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RESUMEN 

Introducción: En la DM1 las células beta productoras de insulina tienen inflexibilidad 
metabólica que acelera su destrucción autoinmune, al momento del diagnóstico queda 
menos del 20%. La búsqueda de biomarcadores de daño temprano de la célu la beta, es 
un desafío en salud pública. Los biomarcadores tempranos podrían mejorar nuestro 
entendimiento sobre la contribución de la disfunción de la célula beta en la historia natural 
de la DM1. 
Justificación: El daño al islote, se debe en parte a la agregación de formas de 
plegamiento anómalas del polipéptido pancreático del islote(hlAPP). Esto hace que el 
hlAPP se despliegue y entre en un estado competente de agregación, que desencadena 
un proceso cooperativo de auto y hetera- ensamblaje, formando oligómeros citotóxicos 
(OC), protofilamentos, y fi bras bien definidas. Los agregados moleculares de hlAPP son 
citotóxicos y producen daño tisular en órganos blanco. Si estas formas anómalas de 
plegamiento del hlAPP (especies de agregados solubles), son detectados en líquidos 
corporales, se podrían usar como biomarcadores predictivos de falla temprana de la 
célula beta. 
Planteamiento del problema: El depósito de amiloide en el islote puede ser un evento 
temprano en la patogenia de la DM y que está asociado con una reducción en la 
liberación de insulina antes de la aparición de hiperglucemia pero también asociado con la 
progresión de la disfunción, desdiferenciación y muerte de la célu la beta durante la 
progresión clínica de la DM 
Objetivo: Identificar formas de OC del hlAPP, en niños y adolescentes con DM1 como 
nuevos biomarcadores moleculares de daño a la célula beta. 
Tipo de estudio: Estudio prospectivo, transversal, observacional y comparativo. 
Criterios de selección: Niños y adolescentes de 4-18 años de edad, con diagnóstico de 
DM1 de acuerdo con la ADA, sin otra enfermedad sistémica o síndrome genético y que 
aceptaron participar en el estudio. 
Análisis estadístico: La distribución de las variables cuantitativas fue descrita por la 
mediana con el valor mínimo y máximo y de las cualitativas: describimos frecuencias 
simples (número y porcentaje) . La diferencia entre los grupos y entre dos medias fue 
determinada por la prueba de Welch. La diferencia entre grupos de las variables 
categóricas se hizo por prueba chi-cuadrada. Se consideró significativa una p<0.05. 
Utilizamos el software JMP1 1 de SAS lnstitute, lnc. 
Resultados: Presentamos 60 pacientes, con DM1 comparados con 39 con DM2 vs 47 
con obesidad (GO) vs 16 controles. La edad promedio de los pacientes con DM1 .No 
encontramos diferencias en los OC del IAPPh en los pacientes con DM1 [(3.34 (1 -6.22)] al 
compararlos con el grupo de DM2 o con el GO pero sí con el grupo control [(1 .71 (1 .10-
2.02) p<0.001]. Aumentan la cantidad de OC: tiempo de evolución , hiperg lucemia y la 
interacción hiperglucemia-hiperinsul inemia. Disminuyen la cantidad de OC: 
Hiperinsulinemia exógena, hipercolesterolemia, la interacción evolución-mal control 
metabólico y la interacción evolución-h ipertrigl iceridemia. 
Conclusiones: Es un estudio pionero que demuestra que la DMI , es una enfermedad 
conformacional en edades pediátricas. Pudimos cuantificar a los OC de hlAPP en suero 
de niños con DM1, demostrar su citotoxicidad y su rol como biomarcadores de falla 
temprana de la célula beta. Los principales factores que modifican los OC son la gluco
lipotoxicidad, el tiempo de evolución y la presencia de compl icaciones crónicas. 



Marco Teórico 

México dentro de la transición epidemiológica, en menos de una década 

incrementó la prevalencia global de obesidad en niños de 5-11 años de 18.6 % a 

26 % y en adolescentes al 32% (Ensanut 2006). Dentro del panorama mundial en 

1995 México tenía el noveno lugar con 4 millones de personas con diabetes 

mellitus tipo 2 (DM2) y en el 2025 se estima que ocuparemos el 7° lugar con 12 

millones, cifra que probablemente superaremos, y muchos de ellos habrán sido 

diagnosticados en la etapa pediátrica. 

La Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y la diabetes mellitus 2 (DM2) son enfermedades 

metabólicas crón icas donde el control glucémico está gravemente afectado como 

resultado de la disfunción y pérdida de la masa de células beta de los islotes 

pancreáticos y/o por defectos en la acción de insulina. La hiperglucemia se asocia 

con complicaciones crón icas micro y macroangiopáticas, aun cuando los locus de 

susceptibilidad son distintos. Figura 1. 

Los factores asociados con progresión a DM1 en individuos de alto riesgo son los 

genotipos leucocitarias humanos (HLA), edad de seroconversión de anticuerpos, 

aumento en el número de autoanticuerpos contra el islote y disfunción en la 

secreción de insulina estimulada por glucosa. (Atkinson, M.A., et al 2011 ). 

Durante la progresión de la DM las células beta se desdiferencian. Talchai et al 

proponen que la pérdida de identidad más que la muerte de las célu las beta es la 

responsable de la pérdida de la masa de célu las beta reportada durante la 

progresión de la DM (Bluestone, J.A. ,et al 201 O) Figura 2. 

El factor de transcripción NKX2.2 parece ser una proteína reguladora maestra que 

es esencial para la adquisición y mantenimiento de la identidad monohormonal de 

célula beta, activando directamente genes críticos de la célula beta y reprimiendo 

activamente genes de otras líneas celulares endocrinas. Cuando está ausente 

condiciona desdiferenciación de la célula beta, provoca disfunción con pérd ida de 

la capacidad de secreción de insulina por la célula beta y adquisición de la 



capacidad para sintetizar otras hormonas como el polipéptido pancreático que 

provoca la acumulación de las placas amiloideas (13A) y se asocia con formación 

de fibri las amiloideos depositados en las células 13 del páncreas con efecto 

citotóxico por lo que se le incluye dentro de las enfermedades conformacionales 

(Carrell RW et al. 1997; Carrell RW et al. 2002; Chrismanson et al. 1993; Clark A 

et al. 1987; Clark A et al. 2004; Fernandez-Busquet X et al. 2008; Hayden MR et al 

2005; Hoppener JW et al. 2000; Hoppener JW et al. 2006; Lin JC et al. 2006; 

Talchai C, et al 2012). 

Las enfermedades conformacionales (EC) (Gebbink M et al. 2004; Mendre C et al. 

201 O; Nam HB et al. 201 O; Sandefur CI et al. 2011; Uversky VN 2007; Uversky VN 

et al 2008) tienen una base fisiopatológ ica común que es una alteración a nivel de 

las proteínas, ya sea en su tamaño, forma, plegamiento o conformación, que 

conlleva a la formación de fibras (Carrel W et al. 1997; Carrell RW et al. 2002; 

Chrismanson et al. 1993; Clark A et al. 1987; Clark A et al. 2004; Fernandez

Busquet X et al. 2008; Hayden MR et al 2005; Hoppener JW et al. 2000; Hoppener 

JW et al. 2006; Lin JC et al. 2006; Gow A et al. 2003). La formación de fibras 

puede comenzar intracelularmente por la agregación del polipéptido amiloide del 

islote en el lisosoma. Una vez formadas estas fibras que se originan tanto dentro o 

fuera de la célula 13 dan el estímulo requerido para facilitar la acumulación rápida 

de fibra amiloide en una segunda etapa. Esta segunda etapa se ha documentado 

correctamente in vitro y puede en el proceso de formación de fibras inducir 

citotoxicidad del exterior de la célula 13 por la destrucción de la membrana 

plasmática y resulta eventualmente en la formación de amiloides visibles in vivo 

(Wang Fetal. 2001 ). 

La identificación de los mecanismos involucrados a través de biomarcadores de 

regulación de la plasticidad o disfunción o desdiferenciación de la célula beta 

como causa primordial de la pérdida de la masa de células beta, en el desarrollo y 

progresión de la DM1 puede proporcionar claves para tratamiento viables para 

preven irla o revertirla o bien enlentecerla. 



DIABETES MELLITUS TIPO 1 

En la DM1 la alteración en los mecanismos de tolerancia autoinmune provocan 

desconocimiento de la célula beta productora de insulina e induce su destrucción 

por células T autoreactivas y consecuentemente hiperglucemia. 

La DM1 es una enfermedad autoinmune que para su desarrollo requiere de la 

acción combinada de factores genéticos y ambientales que permiten la disfunción 

y muerte de la célula beta. Más de 50 regiones del genoma humano confieren 

susceptibilidad para DM1. El antígeno leucocitaria humano (HLA) es el locus de 

mayor susceptibilidad para DM1 con un riesgo genético estimado del 30-50%. Se 

han reportado alrededor de 40 polimorfismos de nucleótido simple (SNP) de genes 

no HLA que mejoran la pred icción para el desarrollo de DM1 y de DM2 como el 

SNP GL/S3 rs7020673, insulina,RAS guanyl nucleotide-releasing protein 1 

(RASGRP1), cordon-bleu WH2 repeat protein (COBL), renalase y breast cancer 

anti-estrogen resistance 1 (BCAR1) (Xianjie W 2017) 

La incidencia de Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) ha aumentado a una tasa de 3-5% 

por año a nivel mundial y ha obl igado en los países de alta incidencia a cambiar 

sus sistemas de salud debido a que es hasta el momento una enfermedad 

incurable sin métodos reales de prevención , aunado a ello es cada vez menor la 

edad en que se diagnostica lo que aumenta el gasto en salud en billones de 

dólares debido a mayor nesgo de complicaciones crónicas micro y 

macroangiopáticas en las primeras tres década de la vida, ya que a pesar de los 

avances tecnocientíficos en las formulaciones de insu lina, en el automonitoreo de 

glucosa muchos pacientes no logran el control glucémico recomendado para evitar 

o retardar las complicaciones crón icas. (Dabelea O et al. 2014; Patterson CC et 

al. 2009; Maahs DM et al. 201 O) 

Los adolescentes con DM1 tienen dificultad para lograr el control glucémico 

óptimo, que puede estar relacionado con resistencia a la insulina, especialmente 

durante la pubertad, y la presencia de resistencia a la insulina cond iciona 

hiperinsulinemia que provoca lipólisis aumentada, mayor producción hepática de 



glucosa, menor captura periférica de glucosa y dislipidemia, es decir, tienen los 

adolescentes con DM 1 menor sensibi lidad periférica, hepática y en tejido adiposo 

a la insulina, que puede deberse a disfunción mitocondrial muscular con menor 

tasa de fosforilación oxidativa, que puede empeorar si coexiste obesidad en el 

paciente con DM1, lo que aumenta el riesgo de complicaciones crónicas, 

particularmente la enfermedad cardiovascular, hasta 1 O veces más la tasa de 

mortalidad. (Cree-Green Metal. 2018) 

La pérdida de la identidad, la presencia de células polihormonales y la 

reprogramación celular emergen como factores importandes de la disfunción de la 

célula beta en pacientes con DM. En la DM1 las célu las beta productoras de 

insulina tienen una capacidad alterada para seleccionar sustratos para la 

fosforilación oxidativa o inflexibil idad metabólica que inicialmente cond iciona 

disfunción, después desdiferenciación y por último destrucción acelerada mediada 

por autoinmunidad, de manera tal, que al momento del diagnóstico clínico hay 

disminución de la masa de células beta del páncreas funcionales (alrededor del 

20%). 

