado de contraer DM1, entre las
que se encuentran aquellas que presentan una historia familiar de la enfermedad.
Individuos con alelos especificos de HLA DR/DQ [e.j., DRB1*03-DQB1*0201 (DR3-DQ2),
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DRB1*04-DQA1*0301DQB1*0302 (DR4-DQ8)] tienen mayor riesgo de contraer DM1. Los
genotipos asociados de mayor riesgo son los heterozigotos DR3-DQ2 y DR4-DQS8; asi
mismo, existen alelos protectores, como DQB1*0602 (8). No obstante, sélo una fraccién de
estas personas (<10%) iniciara la respuesta autoinmune contra las células beta
pancreaticas. Los mediadores de la iniciacidon de esta respuesta se desconocen en la
actualidad, pero se han involucrado factores ambientales, como la dieta (proteinas de la
leche de vaca, del trigo, deficiencia de vitamina D) o infecciones virales (virus coxaquie B4,

citomegalovirus, rotavirus y rubeola) (9, 10).

1.5. Etiopatogenia.

La patogénesis de la DM1 se puede dividir en tres etapas: 1, aparicién de la autoinmunidad
de las células beta, normoglucemia y ausencia de sintomas; 2, autoinmunidad de las células
beta, disglicemia y ausencia de sintomas; y 3, autoinmunidad de células beta, disglicemia

y sintomas de diabetes.

La patologia de la DM1 viene dictada por la activacion de clonas T autorreactivas de
fenotipo efector/memoria, tanto CD4+ (Th1 y Th17) como CD8+, contra antigenos
diabetogénicos, que contribuyen a la destruccion pancreatica con anterioridad a las
manifestaciones clinicas (desde meses hasta afos) (11-14). Durante esta fase silenciosa
de la enfermedad, asi como alrededor del tiempo del diagndstico, se produce el mayor
grado de destruccion de los islotes beta (asociado con la caida drastica de los niveles de
péptido C, un péptido resultante del procesamiento de la pro-insulina a insulina), y es
importante desarrollar metodologias que nos permitan detectar estas etapas, ya que se ha
descrito que dietas hipoglucémicas estrictas pueden retrasar esta destruccion (15). Durante
el transcurso de esta fase asintomatica, las células beta se van destruyendo (insulitis) y el
pancreas va perdiendo progresivamente su capacidad para mantener la normoglicemia,
hasta que se detectan anormalidades metabdlicas. Estas progresan desde una respuesta
de primera fase a la insulina (FPIR) alterada (en pruebas de tolerancia a glucosa
intravenosa), hasta la ausencia de tolerancia a la glucosa en pruebas de administracion
oral, y finalmente hasta la diabetes. Se ha comprobado que la alteracién de la FPIR y la
presencia de anticuerpos frente a antigenos de los islotes estan asociados con un riesgo

mayor del 50% de progresion a diabetes dentro de los siguientes 5 anos (16). En el
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momento del diagndstico, se ha estimado que sélo 10-20% de las células beta son
funcionales. Sin embargo, los pacientes contindan produciendo el péptido C, lo cual
evidencia la funcion de las células beta pancreaticas. Existen estudios que muestran que la
produccién continuada de este péptido se asocia con un menor numero de eventos

hipoglicémicos y con un riesgo disminuido de complicaciones por la enfermedad (15).

La destruccion de las células beta de los islotes pancreaticos esta mediada esencialmente
por componentes de la inmunidad celular: linfocitos T (LT), macrofagos y células dendriticas
(DC). Los datos referentes a la respuesta inmune in situ en humanos con DM1 son limitados
debido a la escasa disponibilidad de pancreas de los pacientes. Sin embargo, se ha
demostrado que la insulitis se caracteriza por una gran infiltracion de células
mononucleares, esencialmente LT CD8+, seguidos en niumero por macréfagos, LT CD4+,
DC vy linfocitos B (17). Si bien se desconoce el sitio inicial donde los LT son activados, se
ha propuesto que éstos son estimulados por células presentadoras de Ag (APC) en los
nodulos linfoides que drenan el pancreas, las cuales portan Ag derivados de los islotes
pancreaticos. Se han descrito 155 epitopos derivados de Ag de las células beta que son
reconocidos por los LT CD4+ humanos (derivados de GADG65, insulina, la tirosina fosfatasa
IA-2, las proteinas choque térmico 60 y 70), y 22 para los LT CD8+ (GADG65, IA-2, insulina)
(18).

Los datos mas detallados acerca de la respuesta inmune celular en esta enfermedad se
han obtenido de un modelo animal, el ratén NOD (non-obese diabetic). En estos animales,
el inicio de la diabetes ocurre espontaneamente a las 12-14 semanas de vida. Desde las 3-
4 semanas se puede observar un infiltrado de células mononucleares en el pancreas,
esencialmente de macrofagos y DC, que se incrementa progresivamente e invade los
islotes, hasta que a las 10 semanas se desarrolla una insulitis severa. La composicion de
los infiltrados es compleja. La mayoria de las células son LT CD4+, y aunque en las lesiones
se identifican también LT CD8+, células NK, linfocitos B, DC y macrofagos (19), el desarrollo
de la diabetes es totalmente dependiente de la presencia de LT CD4+ y CD8+, ya que
ambos son capaces de transferir la enfermedad, al contrario que los auto-Ab (20). Un caso
analogo en humanos es el desarrollo de DM1 en recipientes de médula dsea procedente
de donantes con DM1 (21). Los LT CD4+ son esenciales tanto en los eventos tempranos
como tardios del desarrollo del dafio (22), y pueden mediar directamente la destruccion de
los islotes. Sin embargo, los LT CD8+ promueven también la enfermedad. Se ha apuntado

un papel fundamental de estos LT en eventos tempranos de la enfermedad, provocando
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una destruccién importante de los islotes que favoreceria una potente respuesta de LT
CD4+ (23). Debido a las caracteristicas de la respuesta inmune ya mencionadas, se cree
que los perfiles Th1y Th17 estan asociados con la progresion de la enfermedad, y que las

respuestas de tipo Th2 pueden colaborar con la supresion del desarrollo de DM1 (24).

