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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es un sindrome caracterizado por aiteracion en la homeostésis energética,
causado por deficiencia absoluta o relativa de insulina y sus acciones, y que da como resultado un
metabolismo anormal en hidratos de carbono, proteinas, y lipidos, es ¢l trastorno endécrino-metabolico
més frecuente en nifios y adolescentes (1,2). La morbilided y la mortatidad depende de los cambios
metabdlicos y de las complicaciones que a largo plazo afectan los pequefios y grandes vasos, y cuya
consecuencias pueden dar como resultado retinopatia, nefropatia, neuropatia, enfermedad isquémica del
corazon y taponamiento arterial (3,4). La diabetes mellitus no es una enfermedad tnica, sino un grupo
de alteraciones con un patron genético diferente y mecanismos fisiopatoldgicos diversos que conducen a
deficiencia en la tolerancia a la glucosa (4).

En el afio de 1978, un grupo internacional lamado International Data Group (NDDG) crearon
una nomenclatura uniforme para la comunidad cientifica ($), clasificando a la diabetes de Ia siguiente
manera :

Diabetes Mellitus

a) Diabetes Insulino Dependiente (TipoI)

b) Diabetes No Insulino Dependiente (Tipo IT)
¢) Otros tipos '
Intolerancia Parcial 2 la Glucosa

Diabetes Gestacional
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La diabetes mellitus tipo 1 (DM 1 ) insulino-dependiente se manifiesta por una insulinopenia
severay dependencia ai aporte exdgeno de insulina para prevenir la cetdsis. La historia patural de la
enfermedad indica que existen fases de precetdsis y no insulinodependencia, Antes y despies de
efectuado el diagnostico (6). La Tipo 1 se diferencia claramente por su asociscion con frecuencia a
determinados haplotipos del sistema HI.A, presencia de anticuerpos contra el citoplisma y componentes
de la superficie de las células de los isldtes (enzima acido glutimico descarboxilasa), anticuerpos contra
Ia insuling, y una infiltracion linfocitica de los islotes en la fase temprana de la enfermedad (4,6,7)La
edad de aparicién de los primeros sintomas se sitiia generalmente entre los 7 y 15 afios siendo su mayor
incidencia en la adolescencia (8), aunque es posible descubrir una diabetes desde los primeros dias de
vida . La mayoria de los niflos se presentan con una historia de poliuria, polidipsia, y pérdida de peso,
estos sintomas pueden estar presentes por dias o semanas, pero aproximadamente en la mitad de los
nifios la duracién es menor a un mes (4). La poliuria es secundaria a 1a diuresis osmoética ocasionada
por glucosuria ; a veces se manifiesta como nicturia o incluso como enurésis secundaria . La pérdida de
peso se produce por aumento del catabolismo (6), a diferencia del aduito ia polifagia no suele ser tan
marcada , y es mas frecuente la anorexia secundaria a cetdsis. La astenia, disminucion del rendimiento )
escolar y las alteraciones del comportamiento son sintomas llamativos. La tendencia a los vomitos no es
rara, y las infecciones de la plel aunque poco comunes en ocasiones pueden presentarse como

moniliasis vaginal en nifias adolescentes (4,6) .
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A menudo el comienzo es brusco, en forma de un coma cetoacidotico, en algunas partes del mundo
entre 1970 y 1980 hasta un 65% los nifios diabéticos fueron diagnosticados al presentar un cuadro de
cetoaciddsis (4), y en afios reciéntes este porcentaje se ha reducido a rangos de 10 y 30%, lo que indica
que actualmente sc hace un diagndstico mas precoz por mejor educacion sanitaria . E1 dolor abdominal
con leucocitdsis, puede simular una apendicitis, es comin en niftos y en ocasiones puede asocisrse

con elevacion de la amilasa sérica pero no necesariamente indica la existencia de pancreatitis (6) .

En Ia diabetes mellitus tipo I (DM M), conocida como diabetes de inicio en la edad adulta,
habitualmente no existe insulino-dependencia y es poco propensa al desarrollo de cetdsis; sin embargo
algunos pacientes llegan a requerir insulina para Ia correccion de la hipergiucemia, y cuando se presenta
cetdsis es bajo algunas circunstancias, como episodios de infeccion o estrés (4). En la mayoria de los
casos ¢l inicio es después de los 40 aflos, perola DM I se sabe que puede ocurrir en todas las edades,
incluyendo la pediatrica . Hasta un 60 a 0% de los sujetos son obesos. Esta forma de disbetes se
manifiesta como una tolerancia anormal a hidratos de carbono, y resistencia a la insulinga, atn cuando
estos sujetos secretan cantidades considerables de insulina (4) . Es importante seilalar que no existen
datos estadisticamente significativos que asocien este tipo de diabetes con el sistema HLA,

autoinmunidad o anticuerpos anti-islotes (4 ).
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En div&sos estudios se ha encontrado una prevalencia de anticuerpos contra las células beta que varia
entre 2 'y 27% en pacientes con DM II (9), ésta es mayor a la encontrada en grupos no diabéticos,
pero es considerablemente menor a Ia exise:uie entre enfermos con DM 1 (9). Existe evidencia que
demuestra que algunos pacientes con diabetes no insulino dependiente con anticuerpos contra el islote

pancreitico tienen otras enfermedades asociadas (10 ).