Lo que ha llevado a la búsqueda de biomarcadores de salud y de daño de célula 

beta en aras de identificar y monitorizar la disfunción de la célula beta, lo que 

permitiría mejorar nuestro entendimiento sobre la contribución de la disfunción de 

la célula beta en la historia natural de la DM1 , de tal manera de ser capaces de 

detectarla en etapas preclínicas, en la fase denominada "autoinmunidad del islote" 

caracterizada por la aparición de autoanticuerpos contra autoantígenos del islote 

que incluyen insulina, descarboxilasa del ácido glutámico (GAD65), antígeno 2 del 

insulinoma (IA2) y transportador 8 del zinc (ZnT8), lo que permitiría la posibilidad 

de alternativas de tratamiento para modificar su progresión, sino también. para 

tener marcadores de disfunción de la célula beta en el desarrollo de las 

complicaciones crónicas identificado vías patológicas que permiten estrés de la 

céula beta, disfunción, desdiferenciación y muerte. (Scherm GM et al. 2019) (Sims 

KE et al. 2019) 



FORMACION DE FIBRAS 

Los monómeros de IAPP forman poros que son incorporados dentro de la 

membrana y alteran las propiedades fisicoquím icas de las mismas. La 

identificación de residuos que promueven y propagan esta oligomerización será un 

factor determinante para entender los mecanismos moleculares de la fibrilogénesis 

en la DM (Ahmad E et al. 2011 ). 

El plegamiento proteínico juega un papel decisivo en la biología celular, pues 

existe una estrecha relación entre la estructura y la función de las proteínas. Así, 

cuando una proteína se pliega de manera no nativa, tiende a ·agregarse y 

eventualmente a formar fibras amiloides. Aunque hay proteínas que fibrilan más 

pronto que otras, en teoría todas las proteínas podrían ser capaces de ser 

llevadas y permanecer en conformaciones ricas en láminas 13 si se encuentran las 

cond iciones adecuadas para ello, ya que la facultad de formar fibras no depende 

del estado nativo sino de la naturaleza del esqueleto de la proteína (Carrel W et al. 

1997). Las concentraciones elevadas de glucosa y de zinc favorecen la formación 

de láminas 13-cruzadas y la consecuente formación de fibras amiloides (Kajav AV 

et al. 201 O) . 

Con frecuencia, durante el proceso de agregación y acumulación de estas 

proteínas, primero se da la formación de oligómeros solubles que sólo precipitarán 

una vez que hayan alcanzado cierto tamaño. Sin embargo, son los intermediarios 

oligoméricos los que se consideran citotóxicos. Las fibras por lo general son 

inocuas en tanto que no se acumulen sistémicamente (Carrel W et 

al.Christmanson L et al. 1993). Fig . 1 La toxicidad in vitro de los ol igómeros 

solubles en la EA es inhibida por anticuerpos específicos contra dichos oligómeros 

(Kayed R et al. 2003) . La agregación y formación de fibras se favorece por 

condiciones que promueven la formación de intermediarios inestables y se ha 

correlacionado la propensión de una proteína a formar agregados con el tiempo de 

vida media de estos intermediarios parcialmente plegados (Christmanson L et al. 



1993). Estas estructuras amiloideas son blancos terapéuticos para la búsqueda de 

nuevos tratamientos de estas enfermedades 

El polipéptido amiloide del islote (IAPP), también conocido como amilina, es un 

péptido de 37 residuos que se produce en las células ~ del páncreas y es 

sintetizado, procesado y secretado junto con la insu lina (Hoppener JW et al. 2000; 

Hoppener JW et al. 2006; Hoppener JW et al. 1993; Hoppener JW et al 1993). El 

IAPP, sufre alteración en su estructura terciaria. El IAPP desplegado o no 

procesado se agrega en el lisosoma, se libera junto con la insulina y ya fuera de la 

célula sufre una exposición a un ambiente químico con (pH aumentado y calcio 

disminuido), así como otras moléculas (glucosa, proteog licanos, heparán sulfato) 

que puede producir un cambio estructural en el péptido e iniciar la formación de 

fibras (correlacionado con estudios biofísicos in vitro) (Hayden MR et al 2005; 

Goldsbury C et al. 2000; Westermark P et al. 1990), dando lugar a su depósito 

tisular y causar una muerte celular inmediata y la acumulación de fibras pequeñas 

puede afectar la función (Ahmad E et al. 2011 ). 

Estudios recientes indican que, la agregación del IAPP, especialmente los 

agregados pre-fibrilares (Kayed R et al. 2003; Bucciantini M et al. 2002; Bucciantini 

M et al. 2004) es un factor diabetogénico que produce citotoxicidad y falla 

progresiva de la célula ~ (Hoppener JW et al. 2006; Ahmad E et al. 2011; Rhodes 

CJ 2005; Janson J et al. 1999; Lorenzo A et al. 1999). Las membranas de las 

células ~ adyacente a los depósitos biosintéticos in vivo e in vitro son 

interrumpidas visiblemente interfiriendo con el ciclo de las proteínas de membrana 

(Hayden MR et al. 2005; Hoppener JW et al. 2000; Hoppener JW et al. 2006; 

Hoppener JW et al. 1993; Hull RL et al. 2004; Kahn SE et al. 1999; Janson J et al. 

1999; Jaikaran ET et al. 2001 , Jaikaran J et al. 2001 ). 

Hasta donde tenemos conocim iento, no se ha estud iado en las etapas preclínicas 

y clínicas de la DM1 ni de la DM2 la presencia de formas anómalas de 

plegamiento solubles, pero en la enfermedad de Alzheimer se han identificado 



formas anómalas de plegamiento (Kayed R et al. 2003) y anticuerpos que 

reconocen diferentes epítopes conformacionales (formas anómalas de 

plegamiento) están en etapas de ensayos clínicos para probar su eficiencia 

terapéutica (Kayed R et al. 2003; Pul R et al. 2011 ). 

Los agregados prefibrilares solubles pueden ser detectados por anticuerpos 

monoclonales (AMo). Los AMo herramientas muy útiles para el diseño de 

diagnósticos finos a nivel de secuencia o conformación de la proteína en cuestión 

y, son un soporte sólido y persuasivo que alienta al uso de AMo como estrategia 

para obtener aquellos que reconozcan epítopes que correspondan a formas con 

plegamiento anómalo de estructuras no nativas y/o epitopes en diferente estado 

de desdoblamiento o agregación que sean solubles (Kayed R et al. 2003; Pul R et 

al. 2011 ). Entonces, a través de una serie de anticuerpos monoclonales, 

producidos contra formas anómalas de plegamiento de la amilina, se podrían 

obtener diferentes etapas del proceso de formación de fibras y tener imágenes 

que permitan construir modelos fisiopatológicos de las especies proteínicas que 

están en juego durante el desarrollo de la DM. 

El mantenimiento de concentraciones séricas de glucosa dentro de límites 

estrechos a pesar de grandes variaciones en la tasa de entrada de glucosa (por 

ejemplo comidas) y en la utilización (por ejemplo ejercicio) requiere de un 

complejo sistema de regulación. La falla para regular la liberación de insulina en 

respuesta a los valores de glucosa, altera la producción hepática de glucosa. Por 

definición en diabetes esta regulación falla. Tanto en DM1 como en DM2 hay 

déficit en la masa de células í3 (Junker K et al. 1977; Meier JJ et al. 2005). 

La contribución relativa y orden en que estos cambios se desarrollan son materia 

de controversia y en vista de la naturaleza heterogénea tanto de la DM1 como de 

la DM2 es probable que la contribución y el tiempo difieran grandemente entre 

individuos. Hasta que no se desarrolle un método sensible y específico para 

cuantificar la masa de célula í3 in vivo no es posible conocer la pérdida de masa de 



células ~ al momento del dfagnóstico de la DM. Desde un punto de vista 

pragmático es razonable predecir que la pérdida de función de células ~ precede a 

la pérdida de masa (Matveyenko AV et al. 2008) . 

Es por ello que proponemos este estudio, ya que si formas anómalas de 

plegamiento de la amil ina, especies de agregados solubles son detectados en 

líquidos corporales de sujetos con DM1, se podrían usar como biomarcadores de 

daño de célula beta y el riesgo de: El reto de identificar en forma temprana que 

adolescente con obesidad desarrollará DM2, para en ellos implementar estrateg ias 

terapeúticas más firmes para resolver los problemas de salud futura. 

PLEGAMIENTO DE PROTEINAS 

El plegamiento de una proteína es un proceso de auto-ensamblaje definido por la 

secuencia de aminoácidos, ¿cómo se pliega una proteína tan rápido? es un 

problema aún no resuelto- y está en la interface de la química, la física y la 

biología. Algunas veces las proteínas no se pliegan de manera correcta y 

presentan errores en el plegamiento (plegamiento anómalo de estructuras no 

nativas (NN)). Las estructuras no nativas interaccionan entre sí y forman 

agregados intra o extra celulares que eventualmente pueden formar fibras 

amiloides (Fig. 1 ), dando lugar a un amplio grupo de enfermedades (Carrell RW et 

al. 2002; Goldber AL 2003), como el cáncer, las enfermedades cardiovasculares, 

las enfermedades neurodegenerativas como el Mal de Parkinson (Perutz MF 

1996) , la enfermedad de Alzheimer (Rahimi F et al. 2008); las enfermedades 

crónicas (diabetes mellitus tipo 2) (Hayden MR et al. 2005; Kapurnoiotu A 2001) 

amiloidosis (Pepys MB 2001) relacionadas con hemodiálisis y la amiloidosis 

prostática (Soto C 2001 ). Carrell agrupó a estas enfermedades y las llamó 

enfermedades conformacionales (EC) (Carrell RW et al. 1997). Las EC tienen una 

base fisiopatológica común que es una alteración a nivel de las proteínas, ya sea 

en su tamaño, forma, plegamiento o conformación . El plegamiento proteico juega 

un papel importante en la biología celu lar por lo que es inevitable que al ocurrir un 

plegamiento anómalo se produzca un proceso biológico disfuncional y por lo tanto 



condicione una enfermedad ya sea por citotoxicidad aumentada o por deficiencia 

de proteínas funcionales (Carrell RW et al. 1997; Fernandez-Busquets X et al. 

2008; Lin JC et al. 2006; Kajava AV et al. 201 O) . 

FORMACION DE FIBRAS 

La formación de fibras puede comenzar intracelularmente por la agregación del 

polipéptido amiloide del islote en el lisosoma. Una vez formadas estas fibras que 

se originan tanto dentro o fuera de la célu la í3 dan el estímulo requerido para 

facilitar la acumulación rápida de fibra amiloide en una segunda etapa. Esta 

segunda etapa se ha documentado correctamente in vitro y puede en el proceso 

de formación de fibras inducir citotoxicidad del exterior de la célula í3 por la 

destrucción de la membrana plasmática y resulta eventualmente en la formación 

de amiloides visibles in vivo (Wang Fetal. 2001 ). (Fig 4) . 

Los monómeros de IAPP forman poros que son incorporados dentro de la 

membrana y alteran las propiedades fisicoquímicas de las mismas. La 

identificación de residuos que promueven y propagan esta oligomerización será un 

factor determinante para entender los mecanismos molecu lares de la fibrilogénesis 

en la DM (Ahmad E et al. 2011 ). 

El principal componente de los depósitos amiloides en la EA es el polipéptido beta 

amiloide, mientras que en la DM2 los depósitos son del polipéptido amiloide del 

islote. Estas formas amiloides poseen un polimorfismo conformacional 

dependiendo del microambiente y que el pol imorfismo produce diferentes grados 

de citotoxicidad. 

Formación de Estructura no nativa de proteínas: 

La lámina í3-cruzada es la estructura que se forma al exponerse las regiones 

hidrofóbicas de las proteínas solubles dando lugar a estructuras no nativas. Las 

estructuras no nativas interaccionan entre sí formando oligómeros solubles que se 

mantienen estables en la agregación y oligomerización lo que explica el 



atrincheramiento y depósito de agregados proteicos en diversos órganos 

provocando daño tisular y por ende disfunción orgánica (Fig. 1) (Carrell RW et al. 

1997; Fernandez-Busquets X et al. 2008; Lin JC et al. 2006; Kajava AV et al. 2010; 

Yerbury JJ et al. 2005). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La Federación Internacional de Diabetes estima que el número de personas que 

viven con diabetes aumente de 366 millones en 2011 a 552 millones en 2030. Esto 

equivale aproximadamente tres nuevos casos cada diez segundos o casi diez 

millones por año y 183 millones no saben que tienen diabetes 

(http://www.lDF.org/Home/index.cfm?node=264. 2012). 