La regulacion inmunoldgica juega un papel esencial en el desarrollo de DM1. Existen una
serie de datos que evidencian que la aparicion de la diabetes puede detenerse por
mecanismos que aun se desconocen. Por ejemplo, no todos los individuos que son
seropositivos para antigenos diabetogénicos desarrollan la enfermedad. Se considera que
las células T reguladoras naturales o inducidas (Treg) pueden ser importantes en el control
de la progresion de DM1, asi como otras células reguladoras del tipo Tr1 [productoras de
interleucina 10], e incluso los linfocitos Th2. Algunos trabajos han demostrado una funcion
o frecuencia anémala de estas células en el modelo del ratén NOD y en humanos con DM1
(25, 26).

1.6. Fase preclinica.

La duracién del periodo preclinico asintomatico que precede a la presentacion de DM1 es
altamente variable. En los lactantes y nifios pequefios, un proceso agresivo de la
enfermedad puede dar lugar a una enfermedad manifiesta unos meses después de la
aparicion de los primeros auto-anticuerpos asociados con la diabetes, mientras que en otros
individuos, particularmente en sujetos mayores, la fase preclinica puede continuar durante
mas de 20 anos. Knip et al. (27) reportaron que la duracion promedio del periodo preclinico
es de 30-36 meses en niflos que presentan DM1 clinico antes de los 10 anos de edad. La
aparicion de auto-anticuerpos asociados a la enfermedad es el primer signo faciimente
detectable de autoinmunidad de células beta (27). Los titulos de auto-anticuerpos son muy
variables durante la fase preclinica, pero en muchos casos los titulos tienden a disminuir
antes del diagnéstico. Sin embargo, se ha observado que en un 85-95% de los casos, los
pacientes de diagndstico reciente presentan anticuerpos ICA, IAA, GADA, o IA-2A, entre
otros. Estos cuatro grupos de anticuerpos son predictivos para el desarrollo de DM1 (28) v,
en estudios familiares, la positividad para 3-4 auto-anticuerpos se asocia con un riesgo de
desarrollar DM1 en el rango de 60-100% durante los siguientes 5-10 afos (29). Sin
embargo, la frecuencia de familiares seropositivos es baja, entre 3-12.6% de acuerdo con

estudios realizados en distintos paises (30, 31). En algunos trabajos se ha demostrado que
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en los familiares que presentan auto-anticuerpos el riesgo de desarrollar DM1 no se asocia
con la edad ni con el tipo de parentesco con el paciente (hijos, hermanos o padres) (32). La
sensibilidad de la determinacién de auto-anticuerpos en los familiares que eventualmente
desarrollan la enfermedad esta entre el 67-83% cuando se evalua un solo anticuerpo, y
aumenta hasta el 96% si se evaluan GADA e IA-2A (32). La DM1 puede ocurrir, aunque
rara vez, en ausencia de cualquier signos de autoinmunidad humoral en el momento del

diagnéstico.

Como se ha mencionado anteriormente, existen varios antigenos frente a los que se
generan auto-anticuerpos en los individuos con un alto riesgo genético de desarrollar DM1
y en los pacientes afectados por la enfermedad: insulina, GAD65, antigenos citoplasmicos
de los islotes, 1A-2, o el transportador de zinc SIc30A8. La diversificaciéon de los epitopos
tanto dentro de los auto-antigeno como entre un auto-antigeno y otro (“epitope spreading”)
es un fenémeno tipico que se produce durante la fase pre-clinica de la enfermedad (33).
Por ejemplo, los primeros anticuerpos contra GAD6E5 se detectan en la region central de la
molécula, y posteriormente se generan otros que reconocen la zona C-terminal.
Practicamente no se observan casos que produzcan auto-anticuerpos frente a la region N-
terminal. Los IA-2A reconocen la regién citoplasmica de IA-2; los primeros auto-anticuerpos
que aparecen reconocen la region yuxtamenbranal (JM), y posteriormente se diversifican
hacia multiples epitopos en el dominio fosfatasa. La progresién hacia DM1 se ha asociado

con la presencia de ambos tipos de anticuerpos, en especial contra la regién JM (34, 35).

La respuesta humoral frente a todos estos auto-antigenos estd determinada
mayoritariamente por el isotipo IgG1, en algunos casos de manera practicamente exclusiva
(GADA, IA-2A), y en otros casos se aunan (aunque en menor grado) con respuestas de
IgG4 e IgG3 (IAA). 1IgG2 parece ser el isotipo menos frecuente. Estos datos, en conjunto,

podrian asociarse con respuestas de tipo celular Th1, predominantes en DM1.

1.7. Diagnéstico y valor prondstico de los auto-anticuerpos.

Los primeros datos sobre el valor predictivo de auto-anticuerpos para la DM1 se obtuvieron
mediante el cribado de parientes de primer grado de pacientes afectados por anticuerpos

ICA, que representan un grupo heterogéneo de anticuerpos contra una serie de antigenos
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de islotes conocidos, incluyendo los auto-anticuerpos I1A-2A y GADA, asi como anticuerpos
contra uno 0 mas antigenos hasta ahora no identificados antigenos (28). Estudios mas
recientes han indicado que al identificar a los parientes de primer grado con un riesgo
elevado de enfermedad, el cribado de ICA podria ser reemplazado por cribado de GADA e
IA-2A (27), y por consiguiente las guias actuales para la prueba primaria de esta poblacién
recomiendan la medicién de GADA junto con IA-2A o auto-anticuerpos contra la insulina
(IAA) (28). Sin embargo, hasta la fecha no se han publicado guias para la identificacion de
individuos en riesgo de la poblacion general, aunque aproximadamente 90% de los nuevos

casos con diabetes tipo 1 surgen de esa poblacion (36).