Entre el grupo clasificado como “otros * se incluyen a Ia diabetes secundaria a entidades especificas ,
ejemplos son ; diabetes secundaria a enférmedades pancreiticas, como fibrosis quisitica o
pancreaectomia, diabetes secundaria a enfermedades enddcrinas  como sindrome de Cushing, y

diabetes secundaria a la administracion de algunas drogas (4.6).

La intolerancia parcial a Ia glucosa, entidad conocida anteriormente como diabetes asintomética,
diabetes quimica, diabetes subclinica, diabetes limitrofe o diabetes latente, puede representar un estado
intermedioentrelaDM 1 0 DM 2, pem pocos de estos individuos desarrollan una diabetes verdadera

@.
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La diabetes gestacional es una entidad que aparece de “novo™ durante el embarazo en una mujer no
previamente diabética y que habitualmente desaparece poco después del parto , es un proceso
secundario , que se debe fundamentalmente ait aumento en la resistencia periférica a Ia insulina como

respuesta al aumento en sangre de sustancias de conocida accidén anti-insulina. Freinkel y Metzger

reportaron una prevalencia de anticuerpos anticitoplasmiticos contra las células beta de 11.3% entre
52 mujeres con diabetes gestacional, comparado contra 1.7 % de mujeres embarazadas
normoglucémicas (11). Se considera que la presencia de estos anticuerpos en la diabetes gestacional
representan solo un grado del daflo pancredtico ya existente. y que el embarazo “per se” puede

acelerar el desarrollo de diabetes en mujeres susceptibles (9).



ETIOPATOGENIA

Los fiactores que pueden desencadenar a }a DM 1 son miktiples, actuaimente se denominan
“factores de agresion al medio ambiente “ y entre ellos se encuentran  algunas infecciones virales,
como parotiditis, rubedla o por coxackie virus (12), éstos virus pueden actiwr directamente sobre las
cdiulas beta como una infeccion leve persistente que desencadena una respuesta inmunolbgica anormal
y que paulatinamente va ocasionando upa Jesién pancréatica con disminucién consecuente en su
capacidad de producir insulina (13 ,14,15). Los virus han recibido mucha atencién, se ha demostrado
en. pancreas de pacientes fallecidos duranie los primeros 6 meses de la enfermedad la presencia de
una infiltracion linfocitaria y alteraciones hisologicas calificadas de “insulitis™ (7 ); pero Ia existencia
de una fase preclinica prolongada, de afios, en la que aparecen anticuerpos anticélulas beta y la
reduccion progresiva de la capacidad de producir insulina (16) hace poco probable que el inicio de la
enfermedad pueda atribuirse a una infeccidn virica aguda y citolitica de las células beta del pancreas ,
es probable que, las infecciones viricas sean desencadenantes de una situacion metabolica ya

inestable (6,17) .



7.
Hasta ahora existe poca evidencia que asocie Ia prevalencia de anticuerpos anti-islote y la exposicion a
infecciones (18-20), de cualquier manera Ia teoria de que los virus puedan jugar un papel etiolégico en
Ia diabetes insulino-dependiente, con los anticuerpos anti-islotes como sus marcadores de inmunidad,

continua siendo importante.

Se han desarrollado modelos experimentales en los que se plantean lo; mecanismos hereditarios en esta
enfermedad (21) aunque hasta el momento existe gran controversia relacionada al modo de
transmision de 1a DM 1 (22), se describe predisposicion familiar pero no es tan estrecha como en la
diabetes del adulto (6), solo 10 % de los pacieates con DM 1 tienen familiares en primer grado
afectados por la misma enfermedad (23 y 24). La predisposicion esta relacionada con ciertos
antigenos de histocompatibilidad del sistema HLA (25,26 ), y se ha encontrado que existe una
asocincién claramente positiva entre Ia DM 1 con los antigenos HLA-DR3 y DR4 y que la presencia
simultanea de éstos dos antigenos tienen efecto aditivo (4,6) . Por lo menos 90% de los pacientes
blancos con DM 1 son DR3 o DR4 o DR3/DR4 positivo y ¢l riesgo que tienen las personas DR3
/DR4 de padecer DM 1 es superior al de Ia poblacion general . El riesgo de hermanos de un nifio
diabético de padecer la enfermedad depende de si comparten o no los mismos antigenos del sistema
HLA (6), en cambio, los antigenos DR1, DR2 y en un grado menor DRS5 parecen proteger contra el

padecimiento (27).
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El mecanismo mediante el cual los antigenos DR3 y DR4 facilitan Ia aparicion de laDM 1 no esta
wmlmgnm aclarado, las técnicas de restriccion géoetica muestran que, en las personas con estos
antigenos, existe en el cromosoma 6 un alelo especial en la cadena DQ B ; éste difiere del alelo comiin
en que le falta un residuo aspartico en la posicion 57 ; la ausencia de Acido aspartico en ambos alelos

confiere riesgo de padecer DM 1 (6,28).