La DM desde el punto de vista proteómico además de muchos otros factores de 

susceptibilidad puede considerarse una enfermedad compleja (Ahmad E et al. 

2011) que se presenta cuando existe disfunción del islote, con disminución del 

número de células 13 , incremento de células a y depósito de amiloide, 

condicionando falla de la célu la 13 incapaz de responder a la exigencia de 

compensar la resistencia a la insulina (Hasyden MR et al. 2005; Rhoder CJ 2005). 

Con el paso del tiempo, los niveles de glucosa de la sangre aumentan mientras 

que la secreción de insulina disminuye. Esto es principalmente debido a un daño 

gradual en la célula beta pancreática asociado a la formación de depósitos 

tóxicos de amiloide dentro de los islotes pancreáticos (Hoppener JW et al. 2002). 

En reportes de autopsia, estos depósitos, que sustituyen a las células endocrinas 

en el islote, se han demostrado en el 90% de las personas con diabetes tipo 2. 

Estos depósitos tóxicos se reconocen ahora como una característica patológica de 

la enfermedad (Kahn SE et al. 1999). 

Se ha demostrado una base fisiopatológica común que es una alteración a nivel 

de las proteínas, ya sea en su tamaño, forma, plegamiento o conformación. El 

daño al islote, se debe a la agregación de formas parcialmente plegadas del 

polipéptido del islote, o polipéptido con errores en el plegamiento o parcialmente 

degradadas (plegamiento anómalo) que desencadenan un proceso cooperativo de 

auto asociación o auto ensamblaje que forma protofilamentos, antes de formar 

fibras bien definidas y producir daño tisular. 



El plegamiento proteico juega un papel importante en la biología celular por lo que 

es inevitable que al ocurrir un plegamiento anómalo se produzca un proceso 

biológico disfuncional y por lo tanto cond icione una enfermedad ya sea por 

citotoxicidad aumentada o por deficiencia de proteínas funcionales (Hull RL et al. 

2004). Esto sugiere que el depósito de amiloide en el islote puede ser un evento 

temprano en la patogenia de la DM y que está asociado con una reducción en la 

liberación de insulina antes de la aparición de hiperglucemia, pero también 

asociado con la progresión de la disfunción , desdiferenciación y muerte de la 

célula beta durante la progresión clínica de la DM. 

Lo que plantea preguntas como: 

¿Pueden detectarse formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP en 

sangre? 

¿Las formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP son un marcador de 

disfunción del islote? 

¿Las formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP son marcadores en 

sangre de falla de las células beta del páncreas en pacientes con DM1? 

¿La cantidad de formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP aumenta 

conforme progresa el daño a células beta en pacientes con DM1? 

¿Las formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP cambian conforme 

aparecen las complicaciones crónicas en pacientes con DM1? 



JUSTIFICACIÓN 

El mantenimiento de concentraciones séricas de glucosa dentro de límites 

estrechos a pesar de grandes variaciones en la tasa de entrada de glucosa (por 

ejemplo comidas) y en la utilización (por ejemplo ejercicio) requiere de un 

complejo sistema de regulación. La falla para regular la liberación de insulina en 

respuesta a los valores de glucosa, altera la producción hepática de glucosa. Por 

defin ición en DM esta regulación falla. Tanto en DM1 como en DM2 hay déficit en 

la masa de células í3 (Junker K et al. 1977; Butler AE et al. 2003; Lernmark A et al. 

1995; Clark A et al. 1988; Gepts W et al 1978; Kloppel G et al. 1985; Butler AE et 

al. 2007; Kloppel G et al. 1984; Sakuraba H et al. 2002; Yoon KH et al 2003; Meier 

JJ et al. 2005). 

La contribución relativa y orden en que estos cambios se desarrollan son materia 

de controversia y en vista de la naturaleza heterogénea tanto de la DM1 como de 

la DM2 es probable que la contribución y el tiempo difieran grandemente entre 

individuos. Hasta que no se desarrolle un método sensible y específico para 

cuantificar la masa de célula í3 in vivo no es posible conocer la pérdida de masa de 

células í3 al momento del diagnóstico de la DM. Desde un punto de vista 

pragmático es razonable predecir que la pérd ida de función de células í3 precede a 

la pérd ida de masa (Matveyenko AV et al. 2008). 

La toxicidad del polipéptido í3 amiloide en la EA y la de otras proteínas 

amiloidogénicas depende de los oligómeros solubles intermediarios en la 

formación de las fibras (Hardy). Estos oligómeros solubles son partículas 

esféricas de 2.7 a 4.2 nm de diámetro y estructuras curvilíneas conocidas como 

profibri llas. Los ol igómeros solubles se han encontrado en el líquido 

cefalorraquídeo de los pacientes con EA y correlacionan con el grado de severidad 

de la enfermedad (Kayed R et al. 2003) . Kayed y colaboradores (Kayed R et al. 

2003) demostraron que en la fisiopatología de las enfermedades 

conformacionales, los oligómeros solubles son la especie tóxica más importante, 

y además, que existe una estructura común a todos los oligómeros solubles en las 



enfermedades conformacionales: Un anticuerpo monoclonal específico contra 

oligómeros solubles de la EA, cruza con otras especies de oligómeros del 

pol ipéptido amiloide del islote de la DM2 y de otros péptido amiloidogénicos. 

Estudios recientes ind ican que la agregación del péptido amiloide del islote, 

especialmente los agregados pre-fibrilares (Kayed R et al. 2003), son un factor 

diabetogénico que produce citotoxicidad y falla de la célula í3 (Hoppener JW et al 

2006; Rhodes CJ et al. 2005; Lorenzo A et al. 1994). 

Tomando en cuenta todos estos resultados podemos sugerir que los agregados de 

formas de plegamiento anómalas (estructuras no nativas) del IAPP son cand idatos 

moleculares a ser biomarcadores para monitorear el progreso preclínico de la 

diabetes mellitus: antes del aislamiento de la célu la í3 y el secuestramiento de sus 

proteínas secretadas (proinsul ina 4%, péptido Ce Insulina 96% y 100% amilina). 

Hasta donde tenemos conocimiento, no se ha estudiado en las etapas preclínicas 

y clínicas de la DM2 la presencia de formas anómalas de plegamiento solubles, 

pero en la enfermedad de Alzheimer se han identificado formas anómalas de 

plegamiento (Kayed R et al. 2003) y anticuerpos que reconocen diferentes 

epítopes conformacionales (formas anómalas de plegamiento) están en etapas de 

ensayos clínicos para probar su eficiencia terapéutica (Kayed R et al. 2003; Pul R 

et al. 2011 ). Nicol ls demostró las relaciones clínicas y biológicas de la DM2 y la 

enfermedad de Alzheimer (Nicolls MR 2004). 

Los agregados prefibri lares solubles pueden ser detectados por anticuerpos 

monoclonales (AMo). Los AMo herramientas muy útiles para el diseño de 

diagnósticos finos a nivel de secuencia o conformación de la proteína en cuestión 

y, son un soporte sólido y persuasivo que alienta al uso de AMo como estrateg ia 

para obtener aquellos que reconozcan epítopes que correspondan a formas con 

plegamiento anómalo de estructuras no nativas y/o epitopes en diferente estado 

de desdoblamiento o agregación que sean solubles (Kayed R et al. 2003; Pull R et 

al 2011 ). Entonces, a través de una serie de anticuerpos monoclonales, 



producidos contra formas anómalas de plegamiento de la amilina, se podrían 

obtener dife rentes etapas del proceso de formación de fibras y tener imágenes 

que permitan construir modelos fisiopatológicos de las especies proteínicas que 

están en juego durante el desarrollo de la DM2. 

Por otra parte, si estas mismas especies de agregados solubles son detectados en 

líquidos corporales (orinas, suero, etc.) podrían evidentemente funcionar como 

biomarcadores de etapas muy tempranas de disfunción del islote en general y de 

la célula í3 en particular. 

Actualmente el diagnóstico de diabetes mellitus se basa en la medición de glucosa 

en ayunas y en adolescentes con obesidad, el estándar de oro para confirmar 

normoglucemia, es la determinación de glucosa 120 minutos después de una 

carga oral de glucosa (CTOG) (Pontiroli AE 2004; Weiss R et al. 2005). 

En la literatura los marcadores actuales para predecir a mediano plazo el 

diagnóstico de DM2, en el adolescente con obesidad central, con normoglucemia 

por CTOG y factores de riesgo cardiovascu lares -, son marcadores de resistencia 

a la insu lina: concentraciones de adiponectina baja (centila 5) y de proteína C 

reactiva e interleucina 6 altas (centila 95), pero no existe ningún estudio, hasta 

donde tenemos conocimiento de disminución de la masa de células í3 in vivo 

(Cardoso-Saldana G et al. 2007; Weiss Retal. 2004). 

Es por ello que proponemos este estudio, ya que si formas anómalas de 

plegamiento de la amilina, especies de agregados solubles, son detectados en 

líquidos corporales , se podrían usar como biomarcadores predictivos de la 

enfermedad en población en riesgo , y responder así, al desafío que la transición 

epidemiológica nos enfrenta: El reto de identificar en forma temprana que 

adolescente con obesidad desarrollará DM2, para en ellos implementar estrategias 

terapéuticas más firmes para resolver los problemas de salud futura. 



OBJETIVOS 

Objetivo general 

Identificar formas de plegamiento anómalas del IAPP, en etapas pre-clínicas y 

clínicas de la DM y en adolescentes con obesidad como nuevos biomarcadores 

moleculares de daño a la célula beta. 

Objetivos específicos 

Identificar si existen formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP en 

niños y adolescentes sanos. 

Determinar que la cantidad de formas de plegamiento anómalas (no nativas) del 

IAPP aumenta conforme progresa el daño a células beta. 

Determinar formas de plegamiento anómalas en niños y adolescentes con 

obesidad . 

Determinar formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP en niños y 

adolescentes con diabetes mellitus tipo 1. 

Determinar formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP en pacientes 

con diabetes mellitus tipo 2. 

Comparar si la cantidad de formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP 

entre los grupos de estudio difieren con las del grupo control. 



HIPÓTESIS GENERAL 

Las formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP son marcadores en 
sangre de falla de las células beta del páncreas y son útiles para el diagnóstico 
temprano de diabetes mellitus. 

La cantidad de formas de plegamiento anómalas (no nativas) del IAPP aumenta 

conforme progresa el daño a células beta. 

Hipótesis específicas: 

En niños y adolescentes sanos la concentración de formas de plegamiento 

anómalas (no nativas) del IAPP es menor al 3%. 

En niños y adolescentes con obesidad y normoglucemia la concentración 

de formas de plegamiento anómalas es mayor del 10%. 

En niños y adolescentes con obesidad con diabetes mellitus tipo 1 de uno a 

cinco años de evolución la concentración de formas de plegamiento 

anómalas (no nativas) del IAPP es mayor que en los de reciente 

diagnóstico . 

En niños y adolescentes con obesidad con diabetes mellitus tipo 1 con 

compl icaciones crónic_as la concentración de formas de plegamiento 

anómalas (no nativas) del IAPP es menor que en los de reciente 

diagnóstico y menor tiempo de evolución . 



DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN 

Es un estud io prospectivo , transversal, observacional y comparativo. 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Para alcanzar los objetivos planteados de esta investigación, se proponen dividir el 

estudio en tres etapas: 

Etapa l. Producción y purificación de formas anómalas de plegamiento a través de 

métodos químicos y fisicoquímicos. La cual se realizó en la unidad de 

investigación de enfermedades metabólicas (UIBCAR) IMSS y será coordinado 

por la Dra. Myriam Altamirano. 

Etapa 11. Producción y purificación de anticuerpos monoclonales contra formas de 

plegamiento anómalo de IAPP. Se realizó en el departamento de biología celular 

de CINVESTAV, y unidad de investigación en enfermedades metabólicas 

(UIBCAR), IMSS y fue coord inado por el Dr. José Manuel Hernández y la Dra. 