En trabajos realizados en otros paises se ha detectado que la frecuencia de familiares de
pacientes con DM1 seropositivos es baja, entre 3-12.6% (30, 31, 36-39) segun los distintos

estudios, pero en México no se cuenta con este tipo de estadisticas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad crénico-degenerativa cuyas complicaciones
impactan de manera importante en la poblacion mexicana, lo que genera repercusiones

negativas al estado de salud, con mal prondstico a mediano y largo plazo.

Actualmente no se cuenta con un estudio epidemiolégico que pueda utilizarse en el
diagnostico temprano de la enfermedad antes de que inicien las manifestaciones clinicas,
por lo tanto no se pueden realizar acciones preventivas, acciones médicas tempranas al

inicio de la enfermedad.

Debido a la estrecha relacion entre la presencia de auto-anticuerpos en familiares de primer
grado de pacientes con DM1 con la posible aparicion de la enfermedad, en este estudio
quisimos investigar la frecuencia de familiares seropositivos para tres auto-anticuerpos
(IAA, GADA e IA-2A) en la poblacion mexicana.
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3. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus de tipo 1 (DM1) cursa con una fase asintomatica donde se produce
una respuesta autoinmune frente a antigenos de los islotes beta del pancreas. Esta
reaccién autoinmune se puede detectar mediante el analisis de auto-anticuerpos frente a

estos antigenos.

Los familiares de primer grado de pacientes con DM1 son susceptibles a desarrollar la
enfermedad debido al componente genético de la misma. Estudios realizados en otros
paises demuestran que un porcentaje de estos familiares desarrollan una reaccion
autoinmune frente a antigenos pancreaticos, evidenciada por la presencia de auto-
anticuerpos. La presencia en estos individuos de 2 o0 mas tipos de auto-anticuerpos, junto
con la de alelos de susceptibilidad del HLA, generan un alto riesgo de padecer la

enfermedad.

En la poblacién mexicana se desconoce el porcentaje de familiares de primer grado de
pacientes con DM1 que estan sanos pero que desarrollan estas respuestas autoinmunes.
En este trabajo proponemos la evaluacion de auto-anticuerpos en una cohorte de familiares

de primer grado de pacientes con DM1.

Esta investigacidn es importante porque causara beneficios a nivel individual en la
deteccién oportuna y el diagndstico preclinico de la enfermedad. Ademas, permitira
implementar acciones médicas integrales para propiciar cambios en el estilo de vida de los
individuos con auto-anticuerpos que podrian evitar el desarrollo de la enfermedad o retrasar
Su inicio.

A largo plazo, el tratar de forma oportuna y retrasar el desarrollo clinico de la enfermedad

disminuira las co-morbilidades propias de la enfermedad.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Principal

Determinar la frecuencia de familiares sanos de primer grado de pacientes con diabetes
mellitus de tipo 1 en la poblacion mexicana que presentan auto-anticuerpos frente a

antigenos de los islotes beta del pancreas.

4.2. Objetivos Especificos

1. Seleccionar familiares de primer grado sanos de pacientes con DM1, tanto padres, como

hermanos e hijos.

2. Evaluar los titulos de auto-anticuerpos IAA, GADA e IA-2A en estos familiares y en

individuos control.

3. Realizar analiticas que incluyan la deteccién del péptido C, la hemoglobina 1Ac, y niveles

de glucosa, colesterol y triglicéridos.

4. Correlacionar los titulos y numero de auto-anticuerpos diferentes con las posibles
manifestaciones clinicas de DM1 a lo largo del periodo del estudio y con los siguientes
parametros metabdlicos: concentracion de glucosa, colesterol, triglicéridos, péptido C y

hemoglobina glicosilada 1Ac en sangre.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Tipo de estudio.

Descriptivo, transversal, prospectivo, no comparativo.

5.2. Diseio de la investigacion del estudio.

Se reclutaron 35 pacientes diagnosticados con DM1 en los Servicios de Endocrinologia y
Pediatria del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lépez Mateos” del ISSSTE. La edad, sexo, y

edad de inicio de la enfermedad se muestran en la Tabla 1.

Se reclutaron ademas 425 familiares de primer grado (FDR) de alrededor de 200 pacientes
con DM1, de los cuales 234 fueron hermanos, 151 padres y 40 hijos de los pacientes (Tabla
2), en los Servicios de Endocrinologia del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lépez Mateos” y
del Hospital de Especialidades “Antonio Fraga Mouret”, Centro Médico Nacional “La Raza”
(IMSS). Se reclutaron también individuos control sin relacion de parentesco con pacientes
con DM1, en los mismos rangos de edad y género. Se obtuvieron muestras de sangre (5
ml) por puncién venosa, de las cuales se extrajo el suero. Todos los individuos incluidos en

el estudio firmaron un consentimiento informado.

5.3. Muestra.

Tipo: No aleatoria.
Representatividad: Representativa.
Precision: 10%.

Nivel de confianza: 90.
Variabilidad: p=0.5y gq=0.5.

Tamano de muestra: Se estudiaron 35 pacientes con DM1 y 425 familiares de primer grado

(hermanos, hijos y padres) de pacientes con DM1.
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5.4. Criterios de Seleccion (inclusion, exclusion y eliminacién).
Los criterios de inclusién y exclusion para los FDR de pacientes con DM1 y controles:

Criterios de inclusion: Individuos de ambos sexos con edades entre los 3 y 60 afios que

tengan relacion familiar de primer grado (hermanos, padres o hijos) con algun paciente con
DM1, con consentimiento informado por escrito de ellos o de sus tutores legales. Para los
controles, individuos sanos que no tengan relacion familiar con pacientes con DM1 ni con
antecedentes familiares de enfermedades autoinmunes o atopias, en el mismo rango de

edad y género que los FDR.