Con e! progreso de la medicina se conocen mejor alsunos de los mecanismos inmunologicos
directamente relacionados con el desarrollo de este tipo de diabetes (29,30,31 ) y desde hace varios
ailos ha existido gran interés por conocer la forma como estos mecanismos participan en Ia génesis de
la enfermedad. El papel patogeénico de la autoinmunidad se apoya en diversas pruebas de Iaboratorio
como la inhibicion de la migracion de leucocitos, la transformacion de linfocitos, que indican la
sensibilizacién de linfocitos de diabéticos frente a antgenos pancredticos (32). Gepts y cols
demostraron una infiltracién de los islotes de Langerhans por linfocitos en la fase temprana de la
diabetes , ademas de que conforme progresaba la enfermedad desaparecian Ias células beta mientras

que los islotes se hacian pequefios y atroficos ( 7).
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Los mecanismos que [levan a la falla de estas celulas beta se han fundamentado en una teoria de
destruccién autoinmune, y en diferentes estudios se¢ ha confirmado la alta prevalencia de diabetes
insulino-dependiente en personas con enfermedad de Addison, tiroiditis de Hashimoto, anemia

perniciosa, entidades en quiénes la autoinmunidad se conoce dentro de su patogenia (33).

El conocimiento sobre autoanticuerpos que actian contra las células beta ha mejorado el entendimiento
etiologico de la enfermedad, previo a este descubrimiento se consideraba que la DM 1 iniciaba en forma
abrupta, asociada a dafio agudo del pdncreas, pero la persistencia prolongada de los autoanticuerpos
como fespuesta inmune, pone en evidencia que la diabetes es un proceso de destruccion lento, con

deterioro gradual a Ia tolerancia de la glucosa, y con una eventual y aguda hiperglucemia (34 ).
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ANTECEDENTES

. En 1974 dos grupos, Bottazzo y MacCuish con sus colaboradores reportaron por primera vez la
presencia de anticuerpos circulantes contra el islote pancredtico humano en enfermos con DM 1
asociada a multiples trastornos endberinos (35,36), y se determind que los anticuerpos anti-islote
formaban parte del grupo de lipoproteinas microsomales Organo-especifico, y que todos pertenecian
exclusivamente a la clase IgG. En 1975 Maclaren y cols describieron por inmunofluorescencia
indirecta la presencia de anticuerpos contra el isléte pancreatico en una poblacion exclusivamente con
DM 1 (37). Se han reconocido a los diferentes autoanticuerpos como constituyentes proteicos
producidos por las células beta ( anticuerpos contra la insulina), y anticuerpos dirigidos contra proteinas
de la membrana o el citoplasma de las células (9,35,36 ,37) . Bochmn y cols  detectaron dos antigenos
por medio de la técnica de Western blot ; uno de estos mostro ser el blanco hacia el cuél se dirigen los
anticuerpos anti-citoplasma, se identificaron uno con peso molecular menor a 40,0600 y el otro de

80,000-100,000 Kda (38).
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Los anticuerpos que actian contra la superficie de las células beta son funcional y estructuralmente
diferentes a los dirigidos contra el citoplésma (9), con técnicas que utilizan anticuerpos monoclonales
ha sido posible identificara los anticuerpos antisuperficie como clase IsG e Ig M (39,42), y el blanco
hacia el cual achitan éstos anticuerpos se identificé como una proteina con peso molecular de 64,000
kda, presente exclusivamente ¢n las células beta y que en forma reciénte se ha descrito  como la

enzima acido giutamico descarboxilasa (4345 ).

Gracias al mejor conocimiento sobre los autoanticuerpos ha sido posible confirmar su aparicién antes
de el inicio clinico de la enfermedad (4,6,9.16) v en base a éstos resultados se estima que la destruccion
de las células beta cs progresiva y se desarrolla a través de vmios‘ aitos (9,16 ). Hasta 80-90% de los
pacientes con reciénte diagnostico de DM [ tienen anticuerpos contra las células beta dirigidos a la
superficie celular o a sus componentes citoplasmaticos (9, 37, 46~48 ), y su prevalencia disminuye con
la progresién de ln enfermedad (9). Es interesante la demostracidn que algunos investigadores han

hecho en pacienies con DM 1 en quiénes al realizar transplante de pa r anticuerpos

anti-islote en enfermos seronegativos previos al transplante , estos hallazsos sugieren que Ia titulacion
de anticuerpos contra las células de los islotes desaparecen en Ia medida en que se destruye y se pierde

la funcionalidad de las células beta y reaparecen al transplantar nuevos islotes (49).
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El inicio de la destruccion de las células beta parece depender mas de un mecanismo celular ( células
T citotdxicas y/o macrofzgos ) que de un mecanismo humoral (6 ) En la respuesta inmune, ademas
de activarse diversas células , se liberan factores solubles; linfoquinas o interleucinas, que actilan como
un sistema enddcrino que regula Ia respuesta inmune (6 ). Los anticuerpos anti-islote, aunque
marcadores bien definidos de la enfermedad, parecen ser stlo testigos de ella, pero no su causa directa,
aparecen en forma temprana, preceden, a veces durante muchos afios al comienzo clinico de la
enfermedad, son transitorios, y desaparecen conforme progresa [a destruccion de las células beta

(4.69,16).