Myriam Altamirano 

Etapa 111. Detección de formas de plegamiento anómalas de IAPP por 

rad ioinmunoanálisis en plasma de sujetos en etapas pre-clínicas y clínicas de la 

DM comparados con sujetos sanos en población pediátrica. Se realizó en forma 

conjunta con los servicios de endocrinología del INP, Hospital de pediatría CMN y 

UIBCAR coord inados por Dra. Nelly Altamirano, Dra. Eu lal ia Garrido y Dra. Myriam 

Altamirano. 

Etapa 1. 

Producción y purificación de formas anómalas de plegamiento a través de 

métodos químicos y fisicoquímicos. 

14.2.1 Material y métodos 

Péptido IAPP 

El polipéptido amiloide del islote (IAPP h) sintético se obtuvo de Sigma. 



Formación de ol igómeros solubles pre-fibrilares con estructura 13-cruzada: 

a). El IAPPh recién sintetizado por Sigma, se disolvió en PBS a una concentración 

final de 1 mg/ml. Se incubó a temperatura ambiente por tres semanas para facilitar 

la formación de fibri llas. Durante ~ste período se realizó una cinética en el tiempo 

para captar la formación de oligómeros solubles pre-fibrilares con estructura 13-

cruzada. Las muestras se analizaron por fluorescencia, dicroísmo circular, y 

también se efectuaron estudios de pegue con rojo congo y se evaluó la 

birrefringencia en microscopio de luz polarizada. Los oligómeros, las 

protofilamentos y las fibras se observaron por Microscopía electrón ica de 

Transmisión (TEM) y Microscopía de fuerza atómica (AFM). 

b) Glicación del IAPPh, el IAPPh se incubará a 37°C, en la obscuridad, en PBS 

con 1 M de D-glucosa-6 fosfato y 0.055% (m/v) de NaN3 . El IAPPh tiene tres sitios 

de glicación (1 lisina, 1 arginina y el amino-terminal). Se realizó un control sin 

glucosa 6 fosfato. La glicación fue confirmada por: observación de la aparición del 

color café, por la presencia de oligómeros solubles en geles de poliacrilamida, por 

fluorescencia y dicroísmo circular15 . 

Medidas de Fluorescencia 

La agregación y la formación de proto-fibrillas se hizo por LS (Light scattering) y 

fluorescencia de la tioflavin T (thT) con un espectrofluorómetro Hitachi F-450018 . 

Dicroísmo circu lar 

La evolución de la estructura secundaria del IAPPh glicado se realizó en un 

espectropolarímetro JASCO J-81 O. Se tomó el promedio de 1 O espectros 

sucesivos en la longitud de onda de 190 a 240 nm. Los porcentajes de estructura 

secundaria se analizaron con el software k2d . 



Etapa 2. 

Producción y purificación de anticuerpos monoclonales contra formas de 

plegamiento anómalo de IAPP. 

Material y métodos 

La proteína en diferentes estados de plegamiento anómalo, se purificó y se utilizó 

para inmunizar ratones Balb/c. Todos los procedimientos de manejo de animales 

de laboratorio se realizaron de acuerdo con un protocolo aprobado por el CICUAL 

(Comisión Institucional de uso de an imales de laboratorio, que sigue la norma que 

rige en el Distrito Federal NOM-062-ZOO 1999). 

Se siguió un esquema de inmunización inicial (4 animales: 2 con péptido amiloide 

y 2 con complejo) y 2-3 retos espaciados cada 15 días, usando 50 microgramos 

con adyuvante Titermax 5: 1 v/v. Los animales fueron sangrados de la cola 5 días 

después de cada reto a partir del segundo reto, para cuantificar la respuesta de 

anticuerpos por ELISA hasta obtener un título mínimo de 1 :5000. Tres días antes 

de la fusión celular, los animales fueron retados con antígeno puro, y se 

sacrificaron de acuerdo a la norma NOM-062-ZOO-1999 para obtener las células 

del bazo, con las que realizó la fusión. 

Se utilizó la metodología tradicional de producción de anticuerpos monoclonales 

que es aún vigente (uso de una proteína como antígeno para inmunizar ratones, 

usar las células (linfocitos)del bazo y/o ganglios para fusionarlas con una línea 

celular inmortal y así , generar hibridomas que sólo crecen en un medio de 

selección con hipoxantina-aminopterina-timid ina, HAT)79 . La selección de los 

hibridomas productores de lgs se hizo por di lución limitante. Sin embargo, fue 

fundamental aplicar la experiencia en el diseño de la estrategia para la selección 

adecuada de los hibridomas productores de los anticuerpos más afines y que 

reconozcan el antígeno en varios sustratos ya que esto permitió su uso más 



versátil. El tiempo durante la selección es también un factor determinante, porque 

los hibridomas productores de inmunoglobulinas se encuentran mezclados con no 

productores, y estos últimos crecen mayormente y enmascaran los hibridomas 

útiles. Por lo tanto, se hizo un estud io del antígeno y de fragmentos antigénicos en 

péptidos recombinantes o sintéticos que se probaron en diferentes sustratos para 

asegurar la captura e identificación de los mejores AMo. Se utilizaron columnas de 

afinidad con proteína G Pierce, para purificar los anticuerpos que se usaron en las 

pruebas. 

Los anticuerpos bioespecíficos se prepararon a partir de 2 hibridomas del mismo 

isotipo. Las conjugaciones con compuestos o con fármacos se hizo siguiendo las 

indicaciones de los kit comerciales de Pierce de conjugación según los grupos 

reactivos. 

La importancia de hacer nuestros propios anticuerpos monoclonales se 

fundamenta en varias razones: 

La primera en el hecho de que los AMOs son conformación específica, y nos 

interesa tener AMOs contra varias conformacionales para contar con una batería 

de AMOs que nos permitan identificar el polimorfismo proteíco. 

La segunda es que una vez obtenidos los AMOs estaríamos en condiciones de 

secuenciar, clonar y producir AMOs recombinantes, para diseñar un método 

diagnóstico, así como sus potenciales usos inmunoterapéuticos. 

La tercera es el costo , mandar a hacer a una compañía los AMOs con las 

cantidades y las variaciones conformacionales que necesitamos sería muy alto. 

La cuarta es que se requiere formar recursos humanos en la producción de AMOs 

en el IMSS. 

Nuestras determinaciones de las forma anómalas se hicieron en sangre, ya que el 

IAPP se sintetiza junto con la insulina y se espera en este fluido mayor 

concentración del IAPP, que es la forma más segura de cuantificarlo. Se 



desconoce si en la orina hay suficiente concentración de formas anómalas de 

IAPP pero podría ser otra fase del estud io una vez que se logre su identificación 

en sangre. 

Etapa 3. Detección de formas de plegamiento anómalas de IAPP por 

radioinmunoanálisis en plasma de sujetos en etapas pre-clínicas y clínicas 

de la DM comparados con sujetos sanos en población pediátrica 

Población de estudio: Niños con obesidad y/o con Diabetes mellitus atendidos en 

el Servicio de Endocrinología en Hospitales de Tercer nivel en la Ciudad de 

México. 

Determinación de formas de plegamiento anómalas IAPP en las poblaciones 

de estudio. 

Con los anticuerpos monoclonales purificados y seleccionados en la fase dos, se 

montaron ensayos de RIA, siguiendo el procedimiento reportado por Christmanson 

y colaboradores, para detectar formas de anómalas en suero de las poblaciones 

de estud io. Los niveles de IAPP nativo se determinaron en suero por 

rad ioinmunoánal isis (RIA) como se describe en Christmanson y col. 



TAMAÑO DE MUESTRA 

Se calcu ló el tamaño de muestra, por medio de la fórmula para intervalo de confianza 

de un solo lado basándonos en la siguiente hipótesis: Más del 10% de los adolescentes 

con obesidad presentan alteración en la tolerancia oral a la glucosa. 

Por lo que tenemos las siguientes aseveraciones. 

Ha: P (DM2 en adolescentes con obesidad) ~ 10% 

Lo cual se explica que la Hipótesis cero seria que menos del 10% de los adolescentes con 
obesidad presentan DM 2. 

H1: P (DM2 en adolescentes con obesidad) > 10% 

Lo cual explica que la Hipótesis uno seria que más del 10% de los adolescentes con 
obesidad presentan DM2. 

Basándose en la siguiente ecuación: 

r-
p :2::. P - 2 1-u V pq_ 

n 

Despejándose tenemos lo siguiente 

pq X 1.64~ 
n =----

(P-pf 

Por lo tanto sustituyendo por los valores tenemos que: 

0.1 X 0 .9 X 1.64;: 
n =-------

( 0.1 - 0.009f 

Por lo que tenemos que la muestra para que tenga un IC aceptable debe de ser de 
2,435.4 pacientes. 



Realizando la misma ecuación expuesta previamente 

P-p N 

0.01 

0.02 

0.03 

0.04 

o.os 

2435.4 

608.850 

270.600 

152.125 

97.41 

Teniendo en cuenta que para el tipo de estudio necesitamos una muestra con mayor 

poder (mínimo del 80%) lo cual se logra con una muestra mayor de 97 pacientes, por lo 

que se realizó un estudio bi institucional participando los Servicios de Endocrinolog ía del 

Centro Médico Nacional, IMSS y del Instituto Nacional de Pediatría. 



CRITERIOS DE SELECCIÓN 

Criterios de Inclusión para el grupo de estudio 

Grupo 1.- Grupo control.-Adolescentes Sanos 

• Niños y Adolescentes sin enfermedad aguda o crónica aparente: 

• Edad 4 a 18 años 

• peso de acuerdo con la talla para edad y sexo 

• IMC 2: Pe 5:::; pe 75 para edad y sexo (delta ZIMC mneos Z detalla=± 1d.e. 

• Sin datos cl ínicos de resistencia a la insulina, 

• Sin antecedentes personales de obesidad , enfermedad sistémica o 

síndrome genético. 

• Sin ingesta de medicamentos 

• Sin antecedentes heredofamiliares de DM 

• glucosa en ayunas normal < 100 mg/dl e insulina< 20 mUl/mL, 

con HOMA < 3.5 

• que aceptaron participar en el estudio. 

Grupo 2. Adolescentes con obesidad 

• 

• 

• 

Niños y Adolescentes 

Edad de 4 a 18 años 

IMC 2: Pe 85 para edad y sexo 

Que se les haya realizado CTOG con de!erminación de glucosa O y 120 

minutos. 

• perfi l de lípidos completo 

• Datos cl ínicos de resistencia a la insu lina (obesidad central, acantosis, 

h iperqueratosis) 

• Con normoglucemia. (Criterios de ADA, glucemia de ayuno normal, < 100 

mg/dl y/o glucemia post CTOG a las 2 h < 140 mg/d l. ) 

• Sin otra enfermedad sistémica o síndrome genético 

• Sin ingesta de medicamentos 



• Que aceptaron participar en el estudio 

Grupo 3.- Adolescentes con DM1 

• Niños y Adolescentes 

• Edad de 4 a 18 años 

• Diagnóstico de DM1 de acuerdo con la ADA: hiperglucemia en ayunas, 

autoanticuerpos GAD positivos, péptido C < 1 al diagnóstico y en algunos 

con HLA susceptible (DR3/DR4), dependencia insulina desde el 

diagnóstico. 