Criterios de exclusion: Individuos con diagnéstico de DM1, DM2, DM gestacional u otro tipo

de diabetes, individuos con hiperglicemia, con alguna enfermedad autoinmune, con

infecciones agudas o crénicas, o con sospecha o presencia de neoplasias.

Criterios de eliminacion: Individuos de los cuales no se cuente con historia clinica completa,

que no acudan a las citas para la toma de muestra sanguinea, que no firmen el

consentimiento informado, o por peticiéon del individuo.

Criterios para los pacientes con DM1:

Criterios de inclusion: Individuos de ambos sexos mayores de 10 afios de edad que

presenten DM1, independientemente de los anos de evolucion de la enfermedad, con

consentimiento informado por escrito de ellos o de sus tutores legales.

Criterios_de exclusion: Individuos con complicaciones severas como infeccion activa o

cronica, presencia o sospecha de neoplasia, etc, embarazo, o tratamiento con

inmunosupresores.

Criterios de eliminacién: Pacientes de los cuales no se cuente con historia clinica completa,

que no acudan a las citas para toma de muestra sanguinea, que no firmen el consentimiento

informado, o por peticion del paciente.
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5.5. Definicién operativa.

Evaluacion de la concentracion de auto-anticuerpos

La concentracion de auto-anticuerpos anti-insulina, anti-GADG5 y anti-IA-2 se evalud
mediante la técnica de ELISA a partir de los sueros de los individuos. El kit de ELISA
empleado para la deteccién de anticuerpos anti-insulina fue de BioSystems S.A. (Barcelona,
Espafia), y de Euroimmun (LUbeck, Alemania) para la deteccién de GADA e IA-2A. Los
limites de deteccion fueron de 0.5 U/ml, 0.2 Ul/mly 0.7 Ul/ml para insulina, GADGE5, e |A-2,
respectivamente. La sensibilidad y especificidad de cada uno de los kit de ELISA fueron:
86.7% y 98.7% para insulina, 96% y 98% para GAD65, y 66% y 99% para |A-2, de acuerdo
con los instructivos de las compaiiias. El limite superior del rango normal (punto de corte)
recomendado por las diferentes casas comerciales fue de 10 U/ml para insulina y de 10
Ul/ml para GADGE5 e IA-2. Por lo tanto, se consideraron positivos los sueros cuyo valor para

cada concentracion de auto-anticuerpos fue = 10 U (o Ul)/ml.

5.6. Analisis estadistico.

La comparacion entre las medias de dos grupos experimentales se realizd6 mediante la
prueba t de Student no pareada. La prueba de Fisher se empled para el analisis de las
frecuencias de los grupos experimentales. Una p<0.05 se considerd estadisticamente

significativa.

5.7. Cronograma.

En el cuadro 1 se muestra el cronograma de las actividades del estudio.
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Cuadro 1

Etapalactividad Trimestres
01(02|03|04(05{06|07|08|09(10(11 |12

o Etapa de planeacion del proyecto w

e Marco tedrico X[ XXX

e Material y métodos X[ XX

e Registro y autorizacién del X | X
o Etapa de ejecucioén del proyecto _

¢ Recoleccion de datos X[ X[ X[ XXX

¢ Almacenamiento de los datos X[ X[ X[ XXX

¢ Analisis de los datos XX X[ X|X]|X]|X

e Descripcion de los resultados X| XX

o Discusién de los resultados X| XX

e Conclusiones del estudio X | X

¢ Integracion y revision final X

e Reporte final X

e Autorizaciones X

e Impresion del trabajo final X

e Solicitud de examen de tesis X

5.8. Consideraciones éticas.

La investigacion se apegd a las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki de la
Asociaciéon Médica Mundial Principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos, de la cual se cumplen los puntos del 1 al 36, exceptuando 33 y 37 (40), asi como

a las normas medicas de la ética médica en sus enfoques racionales (41).

Igualmente se siguen los lineamientos contenidos en la Declaracion Universal sobre

Bioética y Derechos Humanos en los articulos 1° al 28° (42).

Asimismo, en el Reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la

salud, se cumplen los lineamientos de los articulos 17-27 (43).

Ademas este protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Regional “Lic.
Adolfo Lopez Mateos” (Ref: 244.2012) y por la Comision Nacional de Investigacion
Cientifica del IMSS (No. Registro: R-2015-785-044).
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas de los pacientes con DM1 y de sus familiares.

La edad, sexo, y edad de inicio de la enfermedad de los pacientes con DM1 reclutados se
muestran en la Tabla 1. Se reclutaron 35 pacientes diagnosticados con DM1 en los
Servicios de Pediatria y de Endocrinologia del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lopez
Mateos”, ademas de 425 familiares de primer grado (FDR) de alrededor de 200 pacientes
con DM1 en los Servicios de Endocrinologia del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lopez
Mateos” y del Hospital de Especialidades “Antonio Fraga Mouret”, Centro Médico Nacional
“La Raza” (IMSS) (Tabla 2). Se reclutaron también individuos control sin relacion de
parentesco con pacientes con DM1, en los mismos rangos de edad y género. Se obtuvieron

muestras de sangre (5 ml) por puncion venosa, de las cuales se extrajo el suero.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes con DM1 evaluados en el estudio.