Los analisis inmunologicos que se utilizan para estudiar individuos en riesgo, identifican los
diferentes autoanticuerpos. Ha sido dificil estandarizar los resultados de los metodos utilizados para
detectar anticuerpos debido a la naturaleza de su procedimiento, en 1986 un grupo internacional
propuso la estandarizacion de los anticuerpos ¢n unidades JDF (Juvenile Diabetes Fundation ) (50), y se
determino que los titulos altos de anticuerpos anti-islote ( mayores a 80 JDF ) confieren mayor riesgo
de desarrollar DM 1 que titulos bajos { menor a 20 JDF ). Existe controversia en relacion al substrato

que se utiliza, ya que el pancreas humano varia considerablemente en su antigenicidad (9).
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En los primeros reportes sobre 1a existencia de anticuerpos contra las células beta se utilizé Ia técnica
de inmunofluorescencia indirecta (35,36 ), y hasta hoy éste procedimiento prevalece como prueba
convencional (9 ), aunque se reconoce por todos los investigadores que su interpretacién sigue siendo
dificil ya que existen varinbilidades importantes en el pancreas utilizado (51,52). Se han practicado
diferentes modificaciones a ésta técnica, pero debido a que siempre se utliza como substrato pancreas

humano, se tienen las mismas limitaciones que Ia prueba convencional (53,54 ).

Otros marcadores inmunologicos conocidos son los autoanticuerpos contra la insulina y los que acrian
contra la enzima icido glutamico descarboxilasa. Por varios afios los anticuerpos anti-insulina se han
cuantificado por radioinmunoandlisis en fase liquida (RIA) y por el método de ELISA, con resultados
controvertidos (55), y en acuerdo general se acepta que los anticuerpos contra la insulina encontrados en
pacientes con DM 1 de reciénte dingnostico y en prediabéticos, inicamente pueden ser detectados en

forma confiable por ¢l método de RIA (55).
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Los anficuerpos que actian contra la enzima 4cido glutimico descarboxilasa segin algunos
investigadores son mas configbles y tienen mayor poder predictivo (56), sin embargo ¢l analisis para
cuantificar dstos anticuerpos es complicado, y técnicamente dificil, como consecuencia sdlo pocos
investigadores estin en capacidad para realizar esta prueba, ademas debe recordarse que estos
anticuerpos se han detectado con mas frecuencia en poblaciones no diabéticas, lo que disminuye su

especificidad (9).

Los autoanticuerpos anti-islotes han sido utilizados con fines predictivos, en familiares en primer grado,
no diabéticos, de pacientes con DM 1, el riesgo de desarrollar [a enfermedad es mayor si tienen ambos
auto-anticuerpos, anti células beta y anti-insulina, que aquéllos tnicamente positivos para anticuerpos
anticélulas beta (57) e igual que los anticuerpos anticélulas beta, los anti-insulina sélos con valores altos

confieren mayor riesgo de desarrollar DM 1 que titulos bajos (57).
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EPIDEMIOLOGIA

En diversas partes del mundo se ha demostrado la presencia de auto-anticuerpos anti-islote al inicio de
la DM 1, encontrando diferentes grados de prevalencia segin ¢l método utilizado (58-61). En varios
paises , 80-90 % de los nuevos casos de DM 1 han resultado con anticuerpos anti-islotes, y en Holanda
11% de éstos pacientes despites de 4 aflos de transcurrida la enfermedad, presentaban ain anticuerpos,
¢sto contrasta con lo encontrado por Morrison y cols en Jamaica, en donde la prevalencia de
autoanticiierpos en pacientes con DM 1 de evolucién variable fite de 0 (9). En general los titulos mas
aitos de anticuerpos se encuentran al inicio de Ia enfermedad y algunos autores mencionan que los
dirigidos a la superficie de la célula beta, tienen mayor prevalencia que los que actitan contra el
citoplisma (40.42,62) éstos resultados deben interpretarse con cuidado, ya que en Suecia por ejemplo ,
67 % de los casos nuevos de DM 1 tuvieron anticuerpos anticitoplasma y 67% anticuerpos
antisuperficie, y hasta 90% presentaron por lo menos uno de los dos anticuerpos (63), en Bélgica
se reportd una prevalencia diferente al relacionarlos con la edad, encontrando en un grupo con DM 1
menor de 30 aflos de edad una seroprevalencia de 94% de anticuerpos dirigidos contra la superficie de

las células beta al momento del diagndstico, y 12.5% en mayores de 30 (64).
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" Aiin cuando se conoce mejor las caracteristicas y prevalencia de los autoanticuerpos, los que actian
contra la superficie de las células beta tienen el incoveniente de encontrarse frecuentemente en grupos

de personas sanas, por lo que su especificidad es menor para el grupo de pacientes con DM 1 (9).

Una vez que inicia la DM 1, el niimero de anticuerpos disminuye progresivamente y en los casos que
persisten por mucho tiempo, sus titulos se encuentran bajos. Neufeld y cols demostraron  disminucién
en la prevalencia de anticuerpos de 76% al momento del diagnostico a 27% despites de 10 affos de
enfermedad (65). Se sabe que la persistencia de autoanticuerpos por afios despues de iniciada la diabetes
esta condicionada a la presencia de celiias beta funcionales (39) v que una vez que los antigenos
presentes en ¢l pancreas son destruidos en su totalidad, los anticuerpos desaparecen, esto ba sido posible
confirmario gracias a estudios de transplantes pancreaticos en gemelos idénticos (49) .