• Sin otra enfermedad sistémica o síndrome genético 

• Sin ingesta de medicamentos 

• que aceptaron participar en el estud io 

Grupo 4.- Adolescentes con DM2 

• Niños y Adolescentes 

• Edad de 9 a 18 años 

• IMC ~ Pe 85 para edad y sexo 

• Diagnóstico de diabetes mellitus tipo 2 en diferentes tiempos de evolución: 

(de acuerdo a los criterios aceptados por la ADA:, con glucosa en ayunas ~ 126 

mg/dl o por curva tolerancia oral a la glucosa con glucemia post CTOG a las 2 h ~ 

200 mg/dl) 

• perfil de lípidos completo 

• sin otra enfermedad sistémica o síndrome genético 

• sin ingesta de medicamentos 

• que aceptaron participar en el estud io 

Criterios de Exclusión todos los grupos : 

Pacientes con antecedentes de otras enfermedades: Cáncer, Enfermedades del 

Sistema Nervioso Central, pacientes con VIH, pacientes con hepatitis B y C, 

diabetes mellitus tipo 1. Enfermedades del tejido conjuntivo o cáncer, pacientes 

con infecciones severas en los últimos 6 meses, pacientes que tomen tratamientos 



con fármacos anticonvulsivantes, quimioterápicos, 

glucocosteroides. Abuso de alcohol o drogas estimulantes. 

Pacientes que no acepten participar en el estud io. 

Se dividieron a los pacientes en 4 grupos ya mencionados 

Grupo 1.- Grupo Control 

Adolescentes sanos, que acepten participar en el estud io. 

Grupo 2. Adolescentes con obesidad 

antidepresivos, 

Adolescentes con obesidad y datos clínicos de resistencia a la insulina y 

normoglucemia. 

Grupo 3.- Adolescentes con DM1 

Adolescentes con diagnóstico de DM1 se estratificaron por tiempo de evolución y 

presencia o ausencia de complicaciones crón icas 

Grupo 4.-Adolescentes con DM2 

Adolescentes con diabetes mellitus tipo 2 los cuales se estratificaron por tiempo de 

evolución de la enfermedad . 



METODOLOGÍA 

De acuerdo con el artículo 17 de la ley general de investigación este estudio tiene 

un riesgo mayor que el mínimo: por lo que se requiere carta de consentimiento 

informado y la extracción de sangre fue menor del 0.5% del volumen circulante de 

acuerdo con su edad y género. A todos los sujetos, previo consentimiento y 

asentimiento informado por escrito. 

METODOLOGIA GENERAL DEL ESTUDIO 

• Se incluyeron niños y adolescentes con diagnóstico de DM1 entre 4 a 18 años, 

atend idos en el Servicio de endocrinología del Instituto Nacional de Pediatría 

(INP), en el período comprendido entre el 1 de mayo al 30 de diciembre del 2012. 

Se les solicitó consentimiento informado a los padres y asentimiento bajo 

información a los pacientes (anexo 1 y 2) 

• Se hizo historia cl ínica completa. Para obtener la información se revisaron los 

expedientes clínicos y se interrogará a los pacientes y familiares: nombre 

completo, número de registro o de afiliación , edad al diagnóstico, edad al 

momento de inclusión en el estud io, así como el uso de fármacos que pudieran 

alterar la tolerancia a la glucosa como glucocorticoides, antihipertensivos. 

• Se realizó somatometría donde se determinó el peso, la talla, cintura y tensión 

arterial, en el momento de la inclusión en el estud io con los instrumentos 

previamente cal ibrados y estandarizados con una diferencia inter observador 

menor del 1 %. Se calcu ló el IMC, pz de talla, pz de IMC, centila de peso, de talla y 

de IMC. Esta evaluación se realizó por el mismo investigador (Endocrinólogo 

pediatra Dra. Nelly Altamirano Bustamante, INP, en todos los pacientes. 

• Se realizó exploración física general , con énfasis en datos clínicos de resistencia 

a la insu lina y estadía de Tanner. Esta evaluación se realizó por el mismo 

investigador (Endocrinólogo pediatra Dra. Nelly Altamirano Bustamante, INP, en 



todos los pacientes, con una concordancia del 100%. Se determinó el grado de 

desarrollo puberal mediante la escala de Tanner. 

• A todos los sujetos se les real izó bioqu ímica de la resistencia a la insulina: se les 

tomó una muestra de sangre con 1 O horas de ayuno, de una vena del brazo 

(vena antecubital), de aproximadamente 9 mi, en una sola visita , el día que 

tuvieron cita programada al Servicio de Endocrinología. La sangre se fraccionó 

en dos tubos identificado por un código (no llevaron nombre, es decir ningún dato 

confidencial). El primero de 7 mi se centrifugó y la muestra de suero 4ml se utilizó 

para determinar formas anómalas de plegamiento, fueron enviadas a la Dra. 

MMAB responsable del Laboratorio de UBICAR, del Hospital de Cardiología del 

Centro Médico Nacional Siglo XXI, para almacenamiento (-80 ºC) y análisis 

posterior hasta el fina l de la investigación. Estas muestras sólo fueron uti lizadas 

para los propósitos descritos en este protocolo. No se realizaron estudios 

genéticos. Una vez que el estudio concluya las muestras serán desechadas de 

manera apropiada. 

• A todos los pacientes se les informó sobre el cambio terapéutico de estilo de vida 

que incluye plan de alimentación fraccionada en quintos con equilibrio en macro y 

micronutrimentos aunado al plan de ejercicio para optimizar mecánica de la 

respiración, corregir alteraciones de postura, fortalecim iento muscular y movilidad 

articular y mejorar capacidad cardiorrespiratoria la actividad física que debe 

realizar aunado a la enseñanza del ajuste de dosis de insulina diario más 

conveniente para el control de su DM1 . 

• A toda la población se les determinó formas de plegamiento anómalas IAPP (OC): 

Con los anticuerpos monoclonales purificados y seleccionados en la fase dos se 

montaron ensayos de RIA, siguiendo el proced imiento reportado por Christmanson 

et al , 1993, para detectar formas de anómalas en suero de las poblaciones de 

estud io. Los niveles de IAPP nativo se determinaron en suero por 

rad ioinmunoánalisis (RIA) como se describe en Christmanson et al, 1993. 



ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Análisis Univariado 

Variables Cuantitativas: Son las concentraciones plasmáticas de los marcadores 

biológicos y clínicos como: glucosa, triglicéridos , colesterol, tensión arterial , edad 

al diagnóstico, hemoglobina glucosilada, edad actual, oligómeros citotóxicos, 

además de las variables antropométricas (peso, talla, cintura,, pe peso, pe talla, 

pe de IMC, pe de cintura, relación cintura- cadera). La distribución de los datos fue 

descrita por la mediana con el valor mínimo y máximo, debido a la falta de 

compatibilidad en la mayoría de las variables estudiadas. 

Variables Cualitativas: Consistió en la revisión de la distribución y frecuencias 

simples (número y porcentaje) de cada una de las variables categóricas: género, 

tiempo de evolución categórica , dislipidemia categórico, perfil de lípidos 

categórico, maduración sexual de Tanner categórico, síndrome metabólico 

categórico. 

La diferencia entre los grupos fue determinada por la prueba de chi-cuadrada con 

las variables categóricas y por la prueba de Welch en la variable cuantitativas. 

Análisis Bivariado 

El análisis en esta fase se realizó en dos sentidos 

Primero, se exploró la comparación de dos medias buscando una relación 

entre las variable continuas se realizaron pruebas de t pareada para comparación 

de medias de los marcadores bioquímicas y clínicos entre todas las categorías 

cualitativas categóricas. 

• Segundo, se exploró la comparación de dos medias buscando una relación 

entre la variable dependiente cuantitativa continua (formas anómalas de 

plegamiento) y variables independientes cualitativas binarias (presencia ó 

ausencia de). 



Tanto con las variables categóricas como con las variables numéricas continuas la 

comparación múltiple fue realizado de manera protegida, es decir, e caso de 

realizar la comparación entre tres o más grupos, sólo con las variables que 

presentaron la diferencia estadísticamente significativa , se llevó a cabo la 

comparación entre todos los pares de grupos para determinar dónde se 

encuentras las diferencias. 

En todas las pruebas estadísticas la significancia estadística fue reconocido al 

nivel de p<0.05. Todos los parámetros estimados fueron presentados con su 

intervalo de confianza de 95%. Los análisis estadísticos fueron llevados a cabo por 

el software JMP11 de SAS lnstitute, lnc. 



CONSIDERACIONES ÉTICAS 

De acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de 

Investigación para la Salud , este estudio corresponde a un estud io de riesgo 

mínimo. 

A los pacientes con obesidad con y sin diabetes mellitus o síndrome metabólico se 

les proporcionó asesoramiento sobre el plan de alimentación ideal para su peso, 

talla y estad io de Tanner, la actividad física que debe de realizar y de ser 

necesario se les instituyó el tratamiento específico para uno de los diferentes 

padecimientos detectados durante el estud io, con seguimiento por la consulta 

externa del Servicio de Endocrinología. A los niños sanos se les indicó el plan de 

alimentación y actividad física adecuada para continuar en las mejores 

condiciones de salud . Para la sociedad, el beneficio de este estudio es contribuir 

al conocimiento de las bases moleculares de la diabetes mellitus, como una 

enfermedad conformacional, lo cual es posible que pueda cambiar los paradigmas 

diagnósticos y terapéuticos. 

Se explicó a los participantes que la información obtenida es estrictamente 

confidencial y utilizada sólo para fines del presente estud io, sin que se vea 

afectada su integridad física, ni modificada su atención en el instituto sí no aceptan 

participar, observando de esta forma los artículos 5°, 6°, 7° y 1 Oº del Código 

Sanitario y los artícu los 7° y 12° del Reglamento Interior del Consejo de Salubridad 

General de los Estados Unidos Mexicanos. 

De acuerdo con la declaración de Helsinki se solicitará la autorización por escrito 

del paciente. A los participantes que cumpl ieron los criterios de inclusión, los 

investigadores responsables del estudio sol icitaron su participación en el estudio, 

después de haberles explicado en qué consiste . Posteriormente se sol icitó leer la 

carta de consentimiento informado y, si están de acuerdo, firmarla (anexo 5) Es 

conveniente mencionar que, una persona diferente solicitó el consentimiento, en 

los casos de pacientes en los cuales alguna de las investigadoras sea su médico 



tratante . En casos de pacientes con edad de 12 a 18 años se solicitó y se obtuvo 

el asentimiento informado (anexo 6) . 

El proyecto fue evaluado y aprobador por los Comités de Investigación y de Ética 

en Investigación del Instituto Nacional de Pediatría y registrado con el Número 

proyecto INP 091/2013 y está vigente (Diciembre 2020). También fue evaluado y 

aprobado por Comisión de Ética en Investigación del IMSS 



RECURSOS Y FACTIBILIDAD 

Se trata de un proyecto trans-disciplinario que cuenta con los recursos humanos 

con la experiencia científica para realizarlo y así estar en cond iciones de enfrentar 

el desafío de diagnosticar tempranamente la DM. Se cuenta con una 

infraestructura multi-institucional que se fortaleció con el financiamiento del 

CONACYT para consolidar esta red de expertos en DM en México. 
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RESULTADOS 

Presentamos 60 pacientes, con DM1 comparados con 39 con DM2 vs 47 con 
obesidad (GO) vs 16 controles. La edad promedio de los pacientes con DM1 fue 
de 13.42 años (2.2 a 18), el 47% eran femen inos, con mediana de evolución de 
tres años y en regular control glucémico (HbA1c 9.7 (4 .8-14.8)%, todos requerían 
tratamiento con insulina exógena, excepto cuatro pacientes quienes se 
encontraban en período de luna de miel. No encontramos diferencias en sexo ni 
en edad entre los cuatro grupos, pero sí en las características metabólicas con 
respecto al grupo control. Los pacientes con DM1 tenían mayor tiempo de 
evolución y peor control glucémico, pero menor PZ de IMC que los pacientes con 
DM2. Las característica clínicas y bioquímica de los sujetos en los cuatro grupos 
se resumen en el cuadro 1. 

La distribución del valor de OC en los cuatro grupos (grupo de niños sanos, niños 
con obesidad, niños con DM2 y niños con DM 1) por medio de histogramas. No 
encontramos diferencias en los OC del IAPPh en los pacientes con DM1 [(3.34 
(1-6.22)] al compararlos con el grupo de DM2 [2 .04 (1 .01-6.32) p= 0.120)] o con el 
Grupo de Obesidad [(3 .09 ( 1.22-7.07) p = 0.0.704 ] pero sí con el grupo control 
[(1.71 (1.10-2.02) p< 0.001]. Figura 4. 