Tiempo de
a) b)
Pacientes No. s(:?(l\jl)) (m:ﬂ:(l sD) Rzggzb()ie diagnéstico® ((3|I1l:clc:jsl)a C?r::asltglriol HbA1c®
’ - (media % SD) 9 9
D'fg"°.3t'°° 20 231 14 + 4.9 0-33 1414 275+ 1109 257 £+62* 10 +2.9*
< 3 anos
Diagnostico . 1.7:1 26 +11.9 16-58 10+6.9 148 + 50 190+47  8+13

> 3 anos

a) F: Femenino; M: masculino.

b) Afos.

c) Porcentaje de hemoglobina glicosilada A1c.

d) Estadistica (pruebat de Student, diagnéstico < 3 anos vs diagndstico > 3 anos): *, p<0.05;
**, p<0.005; ***, p<0.0005.
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Tabla 2. Caracteristicas de los familiares de pacientes con DM1 evaluados en el

estudio.
n Edad? Rango? IAA+ (n) GADA+ (n) | I1A-2A+ (n)

HERMANOS | 234 17.7+6.8 8 31 31
Hermanos 90 17.3+7 3-36 1 6 7
Hermanas 144 18.46.65 3-50 7 25 24
HIJOS 40 18.6+9.9 0 7 4
Hijos 19 17.57.2 8-34 0 3 3
Hijas 21 19.4+11.7 6-57 0 4 1
PADRES 151 41.55+6.5 3 9 9
Padres 46 43.246.95 25-58 0 3 2
Madres 105 40.616.1 25157 3 6 7

6.2. Deteccion de auto-anticuerpos en pacientes con DM1.

Se evaluaron 35 pacientes con DM1, de los cuales 20 tenian 3 aflos 0 menos de evolucion
de la enfermedad (pacientes A) y 15 contaban con mas de 3 afios de evolucion (pacientes
B). La comparacion de la concentracién de auto-anticuerpos anti-insulina, anti-GADG65 y
anti-IA-2 entre los dos grupos de pacientes no arrojo diferencias significativas (Fig. 1). El
porcentaje de pacientes con anticuerpos anti-lIA-2 fue superior en los dos grupos con
respecto a los otros dos auto-anticuerpos (Fig. 2A). Se encontré un mayor porcentaje de
pacientes que presentaban auto-anticuerpos anti-GAD65 entre los pacientes A con
respecto a los B, mientras que un mayor porcentaje de éstos presentaron auto-anticuerpos
anti-insulina (Fig. 2A). Con respecto al numero de auto-anticuerpos detectados, los
porcentajes de pacientes que no presentaron auto-anticuerpos fueron similares en los dos
grupos. En este grupo se encontraron también los mayores porcentajes de sujetos con 1y
3 auto-anticuerpos. Los pacientes del grupo A presentaron mayoritariamente 2 auto-

anticuerpos (~60%), casi 6 veces mas que el grupo B de pacientes (Fig. 2B).
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Figura 1. Comparacion

de la concentracion de auto-anticuerpos entre pacientes con DM1 con distinto grado de
evolucion de la enfermedad. La concentracién de anticuerpos anti-insulina (U/ml), anti-GAD65
y anti-IA-2 (Ul/ml) en pacientes diagnosticados con DM1 con 3 afios o menos de evolucion (A)
o con mas de 3 afios de evolucion (B) de la enfermedad se evalu6 por ELISA. Cada simbolo
representa el resultado de un individuo, y las barras horizontales la media de los grupos de
datos. La estadistica se realiz6 con la prueba t de Student, y el valor de las p se representa en
la gréafica.
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Figura 2. Porcentaje de pacientes con DM1 con distinto grado de evoluciéon de la
enfermedad que presentan auto-anticuerpos frente a antigenos diabetogénicos. A)
Porcentaje de pacientes diagnosticados con DM1 con 3 afios 0 menos de evolucién (A, barras
blancas) o con mas de 3 afios de evolucién (B, barras grises) que presentan positividad para
auto-anticuerpos anti-insulina, anti-GAD65 o anti-IA-2. B) Porcentaje de pacientes que no
presentan positividad para ningun auto-anticuerpo (0 Ab), o para uno (1 Ab), dos (2 Ab) o tres
(3 Ab) auto-anticuerpos anti-insulina, anti-GADG65 o anti-IA-2. La concentracion de anticuerpos
se evalué por ELISA en 18 pacientes con 3 afios 0 menos de evolucion de la enfermedad y 17
pacientes con mas de 3 afios de evolucion. La estadistica se realizo con el test de Fisher. *,
p<0.05.
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La evaluacion de auto-anticuerpos fue realizada también en 425 FDR inicialmente no
diabéticos, 234 hermanos, 40 hijos y 151 padres, de 197 pacientes con DM1. La proporcién
hombres:mujeres fue de 1:1.7 y la media de edad de 25 + 13.3 afios. La mayoria de los
sujetos evaluados tenian solo un familiar con DM1. Los pacientes tenian una media de edad
de 20.9 £ 11.3 afos cuando sus familiares fueron enrolados en el estudio, y habian sido

diagnosticados a una edad promedio de 11.9 + 4.4 afios. Mas del 70% fueron mujeres.

Setenta individuos (16.47%) presentaron positividad para uno o mas auto-anticuerpos. El
grupo de hermanos (19.2%, n=45) y de hijos (25%, n=10) de pacientes con DM1 tuvieron
una prevalencia de auto-anticuerpos significativamente mayor que el grupo de padres
(9.9%, n=15) (Fig. 3). La prevalencia de auto-anticuerpos fue menor en los familiares que
en los pacientes (Fig. 3). La edad media de los FDR seropositivos fue de 25.4 + 11.6 afios,
y la proporcion hombres:mujeres de 1:2.68. Cuarenta y siete FDR seropositivos participaron
en el estudio durante un periodo de 3 afios. Cuatro hermanos (8.5% de 47 FDR) debutaron
con DM1 durante el estudio, 3 mujeres de 14, 18 y 50 afios y un hombre de 19 afios. Todos
ellos fueron positivos para GADA e IA-2A, excepto el FDR masculino que presentd
positividad para GADA e IAA. Las pruebas de laboratorio de este grupo de familiares se
muestran en la Tabla 3. No se encontraron correlaciones significativas entre los titulos de
auto-anticuerpos y la concentracion de glucosa, colesterol, triglicéridos, hemoglobina

glicosilada A1c, insulina o péptido C.