Lapresencia de autoanticuerpos afios antes de que inicien las manifestaciones clinicas de la diabetes es
de gran interes clinico. En el estudio realizado ¢n la clinica Joslin se detectaron autoanticuerpos hasta 8
aitos antes del desarrollo de la DM 1 (66) y otros autores como Irvine y cols también documentaron
que la presencia de los anticuerpos precedid 4 la aparicion de la. enfermedad ( 67). Estos hallazgos han
entusiasmado a investigadores para identificara familiares o sujetos sanos que s¢ encuentran en riesgo

de adquirir la enfermedad .
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En grupos de personas sanas que han sido sometidas a escrutinio de autoanticuerpos anti-islote, la
prevalencia ha sido baja, con resultados variables, en [a mayoria de los estudios los rangos varian entre
0.5 % o menos (68,69), en Noruegs la prevalencia fue de 0.24% y en  Espafla, Japén, y Florida de
0.3% (38, 59,70,71) . En estudios prospectivos de familiares en primer grado de enfermos con DM 1,
con edades entre 10 y 20 aflos, que no padecen diabetes , la presencia en ellos de anticuerpos anti-islote

se ha asociado con a un riesgo 13 veces mayor de desarrollar DM 1 que la poblacion sana (72 ).

Muchos autores afirman que los anticuerpos contra las células beta de los islotes tiene mejor valor
predictivo en jovenes menores de 10 ailos, en familias con mas de un individuo afectado y que ademés
comparta antigenos del sistema HI.Acon el familiar diabético, ¢n quiénes los titulos de autoanticuerpos
son altos, y cuando es posible obtener mediciones de 1a secrecién de insulina con administracion de
glucosa intravenosa y en forma simuitinea s¢ miden los autoanticuerpos, la DM 1 puede predecirse

con mayor certeza (9 ).



DISTRIBUCION DE LOS ANTICUERPOS

La DM 1 en general no aparce mas en uno u otro sexo y de igual manera 1a presencia de amiéuetpos
anti-islote en personas diabéticas en la mayoria de las series no tiene relacién con ef sexo (59,73,74) .
Es conocido ampliamente que ¢l riesgo de desarroliar DM 1 es mayor en nifios, y que alcanza  su
maxima incidencia en la adolescencia (8). Para sorpresa de investigadores no existe una asociacién
clara en relacion a 1 presencia de anticuerpos anti-islote en diabéticos o sus familiares y la edad, ésto
difiere con los hallazgos de owos autoanticuerpos cuya prevalencia aumentan con los ailos (9).

Se ha considerado unicamente a la edad como factor imporiante entre personas no diabeticas con
anticuerpos anti-islote positivos, los sujetos mas jovenes tienen mayor riesgo de desarrollar dinbetes,
Riley y cols demostraron durante un seguimiento de 6 aflos en 49 personas no diabéticas con
anticuerpos anti-islote positivos, que en el grupo menor de 18 afios de edad, hasta un 64% desarrollaron
diabetes, mientras que en mayores de 18, el grado de conversion fite de solo el 8% (75). La mayoria
de los estudios para detectar autoanticuerpos se han realizado en paises Europeos y ciudades
nontesmericanas, poblaciones que mnmmmm tienen mayor riesgo de adquiric DM 1, y en general

los resultados ha sido similares.
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Neufeld y cols efectuaron un estudio en poblacibn negra encontrando una prevalencia
considerablemente menor de autoanticuerpos al inicio de la enfermedad comparado con personas
blancas (9), sin embargo en Sur-Africa un estudio en pacientes indios y negros con DM 1 mostro una
prevalencia de autoanticuerpos de 65% al inicio de la diabetes, cifra que disminuyd al aumentar la
duracién de la enfermedad, coincidiendo esto con lo reportado en la mayoria de los centros de

investigacion, sugiriendo que no existe una asociacion entre autoanticuerpos y la raza (9).



JUSTIFICACION

Los hallazgos sobre la autoinmunidad han cambiado la comprension de Ia DM 1, ahora sabemos que
los diabéticos insulino~-dependientes son portadores de autoanticuerpos cuyas caracteristicas cada dia se
conocen mejor y gracias a estos descubrimientos es posible identificar a grupos en riesgo .