Búsqueda de factores que modifican la cantidad de oligómeros citotóxicos 

Al analizar la cantidad de oligómero con el modelo de regresión líneal 
encontramos factores e interacciones que modifican la cantidad de ol igómeros: 

Aumentan la cantidad de oligómeros: 

a. Tiempo de evolución: mayor tiempo de evolución de la DM1 mayor cantidad 
de oligómeros (p= 0.0138). Figura 5. 

b. Obesidad central: Z de índice de masa corporal mayor de O d.e. así como 
mayor diámetro de cintura se asocian con mayor cantidad de oligómeros 
(p=0.0132) , con la interacción mayor z de talla -mayor z de índice de masa 
corporal mayor cantidad de ol igómeros (p= 0.0132). Figura 5. 

c. Hiperglucemia: mayor concentración de glucosa mayor concentración de 
ol igómero p = (0 .0129). 

d. Hipertrigliceridemia: La cantidad de oligómero aumenta si los trig licéridos se 
elevan (p= 0.0381 ). 



e. Mal control glucémico: Se analizó la asociación entre glucosa y oligómero 
cond icionado por el nivel de HbA 1 c. En los pacientes con buen control, 
determinado con un valor de HbA 1 c <8%, no observamos asociación entre el nivel 
de glucosa y oligómero, sin embargo, en aquellos con mal control glucémico, 
determinado por glucosa en ayunas > de 350 mg/dl y HbA 1 c > 9%, se observó la 
asociación entre mayor nivel de glucosa mayor nivel de oligómero. Si bien el 
modelo global no es sign ificativo , el término de interacción se considera 
significativa de acuerdo con la recomendación de algunos autores (Servin), con 
una p=0.07. 

f. Hiperglucemia-Hiperinsulinemia exógena: Se analizó la asociación entre 
glucosa y oligómero condicionado por la dosis de insu lina. En los pacientes con 
dosis bajas (menos de 0.6 U/kg) no se observó la asociación entre el nivel de 
glucosa y ol igómero, pero en pacientes con dosis altas (>O. 7 U/kg) si se observó 
asociación estadísticamente significativa encontrando que a mayor valor de 
glucosa (> 350 mg/dl) con mayor dosis de insulina, mayor el valor de oligómero 
(p<0.001 ). Figura 6. 

h. Tiempo de evolución-Hipertrigliceridemia: la asociación entre trigliceridos y 
oligómero cond icionado por el tiempo de evolución muestra significancia 
estadística con un valor de p <0.001 . En pacientes con evolución menor a 4 años 
a mayor valor de triglicéridos (> 100 mg/dl) mayor el valor de oligómero. 

Disminuyen la cantidad de oligómeros citotóxicos 

a. Z talla. Cuando la Z de talla es mayor de O d.e. la cantidad de oligómeros 
disminuye ( p= 0.024) 

b. Tiempo de evolución-relación cintura/talla: Existe asociación cuando el 
tiempo de evolución es mayo de 5 años y la relación de cintura/talla > 0.45 la 
cantidad de oligómeros disminuye. 

c. Tiempo de evolución-mal control glucémico: Encontramos asociación entre 
tiempo de evolución mayor de 5 años y mal control glucémico (hiperglucemia 
(>250mg/dl) y Hb1Ac mayor de 10%) menor cantidad de oligómero citotóxico (p= 
0.06)] Figura 7. 

d. Variabilidad de glucosa: Encontramos Asociación entre la variabilidad de la 
glucosa y la cantidad de OC. Pacientes con hipoglucemia (glucosa < 70 mg/dl) 
pero con mal control glucémico medido por HbA 1 (>10%) menor cantidad de OC. 
Figura 8. 

Tiempo de evolución-dislipidemia: En pacientes con evolución mayor de 4 
años, con trig licéridos altos menor fue el valor de oligómero. El nivel de colesterol 



total presenta un efecto negativo para el valor de oligómero, siendo este efecto 
independiente de los meses de evolución y del nivel de triglicérido al estudio. 

Hipertensión arterial: Se analizó la asociación entre la centila de tensión arterial 
sistólica y el valor del oligómero cond icionado por el tiempo de evolución, 
encontrándose interacción significativa en aquellos pacientes con evolución mayor 
de 6 años con una centila alta de tensión arterial sistólica el valor de oligómero fue 
menor (p=0.002). Figura 9. 

Hipercolesterolemia-Nefropatía: El nivel de LDL y de microalbuminuria presenta 
un efecto negativo para el valor del oligómero, siendo este efecto independiente 
de los meses de evolución . Figura 1 O. 

En suma, se construyó un modelo de regresión lineal múltiple con las variables: 

sexo; edad ; tiempo de evolución; dosis de insulina; glucosa; triglicéridos y HbA 1 c, 

con términos de interacción entre dos variables. Al someterse en el procedimiento 

de selección de variables hacia atrás (bacward stepwise method), se quedaron el 

modelo las variables: tiempo de evolución; dosis de insulina; glucosa; HbA 1 c y dos 

términos de interacción, una, tiempo de evolución y HbA 1 c, y otra, glucosa y dosis 

de insul ina. Con respecto a la interacción entre tiempo de evolución y HbA 1 c, se 

observó que en los pacientes con menor tiempo de evolución (<7 años) no se 

presenta asociación entre HbA 1 c y oligómero, mientras que con evolución 

prolongada (~7 años) se observó la asociación entre estas variables: mayor 

Hb1Ac, menor oligómero. Con respecto a la interacción entre glucosa e insu lina, 

en los pacientes con glucosa baja (<200mg/dl) mayor dosis de insulina, menor 

ol igómero, y con glucosa alta (>350mg/dl), al incrementarse la dosis de insulina, 

se incrementa el oligómero. Cuadro 2 

La interacción entre las variables "meses de evolución" y "triglicéridos al estudio" 

fue significativa, es decir, de acuerdo con los meses de evolución DM, entre 

triglicérido y oligómero se observa asociaciones diferentes. Si un paciente tiene 

evolución de DM menor de 4 años, el valor de oligómero basal es mayor, si el 

valor de trig licérido es elevado, esta asociación deja observarse. El nivel de 

colesterol total presenta un efecto negativo para el valor de oligómero, siendo este 



efecto independiente de los meses de evolución y del nivel de triglicéridos al 

estudio. Cuadro 3. 



DISCUSIÓN 

El considerar a la DM1 como enfermedad conformacional implica un cambio de 
paradigmas diagnóstico, terapéutico y de salud pública. Los horno y hetero
oligómeros citóxicos del péptido amiloide del islote (hlAPP), son las molécu las 
relevantes (Raleigh et al. 2017; Altamirano-Bustamante et al. 2019). 

El proceso de agregación-oligomerización-fibrilación se desencadena porque la 
homeostasis proteica se satura y es incapaz de controlar el mal plegamiento de 
las proteínas (Sontag et al. 2017); es decir aumenta la agregación proteica y 
disminuye la capacidad de plegamiento de las proteínas a través de los sistemas 
de chaperoninas moleculares, exocitosis y sistema de ubiquitina (Chiti et al. 2017). 
Lo que da como resultado las enfermedades conformacionales, de las cuales la 
más relevantes en niños es la diabetes mell itus (Altamirano-Bustamante et al. 
2019). 

Nuestro grupo de investigación translacional integrado por médicos especialistas 
en endocrinología, investigadores biomédicos, ingenieros físicos, inmunólogos 
entre otros, desarrolló un inmunoensayo confiable y altamente específico para 
detectar estos oligómeros a través de un Elisa ind irecto. Este inmunoensayo es 
fáci l de implementar en cualquier clínica u hospital en los tres niveles de atención 
sanitaria. La cuantificación de oligómeros circulantes y la historia clín ica completa 
son herramientas fundamentales para el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de 
la DM1. 

En este estudio que incluyó 60 pacientes con DM1 , por primera vez demostramos 
que los horno y hetero-oligómeros son circulantes en el torrente sanguíneo, se 
pueden cuantificar en plasma, el proceso de agregación es activo , son 
neurotóxicos y son biomarcadores tempranos de falla de la célula beta y un 
heraldo de la presencia de complicaciones crónicas. 

Los pacientes con DM1 presentan niveles elevados de oligómeros de hlAPP 
circulantes y tienen diferencias significativas con respecto al grupo control que son 
niños y adolescentes sanos [(1.71 (1 .10-2.02) p< 0.001 ] Figura 4. Este resu ltado 
es un parteaguas en la fisiopatología de la DM1 , ya que se pueden explicar la 
multidimensionalidad de los factores que se han reportado en la literatura como 
agentes causales de la DM 1. 

La pérd ida de la homeostasis proteica condiciona un estado latente de agregación 
de proteínas, que hace que el fenómeno de agregación sea cooperativo, es decir, 
que una vez que una proteína en este caso el hlAPP se agrega, desencadena la 
horno-agregación (formación de hlAPP oligómeros: trímeros, hexámeros, 
dodecámeros, etc) y, también la ca-agregación , es decir que proteínas diferentes 



al hlAPP que entran en contacto con sus oligómeros, empiezan a ca-agregarse 
con el hlAPP (Altamirano-Bustamante et al. 2019) , dando una pletóra de 
alteraciones celulares, como por ejemplo en el caso de la DM1 desequilibrio en el 
sistema inmunitario (Chiti and Dobson 2017; Sontag et al. 2017; Tan et al. 2018), 
la glucotoxicidad y lipotoxicidad (Figuras 6-8, 1 O), que provocan daño celu lar, 
desdiferenciación y finalmente apoptosis de la célula beta. 

Este trabajo abre el horizonte epistémico de manera multidimensional, por un lado 
demuestra que la DM1 es una enfermedad conformacional, similar a la DM2, 
demostrado por la ausencia de diferencias significativas de la cuantificación de los 
oligómeros entre ambos tipos de DM (Figura 4) , y al hecho de que demostramos la 
presencia de oligoméros en ambas. En segundo lugar, se proponen nuevos 
biomarcadores molecu lares (los diferentes estados de agregación del hlAPP: 
horno y hetera- oligómeros, protofibrillas y fibras). Los nuevos biomarcadores 
tienen como característica principal: i). Son marcadores moleculares de diferentes 
etapas del proceso de falla de la célula beta (hay marcadores tempranos, 
pronósticos y tardíos) . ii) Las características morfológicas de estos biomarcadores 
pueden estud iarse por métodos espectroquímicos y microscópicos. iii). Son 
estables a pH alcalinos, por lo cual pueden cuantificarse efectivamente por 
inmunoensayos robustos costo-efectivos. iv) Correlacionados con una excelente 
historia clínica , pueden disminuir el número de pruebas de laboratorio necesarios 
para el diagnóstico, pronóstico, evolución y respuesta al tratamiento de la DM1 .v). 
Son nuevos blancos terapéuticos. 

Lo precedente estimula una nueva era en el estudio de la DM1 y será el hilo 
conductor para acelerar la investigación de esta enfermedad que es catastrófica 
desde el punto de vista económico y social. 



CONCLUSIONES 

Es el primer estudio que demuestra la presencia de oligómero citotóxico del IAPPh 

en niños con DM1. Se encontraron factores que modifican la concentración de 

oligómeros citotóxicos, a saber la gluco-lipotoxicidad, el tiempo de evolución y la 

presencia de complicaciones crónicas. 

A mayor tiempo de evolución , mayor nivel de glucosa, Mal control glucémico 

(HbA1c >9%), triglicéridos y dosis altas de insulina exógena se asocian con mayor 

cantidad de oligómeros citotóxicos. 

El Mal control metabólico: hiperglucemia (glucosa > 350 mg/dl + HbA 1 c > 9%) + 

hipoglucemia (glucosa < 70 mg/dL) con mal control glucémico (HbA1c >9%) 

+d islipidemia (trig licéridos > 150 mg/dL y/o colesterol total > 150 mg/dL) se asocia 

con menor cantidad de oligómeros. 