Tabla 3. Pruebas de laboratorio de los FDR seropositivos.

n Edad™*  Glucosat$ Colesterolt$ Triglicéridosi'§ HbA1cHS Insulina*$ Péptido C*+$

Hermanos 24 233+38  g0.2:8.5T 173.5+32.61 134.1+317 5.18:0.71  7.8+2.47 2.08+1.03"
Hermanos 5 26+2.9 91.2+4.5 174.4+33.4 128.8+20.1 5.38+0.85 5.6+2.4 1.5+0.79
Hermanas 19  226%3.7 90£9.3 173.3+32.3 135.5+33.2 5.140.66 8.4+2 2.23+1.03
Hijos 10 22+8.3 90.7¢7.5 171.1435.1 142.5+54.5 5.13+0.57 6.3:2.3 1.6+0.78
Hijos 5 21.2¢58  92.2+7.05 180.4+42.95 174.2+60.8 5.3240.5 5.442 1 1.35£0.79
Hijas 5 2284102  89.2+7.65 161.8+21.1 110.8+15.2 4.94+0.5 WD 1.85+0.68
Padres 8 45.7+5.1 93.7+7 198.331.9 160.1+28 5.3+0.66 9.7426 2.72+0.91
Padres 46.6+0.9 96.316.3 216.6+30.9 157.6+10.4 5.1+0.89 9.6+2.5 3.19+0.78
Madres 5 45246 4 92.2+6.9 187.4+27.1 161.6+34.4 5.4+0.43 9.842.75 2.45+0.88
1: afios.

I: media  desviacién estandar.
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§: Rangos normales: glucosa (70-100 mg/dl), colesterol (50-200 mg/dl), triglicéridos (50-150
mg/dl), HbA1c (hemoglobina glicosilada A1c, 4-6%), insulina (5-14 IU/ml), Péptido C (0.56-
3.73 nmol/l).

q: Los valores fueron se obtuvieron de 19 hermanas y 4 hermanos que no mostraron
sintomas de DM1 a lo largo del estudio.
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Figura 3. Porcentaje de pacientes con DM1 y familiares de primer grado sanos que
presentan auto-anticuerpos frente a antigenos diabetogénicos. Porcentaje de pacientes
con DM1 con 3 afios o0 menos (DM1 A) o con mas de 3 afios de evolucion de la enfermedad
(DM1 B) y de familiares de pacientes con DM1 (hermanos, hijos y padres) que presentan
seropositividad para los auto-anticuerpos (Aab) IAA, GADA y/o IA-2A. La estadistica se realizd
con el test de Fisher. *, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.

6.3. Concentracion de auto-anticuerpos en pacientes con DM1 y familiares sanos.

Los pacientes con DM1 evaluados presentaron una concentracion media de anticuerpos
anti-insulina, anti-GADG65 y anti-IA-2 significativamente superior a la de los FDR (Fig. 4, 5,
6). Con respecto a los FDR, el promedio de la concentracién de auto-anticuerpos IAA e IA-
2A no presenté diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con los grados de
parentesco (Fig. 4 y 6), mientras que en los hermanos e hijos se detectaron niveles muy
superiores de GADA con respecto a los padres (Fig. 5). No se encontraron diferencias
significativas entre estos grupos de familiares con respecto a la media de la concentracién
de Ab anti-IA-2, aunque en el grupo de los hermanos tendio a ser mas elevada con respecto

al grupo de los padres y de los hijos.
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Figura 4. Concentracion de anticuerpos anti-insulina en pacientes con DM1 y familiares
de primer grado. La concentracion de anticuerpos anti-insulina (U/ml) se evalué por ELISA en
35 pacientes con DM1, 425 familiares (234 hermanos, 40 hijos y 151 padres) y 10 controles
sanos. Cada simbolo representa el resultado de un individuo, y en color gris se muestra la media
+ SEM de los grupos de valores. Se muestran los valores de IAA obtenidos en todos los
individuos evaluados (A) y en los sujetos IAA+ (B). La estadistica se realizd con la prueba t de
Student, y el valor de las p entre los grupos de familiares y pacientes se representa en la grafica.
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Figura 5. Concentracion de anticuerpos anti-GAD65 en pacientes con DM1 y familiares de
primer grado. La concentracion de anticuerpos anti-GAD65 (Ul/ml) se evalué por ELISA en 35
pacientes con DM1, 425 familiares (234 hermanos, 40 hijos y 151 padres) y 10 controles sanos.
Cada simbolo representa el resultado de un individuo, y en color gris se muestra la media +
SEM de los grupos de valores. Se muestran los valores de GADA obtenidos en todos los
individuos evaluados (A) y en los sujetos GADA+ (B). La estadistica se realizé con la prueba t
de Student, y el valor de las p entre los grupos de familiares y pacientes se muestra en la grafica.
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Figura 6. Concentracidon de anticuerpos anti-lIA-2 en pacientes con DM1 y familiares de
primer grado. La concentracion de anticuerpos anti-lA-2 (Ul/ml) se evalué por ELISA en 35
pacientes con DM1, 425 familiares (234 hermanos, 40 hijos y 151 padres) y 10 controles sanos.
Cada simbolo representa el resultado de un individuo, y en color gris se muestra la media +
SEM de los grupos de valores. Se muestran los valores de IA-2A obtenidos en todos los
individuos evaluados (A) y en los sujetos IA-2A+ (B). La estadistica se realizé con la prueba t
de Student, y el valor de las p entre los grupos de familiares y pacientes se muestra en la grafica.