Las investigaciones sobre un proceso autoinmune en la DM 1 se iniciaron en la decada de los 70, y
desde entonces se han determinado através de muchos aflos, en varios paises, las caracteristicas, el tipo,
y la prevalencia de los diferentes autoanticuerpos en poblaciones con DM 1 asi como en sus
familiares cercanos y poblaciones no diabéticas . No existen e¢n Mexico reportes sobre  anticuerpos
que actiien contra las células beta pancreaticas en nifios con DM 1 y aunque actuaimente se han
logrado avances especificos en el conocimiento sobre éstos autoanticuerpos y su relacion con laDM 1,
hemos disefiado la presente investigacion en una poblacion de nifios mexicanos con diabetes insulino-
dependiente diagnosticados en el hospital infantil de México (HIM ) para determinar en ellos la
presencia de anticuerpos anti-islote. y comparar si en nuestra poblacion existen éstos marcadores
inmunologicos detectndos en poblaciones diabéticas de otras partes de! mundo, conocer su
comportamiento en relacidn al tiempo de evolucidn de la enfermedad y de esta manera dar inicio a

futuros estudios relacionados con la inmunologia de la DM1 en niffos mexicanos .
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OBJETIVO GENERAL

Detectar en el suero la presencia de anticuerpos IgG contra las células beta de los islotes

pancreaticos en niffos con DM 1 mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta .
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener suero de pacientes pediftricos con DM 1 .

Incubar el suero de pacientes con DM 1 en pancreas humano normal.

Formar grupos con los sueros de los pacientes de acuerdo al tiempo de evolucion de [a enfermedad.

Detectar la presencia de anticuerpos que actiien contra el citoplasma de las células beta.

Describir edad, sexo, estado nutricio, forma de presentacion, tiempo de evolucién y la presencia de

anticuerpos que actian contra ¢l citoplasma de las células beta del pancreas .
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MATERIAL Y METODO

En colaboracién con la Clinica de Diabetes Mellitus del Departamento de Endocrinologia del Hospital
Infantil de México, se realizd una investigacion prospectiva en niflos mexicanos con DM 1,
provenientes del D.F., area metropolitana y diferentes estados de ln Republica. Se dividieron en tres
grupos de acuerdo al tiempo de evolucion de la entermedad (AB, y C), definiendo éste como el tiempo
transcurrido entre 1a aparicion de los primeros sintomas y In toma de la muestra del suero. Para fines
de este estudio otros datos clinicos de intéres fueron edad, sexo, antecedente familiar de DM 1, estado

nutricio, y forma de presentacion de la enfermedad .
Grupo A: pacientes con DM 1 de 0 a 11 meses de inicio de la enfermedad.
Grupo B: pacientes con DM 1 de 1 a 5 aflos de inicio de la entermedad.

Grupo C: pacicntes con DM 1 de mas de 5 aflos de inicio de Ia enfermedad.



Grupo A

Criterios de inclusitn

Pacientes con DM 1 con evolucion de la enfermedad menor a 1 ailo, diagnosticados
y controladosen el HIM .

Edad:entre 2y 18 affos .

» Sexo : Ambos .

Sin enfermedad asociada a su padecimiento .
Criterios de exclusion
Pacientescon DM 1 de mas de 1 aflo de evoluci6n de la enfermedad .

Pacientes menores de 2 afios o mayores a 18,

Con enfermedad asocinda 4 su padecimiento .
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GrupoB
Criterios de inclusién

Pacientes con DM 1 con evolucién de 1a enfermedad entre 1y 5 ailos, diagnosticados y controlados
en el HIM .

Edad: entre 2 y 18 affos .

Sexo : Ambos .

Sin enfermedad asociada a su padecimiento .
Criterjos de exclusion
Pacientes con DM 1 con evolucion de 1a enfermedad menora 1 afio o mayora 5 aftos .

Con edad menor a 2 aflos o mayora 18 .

Con enfermedad asociada a su padecimiento .
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GrupoC
Criterios de inclusion

Pacientes con DM 1 con evolucion de 1a enfermedad mayor a 5 aflos, diagnosticados y controlados en
el HIM .

Edad :Entre 2 y 18 aflos .

Sexo : Ambos .

Sin enfermedad asociada a su padecimiento
Criterios de exclusion

Pacientes con DM 1 con evolucion menor a 5 ailos.
Con edad menora 2 aflos o mayor 2 18.

Con enfermedad asociada a su padecimiento .
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DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIINSULARES:
Se tomaron en todos los pacientes 0.5 ml. de suero y se congelaron a una temperatura de -70 C. en

viales de 100 microlitros .

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA:

Se tomaron cories de pancreas humano normal obtenido de pancreatectomia parcial por sospecha de
nesidioblastosis ; cn este caso no se demostraron alteraciones clinicas, bioquimicas o histologicas,
primarias ni secundarias de éste 6rgano . Un fragmento de 0.7 x 0.6 x 0.5 cm de péncreas se depositd
en medio de inclusion para congelacion de tejidos (Tissue Teck, Miles) cubierto con papel aluminio,se
colocd de inmediato en Nitrogeno liquido y se almacent en un frasco cerrado hasta su procesamiento a
<70 C. (Revco). Se tomaron cortes por congelacion en un criostato (American Optical) a 5 micras de
espesor y se incubaron con suero de los pacientes a4 temperatura ambiente por 30 minutos,

posteriormente las laminillas se lavaron con solucién amortiguada de fosfato con pH de 7.4 al 0.3

molar, se incubaron po;- 30 minutos con antisueros anti-IgG, y albimina humana ( Behring) como
testigo , marcados con isotiocianato de fluorosceina, se contratifieron con agua de Evan y s¢ observaron
en un microscopio e luz ultravioleta (Orthoplan, Leitz).

La intensidad de Ia fluorescencia se tabulb de 0 a +++ y cuando fue posible se visualizé si la tincion

era citopldsmica o de membrana.