La presencia de complicaciones crónicas como hipertensión arterial o nefropatía 

determinada por mciroalbuminuria positiva mayor de 20 mcg/min se asoció con 

menor valor de oligómero. 

Los oligómeros citotóxicos del IAPPh son biomarcadores de daño de célula 13 y su 

disminución el heraldo de complicaciones crónicas en pacientes con DM1. 
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ANEXO 3 VARIABLES 

Variable Definición Clasificación Unidad 

Formas de plegamiento Presencia de las formas de Cualitativa, O= No 
anómalas (no nativas) plegamiento anomalas Nominal , 
del IAPP Dicotómica 1= Si 

Formas de plegamiento Presencia de las formas de Cuantitativa valor 
anómalas (no nativas) plegamiento anomalas numérica continua 
del IAPP 

Grupo Características Clínicas del Cualitativa, 4= DM2 
sujeto Nominal , 

Politómica 3= DM1 

2= obesidad 

1 = control 

Pubertad femeninas Estadio de Tanner mamario Cualitativa Estadio 1 
Estadio 11 

ordinal Estadio 111 
Estadio IV 
Estadio V 

Pubertad masculinos Estadio de Tanner genital Cualitativa Estadio 1 
Estadio 11 

ordinal Estadio 111 
Estadio IV 
Estadio V 

Evolución de DM 1 Tiempo desde el Cuantiativa Años cumplidos con 
diagnóstico de la meses 
enfermedad Numérica discreta 

Evolución de DM 2 Tiempo desde el Cuantiativa Años cumplidos con 
diagnóstico de la meses 
enfermedad Numérica discreta 

HbA1c Hemoglobina glucosilada Cuantitativa Porcentaje 
Numérica , 
continua 

Sexo Característica de los Cualitativa, 1= Femenino 
sujetos asociada a los Nominal , 
sexocromosomas Dicotómica 2= Masculino 



Edad 

IMC 

PZ IMC 

Glucemia 

Dislipidema 

Colesterol total 

Colesterol HDL 

Colesterol LDL 

Triglicéridos 

insulina 

HOMA 

Tiempo transcurrido desde Cuantitativa 
el nacimiento hasta el día Numérica, 
de interés Discreta 

Valor obtenido de dividir el Cuantitativa 
peso entre el cuadrado de Numérica, 
la talla Continua 

Comparación del Valor Cuantitativa 
obtenido de dividir el peso Numérica, 
entre el cuadrado de la talla Continua 
del paciente vs referencia 

Valores de glucosa en Cuantitativa 
sangre Numérica, 

Continua 

Presencia de Cualitativa, 
hipertrigliceridemia, Nominal, 
hipercolesterolemia o Dicotómica 
hpoalfacolesterolemia 

Valores de colesterol total Cuantitativa 
en sangre Numérica, 

Continua 

Valores de colesterol HDL Cuantitativa 
en sangre Numérica, 

Continua 

Valores de colesterol LDL Cuantitativa 

en sangre Numérica, 
Continua 

Valores de triglic en sangre Cuantitativa 
Numérica, 
Continua 

Valor de insulina en ayunas Cuantitativa 

Valor obtenido 

Numérica, 
Continua 

de Cuantitativa 
multiplicar glucosa por Numérica, 

Años cumplidos con 
meses 

Kg/m2 

valor 

mg/dl 

O= No 

1= Si 

mg/dl 

mg/dl 

mg/dl 

mg/dl 

mUl/mL 

valor 



Síndrome metabólico 

Sobrepeso 

Obesidad 

Diabetes mellitus tipo 1 

Diabetes mellitus tipo 2 

insulina en ayunas /405 

Presencia de síndrome 
metabólico de acuerdo con 
NHANES 

De acuerdo con la OMS: 

IMC para edad y sexo ~ 

centi la 75 pero < centila 85 

De acuerdo con la OMS: 

IMC para edad y sexo ~ 

centila 85 

destrucción 

Continua 

Cualitativa, 
Nominal , 
Dicotómica 

Cualitativa 
Numérica, 

Continua 

Cualitativa 
Numérica, 

Continua 

Cualitativa, 
autoinmune de las Nominal , 

O= No 

1= Si 

O= No 

1 = si 

O= No 

1 = si 

O= No 

células ~. que Dicotómica 1 = Si 
generalmente 
conduce a una 
deficiencia 
absoluta de 
insulina . 

pérdida progresiva Cualitativa, 
de la secreción de Nominal , 
insulina de las 
células ~ debido a 
resistencia a la 
insulina 

Dicotómica 

O= No 

1= Si 



ANEXO 4 HOJA DE CAPTURA 

Ciovestav 

INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA 

BIOMARCADORES TEMPRANOS DE FALLA DE LA CÉLULA~ EN SUJETOS CON 
DIABETES MELLITUS TIPO 1 Y SUJETOS CON OBESIDAD Y CON PREDIABETES 

HOJA DE CAPTURA 

NOMBRE ___________ _ _ ____ REGISTRO ________ CODIGO ____ _ 

FECHA NACIMIENTO ____ _ SEXO _____ ENFERMEDAD PREVIA ___ ¿CUÁL? _____ _ 

No GESTA SEG PREMATURO/TERMINO RCIU PESO NACER - - TALLA NACER ---- -- --
Edad telarca Edad menarca ciclos FUR Escolaridad -- Promed io --
AHFDM AHF obesidad AHF IAM/EVC AHF HLP AHF HTA AHF GOTA/CANCER 

APPASMA 

1~ Visita Dx obesidad Dx intolerancia DxDM Inclusión 
FECHA 

EDAD 

Tiempo evolución 

Talla 

Peso 

IMC 

Cintura 

Cadera 

TA 

Tanner M/G 

Glucosa/insu lina ayuno 

Glucosa/insulina 120 min 

Péptico C ayuno/120 min 

HbAlc (%) 

Col tota l 

Col LDL 

Col HDL 

Triglicéridos 

Ac úrico 

Cambio de estilo de vida 

Alimentación 

Ejercicio 

Metformina 

Insulina 

IAAP nativo 

Formas de IAPP con 

plegamiento anómalo 



ANEXO 5 

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL 

Carta de Consentimiento padres de adolescentes 

Título del Estudio: BIOMARCADORES TEMPRANOS DE FALLA DE LA 
CÉLULA f3 EN SUJETOS CON DIABETES MELLITUS Y SUJETOS CON 
OBESIDAD O CON PREDIABETES. 

México D.F. a del mes del año ---- ------ ------
El médico tratante de su hijo(a) Dra. __________ , del Servicio de 
Endocrinología de este Instituto les invita para que su hijo(a) participe en un 
estud io de investigación. Este consentimiento es para que lo lea, entienda y firme 
si acepta y autoriza que su hijo(a) participe en este estud io. 

¿Cuál es el propósito del estudio? 

Los estud ios de investigación se realizan para encontrar la mejor manera de 
resolver un problema. Se me ha informado que este estud io de investigación, es 
para saber si existe algún marcador en la sangre de falla de las células 
beta del páncreas que producen la insulina para el diagnóstico temprano de 
diabetes mellitus. 

Los investigadores quieren averiguar si existe en la sangre una sustancia 
producida en la célula beta del páncreas que nos pueda ayudar a conocer en 
forma temprana, que la célula beta (la que produce insulina) se está destruyendo, 
es decir, antes de que el número de células beta muertas sea tan grande que no 
haya quien impida que se suba el azúcar en la sangre (g lucosa sérica) , o sea 
antes de que se diagnostique diabetes mellitus. Esto es un estud io de 
investigación. Se le está pid iendo autorización para que su hijo (a) participe en 
este estud io. 

¿ Tiene mi hijo(a) que estar en este estudio? 

No. Sólamente participará si usted está de acuerdo. Aún si deciden aceptar, 
pueden dejarlo después si cambian de opinión, debe avisarle lo más rápido 
posible al médico. Tienen derecho a no participar en este estudio si no quieren, 



sin modificar la atención médica que recibe en esta institución. Pueden preguntar 
cualquier duda que tengan a la doctora encargada de este estudio de 
investigación. 

¿Por qué fue elegido mi hijo(a) para participar en este estudio? 

Porque es un paciente que recibe atención en el Servicio de Endocrinología de 
esta Institución, con diagnóstico de obesidad y con riesgo alto de presentar 
diabetes mellitus (azúcar alta en la sangre) o bien ya se confirmó el diagnóstico de 
diabetes mellitus tipo 1 (destrucción de la célula beta por lo que es dependiente 
de insulina) o tipo 2 (no insulina-dependiente) . 

¿Qué le sucederá en este estudio? 

Debe su hijo(a) asistir en ayuno de 1 O hrs a una sola visita, al Servicio de 
Endocrinología, puede ser, si lo prefieren así , el día que ya tenga una cita 
programada o agendar una nueva fecha . Como es habitual en cada cita la doctora, 
le preguntará cosas como su edad , que tratamiento lleva, que medicamentos 
toma, en qué momento está del desarrollo de niño a jovencito: " si ya huele a ch ivo 
en las axilas" o de niña a mujercita "si ya menstrua". Le realizará exploración 
física completa: medición de peso, de talla, de cintura y de presión arterial. 
Buscará signos de daño a la célula beta (coloración negra en nuca, axi la, entre las 
piernas), piel de gallina en brazos, muslos, pecho. Revisará los latidos de tu 
corazón y si respiran bien tus pulmones, características de tus pechos y de tus 
genitales. 

Le tomará una muestra de sangre de una vena del brazo, de aproximadamente 
3 cucharaditas, (menos de 9 mL), la que se meterá en una máquina tipo licuadora 
(centrífuga) para separar el suero, el cual se guardará en un tubo identificado por 
un código (no llevarán su nombre, es decir ningún dato confidencial) . Estas 
muestras serán enviadas a la Dra. MMAB responsable del Laboratorio de 
Medicina Proteómica y Biocatálisis, de la Unidad de Investigaciones en Biología 
Molecular, del Hospital de Cardiología del Centro Médico Nacional Sig lo XXI, para 
almacenamiento y análisis posterior hasta el final de la investigación . Tendrán los 
resultados en 1 año aproximadamente. Estas muestras sólo serán utilizadas para 
los propósitos descritos en este asentimiento. No se realizarán estud ios 
genéticos. Una vez que el estudio concluya las muestras serán desechadas de 
manera apropiada. 

¿Le ayudará a mi hijo(a) estar en este estudio? 

No hay ninguna garantía de que este estud io le ayudará. El daño a la célula beta 
puede estarse presentando, pero la investigación ser incapaz de demostrar la 



presencia de biomarcadores tempranos. La doctora responsable de su atención, 
ya le ha rea lizado los estudios necesarios a su hijo (a) y le ha dicho si tiene o no 
diabetes mell itus, grasas en la sangre altas y los valores de insulina normales o 
alterados y le ha dado el diagnóstico y el tratamiento específico. 

Este estud io, podría contribu ir a aumentar el conocimiento de cómo identificar el 
daño temprano de células beta y ésto podría beneficiar a otras personas en el 
futuro. 

¿Quién paga por el estudio? 

Todos los procedimientos relacionados con el estud io serán sin costo para usted o 
su fami lia. El cuidado médico que no está relacionado con el estud io seguirá 
siendo su responsabilidad . 

¿Compensación? 

No se les pagará por participar en este estudio de investigación. 

¿Le puede pasar algo malo a mi hijo (a) si participa en este estudio? 

Existe la posibilidad de que al tomarle la muestra con una aguja, pueda presentar 
dolor o malestar al momento del piquete, sudoración fría , sentirte mareado (a) , 
moretón o infección en el sitio donde la aguja picó. 

¿Qué sucede si algo sale mal? 

El riesgo de infección es el más grave, pero también es rarísimo. Pero si se 
presenta su hijo(a) recibirá la atención inmediata y eficiente en su hospital para 
resolverlo sin costo para usted. 

¿Qué sucederá con la información de mi hijo(a)? 