6.4. Deteccidon de auto-anticuerpos en familiares de primer grado de pacientes con
DM1.

Los titulos de GADA fueron significativamente mas altos que los observados para IAA e IA-
2A en los FDR que presentaron auto-anticuerpos, mientras que los IAA se detectaron con
los titulos mas bajos (Fig. 7B). Cuarenta y tres (61.4%) de los 70 FDR seropositivos

presentaron titulos de auto-anticuerpos por encima de las 50 1U(U)/ml.

En ninguno de los FDR se observo la presencia de los tres auto-anticuerpos; en un grupo
de FDR se detect6 la presencia de uno (54.2%) o dos auto-anticuerpos simultaneamente
(45.7%) (Fig. 7C). Los GADA fueron los auto-anticuerpos mas prevalentes cuando los FDR
presentaron un unico auto-anticuerpo (51.2%, n=20), seguidos de los I1A-2A (38.4%, n=15)
y de los IAA (7.6%, n=3) (Fig. 7D). Esta distribucién se mantuvo en el grupo de hermanos
(Fig. 8). Los hijos de los pacientes con DM1 presentaron la mayor prevalencia de GADA
(75%, n=6), y ninguno fue positivo para IAA (Fig. 8). El grupo de padres mostré una
distribucion de auto-anticuerpos ligeramente diferente, y no presentaron prevalencia de

GADA sobre |A-2A (44.4% positivos para cada auto-anticuerpo n=4) (Fig. 8).
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Figura 7. Los auto-anticuerpos anti-GAD65 son los de mayor prevalencia entre los
familiares de pacientes con DM1. A) Prevalencia (%) de auto-anticuerpos en familiares de
primer grado de pacientes con DM1. B) Titulos de IAA, GADA e IA-2A en 425 familiares sanos
de primer grado de pacientes con DM1, expresados en valores logaritmicos. Se muestran los
titulos obtenidos en los 70 familiares seropositivos detectados. C) Prevalencia (%) de familiares
positivos para 1 o 2 auto-anticuerpos. D) Distribuciéon de los Aab IAA, GADA e I1A-2A (%) entre
los familiares que presentan 1 (izquierda) o 2 (derecha) auto-anticuerpos. La estadistica en A)
se realizé mediante la prueba de Fisher y en B) mediante la prueba t de Student.

La combinacion GADA+IA-2A fue la mas prevalente entre los FDR que presentaron dos
auto-anticuerpos (75%, n=24), seguida de IAA+IA-2A (15.6%, n=5) y de IAA+GADA (9.4%,
n=3) (Fig. 7D). Las pruebas de laboratorio resultaron similares entre los FDR positivos para
uno o dos auto-anticuerpos, con la excepcion de los niveles de colesterol cuya media se
presento incrementada en los FDR positivos para 2 auto-anticuerpos (16535 vs 193127
mg/dl, p=0.007).
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Figura 8. Prevalencia de auto-anticuerpos en familiares sanos de primer grado de
pacientes con DM1 estratificados por grado de parentesco. Porcentaje de familiares que
presentaron auto-anticuerpos (Aab) en diferentes combinaciones (1 Aab —panel superior—, 2
Aab —panel inferior-) en hermanos, hijos y padres de pacientes con DM1.

6.5. La prevalencia de auto-anticuerpos es mayor en los familiares del género

femenino.

Cincuenta y uno de los 70 FDR que presentaron auto-anticuerpos fueron del sexo femenino,
lo que representa alrededor del 18.9% de las mujeres reclutadas para el estudio, mientras
que la frecuencia de hombres seropositivos fue del 12.8% (Fig. 9A, panel izquierdo). El
grupo de hermanos present6 las diferencias de género mas evidentes: 24.3% de las
hermanas evaluadas presentaron auto-anticuerpos, frente al 11.1% de los hermanos
(p=0.01). Las diferencias de género no se observaron en el grupo de hijos y en el de padres
(Fig. 9A, panel derecho). Las frecuencias de IAA, GADA e IA-2A, asi como los titulos de
GADA e IA-2A, tendieron a ser mayores en las mujeres, aunque las diferencias no fueron
significativas con respecto a los hombres evaluados (Fig. 9B panel izquierdo, Fig. 9C). De
manera interesante, la positividad para 2 auto-anticuerpos fue mas frecuente en las mujeres
que en los hombres (p=0.03), mientras que el porcentaje de FDR positivos para 1 auto-
anticuerpo fue similar en los hombres y en las mujeres (Fig. 9B, panel derecho). Los titulos

de auto-anticuerpos fueron analogos en ambos géneros. En conjunto, estos datos sugieren
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que los familiares del género femenino de los pacientes con DM1 mexicanos podrian ser

considerados de mayor riesgo para desarrollar diabetes que los del género masculino.
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Figura 9. Los familiares de pacientes con DM1 de sexo femenino muestran una mayor
prevalencia de auto-anticuerpos. A) Porcentaje de FDR positivos para auto-aniticuerpos
(Aab+) estratificados por género (izquierda, 155 hombres y 270 mujeres evaluadas) y
estratificados por género y grado de parentesco (derecha). En la grafica de la derecha los
porcentajes se calcularon considerando como 100% el numero de hombres y mujeres
analizados en cada grupo: hermanos, 90 hombres y 144 mujeres; hijos, 19 hombres y 21
mujeres; padres, 46 hombres y 105 mujeres. B) Porcentaje de FDR Aab+ estratificados por
género y tipo de Aab (izquierda) y por género y niumero de Aab detectados (derecha). Los
porcentajes se calcularon considerando como 100% los 155 hombres y 270 mujeres analizadas.
C) Titulos de los Aab GADA e IA-2A en FDR Aab+ separados por género. No se representan
los datos de IAA porque sélo se detectd un hombre IAA+. La estadistica en A) se realiz6 con la
prueba de Fisher y en B) con la prueba t de Student. NS: no significativo.