RESULTADOS

Se maiizmon un total de 75 niffos con diagnostico de DM 1 durante el periédo 1990-1993, 45 (60%)
correspondieron al sexo femenino, sus edades estuvieron entre 2 y 17 aflos, 15% fueron pre-
escolares, 19% adolescentes y 66% escolares, graficas 1 y 2. De los 75 nifios, en 2.4% existié el
antecedente farniliar de DM 1, la forma como se presentd la enfermedad file cetoaciddsis en 50 (66%)
y “clésica “ (poliuria, polidipsia, pérdida de peso) en 25 (33.3 %), en 30% se encontrd algiin grado de
desnutricién, grafica 3 . En el grupo A, con menos de 1 aflo de evolucién de la enfermedad, se
analizaron 46 pacientes, 27 (58%) tueron del sexo femenino, sus edades esmvieron entre 2 y 17 adlos,
17% fueron pre-escolares, 63% escolares y 20% adolescentes, graficas 4 y 5. En 31 (67%) la
presentacién clinica fite cetoacidosis y en 15 (33%) clisica, 13 (28%) presentaron desnutricion, y en
32 (70%) se encontraron autoanticuerpos anti-islote, grafica 6. En el grupo B, con enfermedad de
evolucién de 1 a 5 ailos, se analizaron 24 pacientes, 16 (66%) fueron del sexo femenino, sus edades
estuvieron entre 3y 16 aflo, 13% fueron pre-escolares, 70% escolares y 17% adolescentes, gréficas 7y
8. En 13 (54%) Ia presentacion clinica fite cetoacidosis y en 11 (46%) clisica, 29% presenteron

desnutricién y en 13 (54% ) se encontraron autoanticuerpos anti-islote, grafica 9.
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Enel grupo C, con enfermedad de evolucion mayor a 5 afios, sc analizaron 5 pacientes,3 (60%)iueron
del sexo femenino, sus edades estuvieron entre 7 y 15 afios, no hubo pre-escolares, 80% fueron
escolares y 20 % adolescentes, grificas 10 y 11. En 4 (80 %) la presentacion clinica flie cetoacidésis, y
en 1 clasica (20% ), en 3 (60%) se encontrd desnutricion y solo en un peciente (20%) se encontraron
autoanticuerpos anti-islote, grafica 12. El porcentaje de anticuerpos ant-islotes segtin ¢l tiempo de
evolucion de la enfememedad (grupo AB, y C) sc muestra en la grifica 13. La intensidad y
caracteristicas  de Ia inmunotluoresecencia por grupos se describe en el cuadro 1,2, y 3. Todos los

anticuerpos pertenecieron alaclase IgG.
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DISCUSION

La DM 1 se diferencia claramente por su asociacién con frecuencia a determinados haplotipos del

HLA, Ia p ia de anticuerpos contra ¢l citopl y compc de las células beta,
-anticuerpos contra la insulina, e infiftracion linfocitica de los islotes en la fase temprana de la
enfermedad ( 4,6,7,9 ). Aunque si existe predisposicion familiar , no es tan estrecha como en la diabetes
del adulto, Goldstein y otros autores seflalan que solo 10 % de los pacientes con DM 1 tienen el
antecedente de un familiar afectado por la enfermedad (23,24), y éste antecedente cusndo se ha
asociado con la coexistencia de antigenos DR3 o DR4 del sistema HLA y autoanticuerpos que actian
contra lns células beta, ticnen en conjunto un mejor valor predictivo (57). Nosotros encontramos el
antecedente familiar en 2.4% del grupo, hallazgo que correlaciona con lo reportado por otros autores .
La edad de aparicion de los primeros sintomas en pacientes con DM1 se sitita generalmente entre los 7
y 15 afios (8), aunque puede presentarse a cualquier edad incluso en Ia lactancia, en nuestro grupo los
sintomas iniciaron en la edad escolar hasta en 65% de los casos, lo que sefiala que también I aparicion

de Ia enfermedad predomina en dste grupo ethreo en México .
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Entre 1970 y 1980 en algunas partes del mundo la presentacion clinica que predominé fiie
cetoacidosis, y actualmente en la mayoria de los enfermos se hace el dizgnéstico al presentarse con una
historia de poliuria, polidipsia, y pérdida de peso v solo en un 10 a 30 % de los enfermos el inicio es
abrupto en forma de cetoacidésis (4,6) es relevante la caracteristica clinica encontrada por nosotros en
relacién a la forma de presentarse la DM 1 en nifios mexicanos, similar a la reportada en otros paises
en la década de los 70, en nuestro estudio  hasta un 66% iniciaron con cetoacidésis, esto obedece a un
diagnéstico tardio debido probablemente a la falta de conocimiento de s enfermedad en Ia poblacién
,1azbn por la que acuden a consulia meses despues de iniciados los sintomas y a la poca sensibilizacion

que existe entre médicos para buscar y detectar la enfermeded en forma temprana .