Se les dará a conocer los resultados, independiente de si haya sido o no, exitosa la 
investigación: encontrar marcadores que en forma temprana hablen de daño a la 
célu la beta. Su doctora tendrá la información registrada y la podrá compartir con 
otros doctores en congresos de médicos o bien publicarla en revistas médicas para 
darla a conocer. Los resu ltados podrán tardarse hasta un año en obtenerse. 

El nombre de su hijo(a) nunca será conocido, jamás lo diremos o lo publicaremos. 
Siempre se guardará la confidencialidad de la información de acuerdo con los 
reglamentos locales, protegiendo en todo momento la privacidad de su hijo(a) . 

Los investigadores participantes de este estudio necesitarán revisar la información 
médica disponible en el expediente clín ico de su hijo(a) obtenida antes de la 



inclusión en este estud io y puede ser consultada y utilizada para los propósitos de 
este estudio si están de acuerdo en autorizar su participación en este estudio. 

La información médica que será recolectada del exped iente clín ico incluye: 

• Información obtenida de la historia clínica para determinar si puede ser 
seleccionado para participar en este estudio, para saber enfermedades 
familiares o enfermedades previas, cuántas semanas duró su gestación, peso 
al nacer, talla al nacer, tiempo de evolución de la obesidad, enfermedades 
asociadas. 

• Resultados de estudios de laboratorio: glucosa e insulina en ayunas y 
después de la carga oral de glucosa, grasas en sangre, Hemoglobina 
glucosilada. 

• Información sobre el tratamiento que está recibiendo y medicamentos que 
podría estar tomando. 

De acuerdo con los reg lamentos mexicanos pueden solicitar acceso o cancelación 
de su información personal por escrito a la doctora responsable de este estudio. 

¿Puede ser retirado del estudio su hijo(a) sin su consentimiento? 

No. 

¿Con quién puedo platicar sobre el estudio? 

Dra. Nelly F. Altamirano Bustamante ___________ Servicio de 
Endocrinología, Instituto Nacional de Pediatría de 9:00 a 13:00 h, de lunes a 
viernes a los teléfonos: 10840900 ext. 1823. 

Dra. 
9237313 

Eulalia P. Garrido Magaña 
Servicio de ----------------

Endocrinología, Hospital de Pediatría CMN Siglo XXI Teléfono 56276900 ext 
22292 de lunes a viernes de 8 a 14 h 

Pueden preguntar sobre lo que es un estud io de investigación al Comité de Ética 
de su Institución . Si tienen dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en 
un estudio de investigación: 

Dra. Matilde Ru iz García, Presidente del Comité de Ética, Instituto Nacional de 
Pediatría. 10840999 ext 1581 en días y horas hábiles. 

Responsables de la Comisión de Ética en Investigación del IMSS, a los Tel. 
56276900-21216, de 9 a 16:00 hrs.; o si así lo prefiere al correo electrónico: 



conise@cis.gob.mx. La Comisión de Ética 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. 

Acepto y autorizo que mi hijo(a) participe en este estudio: 

Nombre y firma del padre o tutor 

Nombre y firma de la madre o tutora 

Nombre y firma del Testigo 1 

Nombre y Firma del Testigo 2 

Nombre y firma de quien obtiene este consentimiento 

Nombre y firma del Investigador responsable 



ANEXO 6 CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO 

INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA 

Carta de Asentimiento Adolescentes 

Título del Estudio: BIOMARCADORES TEMPRANOS DE FALLA DE LA 
CÉLULA J3 EN SUJETOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y EN SUJETOS 
CON OBESIDAD O CON PREDIABETES. 

México D.F. a del mes del año ---- ------ ------
Tu médico tratante Dra. del Servicio de 
Endocrinología de esta Instituto te ha invitado a ti 

(nombre del niño) a participar en un 
estudio de investigación . Este asentimiento es para que lo leas, entiendas y firmes 
si quieres participar en este estudio. 

¿Cuál es el propósito del estudio? 

Los estud ios de investigación se realizan para encontrar la mejor manera de 
resolver un problema. Se me ha informado que mis papás aceptaron que 
participe en un estud io de investigación, cuyo objetivo es: saber si existe algún 
marcador en la sangre de falla de las células beta del páncreas que 
producen la insulina para el diagnóstico temprano de diabetes mellitus. 

Los investigadores quieren averiguar si existe en la sangre una sustancia 
producida en la célula beta del páncreas que nos pueda ayudar a conocer en 
forma temprana, que la célula beta (la que produce insul ina) se está destruyendo, 
es decir, antes de que el número de células beta muertas sea tan grande que no 
haya quien impida que se suba el azúcar en la sangre (glucosa sérica) , o sea 
antes de que se diagnostique diabetes mellitus. Esto es un estud io de 
investigación . Se te está pidiendo participar en este estud io. 

¿ Tengo que estar en este estudio? 

No. Sólamente participarás si estás de acuerdo. Aún si decides aceptar, tú 
puedes dejarlo después si cambias de opinión, debes avisarle lo más rápido 
posible al médico. Tienes derecho a no participar en este estudio si no quieres, 



aún si tus padres han dado su permiso y nadie se enojará contigo. Puedes 
preguntar cualquier duda que tengas a tu doctora, encargada de este estud io de 
investigación. 

¿Por qué fui elegido para participar en este estudio? 

Porque soy un adolescente que asisto al Servicio de Endocrinología porque tengo 
obesidad y tengo riesgo alto de presentar diabetes mellitus (azúcar alta en la 
sangre) o ya tengo diabetes mellitus. 

¿Qué me sucederá en este estudio? 

Debes asistir en ayuno de 1 O hrs a una sola visita, al Servicio de Endocrinología 
del Instituto Nacional de Pediatría o del Hospital de Pediatría del CMNSXXI , puede 
ser, si tú o tus padres lo prefieren así, el día que ya tengas una cita programada o 
agendar una nueva fecha. Como es habitual en cada cita tu doctora, te preguntará 
cosas como tu edad , en qué momento estás del desarrollo de niño a jovencito: " si 
ya hueles a chivo en las axilas" o de niña a mujercita "si ya menstruas". Te 
realizará exploración física completa: medición de peso, de talla, de cintura y de 
presión arterial. Buscará signos de daño a la célula beta (coloración negra en 
nuca, axila, entre las piernas), piel de gallina en brazos, muslos, pecho. Revisará 
los latidos de tu corazón y si respiran bien tus pulmones, características de tus 
pechos y de tus genitales. 

Te tomará una muestra de sangre de una vena del brazo, de aproximadamente 
3 cucharad itas, (menos de 9 ml, la que se meterá en una máquina tipo licuadora 
para separar el suero, el cual se guardará identificados por un código (no llevarán 
tu nombre, es decir ningún dato confidencial) . Estas muestras serán enviadas a la 
Dra. MMAB responsable del Laboratorio de Medicina Proteómica y Biocatálisis, de 
la Unidad de Investigaciones en Biología Molecular, del Hospital de Cardiología 
del Centro Médico Nacional Sig lo XXI , para almacenamiento y análisis posterior 
hasta el final de la investigación. Tendrán los resultados en 1 año 
aproximadamente. Estas muestras sólo serán utilizadas para los propósitos 
descritos en este asentimiento. No se real izarán estudios genéticos . Una vez que 
el estudio concluya las muestras serán desechadas de manera apropiada. 

¿Me ayudará estar en este estudio? 

No hay ninguna garantía de que este estudio te ayudará. Tu daño a la célula beta 
puede estarse presentando, pero la investigación ser incapaz de demostrar la 
presencia de biomarcadores tempranos. Tu doctora ya te ha realizado los 
estudios necesarios y habituales y te ha dicho si tienes o no diabetes mell itus, 



grasas en la sangre y los valores de insulina normales o alterados y te ha dado el 
tratamiento específico. 

Este estudio, podría contribuir a aumentar el conocimiento de cómo identificar el 
daño temprano de célu las beta y ésto podría beneficiar a otras personas en el 
futuro. 

¿Quién paga por el estudio? 

Todos los procedimientos relacionados con el estudio serán sin costo para tí o tu 
familia. El cuidado médico que no está relacionado con el estudio será 
responsabilidad de tus padres. 

¿ Compensación? 

No se te pagará por participar en este estud io de investigación. 

¿Me puede pasar algo malo en este estudio? 

Existe la posibi lidad de que al tomarte la muestra con una aguja, puedas presentar 
dolor o malestar al momento del piquete, sudoración fría, sentirte mareado, 
moretón o infección en el sitio donde la aguja picó. 

¿Qué sucede si algo sale mal? 

El riesgo de infección es el más grave, pero también es rarísimo. Pero si se presenta 
recibirás la atención inmediata y eficiente en tu hospital para resolverlo sin costo 
para tí o tu familia. 

¿Qué sucederá con mi información? 

Se te darán a conocer los resultados, independiente de si haya sido o no exitosa la 
investigación: encontrar sustancias que en forma temprana hablen de daño a la 
célu la beta. Tu doctora tendrá tu información registrada y la podrá compartir con 
otros doctores en congresos de médicos o bien publicarla en revistas médicas para 
darla a conocer. Los resultados podrán tardarse hasta un año en obtenerse. 

Tu nombre nunca será conocido, jamás lo diremos o lo publicaremos. Siempre se 
guardará la confidencialidad de tu información de acuerdo con los reglamentos 
locales, protegiendo tu privacidad. 

Los investigadores participantes de este estudio necesitarán revisar la información 
médica disponible en tu expediente clínico antes de tu participación en este estudio y 
puede ser consultada y utilizada para los propósitos de este estudio si estás de 
acuerdo en participar. 



La información médica que será recolectada de tu expediente clínico incluye: 

• Información obtenida de tu historia cl ín ica para determinar si puedes ser 
seleccionado para participar en este estudio, para saber enfermedades en tus 
fami liares o en tí , cuántas semanas duró tu gestación, peso al nacer, talla al 
nacer, tiempo de evolución de la obesidad , enfermedades asociadas. 

• Resultados de estudios de laboratorio: glucosa e insulina en ayunas y 
después de la carga oral de glucosa, grasas en sangre, grasas en sangre. 

• Información sobre el tratamiento que estás recibiendo y medicamentos que 
podrías estar tomando. 

De acuerdo con los reglamentos mexicanos puedes solicitar acceso o cancelación 
de tu información personal por escrito a tu doctora. 

¿Puedo ser retirado del estudio sin tu asentimiento? 

No. 

¿Con quién puedo platicar sobre el estudio? 

Dra. Nelly F. Altamirano Bustamante ____ _______ Servicio de 
Endocrinología, Instituto Nacional de Pediatría de 9:00 a 13:00 h, de lunes a 
viernes a los teléfonos: 10840900 ext. 1823. 

Dra. 
9237313 

Eulalia P. Garrido Magaña 
Servicio de ------- ---------

Endocrinología, Hospital de Pediatría CMN Siglo XXI Teléfono 56276900 ext 
22292 de lunes a viernes de 8 a 14 h 

Puedes preguntar sobre lo que es un estud io de investigación al Comité de Ética 
de tu Institución. Si tienes dudas o preguntas sobre tus derechos al participar en 
un estud io de investigación: 

Dra. Matilde Ruiz García, Presidente del Comité de Ética , Instituto Nacional de 
Pediatría. 10840999 ext 1581 en días y horas hábiles. 

Responsables de la Comisión de Ética en Investigación del IMSS, a los Tel. 
56276900-21216, de 9 a 16:00 hrs.; o si así lo prefiere al correo electrónico: 
conise@cis.gob.mx. La Comisión de Ética se encuentra ubicada en el Ed ificio del 
Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Av. 
Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F. 



Acepto participar en este estud io: 

Nombre y firma del Paciente: ------------------------------

Nombre y firma del padre o tutor ___________________________ _ 

Nombre y firma de la madre o tutora __________________________ _ 

Nombre y firma del Testigo 1 ____________________________ _ 

Nombre y Firma del Testigo 2 ___________________________ _ 

Nombre y firma de quien obtiene este asentimiento 

Nombre y firma del Investigador responsable ______________________ _ 
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