6.6. Distribucion de auto-anticuerpos por grupos de edad.

La positividad para auto-anticuerpos tuvo una distribucion irregular dependiendo de los
grupos de edad de los FDR. El grado mayor de prevalencia con 24.7% y 19.3% se present6
en los individuos entre 21-30 afios (n=77) y entre 11-20 afos (n=150), respectivamente (Fig.
10A). La prevalencia mas baja se observo en el grupo entre 0-10 afios (7.1%, n=42) y en el
de 31-40 afos (10%, n=70) (Fig. 10A). Sorprendentemente, el grupo de >50 afios presenta
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una alta frecuencia de positividad para auto-anticuerpos (~18%), pero el numero de sujetos
evaluado fue bajo (n=11) y no se pudieron detectar diferencias significativas con respecto

a otros grupos de edad (Fig. 10A).
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Figura 10. Los familiares de pacientes con DM1 presentan la mayor prevalencia de auto-
anticuerpos en el grupo de 11-30 afios de edad. A) Porcentaje de FDR positivos para auto-
anticuerpos (Aab+) estratificados por los grupos de edad indicados. B) Porcentaje de FDR IAA+,
GADA e IA-2A+ estratificados por los grupos de edad indicados. La estadistica se realizé con la
prueba de Fisher. Se muestran los valores de p de las comparaciones con diferencias
significativas.

Los grupos de edad de 21-30 y de 31-40 afios presentaron el mismo perfil de auto-
anticuerpos. Los individuos de estos grupos mostraron una mayor frecuencia de GADA,
seguido de IA-2A y de IAA (Fig. 10B). En contraste, los grupos de menor y de mayor edad
(0-10 y >50 afos) tuvieron una mayor prevalencia de 1A-2A (Fig. 10B). Finalmente, los
grupos de 11-20 y 41-50 afios presentaron una alta frecuencia de GADA e IA-2A, que fue

significativamente diferente a la frecuencia de IAA in en el primer grupo (Fig. 10B).
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7. DISCUSION

Con base a los resultados recabados en este estudio, los auto-anticuerpos detectados en
FDR en nuestro pais han superado los establecidos en otros estudios internacionales. En
México se logré detectar hasta un 16.6% de auto-anticuerpos en FDR, estudios reportados
por ejemplo en Cerdefia en quien la incidencia de la diabetes mellitus tipo 1 se encuentra
entre las mas altas del mundo, reportan positividad para anticuerpos en FDR de un 11.8%.
comparados con, Finlandia (otro pais de muy alta prevalencia de T1DM) 8.1% en Brasil,
4.6% en USA/Canada. (44)

La prevalencia de autoanticuerpos en FDR de pacientes con DM1 en poblacion mexicana
fue muy alta (16.6%), mas alta que en otras poblaciones de los Estados Unidos y Europa,

incluso mas alta que en poblacién con alta prevalencia como Cerdefia y Finlandia.

Este estudio proporciona evidencia de alto riesgo de Diabetes Mellitus tipo 1 en FDR de
pacientes con T1DM y proporciona las bases para el seguimiento longitudinal para estimar

el riesgo de progresion a DM1 en poblaciones de alto riesgo.

La concentracion de auto-anticuerpos IAA e IA-2A no presento diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con los grados de parentesco, mientras que en los hermanos e
hijos se detectaron niveles muy superiores de GADA con respecto a los padres. Con base
en este estudio GADA se interpreta como el autoanticuerpo mas sensible aunque es bien

conocida su baja especificidad.

Con base en este estudio, el autoanticuerpo GADA es el que con mayor frecuencia se

encuentra en familiares sanos, |AA se detectaron con los titulos mas bajos.

En este estudio se evaluaron 35 pacientes con DM1, de los cuales 20 tenian 3 afios o
menos de evolucion de la enfermedad y 15 contaban con mas de 3 afios de evolucién. La
comparacion de la concentracion de auto-anticuerpos anti-insulina, anti-GAD65 y anti-l1A-2
entre los dos grupos de pacientes no arrojo diferencias significativas, por lo que con base
en este estudio la evolucién de la enfermedad no determina la concentracién de auto

anticuerpos.

Los pacientes con DM1 evaluados presentaron una concentracion media de anticuerpos
anti-insulina, anti-GADG65 y anti-IA-2 significativamente superior a la de los FDR, por lo que
con base a este estudio, el diagndstico establecido de DM1 es proporcional a la

concentracion de autoanticuerpos.
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8. CONCLUSIONES

Gracias al estudio se logrd detectar la seropositividad para algun auto-anticuerpo para el
diagnostico temprano de la diabetes mellitus de tipo 1, en familiares sanos con esta
enfermedad, En ninguno de los familiares sanos, se observo la presencia de los tres auto-
anticuerpos; en un grupo se detectd la presencia de uno (54.2%) o dos auto-anticuerpos
simultaneamente (45.7%). Los GADA fueron los auto-anticuerpos mas prevalentes cuando
los familiares presentaron un Unico auto-anticuerpo, y la combinacion GADA/IA-2A fue la

mas prevalente en los FDR que presentaron dos auto-anticuerpos.

En conclusion, este estudio proporciona evidencia de que hay una alta prevalencia de
autoanticuerpos en FDR en poblacion mexicana, comparadas con paises de alta
prevalencia de DM1, la deteccion oportuna de estos auto-anticuerpos mas el seguimiento
longitudinal de los pacientes identificados, sentara las bases de un estudio epidemioldgico
intencionado a intervenir sobre la identificacion temprana de la enfermedad con anterioridad

a la aparicion de las manifestaciones clinicas, asi como para dar consejo médico oportuno.
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