Desde 1974 se conocen mejor los mecanismos inmunolégicos que participan en  la destruccion de las
células beta, y por diversos métodos se han identificado diferentes autoanticuerpos(4,6,9,15,16,55-
57,72), pero ain es controvertido determinar si una vez que se inicia este proceso, su evolucion es
progresiva y culmina siempre en la aparicion de diabetes insulino-dependiente (9,57), o si este
mecanismo no es un proceso constante v algunas veces entra en remisiones temporales o incluso
permanentes (57). Eisenbarth y cols han propuesto que en la mayoria de los individuos el mecanismo
de destruccion de las células beta es lineal (3), en contrapunto otros autores como Barts-Windsor han

sugerido que el proceso ¢n la DM 1 no siempre es progresivo (57 ).
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El mecanismo de autoinmunidad se ha demostrado por diversas pruebss como la inhibicion de la
migracién de leucocitos y Ia transformacion de linfocitos (32), Gepts demostr6 1a infiltracion linfocitaria
del pancreas al inicio de la enfermedad (7) y hasta la actualidad ha sido posible reconocer anticuerpos
que actian contra el citoplisma, 6tros se dirigen especificamente contra Ia enzima icido glutamico
descarboxilasa que se ubicaen la superficie de las células beta, y hay anticuerpos que actiian contra la
insulina (4,6, 9,32, 34-37,56, 57,72). La mayoria de los investigadores han utilizado 1a medicion de
m.nicuu'pos anticitoplasmaticos por inmunofluorescencia indirecta como método convencional
(9,32,57), sin embargo se reconoce que por las caracteristicas del procedimiento su interpretacion
sigue siendo dificil. Actualmente segtin algunos investigadores la deteccion de anticuerpos que actilan
contra Ia enzima icido glutdmico descarboxilasa es el método mas confiable (56), pero su aplicacion
se realiza solo en algunos centros de investigacion, su técnica es complicada, y quizas lo que mas ha
limitado su utilizacion es su aita prevalencia en poblaciones no diabéticas (9). Los anticuerpos que
actuan contra el citoplasma  han sido los mas estudiados en poblaciones con DM 1 en maltiples
paises ( 4,6,9,37,4648,57,72 ) y se conoce que su prevalencia varia entre 60 a 30% al inicio de la
enfermedad (4, 6 , 9 4648 ), éstos valores disminuyen en forma progresiva y desaparecen por

completo una vez que se han destruido todas las células beta (9, 49 ).
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Nosotros  utilizamos la medicion de anticuerpos anticitoplasms mediante la técnica de

inmunofluorescencia indirecta y pdncreas humano como sub ). Encc )s una prevalencia de

anticuerpos anti-islotes de 70% en el grupo de menos de un affo de iniciada la enfermedad (Grupo A),
esto es similar a lo reportado en pafses europeos y ciudades norteamericanas (9) y reafirma Ia teoria de
que al inicio de la DM 1 existen mas células beta viables y por consiguiente es posible detectar mayor
nitmero de anticuerpos. Entre el grupo con evolucion de 1 a 4 ailos ( Grupo B), 54 % presentaron
anticuerpos, lo que indica un descenso en su nimero probablemente secundario al proceso continuo
de destruccion, estos valores estan elevados en relacion a otros autores (9 ), pero debe considerarse que
por el tiempo variable de evolucion dentro del grupo B, su prevalencia es mayor comparada con
estudios en que analizaron un solo tiempo de evolucion. En ¢l grupo de mas de 5 afios de inicio
(Grupo C), s6lo 20 % presentaron anticuerpos, esto es similar a lo encontrado en otros paises (9, 65) y
aunque el nimero de pacientes es pequeffo , parece indicar que una vez que la enfermedad ha
progresado varios aitos , las células beln desaparecen casi en su totalidad . La presencia de estos
autoanticuerpos en nifios mexicanos con DM1  reatinma Ia teoria de un proceso autoinmune en la

génesis de la enfermedad, situacion que ha sido sefiatada por muchos autores .



Existen dos limitaciones importantes que deben ser consideradas al evaluarse el hallazgo de anticuerpos
contra las céluas de los islotes pancréaticos . Ain con procedimientos estandarizedos para cuantificar a

los anticuerpos (50) existen variaciones en cuénto a como deben de tedlirse los anticuerpos, ésto resulta

debido a que la antigenicidad de un pa varia en relacion a otro (9) y otra limitacion relacionada
con la metodologia es que la lectura de la inmunofluorescencia es subjetiva , ¢l grupo Internacional
Diabetes Workshop @DW ) v Juvenile Diabetes Fundation ( JDF ) han estandarizado Ia medicion de los
anticuerpos anticitoplasmaticos (50 ), sin embargo se reconoce que debido a las limitaciones intrinsecas

de los analisis, una cuantificacion exacta es menos que ideal (57) .

En base a los resultados podemos concluir que algunos razgos clinicos de nuestros nifios con DM1 son
similares a poblaciones diabéticas de owras partes del mundo . En México los niflos con DM1 también
son portadores de marcadores inmunolbgicos como los anticuerpos anti-islotes pancrefticos y segun el
tiempo de evolucién de 1a enfermedad, al irse destruyendo sus células beta lentamente, sus anticuerpos

di en paulatin . Los hallazgos de el presente trabajo sustentan Ia teoria que afirma la

T

participacion de procesos autoinmunes en el desarrollode laDM 1.
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